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ZUSAMMENFASSUNG IX

ZUSAMMENFASSUNG

Rhabdomyosarkome (RMS) sind die héaufigsten Weiclkegpetumoren bei Kindern und
Jugendlichen. Obwohl die 5-Jahres-Uberlebensratikalisierten RMS heute 70% erreicht,
ist die Uberlebensrate bei metastasierten RMS gebiesen Risikopatienten eroffnen sich
neue Perspektiven durch immuntherapeutische Sieate®ie Entwicklung des adoptiven
Transfers RMS-reaktiver chimarer T-Zellen stehZemtrum der vorliegenden Arbeit.

In Voruntersuchungen wurden chimare AntigenrezeptofCAR) mit Spezifitat fur ein
RMS-spezifisches Antigen, den fetalen Acetylch@reptor (fAChR), generiert. Die
retrovirale Expression dieses CAR auf der Oberg&eabn Blutlymphozyten erzeugt chimare
T-Zellen, die fAChR-exprimierende RMS-Zellen vitro und in vivo erkennen. CAR der
ersten Generation, die aus dem scFv-Fragment ememsanen fAChR-spezifischen
Autoantikorpers, einer IgG- und einer CPBoméne bestehen, erzeugen in chimaren
T-Zellen jedoch eine zu geringe zytolytische AK&Yj um ihren Einsatan vivo zu
rechtfertigen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher d&éR@ler ersten Generation mit einer
zusatzlichen CD28-Signaldoméne ausgestattet, udenf@éd kostimulatorische Signale zu
kompensieren und die Anergisierung chiméarer Zelien verhindern. Diese Rezeptor-
Modifikation steigerte die lytische Aktivitat dehienaren Zellen signifikant, blieb jedoch im
Vergleich zu CEA-spezifischen CAR bei Colon-Karzimeellen unbefriedigend.

Die anschlielende Analyse potenzieller Resistenkamesmen zeigte, dass essentielle
kostimulatorische Oberflachenmolekile auf RMS fehlewdhrend Inhibitoren der
Tumor-T-Zell-Interaktion, wie B7H1 und B7H3, von FBWerstéarkt exprimiert werden. Des
Weiteren erwies sich die Expression von Adhasioskiten fir die Effektivitdt chimarer
Effektorzellen als relevant, da die CD54-Neoexpogsauf mehreren primar CD54-negativen
RMS-Zelllinien die Zytotoxizitat chimarer T- und IKGZellenin vitro signifikant steigerte.

Als Weitere, teilweise RMS-Zelllinien-spezifischgyotenzielle Resistenzmechanismen
wurden stark verminderte Sensitivitaten gegenubiy,| TNFa, FAS-L und teilweise TRAIL
gefunden. AuBerdem zeigten RMS-Zelllinien und RM&a@be eine starke Uberexpression
von Mitgliedern derinhibitor of apoptosis(IAP)-Familie, die in die T-Zell-induzierte
Apoptose eingreifen. Die siRNA vermittelte oder phakologische Hemmung von
Uberexprimierten IAPs verbesserte die Zytotoxizkimarer T-Zellen gegeniuber RMS-Zellen

signifikant.
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Erste Versuche mit immundefizienten NOD/SCID-Maugeigten, dass die einmalige Gabe
fAChR-reaktiver chiméarer T-Zellen das Wachstum vORMS-Xenotransplantaten
verlangsamen, die Tumorzellen aber nicht eradiiei®nnte. Zukunftige In-vivo-

Experimente haben daher das Ziel, die Ausschaltudgr neu entdeckten
Resistenzmechanismen mit der wiederholten Gabe esséoter chimarer T-Zellen zu
verbinden, um die Effizienz des adoptiven Transik4S-spezifischer chiméarer T-Zellen zu

steigern.
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SUMMARY

Rhabdomyosarcoma is the most common soft tissuegmaacy of childhood and
adolescence. Despite improved 5-year overall sahviates that now reach 70% in patients
with localized tumours, outcome of children withvadced RMS is still poor. Immune
therapeutic options offer new perspectives for higk patients. Design of an adoptive
immune therapy using RMS specific chimeric T celés the objective of this work.

To explore an immune cell anti-tumour approach, redirected cytotoxic T cells towards
RMS cells by a chimeric antigen receptor (CAR) vagecificity for the foetal acetylcholine
receptor (fAChR), which is a specific tumour asatail antigen expressed on RMS. These
chimeric T cells should be able to recognize aidAChR* RMS cellsin vitro andin vivo.
However, chimeric T cells expressing a previousbhayated CAR, consisting of a scFv
fragment (made from an fAChR specific antibody),lgé hinge region and a CD3ignal
transduction domain, showed attenuated killing,olwldappeared insufficient fan vivo use.

In this work we generated an improved chimeric pémeby adding a costimulatory CD28
domain to compensate for missing costimulatory agrand avoid induction of T cell
angergy. Chimeric T cells expressing the modifigdRCGshowed enhanced RMS tumour cell
lysis, but were markedly attenuated in comparisonkiting of CEA expressing colon
carcinoma by CEA-specific chimeric T cells.

Analysis of costimulatory and immunosuppressivefazie molecules, crucial factors of
tumour cell-T cell interaction, revealed failure BMS to express essential costimulators;
instead, expression of inhibitory molecules, likeHa and B7H3, was observed. It was also
shown that adhesion molecules influence the eftdcthimeric T cells: induced over-
expression of the adhesion molecule CD54 by RMSSs csetrongly increased their
susceptibility to chimeric T cells and CIK cells.eVfbund also a reduced sensitivity of RMS
against IFN, TNFa, FAS-L and partially TRAIL, which are potential lcdine-specific
resistance mechanisms. Of particular interest Wwasstrong over-expression iibitor of
apoptosis (IAP)Yamily members in RMS cells and tissue, since |ARsrfere with T cell
mediated apoptosis induction. Consequently, inioibibf IAPs through specific sSiRNA or
pharmacological substances improved killing efficie by chimeric T cells.

Treatment of RMS bearing NOD/SCID mice with fAChgesific chimeric T cells revealed
delayed tumour development but no definitive eratiim. Futuran vivo experiments want to
combine blockade of the discovered resistance nmésina in RMS with application of

improved chimeric T cells, to develop new therajmeoptions for RMS patients.






1. EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Rhabdomyosarkome

Rhabdomyosarkome (zusammengesetzt aus dem grieehisthabdos, der Stab; mys, der
Muskel; sarx, das Fleisch) sind Weichgewebstumadalie, vorwiegend im Kindes- und
Jugendalter auftreten. Nach Tumoren des Zentralemvedsystems, Lymphomen und
Neuroblastomen stellen Weichgewebstumore mit ca. di&o vierthdufigste péadiatrische
maligne Erkrankungsgruppe dabavon machen Rhabdomyosarkome (RMS) mit rund 60%
den groBten Anteil aus (Abbildung %) Das Durchschnittsalter bei der Diagnose eines

RMS liegt bei 5 Jahren mit einer Inzidenzrate v¢gndern/Million Kindef.

Verteilung der Weichgewebstumore im
Kindesalter

RMS
ERMS

BETEG BSS BNFS BFBS BUDS BNOS DARMS DERMS

Abbildung 1.1: Ubersicht lber die prozentuale \iartey von Weichgewebssarkomen im Kinder- und
Jugendalter (www.Kinderkrebsinfo.de; Koscielnial RMS - Rhabdomyosarkom, ETEG - extraossare Tumore
der Ewing Gruppe, SS - Synovialsarkom, NFS - Neéhrofarkome, FBS - Fibrosarkome, UDS -
undifferenzierte Sarkome, ARMS - alveolares Rhabgmsarkom, ERMS - embryonales Rhabdomyosarkom,

NOS - nicht weiter spezifiziernpt otherwise specifig¢d

Als Ausgangszellen von RMS werden Uberwiegend mtatiemesenchymale Stammzellen
vermutet, obwohl der genaue zellulare Ursprungndeisten Weichteiltumoren bisher nicht
bekannt ist®. Andererseits werden aufgrund der skelettmusknlBiéerenzierung von RMS
auch myogene Vorlauferzellen erwoderFir einen mesenchymalen Ursprung spricht
insbesondere die Beobachtung, dass RMS nicht aufS&elettmuskulatur begrenzt sind,
sondern auch in Geweben vorkommen, die keinerl@leinuskulare Differenzierung
aufweisen. Die Primé&rtumore findet man vorwiegendiopf- und Halsbereich (ca. 35%), an
den Extremitaten (ca. 19%) und im Urogenitaltrakt 26%) (Abbildung 1.3)'°.
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Verteilung von RMS auf Kérperregionen

& Orbita EKopf/ Hals NP
@ Kopf/ Hals PM BBrust/ Abdomen / Pelvis
mRetroperitoneum B Urogenitaltrakt (ohne BP)
Blase / Prostata Extremitaten
Andere

Abbildung 1.2: Frequenz der Lokalisation des Priom@ors bei Kindern und jungen Erwachsenen mit

Rhabdomyosarkom nach Sultanal'®; NP = nicht parameningeal, PM = parameningeal=Hase/Prostata.

Histologisch stellen sich RMS je nach Subtyp (Abstté 1.1.1 und 1.1.2) entweder als
spindelzellige oder als klein- und rundzellige Tuenamit Expression muskeltypischer
Differenzierungsgene, wie MyoD, Myogenin, Desmirdukktin, dar *2 Bei Kindern und
Jugendlichen kommen praktisch nur zwei histologssShbtypen (embryonale und alveolare
RMS) vor, die sich hinsichtlich Genetik und Progmasnterscheiden. Bei Erwachsenen
beobachtet man zusatzlich sog. pleomorphe RMSaloke so selten sind, dass sie in dieser

Arbeit nicht weiter behandelt wurden.

1.1.1 Embryonale Rhabdomyosarkome

Embryonale Rhabdomyosarkome (ERMS) machen mit r8@% den grof3ten Teil der
diagnostizierten Rhabdomyosarkome aus und weisert &ner krankheitsfreien
5-Jahres-Uberlebensrate von 70 - 95% eine weitagseibe Prognose auf, als die friihzeitig
und haufig ausgedehnt metastasierenden alveolaw® RRMS) ** Obwohl RMS, wie
oben erwahnt, in nahezu jeder Korperregion auftré&tinnen, findet man ERMS besonders
im Bereich von Augenhohle (Abbildung 1.3), Kopf-duklalsregion sowie im Bereich des

Urogenitaltrakte¥.



1. EINLEITUNG 3

Abbildung 1.3: Orbitales ERMS; die Aufnahme zeiigie® Tumor, der
supra-medial in der linken Augenhohle liegt und dage nach kaudal
und lateral verschiebt. Abbildung mit freundlich@enehmigung der
Liddy Shriver Sarkom Initiative, www.SarcomaHelpto Wexler

L.H., 2004.

Histologisch ahneln ERMS Muskelzellen in frihendi#a der embryonalen Myogenese.
Dabei konnen histologisch dichte von weniger dich#ellzonen abgegrenzt werden, die
oftmals von losem myxoidem Stroma durchsetzt'$ifrd

ERMS sind durch eine genetische Instabilitat mihlmachen Funktionsverlusten und
-zugewinnen lpsses and gains of functiongekennzeichnét®. Bei Erkrankungen, die
ahnliche genetische Instabilitaten aufweisen, istEhtwicklung von ERMS-Tumoren nicht
selten. Bekanntes Beispiel hierfir ist das Beckwiiedemann-Syndrom (BWS), ein
genetisch bedingtes GroRwachstum, das durch eireeiiression von IGF2 entsteht und zu
vermehrter Tumorgenese fiilfrt Tatsachlich konnte eine verstarkte Expression N&fR2
auch bei ERMS nachgewiesen werden. Bedingt wird(ttierexpression durch Mutationen
einer kleinen Region auf dem kurzen Arm von Chraoonod1, die dem IGF2/H19 Lokus
(11p15.5) entspricht.

1GF2 @
aktiv still d
ﬁ IGF2 H19
Methyli
IGF2 eierng @ / W Q : );'
d W aktiv still
aktiv still LOH
IGF2 H19 ’% O
IGF2 H19
9 still aktiv W
NORMALZUSTAND aktiv still ( j
IGF2 @ 9

aktiv still

LOI
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Abbildung 1.4: Model des Imprinting Verlustes vaBH2 und H19 bei BWS bzw. ERMS. In normalen Zellen
wird IGF2 paternal und H19 maternal exprimiert. Kolliert wird die Expression Uber die Methylieruemes
Promotorbereichegpstreamvon H19 infolge dessen die Expression von H19 dniiekt wird’; LOH —loss of
heterozygosityz.B. uniparentale Disomie), LOlless of imprinting Abbildung mit freundlicher Genehmigung
der Macmillan Publishers Ltd: Nature Genetics; Steanet al; 1994.

Die IGF2/H19-Region wird durch Methylierung regutizvas dazu fuhrt, dass H19 lediglich
vom maternalen Allel und IGF2 nur vom paternaletelAhbgelesen wird (Abbildung 1.4).
Bei einem Verlust der Heterozygotitogs of heterozygosityuOH), durch die Vererbung
beider Chromosomen vom Vater (uniparentale Disgnoi@¢r einem Verlust des Imprintings
(loss of imprinting LOI), in dessen Verlauf die Expression von IGEZravom maternalen
Allel stattfindet, wird IGF2 vermehrt exprimiert bhildung 1.43* *° *® Da die Stimulation

von Zellen mit IGF2 zu verstarkter Proliferation,uforinvasion, Angiogenese und
Apoptosehemmung fiitft wird der Uberexpression von IGF2 eine wesentliRbée bei der

Entwicklung von ERMS zugeschrieb@n

1.1.2 Alveolare Rhabdomyosarkome

Die zweithaufigste Subgruppe der RMS bilden mit 2820 die alveolaren RMS (ARMS).
ARMS weisen eine hodhere Metastasierungsrate als £RMf, was zu der geringen
krankheitsfreien 5-Jahres-Uberlebensrate von lietligl40% - 50% fuhif 4 Die
Bezeichnung alveolares RMS leitet sich von einestdfbgischen Ahnlichkeit zu
Lungenalveolen ab. Die eher rundlichen (also napihdeligen) Tumorzellen reihen sich
kohasiv entlang fibrovaskularer Septen auf, wahretid gefal3fernen Tumorzellen
diskohésive, lockere Zellnester bildén

Charakteristisch fur diese Subgruppe sind rezipobkemosomale Translokationen bei denen
es zu einem Fusionsprodukt aus einem Pax-Trangkrgfaktor und demforkhead
(FKHR)-Gen auf Chromosom 13 kommt. Die mit ca. 5@ haufigsten auftretende
Translokation setzt sich aus dem FKHR-Gen und dern Ghromosom 2 lokalisierten
Pax3-Gen zusammen (t(2; 13)(g35; q14)). Ein ddutkizinerer Anteil ARMS weist eine
Translokation von FKHR mit Pax7 von Chromosom 1;(t(3)(p36; q14)) adf ** *° 2% |n
beiden Fallen wird ein funktionsfahiges Proteinesigf, das aus der DNA-Bindedomane des
Pax-Gens und der Transaktivierungsdoméane des FKEif&®esteht (Abbildung 1.5). Die
aus der Fusion hervorgegangenen chimaren Transkigbaktoren weisen im Gegensatz zu

den natidrlich vorkommenden Proteinen eine stark@idA-Bindung und erhohte
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Transaktivierungsaktivitat alif* und fiihren zur Expression von Genen, die Prolifenaund

Invasion der Tumorzellen fordeéfn

[ L= [ [ [ v | | Pars 2639

Pax3/FKHR
[T T 1T T 1 [ pows
FKHR DBD FKHR (13q14)
Pax7/FKHR
[ T 0 N [

Pax7 (1936)

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der WildBmpteine und Pax-FKHR Fusionsprodukte bei alveolar
Rhabdomyosarkoméh PD -paired boxHomeodomane, HD -paired typHomeodoméne, FKHR DBD -
forkheadDNA-Bindedoméne.

Rund 30% aller histologisch eindeutig als ARMS iifemierter Tumore weisen keine der

beschriebenen Translokationen auf (Abbildung 1INgben seltenen Translokationen unter
Einbeziehung von Pax3 (wie Pax3-AFX oder Pax3-NEPAind solche translokations-

negativen ARMS durch komplexe Karyotypen midllglischer Inbalancé und diversen

LOHs charakterisiert und &hneln in ihrem Genexpoesprofil eher ERME"

Molekulare Subtypen von ARMS

| Translokations- \
f negativ \
30% |

" Pax7FKHR
- 20%

Abbildung 1.6: Schematische Verteilung der moleteaSubgruppen von ARMS™.

Die molekularbiologischen Unterschiede innerhally d&RMS beeinflussen stark deren
Prognos&. Die krankheitsfreie 5-Jahres-Uberlebensrate va@x3FFKHR translozierten

ARMS liegt aufgrund ihrer Neigung zu friher Metastaung bei nur 35%, wahrend
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Pax7-FKHR translozierte ARMS eine 5-Jahres-Uberiskse von bis zu 92% aufweisén
Die Uberlebensrate der heterogenen Klasse von lokai®ns-negativen ARMS liegt
zwischen derjenigen der Pax3-FKHR- und Pax7-FKHBit{p@n ARMS>.

1.2 RMS und muskulare Differenzierung

RMS exprimieren eine Vielzahl muskularer Differesrmingsgene, wie MyoD1, Myogenin,
Desmin und Aktin* *2 was eine Abgrenzung gegeniiber anderen rund- leidz&lligen
Tumoren, wie Ewing-Sarkomen oder Wilms-Tumoren, dgticht® ?”. Diese Gene spielen
eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung uargiproliferierender Myoblasten hin zu

hoch differenzierten Muskelzell&rf® 2°

1.2.1 Differenzierung normaler Skelettmuskulatur

Wahrend der Embryogenese erfolgt die Myogeneseqdergestreiften Muskulatur in den

Somiten, segmentierten Strukturen, die beidsenidaeg des Neuralrohrs aus Mesenchym
entsteheff. Abschniirung und Differenzierung der Somiten eeol entlang der Langsachse
des Embryos von anterior nach posterior. Im Verlderd Entwicklung zeigen die Somiten

eine Aufteilung in verschiedene Kompartimente, deisen jeweils unterschiedliche Gewebe
entstehen. Dazu gehort unter anderem das dorsdlades einem Somiten entstehende
Dermamyotom, aus dem in spateren Entwicklungsstapieeils ein Dermatom und ein

Myotom hervorgehen (Abbildung 1%) Die beginnende muskulare Differenzierung ist in
diesem Embryonalstadium durch die Expression zweialutiondr stark konservierter

Homeobox-Gene, Pax3 und P& gekennzeichnet.

Dorsaler

Somit DM
Ventraler
Somit
v e

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Soraitéagen im Embryo nach Mad al?. Aus den dorsalen
Abschnitten der Somiten entsteht das Dermamyotowr, dentrale Abschnitt bildet das Sklerotom;
NC - Notochord, NR - Neuralrohr, DM - DermamyotonM - Myotom, SK - Sklerotom. Abbildung mit
freundlicher Genehmigung der Society for Reprodurctind Fertility; Reproduction, Madt al, 2011.
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.Knock out“-Experimente in der Maus konnten zeigen, dass d@dssion von Pax3 und
Pax7 fur die muskulare Entwicklung essentiell iBax7-defiziente Mause bilden keine
Satelliten-Zellen, die zur Aufrechterhaltung posater Muskulatur nétig sirfd *° ! wahrend
Pax3-defiziente Mause im Verlauf der Embryogeneseédtlei hypaxiale und epaxiale
Muskulatur erzeugen und bereitsuterosterbef *° 32

Die Expression der Pax-Gene gewahrleistet zunatiadroliferation und das Uberleben der
wandernden Myoblastéh sowie deren anschlieRende Differenzieind. Zu diesem
Zeitpunkt wird als erster muskularer Differenzieggmarker Myf5 exprimiert, welcher
seinerseits die Expression anderer myogener Fakiodeiziert. Zu diesen zahlen die auch bei
RMS nachweisbaren, muskuléren DifferenzierungsdéyeD, Myogenin und Mrf4, die zur
Familie der myogenen regulatorischen Faktorapagenic regulatory factor8)RF) gehoren.

Im Verlauf der muskularen Entwicklung wird mit fechreitender Expression der Gene aus
der MRF-Familie die Expression der Pax-Gene regtitmind die Zelle wechselt von einem

proliferierenden Status (Myoblast) in eine posttsth differenzierte Muskelzelle
(Myozyt)?®,

1.2.2 Expression skelettmuskelspezifischer Gene in RMS

Beide Rhabdomyosarkom Subtypen, ERMS und ARMS, emeentweder eine Expression
des Pax3- oder Pax7-Gens ‘alfei ERMS und den translokations-negativen ARM8deit

es sich dabei vorwiegend um Pax7, wahrend transtmisapositive ARMS, je nach
Translokationsstatus, entweder Pax3 oder Pax7 rmigen. Die Induktion
muskelspezifischer Gene der MRF-Familie durch dé&lén Homeobox-Gef&*® bedingt
somit die muskuléare Pragung von RMS.

Die Expression von Pax3 und Pax7 halt den prolifeza Status der Zellen aufrecht, wahrend
zeitgleich die Expression der myogenen Faktorenuzieft wird. Im Gegensatz zur
muskularen Entwicklung wird bei RMS die Pax-Expressdurch die Induktion der
MRF-Familie allerdings nicht reprimiéft®®. Es wird daher vermutet, dass die Pax-Gene fiir
die Aufrechterhaltung der Proliferation und desinggen Differenzierungsgrades bei RMS
verantwortlich sind™>° Gleichzeitig wird die verstarkte Pax-Expressioai (RMS im
Zusammenhang mit der Entwicklung metastasierendencfe gesehéf) da die beiden
Homeobox-Gene insbesondere bei wanderenden Myehblast der Embryogenese

nachgewiesen werden kdnnen.
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Neben der unterschiedlichen Ausprdgung der Paxdssmn weisen die beiden RMS
Subtypen Unterschiede in der Expression von Myageni. Dieser MRF-Faktor tritt in der
muskuléren Differenzierung spater in ErscheinursgMyoD und Myf5 und kann bei ARMS
in fast allen Tumorzellkernen detektiert werdenhmwe&id ERMS meist nur eine partielle und

schwachere Expression aufwei€en

1.3 Immunologische Aspekte der Tumorentstehung und Tumorabwehr

bei RMS und anderen Tumoren
Bevor auf die wenigen zu Beginn dieser Arbeit beitan immunologischen Eigenschaften
von RMS eingegangen wird, soll zuerst die bess&rsuchte Rolle des Immunsystems bei

anderen Tumoren dargestellt werden.

1.3.1 Die Rolle des Immunsystems bei der Entstehung und Progression nicht-
rhabdomyomatdser Tumore
Fur malignes Wachstum von Tumoren mussen mehreraugsetzungen erflllt sein. Dazu
zahlen die autokrine, parakrine oder hormonelle steyung der sich entwickelnden
Tumorzellen mit Wachstumssignalen, eine Unempfaiddeit gegenidber inhibierenden
Signalen, ein hohes Mal} an Replikationsfahigkeie @usschaltung von Apoptose-
Mechanismen sowie die Fahigkeit zur Angiogenese mmschliellendem, invasivem
Wachsturfi* %
DarUber hinaus nimmt das Immunsystem eine Schligdleelbei der Entstehung vieler
Tumore ein, da entartete Zellen vom korpereigenanunsystem normalerweise erkannt und
zerstort werden. Die Etablierung eines Tumorsastis auch abhangig von seiner Fahigkeit
der Erkennung durch das Immunsystem zu entgeheroderd eventuelle anti-tumordse
Immunreaktionen zu supprimiefn Solche ,escape“-Mechanismen reichen von der
Expression immunsupprimierender Moleklle auf demdrezelloberflache, Uber diverse
intrazellulare Resistenzmechansimen gegenuber aysohen T-Zellen
(z.B. Apoptoseresisteff), bis hin zur Rekrutierung immunregulatorischerléte die im
Tumorstroma zytotoxische Effektorzellen neutratisit”.
In der Frihphase der Entstehung mancher Tumoren Han Etablierung eines eigentlich
gegen den Tumor gerichteten immunologischen Miklieos paradoxerweise zur Forderung
des Tumorwachstums fuihren, indem Zellen des Imnaies)s - auch unter Beteiligung der
entstehenden Tumorzellen sefBst- zur Produktion von Wachstumsfaktoren und
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Umstrukturierung der extrazellularen Matrix angenegrdef®>*’. Dadurch wird die Invasion
der Tumorzellen und die Versorgung des Tumors ritggfaRen (Angiogenese) geford@rt
Mit zunehmender TumorgrofRe und —heterogenitdt sose@e Entstehung immunogener
Subklone, werden die Tumorzellen verstarkt vom Imsystem attacki€ft Der erhohte
Selektionsdruck, in Kombination mit einer hohen IRemationsrate und einer damit
verbundenen genetischen Instabilitdt der Tumonzglféhrt schlie3lich zur Selektion von
Zellklonen, die nur noch eingeschrankt immunogen sind vom Immunsystem nicht mehr

erkannt werdelt  *°

Die Entwicklung zunachst immunogener und heterege
Tumorzellpopulationen hin zu einer Population, flie das Immunsystem ,unsichtbar” ist,

wird als ,Cancer Immunoeditingbezeichnéf *°

1.3.1.1 Cancer Immunoediting

Die erste Phase desmmunoediting” besteht in der Eliminierung des Tumors durch das
angeborene und adaptive Immunsystem. Dabei werdedchst Zellen des angeboren
Immunsystem wie naturliche Killerzellen (NK), NKTelen, Makrophagen ungb-T-Zellen
rekrutiert, die durch die Produktion von Zytokinespeziell IFN, antiproliferative,
proapoptotische und angiostatische Effekte im Tuhmworrufen kénnetl °2 Gleichzeitig
kommt es durch die Aktivierung dendritischer Zellamd die Prasentation von
Tumorantigenen in den Lymphknoten zur Aktivierung@sdadaptiven Immunsystems
(Abbildung 1.8).

Dazu werden Tumorantigene uber MHC-I- oder MHC-Ibisklle zytotoxischen T-Zellen
(CD8") bzw. T-Helfer Zellen (CD3 prasentiert. Bei MHC-I-gebundenen Antigenen hétnde
es sich in der Regel um die Prasentation zelleigdPmteine, wahrend es sich bei
MHC-II-gebundenen Antigenen um exogene Proteinedéldndie tUber Phago-Lysosomen
aufgenommen, intrazellular abgebaut und in Form vdéteptidfragmenten an
MHC-II-Molekiile gebunden prasentiert werden.

Fur eine tumorspezifische Immunreaktion ist die edaktion von zytotoxischen
T-Lymphozyten ¢ytotoxic T lymphocytesCTL) mit den Tumorzellen von besonderer
Bedeutung und beruht auf der Erkennung eines MHBRENgig prasentierten Tumorantigens

und der Bindung an einen spezifischen T-Zell-Rexeft cell receptorTCR).



1. EINLEITUNG 10

Tumor -Suppression
(Seneszenz, Reparatur
Mechanismen und/oder

Apoptose

immunologischen Mikroumgebung:
Ausgangspunkt fiir eine Tumorentstehung
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Strahlung
Virale Infektionen
Chronische Entziindung
Genetische Mutationen
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Abbildung 1.8: Darstellung des TumbnmunoeditingKonzepts bestehend aus den drei Phasen: Elimingeru

1*° Schreibeet al>® .

Equilibrierung undescapeg(nach Dunret a , Veselyet al

Die Prasentation der Antigene ist dabei abhéangiy eioer intrazellularen Maschinerie, die
zelleigene Proteine proteasomal abbaut und didtiessmden Peptidfragmente Uber einen
Peptid-Transporter in das Endoplasmatische Retikubkchleust, wo die Fragmente an
MHC-Klasse-I-Komplexe gekoppelt und anschlielend dan Zelloberflache prasentiert
werden (Abbildung 1.9). Mit der Erkennung eines sprdierten Antigens durch einen
antigenspezifischen TCR wird die betroffene Zele lkdbrperfremde Zelle eingeordnet und
eliminiert>>".

Die MHC-abhangige Erkennung tumorspezifischer Aemig erfolgt durch tumorinfiltrierende
Lymphozyten (TIL); einer heterogenen Gruppe zytscxer T-Zellen, die einen Tumor
aufgrund ihrer Spezifitat fir tumorassoziierte Aetie (TAA) infiltrieren und lysierefi
Die Zelllyse wird Uber die Sekretion zytolytisch@&ranula (Perforin/Granzym) oder die
Aktivierung von Todesrezeptoren, wie FAS oder TRAL vermittelf® . Fir die
vorliegende Arbeit ist wichtig, dass die hohe {FRroduktion durch Zellen des
Immunsystemsnormalerweise zu einer verstarkten Expression der Komponentes de

MHC-Prasentationsweges in Tumorzellen fiihrt unddsoZelllyse durch tumorspezifische
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T-Zellen unterstiit2? °° Dieser physiologische Effekt kann jedoch im Sinames

.escape“-Mechanismus gestort sein (s. unten).

e Abbildung 1.9: Prasentation von Tumorantigenen (JAAMber den

MHC-I-Komplex. Dazu werden proteasomal abgebauteéfre als Peptide
Uber den TAP-Komplex in das ER geschleust und (ftsgyasin an ein
MHC-I-Molekul gekoppelt. MHC-Peptid-Komplexe werdéber den Golgi
Apparat an die Zelloberflache transportiert und d@mL préasentiert;
CTL - zytotoxische T-Lymphozyten cytotoxic T lymphocytgs TCR -

T-Zell-Rezeptor T cell receptoy, MHC - Haupthistokompatibilitatskomplex

(major histocompatibility compléx ER - Endoplasmatisches Retikulum,

TAA - Tumorantigen, TAP transporter associated with antigen processing.

Falls nicht alle Tumorzellen durch das Immunsysteemnichtet werden, kann es zur
Entwicklung eines Gleichgewichtes zwischen Tumoihsaem und Eliminierung der
Tumorzellen durch das Immunsystem komffiéh®? Dieser ,Ruhezustand“ des Tumors kann
im besten Fall Gber einen langen Zeitraum aufredmlten werden, oder in die Entwicklung
von Tumorzellen minden, die infolge des anhalteridenunogenen Drucks Mechanismen
entwickeln, sich dem Immunsystem zu entziehen (kibbig 1.85>.

Dazu zahlt u.a. die eingeschrankte Prasentation Vamorantigenen aufgrund eines
MHC-I-Verlustes oder anderer Faktoren, die fiir Aigigen-Prasentation nétig siffo ®
Das wiederum fihrt zu einer eingeschrankten Erkegrder Tumorzellen durch zytotoxische
T-Lymphozyten.

Weitere Tumor,escape“-Mechanismen sind die Resistenz gegeniiberitNMie Expression
immunsuppressiver Zytokine (z.B. T@Foder Galectinf und immunsupprimierender
Oberflachenmolekiile (z.B. B71°9 sowie die Rekrutierung regulatorischer lymphomssta
(z.B. TegZellenf’ ®® oder myeloischer Zellermyeloid derived suppressor cellDSC®.
Regulatorische Zellen wirken sich durch die Prodwktvon Zytokinen (IL-10 und TG
und negativen Kostimulatoren (wie CTLA-4 und B7Hf)munsuppressiv auf die Aktivitat

zytotoxischer T-Zellen ad3"™

1.3.1.2 Die Rolle kostimulatorischer Molekule fird  ie Antigenerkennung
Fur die effektive T-Zellaktivierung ist neben einéiiHC-abhangigen, Antigen-spezifischen
Signal, ein zweites Antigen-unabhangiges Signaligndtvelches durch die Interaktion

zwischen Oberflachenmolekilen auf Tumorzellen odendritischen Zellen (z.B. B7.1
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(CD80), B7.2 (CD86) oder CD40), bzw. deren Liganderi T-Zellen (z.B. CD28 bzw.
CTLA-4), vermittelt wird* "2 Tumorzellen selbst weisen oftmals nur eine eidgeskte
oder fehlende Expression der bendtigten Kostimegatcauf. Dadurch bleibt das fir die
Aktivitat der T-Zellen entscheidende Wachstumsdigmas, was eine Anergie (fehlende
Immunantwort) der entsprechenden Immunzellen zilge~baben kann und somit wiederum
das Tumorwachstum begiinsfigt Als Alternative greift das Immunsystem bei der
Prasentation von Antigenen auf professionelle Aamigrasentierende Zellemartigen
presenting cell APC), wie dendritische Zellerdéndritic cell, DC) und Monozyten zurick,
die neben der MHC-l-abhangigen Prasentation degyém, die bendtigten Kostimulatoren
zur Verfugung stellen. Da die Antigen-Prasentatiomon einer endogenen
Synthese-Maschinerie abhangig ist, missen APC.cihmlie im Falle von MHC-II, die
Antigene zunachst aufnehmen und dann Uber denigezlen MHC-I-Signalweg auf der
Zelloberflache anbieten. Dieses Vorgehen wird atsuKprasentationcfoss presentation,
cross priming bezeichnet und beruht auf der F&higkeit von ARSbp#otische oder
nekrotische Tumorzellen durch Phagozytose aufzueahmie Antigenaufnahme fihrt zur
Reifung und Migration der APC, vorrangig dendritisc Zellen, in Richtung der
lymphatischen Organe und der MHC-abhangigen Prasent gegeniber zytotoxischen
T-Zellen (Abbildung 1.1G) 47>

direkte @
Prasentation TCR
)

&7
«— I
Zelllyse \ \$) &I

Kostimulation

se
Reifung
—— (== 9
APC

CTL

Kreuzprasentation
S

nekrotisch

Aktivierung und
Zelllyse Vermehrung

© Tumorantigen spezifischer CTL
=== (CD28
== CD80bzw.CD86
J= MHc4
% T-Zell Rezeptor

Abbildung 1.10: Prasentation von Tumorantigenenr iden direkten Weg oder Uber die Kreuzprasentation
(cross presentation durch Antigen-prasentierende Zellen (APC); DC -endtitische Zellen, APC -
professionelle Antigen-prasentierende Zelle, CTdytetoxische T-Lymphozyten, TAA — Tumorantigen, TER
T-Zell-Rezeptor.
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T-Zellen, die die prasentierten Antigene erkenneverden Uber die Bindung der
Kostimulatoren zur Proliferation angeregt und aktiv Treffen sie nach dem Verlassen der
lymphatischen Organe auf ihr spezifisches Antigand die Zelllyse typischerweise Uber den

Perforin/Granzym-Weg oder (iber Todesrezeptoregedsitet’ "°

1.3.1.3 Die Rolle der Apoptose bei der Immunabwehr ~ von Tumorzellen

Die Zelllyse von Tumorzellen erfolgt vorwiegend tileene T-Zell vermittelte Apoptose. Da
ihre Induktion den wichtigsten Mechanismus fir dernichtung von Tumorzellen durch das
Immunsystem darstellt und die Apoptosehemmung ventraler Bedeutung fir einen
effektiven jmmune escapetler Tumorzellen ist, wird im Folgenden auf diebreitetsten
Mechanismen eingegangen.

Die Apoptose ist ein physiologisches , Todesprogrdndas multizellularen Organismen die
Entfernung alter, Gberflissiger oder geschadigteB. (genetisch alterierter Tumor-) Zellen
erlaubf’, ohne starke inflammatorische Reaktionen ausznfdseduktion und Fortschreiten
der Apoptose werden mafigeblich von Caspasen bestibas sind Cysteinproteasen, die
Peptidbindungen C-terminal der Aminosaure Aspapaiteri®. In der Zelle liegen Caspasen
in ihrer inaktiven Form als sog. Procaspasen vierats Reaktion auf proapoptotische Stimuli
gespalten werden. Die aktive Caspase setzt sicteidals Heterotetramer aus den
Spaltprodukten zusamm@nUnterteilt werden die Caspasen in Initiator-Caspa zu denen
die Caspasen 8, 9 und 10 gehoéren und Effektor-Gaspau denen die Caspasen 3, 6 und 7
zahlei®. Die durch Caspasen eingeleitete Apoptose kannolsiountrinsisch uber die

Mitochondrien vermittelt werden als auch extrinkisiber sog. Todesrezeptoren verlaufen.

Der intrinsische Apoptosewegvird durch die Freisetzung von Cytochrom c aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien eingeléftetCytochrom ¢ induziert im Cytosol
zusammen mit dem Adaptorprotein APAF-1 und der @ss® die Bildung eines sog.
Apoptosom&, welches als katalytischer Komplex die Aktivieruder Effektor-Caspasen 3
und 7 vermittelt und somit zur Apoptose fiffirReguliert wird die mitochondriale Apoptose-
Induktion tUber Mitglieder der Bcl-2B(cell lymphoma RFamilie. Abh&ngig von der Anzahl
der Bcl-2 Homologie-Doméanen (BH) wird die Familie drei Unterfamilien unterteilt. Die
einzige antiapoptotische Unterfamilie besteht ast2B Bcl-XL, Mcl-1 sowie Bcl-W, die
jeweils vier BH-Domanen aufweisen. Die anderen é&eidSubfamilien Ubernehmen
proapoptotische Funktionen, wobei einer der Prédeiilien lediglich die BH4-Doméane fehit

(Bax, Bak und Bok), wahrend die andere Unterfamiis einzige BH-Domane eine
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BH3-Doméane aufweistBH3 only). Die Aktivierung der BH3 only“-Proteine, zu denen Bid,
Bim, Noxa und Puma gehdren, fuhrt zur Oligomerigigr von Bak und Bax und einer
Kanalbildung in der &uReren MitochondrienmemBtan Die  Stimulation der
,BH3 only“-Proteine erfolgt durch zytotoxische Signale undlaut aktivierten
BH3-Doméanen mit einer hydrophoben Grube an der f@Globe von antiapoptotischen
Molekiilen zu interagieren und so Uberlebenssigral@hibieren. Zu den Signalen, welche
die intrinsische Apoptose ausldsen konnen, gehdeden physiologischen Stimuli, wie dem
Verlust der Zytokin-Versorgung bzw. der Zell-Matilixteraktion, auch Signale die durch
Onkogene, DNA-Schadigung, Chemotherapeutika peirahlung ausgelost werd8fi® Die
dadurch induzierte Kanalbildung durch Bak und Baewiokt tber die Freisetzung von
Cytochrom c die Einleitung der Apoptose und kanederum durch die verstarkte Expression

von antiapoptotischen Proteinen, wie Bcl-2 und Btl-inhibiert werden (Abbildung 1.1%
87 88

Bcl-2/Bcl-X_

1

\ _ Bax/ Bak

e Ty
—_— O y, —> Caspase 3/7 —> Apoptose

Cytochrom ¢

Apoptosom

Abbildung 1.11: Intrinsischer Apoptoseweg - vergittt Uber die Permeabilisierung der &ulReren

Mitochondrienmembran und Freisetzung von Cytochconwas zur Bildung eines Apoptosom und der

Aktivierung der Caspase-Kaskade fiihrt

Der extrinsische Apoptosewegann durch zytotoxische Effektorzellen aktiviert rden,
indem deren Liganden sog. Todesrezeptoren auf (Timdielzellen stimulieren.
Todesrezeptoren gehdren zur TN&nfor necrosis factgrSuperfamilie und sind durch eine
ca. 80 Aminosauren umspannende intrazellulare Tmhedne charakterisiert, die fir die
Einleitung der Apoptose in den Zielzellen essehisél’.

Typischerweise bilden Todesrezeptoren an der Zeliitthe Oligomere (aus Rezeptor-
Trimeren), die durch eine cysteinreiche Regionageh PLAD preligand assembly domain
im extrazelluldaren Rezeptorteil stabilisiert werderDurch die Bindung eines Liganden
kommt es bei den Rezeptordomanen zu Konformatialesangen, die Uber die
Todesdomanen zur Rekrutierung verschiedener Adapteine fuhren. Je nach Rezeptor
handelt es sich um FADLCFAS associated protein with death dom)amder TRADD TNF
receptor associated protein with death domasowie die beiden Initiator-Caspasen 8 und
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10, und den Caspase-Regulator ckL[®ng form of the cellular FLICE/caspase 8 like
inhibitory protein® %2

Die Wechselwirkung der verschiedenen, am Signalar@simus beteiligten Komponenten
erfolgt Uber , Todes-Effektordomanen® und fuhrt Rildung eines Komplexes, DISC€ath
inducing signaling complgx der Uber einen bisher noch nicht vollstandiggalfarten
Mechanismus die Aktivierung der Caspase-KasKaded die darauf folgende Apoptose
einleitet. Die wichtigsten Todesrezeptoren sind HE€®95), TNF- und TRAIL-Rezeptoren

(TNF-related apoptosis inducing ligand receptor

1) FAS/FAS-L: Der Ligand des Todesrezeptors FAS kommt sowoHbsticher als auch
membrangebundener Form vor. Aktivierte T-Zellen rexgeren tUberwiegend letztere und
kénnen so bei FAS exprimierenden Tumorzellen diepipse induziereh®®. Die Interaktion
von Ligand und Rezeptor fiihrt zu einer Aggregatien Rezeptoren und der gleichzeitigen
Bindung von FADD. Diese Strukturen sind als sog. O3B (ignaling protein
oligomerization structufemikroskopisch erkennb#r Der weitere Verlauf des Signalweges
ist abhangig von der FAS-Rezeptordichte auf deloBelflache und verlauft entweder unter
Beteiligung von Endosomen (Typ I, bei hoher Rezejithte) oder Mitochondrien (Typ Il,
bei niedriger Rezeptordicht&)®>

Der Signaltransduktionsweg bei Zellen des Typs tdwiiber die Internalisierung der
Rezeptoren und die Verschmelzung mit Endosomen ittetinin denen die Bildung des
DISC-Komplexes erfolgf. Im Falle des FAS-Signaltransduktionsweges bedleser aus
FADD, den Initiator-Caspasen 8 und 10, sowie ckiPKonformationsanderungen der
Enzyme innerhalb des DISC-Komplexes fuhren vermutlzu einer auto-protolytischen
Spaltung der Caspase 8 und der Freisetzung desmkiinzym¥ *® Die Freisetzung leitet
die Aktivierung weiterer Effektor-Caspasen, wie ase 3 und 7, und damit die Apoptose ein
(Abbildung 1.12 (A)$®.

Im Gegensatz dazu ist bei Zellen des Typll die ermlisierung des
FAS-Rezeptor-Komplexes nicht notwenttighhnlich wie im Falle der Typ I-Zellen kommt
es zu einem Zusammenschluss mehrerer Rezeptorf€rimed intrazellular zu einer
Assoziierung mit FADD, cFLIP und Caspase 8. Dabehest die Erzeugung des
DISC-Komplex in Typ ll-Zellen langsamer und in emegeringeren Mal3e zu erfolgen als
dies fiir Typ I-Zellen zu beobachten®’stAnders als in Typ I-Zellen kommt es hier zu einer
Caspase 8 vermittelten Spaltung des cytosolisch&h iB tBid (truncated Bid). tBid

wiederum fuhrt zur Oligomerisierung von Bax/Bad, duocch die Apoptose Uber die
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Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondriatiigrt wird (Abbildung 1.11 und
1.12 (B)). Die Einleitung der mitochondrialen Apogé bei Zellen des Typs Il kann durch
verstarkte Expression von Bcl-2 oder Bgl-Khibiert werden, wahrend die beiden Proteine

auf die Apoptose-Induktion bei Zellen des Typsihke Einfluss hab&f %* %

Tumorzelle DISC

Bid tBid

Bel-2
Bel-X,

Bax/ Bak

o, *

Cytochrom C
Caspase 8/10 Apoptosom

| }

Caspase 3 Caspase 3/7

Apoptose Apoptose

Typl Typll

Abbildung 1.12: FAS vermittelter Signaltransduksereg zur Induktion der Apoptose in Typ | (A) und

|91

Typ Il (B) Zellen nach Guicciardet al®™ und Strasseet al’®® DISC —death inducing signaling complex

FADD - FAS associated protein with death domain.

Die Stimulierung von FAS induziert nicht zwangsiguélie Apoptose, sondern kann auch
eine Aktivierung des NikB Weges und der drei groRen MAPK-Signaltransduktizge,
ERK1/2, p38 und JNK1/2, bewirk&n'®* 1°2 Alle drei Signalwege filhren zu einer Induktion
von Genen, die Einfluss auf Invasion, Metastasigrund Apoptose-Resistenz haben und
somit die Eliminierung der Tumorzellen verhind8n Der Schwellenwert fiir die
Aktivierung des proliferativen/antiapoptotischengr@lweges scheint dabei wesentlich
niedriger zu liegen als fir den proapoptotischegn&iweg, der zwei funktionell aktive
FAS-Gene erfordet?’

2) TRAIL-Rezeptoren/TRAIL Bei den zweiten bekannten Todesrezeptoren haedetich
um TRAIL-Rezeptoren, die durch die Bindung von TRATNF related apoptosis inducing
ligand) aktiviert werden. Bisher sind vier verschiedenBAIL-Rezeptoren (TRAIL-R)
bekannt, von denen lediglich TRAIL-R1 und R2 Apg&anduzieren. Bei TRAIL-R3 und R4



(A)

Tumorzelle Tumorzelle
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handelt es sich um verkirzte Proteine, bei denenfddesdoméne vollstandig (TRAIL-R3)
oder teilweise (TRAIL-R4) fehlt. Durch eine Uberesgsion von TRAIL-R3 und TRAIL-R4
kann es zu einer Inhibierung des apoptotischenaBmgmsduktionsweges kommen, indem
TRAIL vollstandig von den beiden sogdecoy“ (Kéder)-Rezeptoren abgefangen v

Die Apoptose-Induktion verlauft dhnlich wie bei FASach einer TRAIL-R1 und/oder R2
Rezeptor-Oligomerisierung kommt es zur Bildung simdrazellularen DISC-Komplex aus
FADD, Caspase 8 und Caspasé’idm Gegensatz zu einer FAS-L induzierten Apopisse
die Endozytose der Rezeptoren, obwohl vorhandendii Apoptose-Induktion allerdings
nicht essentielf®. Vielmehr wird durch die Rezeptoraggregation am @elloberflache,
anders als bei FAS, genugend Caspase 8 gespattedieuEffektor-Caspasen 3 und 7 unter
Umgehung der Mitochondrien direkt zu aktivieren. gékehrt geht die quantitativ im
Hintergrund stehende Internalisierung von TRAIL-Babrkomplexen mit der Aktivierung
des mitochondrialen Signalweges eirfhesodass die Induktion der beiden Apoptosewege
genau gegensatzlich zur FAS-assoziierten Apoptolseifa (Abbildung 1.13 (A) und (B)).

(B) (€)

CTL CTL CTL

1 == ——— ———— = = =]
TRAIL TRAIL TRAIL

== == ==
TRAIL-R N TRAIL-R 5 Internallsmrung TRAIL-R 5
e === — —— — ——

Tumorzelle
RIP
g%ﬂ TRAAD

—_—
l

NF-kB
MAPK

| J

Proliferation
v \& Metastasierung
Invasion
Angiogenese

Caspase 810

|

Caspase 3

Apoptose Apoptose

Abbildung 1.13: TRAIL vermittelter Signaltransdubtisweg zur Induktion der Apoptose in Typ I (A) und
Typ ll-Zellen (B), sowie ein TRAIL-vermittelter Sigltansduktionsweg der Uber die Aktivierung des dBF-
Weges zur Zellproliferation und Metastasierung fif®) (nach Guicciardet al®* und Strasseet al’®®); TRAIL

- TNF related apoptosis inducing liganB|SC —death inducing signaling complekADD — FAS associated
protein with death domainKKy — inhibitor of kB kinase gammaylAPK — mitogen activated protein kinase,
RIP — receptor interacting proteirl;RAF-2 — TNF associated factor 2.
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Wie im Falle von FAS sind TRAIL-R offensichtlich atit nur fur die Vermittlung von
Todessignalen zustandig, sondern kdnnen ebensapaptotische und proliferative Signale
vermitteln. Bei Apoptose-resistenten Zelllinien stiziieren DISC-Komplex und Rezeptor
voneinander und es kommt zur Bildung eines zweKemplexes unter Beteiligung von
RIP1, TRAF2, IKKy, TRADD, FADD und Caspase® *'°. Die Bildung dieses sekundéren
Komplexes fuhrt zur Aktivierung von NEB-, MAP-Kinase- und ERK-
Signaltransduktionsweg&fl (Abbildung 1.13 (C)). Alle diese Signalwege spieleine
wichtige Rolle in Proliferation, Invasion, Metasasing und Tumorangiogenese. Auf die

Rolle der einzelnen Proteine wird im Folgenden n&megegangen.

3) TNFR und TNFa: Im Gegensatz zu FAS und TRAIL-R sind die TNFR esgmnt weniger
fur die Apoptose-Induktion als vielmehr fur die Wettlung von Entzindungsreaktionen
relevant’. TNFo-Signale werden Uber zwei verschiedene Oberflaezeptoren
weitergegeben, TNFR1 und TNFR2!2 TNFR1 ist ubiquitar exprimiert und weist eine
intrazellulare Todesdomane auf, die dem TNFR2 febldurch ist die Induktion der
Apoptose Uber eine Caspase 8-Spaltung auf die iiioni des TNFR1 beschrankt, wahrend
beide Rezeptoren nach Bindung des Liganden wBeKlinase und MAP-Kinasenn{itogen
activated protein kinasevie p38 und JNK) aktivieren kdnnen. Aufgrund ¥eelzahl TNFo-
aktivierbarer Signaltransduktionswege hat BNFEinfluss auf Zellwachstum und
-entwicklung, Immun- und Entziindungsreaktionen|tZelund Onkogene&& **3

Die TNFR konnen drei Liganden binden: membransgeslirNFe, |6sliches TNk und eine
von Lymphozyten produzierte Form, die alsolBezeichnet wirdl. Bei der aktiven Form von
TNFo handelt es sich um ein Homotrimer, das nach deeperbindung intrazelluléar zur
Freisetzung des Inhibitor-Proteins SOD8ldncer of death domaipguhrt. Dadurch wird
verschiedenen Adapterproteinen die Bindung an dieaZellulare Domane des TNFR
ermdglicht™’. Ob bei der Bindung des Liganden eher Uberlebend-Proliferationssignale,
oder apoptotische Signale an die Zelle weiter gegelverden, hangt u.a. von der
posttranslationalen Modifikation von RIP-1, sowieend Proteinkonzentrationen der
antiapoptotischen Proteine clAP1/2 und cFLIP ab.

Bei der Bindung von RIP, TRAF-2, TRAAD und clAP122 die intrazellulare Doméne des
TNFR kommt es zu Bildung des Rezeptorkomplexesdessen Verlauf RIP-1 und TRAF-2,
moglicherweise von den beiden clABsubiquitiniert werdeh. Die Polyubiquitinierung von
RIP-1 an Position Ly&’ filhrt zur Stabilisierung des Proteins sowie Bimgluond

Phosphorylierung von TAK-1, wodurch di&B-Kinase (IKK) aktiviert wird'® **°. Die
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Aktivierung von IKK wiederum fihrt zur Phosphorylisng und zum proteasomalen Abbau
des Inhibitors von NRkB (IkB) und letztlich zur Freisetzung des Transkriptiak&rs
NF-kB (Abbildung 1.14 (A)j* 1111317

TNFa (B)

TNFR
) —= — ||| ——= ) —

FADD Tumorzelle

(A)
— ——
Tumorzelle

-
/(Jg. ﬁ

&

NF KB
\L EH ! cFLIP
v
- ? Ol \ glicaspase 8/10

1
1
1
1
1
1
1
1
:
cIAP-2 H
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
l

Proliferation A3
Metastasierung
Invasion
Angiogenese

Apoptose

Abbildung 1.14: (A) Aktivierung des NEkB-Transkriptionsfaktors iber die Bindung von TiN&n den TNFR.
(B) Apoptose-Induktion durch die Bindung von TéN&n den TNFR (nach Guicciareti al®®); clAP —inhibitor
of apoptosis; cFLIP - long form of the cellular KLE/caspase 8 like inhibitory proteibISC —death inducing
signaling complexFADD - FAS associated protein with death domdiB — Inhibitor von NF«B; NF-xB -
nuclear factor of kappa light polypeptide gene erte& in B-cells;TNFa — tumor necrosis factos, TNFR —
TNFo Rezeptor; TRADD -TNF receptor associated protein with death domaiRAF — TNF receptor

associated factor.

Bei niedrigen Konzentrationen von clAP1/2 oder emerminderten Neubildung von cFLIP
werden bei der Stimulation des TNFR zuséatzlich ##1RTRAF-2 und TRADD, FADD und
die Caspasen 8 und 10 rekrutiert. Mit der Intesmaiung des Rezeptorkomplexes in
Endosomen spricht man von einem Rezeptd5th In diesem Komplex spielt TRAF-2 eine
Rolle bei der Bindung und Aktivierung verschiedeKarasen, die Gber eine Kinase-Kaskade
(MAPKKK, MEKK1, ASK1), die c-Jun-Kinase (JNK) akieren und damit den
Transkriptionsfaktors c-Jun anschafténGleichzeitig filhrt die Aktivierung der JNK zu ein
Phosphorylierung und Aktivierung der E3-Ubiquitirgase Itch, die die Ubiquitinierung von

cFLIP vermittelt und so dessen proteasomalem Aladaleitet. Mit dem Abbau von cFLIP
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kommt es zu einer vermehrten Spaltung der Caspas®l8der Induktion der Caspase-
Kaskade, was wiederum zur Apoptose filhrt (Abbildairigt (B)§.

4) Perforin/Granzym: Bei der Erkennung eines TAA durch zytotoxische yflphozyten
kénnen diese, neben der Bindung an Todesrezeptoyswioxische Granula in den Raum
zwischen T-Zelle und Target-Zelle sezerniétérDie Granula enthalten eine Mischung aus
Perforin und Granzymen. Dabei vermittelt Perforibeti einen noch nicht vollstandig
aufgeklarten Mechanismus den Ubertritt von Granzyraes dem Extrazellularraum in die
Target-Zell&* 1%

Granzyme sind Serin-Proteasen, die die Apoptose Zibei Wege einleiten. Erstens spalten
sie die Procaspasen 3 und 7 und stoRen dadurdbadigase-Kaskade direkt'ah zweitens
kénnen sie die mitochondriale Apoptose initierémjem sie Bid spalten, das in seiner
aktivierten Form (tBid,truncated Bid) zur Oligomerisierung von Bax und Bak beitragt
sodass ein Kanal in der &ufReren Mitochondrienmemianasgebildet und Cytochrom c

freigesetzt wird® ***(Abbildung1.15).

zytotoxische
Granulae

e
o A

L]
e
— \:1-:1 — —=
Tumorzelle o ®

Bel-2

Bel-X, Bax [ Bak
e, *
Cytochrom C

l’ Abbildung 1.15: Granzym/Perforin abhangige Tumdigsd durch

Apoptosom

l} zytotoxische T-Zellen (nach Cullest al**®*?y. Abbildung mit freundlicher
Caspase 317 Genehmigung der Macmillan Publishers Ltd.; Cell theaand
Differentiation; Culleret. al; 2007.

Der antiapoptotische Faktor Bcl-2 hemmt die Cytoahic-Freisetzung indem er einen
Komplex mit den beiden proapoptotischen Faktorex Bad Bak eingeht, wodurch die
Bildung des Kanals nicht mehr erfolgen kann. Esdiat gezeigt, dass eine verstarkte Bcl-2
Expression ausreicht, um die Einleitung der Apoptos inhibieref® 24 12> womit der durch
die Mitochondrien vermittelte Signalweg als Haupgwaer Granzym-abhéngigen Apoptose
gilt*®.
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1.3.1.4 Apoptose-Regulation
Ob die von Todesrezeptoren ausgehenden Signalerstiakkter Tumorzellproliferation oder
zur Apoptose filhren (s. oben), hangt von mehremguRtorproteinen ab, zu denen u.a. RIP

und cFLIR sowie die Mitglieder der clAP-Familie gehéren.

1) RIP1: RIP1 ist eine Serin/Threonin Kinase, bestehend ensr N-terminalen Kinase-
Domane, einer intermediaren Doméne und einer Chtaten Todeseffektor-Domane. In
Abhangigkeit von seinen post-transkriptionellen Migdtionen kann RIP1 entweder die
Caspase-Kaskade anstoRBen oder zum Uberleben dée Beitragen. So fuhrt die
Phosphorylierung von RIP1 zur Aktivierung des gmijgtotischen ERK-Signalweges,
wahrend bei einer Polyubiquitinierung an £ysder NF«xB-Signalweg angeschaltet wird
Durch eine Deubiquitinierung von RIP1 kann durcle dRekrutierung von FADD und
Caspase 8 die Apoptose einleitet werden

2) cFLIP: Die verschiedenen Varianten von cFLIP reguliereenédlls die extrinsische
Apoptose. Sie zeigen strukturelle Ahnlichkeit zurasPase 8, haben aber keinerlei
enzymatische Aktivitat. Fir die kurzen Varianter. s und cFLIR; wird angenommen, dass
sie mit der Caspase 8 um die Bindestellen im DISftaflex konkurrieren und dessen
Funktion kompetitiv hemmen. cFLIRnterstitzt hingegen die Bildung des DISC-Komplexes
durch Bildung von funktionellen Caspase 8/cFLIPdfetimeren und wirkt nur bei starker
Uberexpression als kompetitiver Inhibitor. Ob cFlgiRe pro- oder antiapoptotische Wirkung
auf die Zelle hat, ist somit vom Expressionsnivaainer verschiedeneBpliceVarianten
abhangid".

3) IAPs: Zu den Regulatoren, die besonders die Apoptosmaler Zellen verhindern sollen,
gehoren die Proteine der IARKibitor of apoptosis Familie. Besonderes Merkmal der
IAP-Proteine sind eine unterschiedliche Zahl repeti Sequenzmotive, sogenannter
BIR-Doménen Ifaculovirus inhibitory repeat Abbildung 1.16 zeigt die am besten
untersuchten IAP-Mitglieder.

XIAP —{ BIR1 }—{ BIR2 }—{ BIR3 RING ——

clAP-1/2 —{ BIR1 }—{ BIR2 H BIR3 RING —
Survivin
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Abbildung 1.16 Mitglieder der IAP-Familie; Abbildgnnach Altieriet al’*" BIR — baculovirus inhibitory

repeat CARD —Caspase recruitment domaidBA — Bindestelle fur polyubiquitinierte Proteine

Die BIR-Domanen sind fur die Erkennung von Proteined Protein-Protein Interaktionen
entscheidend® wahrend die RING-Domane als E3-Ubiquitin-Ligasediert und die CARD
(Caspase recruitment domaiDpoméne bei clAP1 bzw. clAP2 die Funktion einer
Rekrutierungsdomane fiir Caspasen tibernifimt

XIAP, clAP1 und clAP2 weisen aul3erdem eine Bindkestéir IBM (IAP binding
motif)-Proteine auf. Dieses Motiv kann bei Caspasen, @aspase 9 und 7, aber auch bei
proapoptotischen Proteinen, wie SMA§2¢ond mitochondrial derived activator of caspase
nachgewiesen werd&d **°und vermittelt die Interaktion der Proteine unieseder.
Physiologischerweise scheint lediglich XIAP Caspagerch direkte Bindung zu inhibieren,
indem es mit der katalytisch aktiven Region intexeigund die Substratbindung verhindétt
132 Die in der RING Domine verankerte E3-Ligase fiilyleichzeitig zu einer
Polyubiquitinierung und zum proteasomalen Abbau dwetroffenen Caspasen 3
Demgegeniber scheinen clAP1 und clAP2 insbesonderie der Regulierung der
Initiator-Caspase 8 im Zusammenhang mit dem TNRR&S8iransduktionsweg eine Rolle zu
spielen und durch Ubiquitinierung der Caspasen sodes Adaptorproteins RIP die
Apoptose-Induktion negativ zu beeinflus§én **° 3 (Abschnitt 1.3.1.3. Punkt 3:
TNFR/TNFa).

®P

Aposﬁirrontﬁiche KB - % clAP-1
chH —> ED 0 —> @2 5 uBeRLEBEN
@ Survivi NF-kB survivin
urvivin
SMACO m.

UBERLEBEN

| N

APOPTOSE

Abbildung 1.17: Schematische Darstellung der SimIAP Wechselwirkung und der daraus resultierande

antiapoptotischen Wirkung von Survivin.

Survivin, dem Kkleinsten Familienmitglied, fehlt iGegensatz zu anderen IAPs eine

katalytische Doméane. Die antiapoptotischen Effelda Survivin scheinen vielmehr durch
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Wechselwirkung mit anderen Proteinen vermittelwarden. So erhéht Survivin durch eine
Komplexbildung mit XIAP dessen Stabilitdt gegenihHriquitin-abhangiger Degradierung
und verstarkt dadurch indirekt die Inhibierung deaspasen durch XIAP **% XIAP
wiederum induziert die Transkription der IAP-Mitggdier durch Aktivierung des NEB-
Weges® 0! in Form einer positiven Riickkopplung (Abbildungl)*> Desweitern
vermindert mitochondrial lokalisiertes Survivin diEreisetzung von proapoptotischem
SMAC!® das im Verlauf der intrinsischen Apoptose-Indokitiaus den Mitochondrien ins
Cytosol freigesetzt wird und Uber das IBM-Motiv astlische IAPs hemrit
(Abbildung 1.17). Survivin selbst wird u.a. durcke dtress-induzierten Chaperone Hsp60
und Hsp90 vor proteosomalem Abbau geschitzt, waslesum zur Apoptosehemmung
beitragt*

1.3.2 Die Rolle immunsupprimierender Mechanismen be i der Tumorabwehr
und Therapieresistenz
Immunsupprimierende Eigenschaften von Tumorzellemd uhres Mikromilieus sind
wesentlich  fur Tumorentstehung, Progression und isB#® gegenuber immun-
therapeutischen Strategtéh
Ein typischer immunsuppressiver Tumescape“Mechanismus besteht im Verlust der
MHC-I-Expression, der zu defekter Antigenprasentatund fehlender Tumorerkennung
durch spezifische zytotoxische T-Zellen fifftt“*? Bei vielen Tumoren ist gleichzeitig die
Sensitivitat gegeniiber IRNherabgesetzt und somit die MHC-Induktion eingesckit>? 2,
Bei fehlender MHC-I-Expression kénnen naturlichdldfzellen (NK-Zellen) die betroffenen
Zellen grundsatzlich eliminieren. Als Gegenmechamis exprimieren Tumorzellen u.a.
nicht-polymorphe MHC-Molekile (HLA-E oder HLA-G),i@l wiederum die NK-Aktivitat
hemmen®? >
Die Expression koinhibitorischer Molekile der CDR&milie, z.B. PD-L1, auf Tumor-
zelloberflachen stellt einen weiteren verbreitefescape“-Mechanismus dar. Die Bindung
von PD-L1 (B7H1) an seinen Rezeptor PD-1 auf ai&tten T-Zellen induziert Anergie und
verhindert eine anti-tumordse ImmunantWdt®> PD-L1 &hnelt dem immunregulatorischen
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated antigetas auf T-Zellen exprimiert wird und
nach Bindung an die Kostimulatoren B7.1 (CD80) oB&:2 (CD86) ein inhibitorisches
Signal vermittelt, wodurch die antigenspezifisch&dlproliferation und IL-2 Produktion

inhibiert werden. Antikorper zur Neutralisierung nmansupprimierender
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Oberflachenmolekile (z.B. gegen CTLA-4) gehdrenuektzu den vielversprechendsten
Immuntherapeutikg®*®

Ein metabolischer, die T-Zell-Funktionen hemmenddechanismus besteht in der
Ausschittung von Indolamin 2,3-dioxygenase (IDOpdurch die essentielle Aminosaure
Tryptophan verbraucht und den T-Zellen die Prddifiensgrundlage entzogen wird*%

Von Tumorzellen gebildetes Adenosin, Prostaglaidin IGH, IL-10 und VEGF-A
supprimieren dendritische Zellen und fordern dikrmeerung regulatorischer T-Zellen, die
eine Anergie anti-tumordser Effektorzellen bewirk&@ementsprechend ist der Nachweis
regulatorischer T-Zellen im Tumorgewebe haufig eniter schlechten Prognose assoZitert
Neben Teq werden auch MDSntyeloid derived suppresgeZellen fur die Inhibierung der
Immunantwort verantwortlich gemacht und kénnen Hwte Produktion von Arginase und

NO-Synthetase T-Zellen supprimiefén

1.3.3 Skelettmuskulatur als immunologisches System

Analysen inflammatorischer Myopathien haben gezedgss Skelettmuskulatur zahlreiche
immunologisch relevante Oberflachenmolekiile expenam kanfr®. Unter
Entziindungsbedingungen werden von Myoblasten zdatirkulatorische und adhéasive
Oberflachenmolekile in Kombination mit Matrix-Mdtgroteasen (MMP) und Chemokinen
gebildet, sodass vermutet wird, dass quergestreitaskulatur aktiv an lokalen
Immunreaktionen teilnehmen kdafih

In vitro sind Myoblasten gegeniuber der Stimulation verstgner Chemokine sensibel und
kénnen im Falle entzindlicher Prozesse malgeblieh Ekpression von MHC und
kostimulatorischen Molekllen, ebenso wie von Adbésmolekilen (z.B. ICAM-1),
Zytokin- und Chemokinrezeptoren and&frt®?und als nicht-professionelle APC fungiet&n
163165 Dabei spielt fir die Interaktion mit CTLs insbadere die Expression des
nicht-klassischen Kostimulators ICOS-L eine Rollela die beiden essentiellen
Kostimulatoren, B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) in d&kelettmuskulatur nicht induzierbar
sind°®1%° Gleichzeitig konnten mehrere inhibitorische Otsatienmolekiile, wie HLA-E°
171 B7H1 und B7H3 nachgewiesen werden, welche di¢e8kmuskulatur vor einem Angriff
durch das Immunsystem schiitzten kofinéff 1" Die Muskulatur stellt dem Immunsystem
somit die notigen Molekile fir eine ausreichendan@ation zur Verfigung und wird
gleichzeitig durch die Expression inhibitorischewlikiille vor einem Angriff durch das

Immunsystem geschutzt.
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1.4 Immuntherapeutische Anséatze — allgemeine Ubersi  cht

Trotz der Weiterentwicklung von Chirurgie, Stratiterapie und Chemotherapie in den
vergangen 40 Jahren und stetiger Verbesserung dberldbensratéf’, stellen
fortgeschrittene oder rezidivierte Tumoren und mimie Resterkrankungen ein grof3es
Problem daf. Einen Lésungsansatz bieten immunologische Themapiie im Gegensatz zur
Chemo- und Strahlentherapie auch mitotisch nichiv@kiTumorzellen eliminieren kdénnen.
Gleichzeitig bleibt - zumindest theoretisch - jecmalumorspezifitdt des Zielantigens, die
Wirkung der Therapie auf das Tumorgewebe weitgehdmeschrankt, wodurch
Nebenwirkungen reduziert werdén

Zurzeit werden drei immuntherapeutische Ansatzéolgir (1) Die unspezifische Stimulation
des Immunsystem, (2) die aktive Immunisierung mitmbrantigenen und (3) der adoptive
Zelltranfer"® (Abbildung 1.18).

Bei der unspezifischen Immunstimulation wird angsstt die Anti-Tumor-Immunantwort zu
induzieren oder zu verbessern. Dazu wurde in den-3&hren von der FDA=6od and Drug
Administration) Interleukin-2 (IL-2), ein Wachstumsfaktor fir Lyiozyten und NK-Zellen,
zur Behandlung von Nierenzellkarzinomen und Melaeonzugelasséff *’* IL-2 zeigte
allerdings nur bei 10-15% der behandelten Patierggre dauerhafte Regression des
Tumorwachstuns®

Impfstoffe gegen Viruserkrankungen wie Hepatiti®@r humanes Papillomavirus dienen
der Préavention von Tumoren, die mit diesen Erkraglem assoziiert sine® }’® Im Gegensatz
dazu sollen therapeutische Vakzine eine Immunantgegen einen schon bestehenden
Tumor induzieren. Als therapeutische Vakzine gelspezifische Tumorantigene, die als
Peptidfragmente oder Gesamtprotein dazu dieneerrsalin Koérper eine Immunantwort zu
induzieren. Problematisch hierbei ist allerdings #artsspezifische Prozessieren der TAA,
sodass dasselbe TAA infolge der verschiedenen, é@n HBevolkerung vertretenen,
HLA-Subtypen unterschiedlich prasentiert wird. BDienerierung therapeutischer Vakzine
erfordert somit sowohl eine genaue Kenntnis der TPeptidsequenz als auch des
prasentierenden HLA-Subtyps. Klinische Studien mdlchen Peptid/Protein-Vakzinen
erzielten bei verschiedenen Tumorentitaten ber&itkolge. Ein Schwachpunkt dieser
Protein-basierten Vakzine ist allerdings die ofsnalur eingeschrankte Stimulation von
Effektor-T-Zellen und somit eine ineffektive antisfiorwirkung*’ *’” 178

Durch die Verwendung dendritischer Zellen, die plefessionelle APCs zytotoxische
T-Zellen zur Proliferation stimulieren, soll dies&roblematik umgangen werden. Dabei

werden APCs aus den Patienten isoliert und mit neingpezifischen Tumorantigen
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kokultiviert bevor sie den Patienten reinjiziert rden. Ziel ist es, durch ,professionell
prasentierte Tumorantigene korpereigene, zytotbeisd-Zellen gegen den Tumor zu
sensibilisieren und diesen dadurch zu elimini€refi 4’ */(Abbildung 1.18 (D)). Gerade bei
Prostatakarzinomen wurden mit diesem Ansatz gutder erzielt® 18

In abgewandelter Form kdnnen statt APCs auch Tededlus Patienten isoliert umst vivo
mit APCs kokultiviert werden, sodass stark immumag&ellklone isoliert und wieder den
Patienten injiziert werden konnen. Ein solcher §fanvon anti-tumordésen Immunzellen wird
als ,Adoptive Zelltherapie* (ACT adoptive cell therapybezeichnet. Zu dieser Strategie
zahlen auch der Transfer tumorinfiltrierender Lymopyten (TIL) oder genetisch
modifizierter Lymphozyten.

Tumorinfiltrierende Lymphozyten sind autologe Lynoglten mit einer anti-Tumor-
Aktivitat, die direkt aus resezierten Tumoren iedliund in vitro expandiert werden
(Abbildung 1.18 (C)). Bei Melanompatienten hat sgdeeigt, dass TILs unter Produktion
diverser Zytokine, wie IL-2, IFW und TNF, effektiv Tumorzellen lysieren und eine
dauerhafte Regression des Tumorwachstums bewirkednnekt®* ¥ Eine
Lymphozyten-Depletion vor der Re-Injektion der Tlkann die Effektivitat der Behandlung
stark verbessern, da hierdurch auch, die Immunmalgupprimierende, regulatorische T-
Zellen und MDSC rfiyeloid derived suppressor célibgetotet werdéfl’. Die Isolierung von
TILs ist allerdings sehr aufwendig und gestalteh $ei nicht resezierbaren oder sehr kleinen
Tumoren als schwierig, wodurch die Méglichkeitelesdir ACT auf grol3e, gut erreichbare
Tumore beschrénkt bleibEr 18

Die genetische Modifikation von peripheren Blutlymogyten (PBL) mit Rezeptoren, die
spezifisch Tumorantigene erkennen, umgeht viele alem aufgezeigten Probleme. PBLs
kénnen leicht aus Vollblut isoliert, expandiert umdittels retroviralem Gentransfers
modifiziert werden, um anschlieBend dem Tumorpgierwieder injiziert zu werden. Die
Modifikationen kénnen aus einem spezifischen T-Ralkzeptol®® oder einem chiméren
Antigenrezeptor (CAR) bestehen (Abbildung 1.18 (BAntigenrezeptoren besitzen im
Gegensatz zu TCR den Vorteil, nicht auf eine Amtjgésentation tber MHC-I- oder MHC-
[I-Kkomplexe angewiesen zu sein und bestehen inRkgel aus einemsingle chain-
Fragment eines monoklonalen Antikorpers, das gsetetimit einem intrazellularen

Signalmolekiil eines T-Zell-Rezeptors verkniipft®ist
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Abbildung 1.18: Darstellung verschiedener immurdabeutischer Ansatze zur Tumorbekdmpfung.
(A) Unspezifische Stimulation mit IL-2, (B) Isolieng und genetische Modifikation peripherer Blutlyropyten
(PBL), (C) Isolierung und Expansion von Tumor-itiféerenden Lymphozyten (TIL) sowie (D) die Modiftikan

von Antigen-prasentierenden Zellen (APC).

Die antigenbindende Domane des CAR setzt sich anvariablen Anteilen der leichten (VM
und schweren Kette ¢y eines monoklonalen Antikérpers zusammen, der ipez ein
bestimmtes Tumorantigen erkennt. Zur Erzeugung-tesaren Rezeptors werden die beiden
Domanen der leichten und schweren Kette Uber efteablen Linker verknipft. Das
entstandene kunstliche Fragment wird gkingle chain variable“Fragment (scFv)
bezeichnet. Damit die scFv-Fragmente zur Erkennwspgzifischer Antigene eine
ausreichende Beweglichkeit aufweisen, werden sz @lme variable hinge“-Region an die
Transmembrandoméne des CAR angéftigbie Transmembrandoméne wiederum ist meist
Teil eines CD4-, CD8-, CD28- oder CD3-Membranpmtei(Abbildung 1.19). An die
Transmembrandoméane schliel3t sich eine intrazeli@dgnaldoméane an, die bei der Bindung
des CAR an das entsprechende Antigen, die T-Zefhitelte Lyse der Tumorzelle initiiert
(Abbildung 1.19).

Bei den Rezeptoren der ersten Generation hat sieh Yerwendung einer
CD3:-Signaltransduktionskette durchges®tzt Fur eine ausreichende Aktivierung und
Proliferation bendétigen T-Zellen, wie unter Absdhnil.3.1.2 beschrieben, ein
kostimulatorisches Signal. Dazu wird den Rezeptaten zweiten Generation als Teil der
Transmembrandoméane oder unmittelbar danach, eistnkdatorische Doméne, wie CD28
oder ICOS-L, eingefugt (Abbildung 1.19). Die geretién Rezeptoren zeigen eine verstarkte
Proliferation, erhohte Zytokinproduktion (IFNund IL-2) und dadurch eine verbesserte

Anti-Tumor Aktivitat'® ' Die Weiterentwicklung der chiméren Rezeptorerektrdie
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Erzeugung von Varianten an, die mit der Erkennuhges Target-Antigens, neben
verbessertem Proliferationsverhalten auch erhohterlebensraten aufweisen, sodass die
Verweildauer im Korper verlangert und die Effizieder Tumorzelllyse verbessert wird
(dritte Generatiortf? (Abbildung 1.19).

Monoklonaler Antikérper CD3Z Immunrezeptor

TM Domane

Transmembran-
Domiéne

cp2s

P4
i\
\

CD134/CD137

o

=

Signaltransduktions-(
Domane /

CAR - erste Generation CAR - zweite Generation CAR - dritte Generation

Abbildung 1.19: Schematischer Aufbau chimarer Aemigezeptoren (CAR) der ersten (links), zweiten {@Jit

und dritten Generation (rechts) (nach Cartelirl'%).

Die Eigenschaft der Lymphozyten, Gewebe aktiv zumepgeren und Zellen auf die
Anwesenheit des spezifischen Antigens zu ,scannengcht chimare T-Zellen sehr
effektiv'®®. Im Gegensatz zur Isolierung von TILs oder APGstdsi chimare T-Zellen den
Vorteil, in kurzer Zeit (1-2 Wochen) aus relativekien Blutmengen (25-50 ml) eine grol3e
Zahl rezeptortragender TAA-spezifischer T-Zellenegeren zu konnéefr.

Mehrere In-vivo-Studien konnten bereits nachweisen, dass die sdifimerten T-Zellen
Tumorzellen spezifisch erkennen und lysieren (Ahblg 1.20). Erste Klinische Studien, bei
denen chimare T-Zellen zur Bekdmpfung von Melanomiegesetzt worden waren, zeigen

vielversprechende Ergebnis%e®
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Abbildung 1.20: Tumorzelllyse durch chimare T-Zelle

~p
B % Der auf T-Zellen exprimierte, kunstlich erzeugténdre
inflammatorischer . o .
Zytokine Antigenrezeptor, erkennt MHC-I unabhangig
IL-2 { ) .

IFNy Tumorantigene und fuhrt zur Zelllyse der Tumorzelle

TNFa
durch die T-Zelle (nach Cartelliezt al®.

1.5 Konventionelle und immuntherapeutische Ansatze bei RMS

Die Prognose eines Rhabdomyosarkoms ist nicht aor kistologischen Subtyp abhangig,
sondern auch von der Lokalisation des Primartumges) Stadium der Erkrankung sowie
dem Alter zum Zeitpunkt der Diagnd$® Eine Tumorlokalisation im Bereich des
Urogenitaltraktes, Kopfes oder Halses sowie wengjerzwei Metastasen sind mit einer
gunstigen Prognose assoziiert, wahrend sich diggnese mit steigendem Alter und
Entwicklung von Knochen- oder Knochenmarks-Metastastark verschlechtéff 1%

Die Behandlung von Rhabdomyosarkomen spielt eingchaidende Rolle fiir die Prognose
von RMS. Zurzeit kommt meistens eine Kombinatios &trahlen- und Polychemotherapie
und je nach Mdoglichkeit eine Tumorresektion zur Amdung. Dabei ist die
Zusammensetzung der Therapie eine Gratwanderursghzen effektiver Tumorbekampfung
und der Vertraglichkeit der Behandlung, da Strahlemd Chemotherapie schwere
Auswirkungen auf den kindlichen Organismus habeff®?**. Therapiekonzepte, die hohe
Effektivitat mit guter Vertraglichkeit der verwertda Chemotherapeutika und
Strahlentherapie verbinden, haben im Verlauf dezele 20 Jahre die Prognose lokalisierter
RMS-Tumore stark verbesseff??*> Im Vergleich dazu sind die Behandlungserfolge bei
metastasierenden RMS gering geblieben. Trotz madctier Neuerungen stagniert die
Uberlebensrate dieser Hochrisikopatienten seiemidbhren bei nur 20-30¥% 197 201 20°pjes
hat zur Suche nach grundsatzlich neuen Therpiekbezéz.B. immunologischen Verfahren)
gefuhrt, deren Einsatz als Rezidivprophylaxe oder Kiombination mit ,klassischen®
Therapiestrategien denkbar ist bzw. bereits erprabtd®®® °” Die Wirksamkeit
immunologischer Therapiestrategien héangt dabei uan Tumormikromilieu und der

Balance zwischen immunsupprimierenden und -stiratitathen Eigenschaften ab.
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1.5.1 Tumorantigen bei RMS

Die Wahl des Tumorantigens ist bei Immuntherapien @ntscheidender Bedeutung, um die
Nebeneffekte auf andere Gewebe gering zu halteninauntherapeutische Ansatze sehr
spezifisch fir ein Antigen sind, sollten solche i§ahe verwendet werden, die einzig auf
Tumorzellen exprimiert werdéh Fur Rhabdomyosarkome wurde der fetale
Acetylcholinrezeptor (fAChR) als spezifisches Aetigbeschriebéff’ 2°°

Beim AChR handelt es sich um einen pentameren Hatikanal der Skelettmuskulatur, der

210 und fur die

aus vier verschiedenen Untereinheiten bestehtafiswn: axfoe oder azpdy)
neuromuskulédre Reizubertragung verantwortlich Babei unterschieden sich muskulare
AChR grundsatzlich sowohl in funktioneller als auanmunologischer Hinsicht von
neuronalen AChR'. Abh&ngig vom Entwicklungsstand der neuromuskul&edplatte wird
eine fetale (fAChR) und eine adulte AChR (aAChRYi¥iate unterschieden. Die fetale Form
des AChR mit der pentameren Zusammensetzaypdy enthalt eine;-Untereinheit (UE), die
bis zur 31-sten Schwangerschaftswoche durch dieolow® e-UE des adulten Rezeptors
ausgetauscht wird, sodass eingBdc-Zusammensetzung resultféft** die fur eine

veranderte Leitfahigkeit des lonenkanals verantiebris*® (Abbildung 1.21).

(e

-

Abbildung 1.21: Austausch derUE des AChR gegen die UE, der bis zur 31-sten Schwangerschaftswoche
erfolgt.

Nach der Geburt wird der fetale AChR physiologiserese nur noch von einigen (nicht
innervierten) Myoidzellen des Thym@¥ *”und — aus unbekannten Griinden - in einzelnen
innervierten Fasern der extraokuldaren Muskufafiexprimiert. Zu einer Re-Expression des
fAChR nach der Geburt kommt es nur im Falle einen@vierund™, nicht jedoch im normal
innervierten Muskét*.

Autoantikorper gegen den fAChR konnen als groReit®abei schwangeren Frauen
nachgewiesen werd&f, deren ungeborene Kinder von einer Erkrankungpffetr sind, die

als Arthrogryposis multiplex congenitd AMC) bezeichnet wird (und meistens durch
genetische Ursachen bedingt ist). Die autoimmunstbg Form der AMC wird durch

Autoantikdrper verursacht, die eine schwere ingané Muskelschwache und
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Bewegungsarmut mit Gelenkfehlstellungen und Veitstgien bedingen, die so schwer sein
kénnen, dass sie mit dem Leben nicht vereinbar *SindBei einigen Féllen
autoimmunologisch-bedingter AMC konnte durch Vehsuc mit transfizierten,
AChR-exprimierenden Xenopus-Eiern gezeigt werdeassdsich im Blut der Mdutter
ausschlieBlich Antikorper gegen digUE des fetalen AChR befanden und diese
Autoantikorper keinerlei Einfluss auf die adulteriate des AChR besaf$éh Aufgrund der
stark eingeschrankten Expression des fAChR in adulBewebe zeigten die Mutter keinerlei
eigene Symptome, wahrend die Kinder neben AMC dfiman einer neonatalen Myasthenie
(Myasthenia gravis betroffen wareff%> also einer durch die Antikdrper begriindeten
ausgepragten Muskelschwache, die mit dem AustadsiciiUE gegen die-UE des adulten
AChR verschwanden.

Diese inzwischen wiederholt gemachte Beobachtumg benschen legt den Schluss nahe,
dass die von RMS exprimierte AChRUE ein vielversprechendes, weil postnatal nahezu

RMS-spezifisch exprimiertes Tumorantigen 4%t

und gegen den fAChR gerichtete
immuntherapeutische Strategien geringe Nebenwidsreguf den Organismus, speziell die

innervierte Skelletmuskulatur, haben durften.

1.6 Ziele der Arbeit

Diese Arbeit sollte dazu dienen, einen immunoldgescTherapieansatz zur Behandlung von
Rhabdomyosarkomen auf Basis chimarer T-Zellen ablieren. Als Zielantigen fur die
chimaren T-Zellen wurde der von RMS-Tumoren spsdifiexprimierte fAChR genutzt. In
Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, das$AsdiR-spezifischer Antigenrezeptor der
ersten Generation RMS-Zellen zwar erkennen, jedachmit geringer Effektivitat lysieren
konnté?. Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen die Optimieg dieses Rezeptors und eine
damit verbundene Effektivitatssteigerung der chanér-Zellen.

Zusatzlich wurden die bis dahin wenig untersuchtemunologischen Eigenschaften von
RMS-Tumoren auf der Grundlage bekannter muskelpelzer Mechanismen analysiert.
Dabei waren die immunologisch relevanten Oberflaoh@ekile der Skelettmuskulatur,
aufgrund der muskularen Differenzierung von RMS tsesonderem Interesse und dienten als
Anhaltspunkt, um die Wechselwirkung zwischen RMSI ummunsystem zu erforschen.
Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf die Anadiggebekannten immunsupprimierenden
und -stimulatorischen Eigenschaften gelegt, dieifimunologische Therapiekonzepte eine

Rolle spielen kdnnten.
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Ferner wurde nach mdglichen Resistenzmechanismsucke die RMS-Tumore vor einer
Apoptose-Induktion durch zytotoxische T-Zellen delein konnten. Neben Analysen zur
Sensitivitat gegentber den bekannten Todesrezémanden (FAS-L, TRAIL und TNFa)
wurden die RMS-Zelllinien und RMS-Gewebe auf digiession bekannter antiapoptotischer
Molekile untersucht.

Ein Uberblick tiber die von RMS exprimierten Obetfianmolekiile und zellinternen,
antiapoptotischen Mechanismen sollte helfen dasté{ednis fur die Entstehung von RMS-
Tumore zu verbessern und potenziellmmune escapeMechanismen aufzudecken. Die
Erkenntnisse sollten aul3erdem dazu dienen, dieahif-Zelltherapie weiter zu entwickeln

und fur einen moglichem-vivo-Einsatz zu optimieren.
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2 MATERIAL

2.1 Materialien

UND METHODEN

Die im Verlauf der Arbeit verwendeten Gerate undbvauchsmaterialen sind im Anhang

aufgelistet.

2.1.1 Antikorper

In Tabelle 2.1 sind die im Verlauf der Arbeit vernvdeten Primarantikorper, in Tabelle 2.2

die Sekundarantikérper alphabetisch aufgelistet.

Tabelle 2.1: Primé&rantikrper

Antigen Spezies, (Klon) Bezugsquelle

AChR,y-UE rat anti-human, mAB (66) Pasteur Institut, AthenieGhenland
AChR, a-UE rat anti-human, mAB (198) Pasteur Institut, Ath@niechenland
AChR,y-UE mouse anti-human, mAB (C9) GeneTex, Irvine, CA, USA

AChR, a-UE mouse anti-human, mAB (D6) GeneTex, Irvine, CA, USA

Aktin mouse anti-human, mAB (C4) Santa Cruz, Santa @Az USA
B7H1 (CD274) mouse anti-human, mAB, (130021) R&D Systems, Mipoda, MN, USA
Caspase 8 mouse anti-human mAB, (1C12) cell sipgaBeverly, MA, USA
CIITA goat anti-human, pAB, (A19) Santa Cruz, Santa Gz, USA
CD3 mouse anti-human, mAB, (OKT-3) BioLegend, San DjggA, USA
CD28 mouse anti-human, mAB, (L293) BD, San Jose, CA, USA

CD28 mouse anti-human, mAB, (CD28.2) BD, San Jose, CBAU

CD54 mouse anti-human, mAB, (BBIG-I1) R&D Systems, Miapelis, MN, USA
clAP1 rabbit anti-human, mAB (D5G9) cell signaling, BdyeMA, USA
clAP2 Rat anti-human mAB (16E-6-3) Enzo Life Scienearmingdale, NY, USA
CTLA-4 (CD152) goat anti-human, pAB R&D Systems, Minneapolis, MMGA
FAS-Ligand mouse anti-human, mAB (B-R17) abcam, Cambridge, UK

HLA-G mouse anti-human, mAB (MEM-G/9) Exbio, Vestec utrarschechien
ICOS-Ligand (CD274) mouse anti-human, mAB (2D3) Acris, Herford, Deutaakd

IFNy-R1 mouse anti-human, mAB (92101) R&D Systems, MinnéapbiN, USA
IFNy-R2 goat anti-human, pAB R&D Systems, Minneapolis, NU§A
Survivin rabbit anti-human, pAB abcam, Cambridge, UK

XIAP rabbit anti-human, pAB abcam, Cambridge, UK
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Tabelle 2.2: Sekundarantikdrper und direkt marki@timarantikérper

Antigen Spezies, (Klon) Markierung Bezugsquelle
CD2 mouse anti-human, mAB, FITC Caltag, Burlingame, CA, USA
(S5.5)
CD3 mouse anti-human, mAB, TRI Caltag, Burlingame, CA, USA
(3B5)
CD11a mouse anti-human, mAB, PE Caltag, Burlingame, CA, USA
(MEM-25)
CD16 mouse anti-human, mAB, PE immunostep, Salamanca, Spanien
(GRM1)
CD18 mouse anti-human, mAB FITC Caltag, Burlingame, CA, USA
(CLB-LFA-1/1)
CD25 mouse anti-human, mAB, FITC Caltag, Burlingame, CA, USA
(CD25-3G10)
CD56 mouse anti-human, mAB FITC immunostep, Salamanca, Spanien
(B-A19)
CD58 mouse anti-human mAB PE BD, San Jose, CA, USA
(1C3)
CD69 mouse anti-human, mAB FITC BD, San Jose, CA, USA
(L78)
CD80 mouse anti-human, mAB PE BD, San Jose, CA, USA
(L307.4)
CD86 mouse anti-human, mAB PE BD, San Jose, CA, USA
(1T2.2)
IgG (H+L) donkey anti-goat FITC Jackson Immuno Research pfiff
UK
IgG + IgM (H+L) goat anti-human FITC Jackson Immuno Research, Ruffo
UK
IgG goat anti-mouse FITC R&D Systems, Minneapolis, NUSA
IgG mouse anti-human PE SouthernBiotech, Birmingham, AL
USA
IgG donkey anti-rabbit Cy3 Jackson ImmunoResearchofyffJK
IgG (H+L) donkey anti-rat FITC Jackson ImmunoResearch, Syffok
Isotyp-Kontrolle mouse PE BD, San Jose, CA, USA
lgG1 (MOPC-21)
Isotyp-Kontrolle mouse APC BD, San Jose, CA, USA
lgG1 (MOPC-21)
Isotyp-Kontrolle mouse PE Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
lgG1
Isotyp-Kontrolle mouse FITC Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

IgG1
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Isotyp-Kontrolle mouse PE Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
lgG2b

IgG goat anti-mouse HRP Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA
IgG goat anti-rabbit HRP Santa Cruz, Santa Cruz, CAAUS
IgG rabbit anti-goat HRP Santa Cruz, Santa Cruz, CAAUS
IgG rabbit anti-sheep HRP Santa Cruz, Santa Cruz, GR U
2.1.2 Zytokine

Tabelle 2.3: Zytokine

Zytokin

Bezugsquelle

Interferony (human)
Interferony (human)
Interleukin-1a (human)
Proleukir’S (Interleukin-2)
TNFo (human)

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Biomol, Hamburg, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland
Novartis, Basel, Schweiz

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

2.1.3 Kits

Tabelle 2.4: Kits

Kit

Bezugsquelle

RevertAid" H Minus First Strand cDNA Synthesis
Gentra Purgene

IFNy ELISA-Kit

Granzym B ELISA-Kit

EndoFree Plasmid Maxi-Kit

Neon™ Transfection System 1Q0 Kit

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing-Kit

Fermentas| - 8bn-Roth, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Mabtech, Nacka Strand, Schweden
Mabtech, Nacka Strand, Schweden
Qiagen, Hilden, Deutsalla
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
AppliBiosystems, Foster City, CA, USA

2.1.4 Transfektionsreagenzien

Zur Transfektion der in Tabelle 2.5 aufgefuihrterugsizellen mit sSiRNA wurde HiPerFect

der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet.
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2.1.5 Zelllinien

Tabelle 2.5: Zelllinien und Zelllinien-spezifischailtivierungsbedingungen

Typ Beschreibung Kultivierungsbedingung Bezugsquelle

CRL2061 ARMS RPMI/10% FBS ATCG Menasses, VA, USA

RH30 ARMS RPMI/10% FBS DSMZ, Braunschweig,
Deutschland

RH41 ARMS RPMI/10% FBS DSMZ, Braunschweig,
Deutschland

FLOH1 ARMS RPMI/10% FBS Olgahospital, Stuttgart,
Deutschland

RD6 ERMS DMEM/10% FBS ATCC, Menasses, VA, USA

TE671 ERMS DMEM/10% FBS ATCC, Menasses, VA, USA

MITC Thymusmyoid-Zelllinie RPMI/10% FBS Institut  fur  Pdiglogie
(Thymus), Le Plessis
Robinson, Frankreich

Hela Cervix-Karzinom-Zelllinie DMEM/10% FBS ATCC, Menass VA, USA

293T Humane embryonale Nieren-DMEM/10% FBS ATCC, Menasses, VA, USA

Zelllinie
HT29 Colonkarzinom-Zelllinie DMEM/10% FBS DSMZ, Braunseéig,

Deutschland

" ATCC — American Type Culture Collection

“DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen uritkidieuren;

2.1.6 Zellkulturmedien und —reagenzien

Tabelle 2.6: Zellkulturmedien und -reagenzien

Bezeichnung

Bezugsquelle

RPMI1640

DMEM, high glucose (4,5 g/L), (+) sodium pyruvat

DMEM/Ham'’s F12
MEM (mit Earle’s Salt)

FBS

NEA (non essential amino acigs

Penicillin / Streptomycin

Trypsin (0,5 mg/ml) EDTA (0,22 mg/ml)

PBS

PAA, Colbe, Deutschland
RACO6Ibe, Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, AS

PAA, Cdlbe, Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
PAA, Coélbe, Deutschland
PAA, ColbeebDtschland

Eigenherstellung
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2.1.7 Mikroorganismen
Die Amplifikation von Plasmiden erfolgte unter Vesadung chemisch kompetenter
Bakterien des Stammes Dul@nvitrogen, Carlsbad, CA, USA).

2.1.8 Plasmide

Zur Generierung des in der Arbeit verwendeten fAGIpRzifischen single chain“-
Fragmentes wurde im Vorfeld ein humanes rekombesfab-Fragment, Fab35, welches
spezifisch fir dig-Untereinheit des fAChR war, via Phagen Displayiést>. Die variablen
Doméanen \ und v wurden mittels PCR zu einem scFv-Fragment zusargefégt und
»in frame“ an ein IgG-hinge“-Fragment und eine humane CPRette angefligt. Der
chimare Rezeptor wurde in einen retroviralen SF®&tdteumkloniert’?®.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde dgsingle chain“-Fragment mittels PCR mit einBcd und
einer BanH| Restriktionsschnittstelle versehen. Desepse“Primer codiert zusatzlich fur
eine spezifische Maudeader“-Sequenz, die dem Export des Rezeptors dient.,Elagle
chain“-Fragment wurde Uber die beschrieben Restriktiomsgstellen in den
BW431/26scFv-Fc-CD@ und den BW431/26scFv-Fc-CD28-CPBAR  kloniert *%°.
Beide Rezeptoren tragen die Information fir einen&ime 1gG1-hinge“-Domane und eine
humane CD8-Kette, wobei das zweite Konstrukt zusatzlich ein€D28-
Transaktivierungsdomane tragt. Zur retroviralen fegpion des chimaren Antigenrezeptors
(CAR) in peripheren Blutlymphozyten (PBL) diente ¢8ULLET-Vektor®?’.

Das in der Arbeit verwendete CD54-Konstrukt (pcDNB¥ektor, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) wurde uns freundlicherweise von Herrn PD Drarfk Momburg (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Deutschlandy/eufligung gestellt.

Die verschiedenen AChR-Untereinheiten stammen am dabor von Prof. Dr. David
Beeson (University of Oxford, Oxford, GB) und sinebenfalls Bestandteil eines
pcDNAS3.1-Plasmides.

2.1.9 Primer
Die im Folgenden aufgefuhrten Primer wurden zurmkdoung dessingle chain“-Fragments
eingesetzt. Die kursiv dargestellten Nukleotide sprachen den verwendeten

Restriktionsschnittstellen (Tabelle 2.7).
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Tabelle 2.7: Klonierungsprimer fir den chimarenig@brezeptor

Bezeichnung Sequenz
leader + scFv35wy (forward Primer) 5' TGA CAA TCA TGAATT TTC AGG TGC AGA
(Anneling-Temperatur: 55 °C) TTT TCA GCT TCC TGC TAA TCA GTG CCT

TCA GTC ATA ATG TCT AGA GTG ATG ACC
CAG TCT CAT CCT CcCC 3

scFv35yv, (reversePrimer) 5'TAA TAG GAT CG GAG AGA CGG TGA CCG
(Anneling-Temperatur: 55 °C) TTGT 3

Alle weiteren im Rahmen der Arbeit verwendeten Rrimvurden so konstruiert, dass die

Anlagerung der Primer an die Zielsequenz (Pridenealing bei 60 °C erfolgt.

Tabelle 2.8 listet die verwendeten Sequenzierprimér

Tabelle 2.8: Sequenzierprimer

Bezeichnung Sequenz

IFNGR1 Seq fwd CTGACTGATTGATGGCAGGT
IFNGR1 Seq rev AGAATTGCAGAGCTGGGAAG
CMV Promotor AGTGTATCATATGCCAAGTACG
pBullet fwd TTACACAGTCCTGCTGACC
pBullet rev ATGTGAAGGGCGTCGTAGG
hlgG innen fwd CTGACAAAACTCACACATGC
higG innen rev GGAAGAGGAAGACTGACGG
CD3 innen rev CATCCCAATCTCACTGTAGG

fwd - forward; rev —reverse

Weitere Primer, die im Verlauf der Arbeit fir PCRrd qRT-PCR-Analysen eingesetzt
wurden, sind in Tabelle 2.9 aufgefihrt.
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Tabelle 2.9: PCR und gRT-PCR Primer

Bezeichnung

Sequenz fwd* Primer

Sequenz rev* Primer

AChRa
AChRy

AChRa (Duplex-PCR)
AChRy (Duplex-PCR)

AuroraB Kinase
B7-1 (CD80)
B7-2 (CD86)
B7H1

B7H3

Bax

Bcl-2

Bcl-x

Bid

Bim

cFLIP

clAP1

clAP2

FAS

GAPDH
ICAM1 (CD54)
IFNGR1 JAK
IFNGR1 STAT
Mcl-1

MHC-I
MHC-II

Noxa
Pax3-FKHR
Puma

SMAC
SOCSs1
Survivin

XIAP

AACACACACCACCGCTCAC
CTGTGCAGGACACCCAGTC
AAGCTACTGTGAGATCATCGT
TACTTGCTGATGAGTGGCACC
GCCCACCTGCACCATCCCAAC
AGCAGTAGGTCAGGCAGCAT
TGGAACCAACACAATGGAGA
TGGTGGTGCCGACTACAAGCG
GTGGGGCTGTCTGTCTGTCT
CCCCCGAGAGGTCTTTTTC
GAGGATTGTGGCCTTCTTTG
GTAAACTGGGGTCGCATTGT
GCTTGGGAAGAATAGAGGCAGAT
TCAACACAAACCCCAAGTCC
GGCCGCGACAGGACGAACTC
CCAAGTGGTTTCCAAGGTGT
CCGTCAAGTTCAAGCCAGTT
TGCACCCGGACCCAGAATACCA
TGCACCACCAACTGCTTAGC
AGGCCACCCCAGAGGACAAC
CTGACTGATTGATGGCAGGT
GGAGGTGGTCTGTGAAGAGC
CCAAGAAAGCTGCATCGAAC
GAGGCAAGAGTTGTTCCTGC
TGTAAGGCACATGGAGGTGA
CACCCCATCGCCTCCTTTCT
AGCTCACCGAGGCCCGAGT
GCGGAGACAAGAGGAGCA
AGTAACCCTGTGTGCGGTTC
TGGTAGCACACAACCAGGTG
GTTGCGCTTTCCTTTCTGTC
CGGATCTTTACTTTTGGGACA

CTCGATGGCACTTTTCACCT
CGGGCCTTTCTCTAGCTTCT
TGACGAAGTGGTAGGTGATGT
ATCTCAGTCACCTACTTCCCC
TCGTGGCTGTTCGCTGCTCG
GACAACCAACCACAGCTTCA
TTAAAAACACGCTGGCTTC
TCGGCCTTGGGGTAGCCCTC
CTCAGCTCCTGCATTCTCCT
CCGGAGGAAGTCCAATGTC
GTGCCGGTTCAGGTACTCAG
TGCTGCATTGTTCCCATAGA
GATGCTACGGTCCATGCTGT
GTCTCCAATACGCCGCAAC
TGCAGTACAGCTCCGGGCCA
GGTGGGTCAGCATTTTCTTC
TGGTCTTCTCCAGGTTCAAAA

CTGGATCCTTCCTCTTTGCACTTGG

GGCATGGACTGTGGTCATGAG
CCCATTATGACTGCGGCTGCTA
AGAATTGCAGAGCTGGGAAG
TCTTTACCGCTATCATCCACAA
AGAACTCCACAAACCCATCC
CTCCCCACCTCCTCACATTA
ATAGGGCTGGAAAATGCTGA
TCCTGAGCAGAAGAGTTTGGA
AACTGTGATCCAGGGCTGTC
CCAGGGTGTCAGGAGGTG
GCTGCCATCTCTGAAAGACC
GAGGAGGAGGAAGAGGAGGA
TCTCCGCAGTTTCCTCAAAT
TTGCACCCTGGATACCATTT

* fwd - forward; rev —reverse
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2.1.10 siRNA
Fur die siRNA-Experimente wurde kommerziell erhéltié sSiRNA der Firma Qiagen (Hilden,

Deutschland) gemal3 den Herstellerangaben verwendet.

Tabelle 2.10: siRNA der Firma Qiagen

SiRNA Target-Sequence Katalog Nr.
B7H3 CTGAAACACTCTGACAGCAAA SI02779007
BIRC5_5 (Survivin) AAGCATTCGTCCGGTTGCGCT  SI00299453
BIRC5_7 (Survivin) CTCGGCTGTTCCTGAGAAATA  SI02652937
AllStars negativ Kontroll-siRNA ] N .

firmenseitig keine Angabe S11027280
(scrambledl
AllStars negativ Kontroll-siRNA ) . _

firmenseitig keine Angabe S11027284
(AlexaFluor 488)

2.1.11 Molekulargewichtsmarker

Als Molekulargewichtsmarker zur halbquantitativenréGenbestimmung von DNA-
Fragmenten diente der ,1 kladdef’ der Firma Fermentas (St. Leon-Roth, Deutschland).
Zur ProteingroRenbestimmung wurde der PageR{ilBtus PrestainedProtein Ladder der
Firma Fermentas (St. Leon-Roth, Deutschland) egtges
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2.1.12 Sonstige Reagenzien

Tabelle 2.11: Sonstige Reagenzien

Reagenz

Bezugsquelle

Phosphatase-Inhibitor-Cocktail
Protease-Inhibitor

Proteinase K
Desoxyribonukleotide (ANTP)
DNasel

RNase A

SYBR Green

SYBR Green

DMSO

Trizol®

Celecoxib
p-Nitrophenylphosphat
Ampicillin

Kanamycin

Valproinsaure
5-Aza-2'deoxycytidin

Super Signal West Dura Chemiluminescent Substr

ECL Plus Substrat

Sigma Aldrich, Stuls, MO, USA
Fermentas, St. Leon-Roth, Déldscl
Roche, Basel, Schweiz
Fermentas, St. LeonkRDeutschland
Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Applied Biosystems; Foster City, CA, USA
Takara Bio Inc.; Otsu, Japan
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
BioVision, Mountain View, CA, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MGGA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MOSA
at  ermb Scientific; Waltham, MA, USA
GE Healthcare, Little Chalfork U

Das in der Arbeit verwendete SMAR@imetic wurde uns freundlicherweise von Herrn Prof.

Dr. Martin Leverkus (Universitatsmedizin, MannheiDgutschland) zur Verfiigung gestellt.



2. MATERIAL UND METHODEN 42

2.2 Methoden
2.2.1 Kultivierung von Bakterien

2.2.1.1 Nahrmedien fur E. coli

LB-Medium: 25 g LB Broth
1 I ddHO
pH Wert auf 7,2 einstellen

LB-Medium + Agar: LB Medium + 2% Agar

SOC-Medium: 2 %  Bacto Trypton
0,5 %  Hefe-Extrakt
2,5 mM Kaliumchlorid
10 mM Magnesiumchlorid-Hexahydrat
10 mM Magnesiumsulfat-Heptahydrat
10 mM Natriumchlorid

Zur Selektion wird dem Medium Ampicillin in einemBkonzentration von 108g/ml oder
Kanamycin in einer Endkonzentration von jgml zugesetzt. Als Stocklésung werden
100 mg/ml Ampicillin in 50%-igem Ethanol geldst, pi250ul aliquotiert und bei -20 °C

gelagert.

2.2.1.2 Kultivierung von E. coli

Die Anzucht der Bakterien erfolgt in LB-Medium. BEigkulturen werden mit einer Frequenz
von 200-250 rpm im Rotationsschiittler bei 37 °C 4is gewlnschten Zelldichte kultiviert;
Agarplatten bei 37 °C fur 12-16 h.

2.2.1.3 Kryokulturen von E. coli
Zur Langzeitlagerung von Bakterien werden dieseeiimem 50%-igem Glycerin/Wasser

Gemisch resuspendiert, in flissigem Stickstoff skgefroren und bei -80 °C aufbewabhrt.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 DNA Amplifikation durch die Polymerase-Kett  en-Reaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wird die Polgrase-Ketten-Reaktion (PCR)
verwendet. Die eingesetzte Enzymmenge richtet sng@th den Herstellerangaben.
Nachfolgender Reaktionsansatz entspricht den veteten Mengen und Konzentrationen der

einzelnen Komponenten bei Standardbedingungen:

Polymerase-Puffer (10x) 2,5 ul
dNTPs (Desoxyribonukleotide, 10 mM) 2 ul
Primer (10 pmol/ul) je 1,5 ul
Polymerase X i
DNA (~ 10-100 ng) y ul
ddH0O ad 25 ul

Standard-PCRs zur Uberprifung von DNA-Abschnittearde unter Verwendung einer
Tag-Polymerase (Fermentas, St. Leon-Roth, Deutsdhldurchgefihrt. Bei der Klonierung
des scFv35-Fragments wurde auf eine Pfu-Polymerage ,Proof Reading“Funktion

(Roche, Basel, Schweiz) zuriickgegriffen.

Die Standard-Bedingungen fiir eine PCR-Reaktion smBolgenden aufgefihrt:

95 °C 10 min

95 °C 30 sek

55 - 60 °C 30sek % 35x
72 °C 1 min

72 °C 10 min

4°C o0

" die Primer-Annealing-Temperatur richtet sich haéphlich nach der Basenkomposition des
Primers
” die Elongationszeit und —temperatur richten siabhnder GréRRe des zu amplifizierenden

DNA-Fragmentes und der verwendeten Polymerase
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Eine Anwendungsmdglichkeit der PCR stellt die KidsRCR dar, die dem direkten
Nachweis eines beliebigen DNA-Fragmentes in Mikgamsimen dient. Dazu wird ein
einziger Bakterienklon in einen Reaktionsansatz rfibee und anschlieRend einer
PCR-Reaktion ausgesetzt, sodass die zeitaufwendigfeeinigung von Plasmid-DNA

entfallen kann.

2.2.2.2 Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukl  easen
Die Protokolle zum Restriktionsverdau von doppélstiiger DNA (dsDNA) richten sich nach

den Herstellerangaben. Ein standardisierter Réistnansatz setzt sich wie folgt zusammen:

Restriktionspuffer (10 x) 2 ul
BSA (bovines Serumalbumin; 20 mg/ml) 1l
DNA 5ug
Restriktionsenzym X Ml
ddH,O ad 20 pl

* die Verwendung von BSA ist optional

2.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung von Agarosegelen werden, je nashageten Fragmentgrof3en, 0,7% bis
1,5% Agarose in 0,5% TBE-Puffer durch Erhitzen geloEthidiumbromid in einer
Konzentration von 1 pg/ml dient zur Detektion dé&tAFragmente und wird vor dem giel3en
des Gels zur warmen Agaroseldsung gegeben und dahthteln gemischt. Das flissige Gel
wird in eine Gelkammer verfillt und die Probentasthmithilfe von Kammen ausgespart.
Nach dem Erstarren des Gels wird dieses in eineTBE-Puffer gefullte Elektrophorese-
Station gelegt und mit Puffer bedeckt. Die zu asialgnden DNA-Proben werden mit 20%
Gel-Ladepuffer versetzt und in die Taschen des @eladen; zur GroRenanalyse wird ein
DNA-Marker mitgefihrt. Die Trennung der Proben &gfobei einer Spannung von
120-130 V.
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5 x TBE-Puffer: 54 ¢ Tris-Base
275 g Borsaure
40 ml EDTA (0,5 M; pH 8,0)
ad 1 I HO

Gel-Ladepuffer: 2,5 mg Bromphenolblau
2,5 mg Xylencyanol
300 pl  Glycerol
ad 1 I ddHO

2.2.2.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von im Agarosegel aufgetrennter DiN&rden die Fragmente unter UV-Licht
aus dem Gel ausgeschnitten und in ein¥zumit silanisierter Glaswolle gefulltes 0,5 ml-
ReaktionsgefalR gegeben, das am unteren Ende chohbstist. Das Reaktionsgefal wird in
ein 1,5 ml-Reaktionsgefal? gestellt und fur 10 me 8000 g und RT zentrifugiert. Das
0,5 ml-Reaktionsgefald wird verworfen. Das Volumeer dm 1,5 ml-Reaktionsgefaf’
vorhandenen LOsung wird bestimmt und die darin atehe DNA unter Zugabe von
1/10 Volumen Natriumacetat (3 M, pH 4,8) und dé&-fachen Menge reinem Ethanol geféllt.
Die DNA wird bei 20000 g fur 20 min und 4 °C peiet und das Sediment in einem
geeigneten Volumen dgB aufgenommen.

2.2.2.5 Ligation
Die Ligation eines DNA-Fragmentesnger) in einen Vektor wird laut Herstellerangaben
durchgefuhrt. Idealerweise werdelmgert* und Vektor in einem Molekullverhaltnis von 1:5

eingesetzt. Ein Ligationsansatz setzt sich dabeif@lgt zusammen:

T4 DNA-Ligase-Puffer (10x) 1l
T4 Ligase (100 U/ml) 1l
DNA-Fragment X Ml
Vektor-DNA y Ul

ddH0 ad 10ul
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Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgt Ubacht, indem das Reaktionsgefall am Rand
einer mit Eis gefillten Box befestigt wird, sodassch das allmahliche schmelzen des Eises
ein Temperaturgradient Uber einige Stunden eragudt

2.2.2.6 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien teauf der Verwendung von Caind
orientiert sich an der Beschreibung von Han&ffan

Dazu wird eine Vorkultur, bestehend aus 3 ml LB-Med mit 10 mM MgSQ versetzt und
mit 10 pl einer Glycerolkultur chemisch kompetentBakterien beimpft. Nach einer
Inkubationszeit von 12-16 h bei 37 °C und 250 rprarden 500 ul der Vorkultur zur
Inokulation von 50 ml LB-Medium mit 10 mM MgSQrerwendet. Die Kultivierung der
Bakterien erfolgt bis zu einer Qg von 0,3-0,5. Die Zellen werden bei 4000 g und 4iC

5 min geerntet und in 14 ml Transferpuffer | remmspert. Nach einstindiger Inkubation auf
Eis werden die Zellen unter den oben genanntenngedgen erneut zentrifugiert und das
Sediment vorsichtig in 2 ml Transferpuffer Il aufigenmen. Die Zellsuspension wird zu je
100 pl Aliquotes in flissigem Stickstoff schockgestiet und bei -80 °C gelagert.

Transferpuffer I: 3 ml  Kaliumacetat (1 M)
10 ml Kaliumchlorid (1 M)
1 ml  Calciumchlorid (1 M)
10 ml Glycerol
Ad 80 ml mit ddHO auffullen, mit NaOH auf einen
pH-Wert von 6,1 einstellen und autoklavieren.
Anschlie3end Zugabe von
5 ml  Magnesiumchlorid (1 M)
und auffullen der Losung auf 100 ml ddM

Transferpuffer Il 1 ml  MOPS (3-N-Morpholinoprapsulfonat,
0,2 M)
0,2 ml Kaliumchlorid (1 M)
1,5 ml Calciumchlorid (1 M)
24 ml Glycerol
ad 20 ml ddHO
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2.2.2.7 Bakterientransformation

Zur Transformation chemisch kompetenter Bakterienden diese auf Eis aufgetaut und mit
der zur transformierenden DNA (Plasmide 1 ng; ligetansatze 1-5 ul) fir 10-30 min
inkubiert. Im Anschluss erfolgt ein Hitzeschock BEl °C fir 45 sek. Die unmittelbare
Lagerung (2 min) auf Eis erhéht die Transformatesfisienz. Die Bakteriensuspension wird
mit 400 pl vorgewarmtem SOC-Medium versetzt und d&i°C fur eine Stunde in einem
Thermoschuttler geschuttelt. Zur Selektion der gesetiten Bakterienklone werden
LB-Platten mit dem entsprechenden Selektionsmediarsehen und fur 12-16 h bei 37 °C
inkubiert.

Die Kompetenz von Bakterien kann tber folgende Ebtmestimmt werden:

Anzahl der Kolonien 10° pg Gesamtvolumen (ul) Anzahl der Kolonien
X X =

DNA-Menge (pg) Mg Volumen ausplattiert (ul)_ ung Phécs DNA

2.2.2.8 Plasmidisolierung aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmiden aus Bakterien erfalger die Alkalische Lyse nach einer
Methode von Birnboim und Dof§’. Aufreinigungen im MaRstab von 100 ml werden unter
Verwendung des EndoFree Plasmid-Maxi-Kit der Fir@eagen laut Herstellerangaben
durchgefuhrt.

Zur Klonierungskontrolle gentigen kleinere Aufreumgen im Maf3stab von 5 ml. Dazu wird
pro Klon eine Flussigkultur mit dem entsprechen8etektionsmedium tber Nacht bei 37 °C
und 250 rpm inkubiert. Die Bakterien werden am Etg bei 12000g fur 2 min
abzentrifugiert und in 100 pul GTE-Puffer resusperdiNach Zugabe von 20 pl NaOH/SDS
folgt eine 5-mindtige Inkubation auf Eis. Der Susgien werden 100 pl Kaliumacetat
(pH 4,8) zugefigt und diese erneut fur 5 min awf iBkubiert. Proteine und Zellmembranen
ebenso wie genomische DNA werden bei 13000 g fawir3 bei RT pelletiert und der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefalR uberfihre Blasmid-DNA wird mit 800 pl
95%-igem Ethanol gefallt, fir 2 min bei RT inkultiand bei 12000 fur 1 min abzentrifugiert.
Die pelletierte DNA wird anschlieRend fur 5 min IR getrocknet und in 20 ul.B® gelost.

GTE-Puffer: 50 mM Glukose
25 mM Tris-HCI
10 mM EDTA
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NaOH/SDS: 200 mM Natriumhydroxid
1 %  SDS (Natriumdodecylsulfat)

Kalimuacetat-Losung: 5 M

Die Losung wird auf einen pH-Wert von 4,8 eingést

2.2.2.9 Bestimmung der Konzentration und des Reinhe itsgrades von
Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurenlgtfphotometrisch Uber die Optische

Dichte (OD) der Nukleinsaurelosung bei 260 nm rifghi eines Spektrometers.

Berechnungsgrundlage bildet das Lambert-Beer‘'sase:

C (Lg/ml) = ODBgox V X F V: Verdunnungsfaktor
F: Multiplikationsfaktor - 50 ds DNA
40 ds RNA

Zur Bestimmung des Reinheitsgrades einer Nuklemeddgsung dient der Quotient der
gemessenen Absorptionen bei 260 und 280 nm. Duieh Absorption aromatischer
Aminosauren bei einer Wellenlange von 280 nm sjpiedje gemessene Absorption den
Proteinanteil der Losung wider. Man geht von eineitgehend proteinfreien Plasmid-DNA-
Lésung aus, wenn der gebildete Quotient Werte 2weisd.,8 und 2,0 annimmt.

2.2.2.10 Sequenzierung

Die Sequenzierreaktion Cfcle Sequencing beruht auf einer Modifikation des
Kettenabbruchverfahrens  von  Sarfdér und verwendet fluoreszenzmarkierte
Didesoxynukleotide. Der Reaktionsansatz einer Serjageaktion setzt sich dabei wie folgt

Zusammen:

DNA (100 — 300 ng) X ul
Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
BigDye” 0,5 pl
BigDye®-Puffer 2 ul
ddH,0 ad 10 pl
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Die Sequenzierreaktion zur Amplifikation dg¢gemplate“-Stranges wird unter folgenden

Bedingungen durchgefuhrt:

96 °C 1 min

96 °C 30 sek

50 °C 15 sek 90 x
60 °C 4 min

4°C ©

Der Reaktionsansatz wird anschlieBend mit 90 gO Hersetzt und unter Zugabe von
1/10 Volumen Natriumacetat (3 M; pH 4,8) und des-fachen Menge reinem Ethanol bei
16000 g fur 15 min und RT gefallt. Nach einem Wasbhitt mit 70%-igem Ethanol wird die
pelletierte DNA getrocknet und in 15 pl HiDhighly deionizegtFormamid aufgenommen.
Die Sequenzanalyse erfolgt mit einem ABI 3130 Genétnalyzer der Firma Applied

BiosystemgFoster City, CA, USA).

2.2.3 Kultivierung von Saugerzellen

2.2.3.1 Allgemeine Prinzipien

Die im Verlauf der Arbeit verwendeten Zelllinien sden bei 37 °C und 5% GOis zu einer
Konfluenz von ca. 90% kultiviert. Bei adharentenlligeen erfolgt mit Erreichen der
Konfluenz die der jeweiligen Zelllinie angemess@&assagierung (i.d.R. 1:4 bis 1:10). Dazu
wird das Medium abgenommen, die Zellen werden rBif Bewaschen und durch Zugabe
von Trypsin enzymatisch von der Oberflache gelD&t.Reaktion wird durch die Zugabe von
FBS-haltigem Medium gestoppt.

Die verwendeten Suspensionskulturzellen werdenPagsagierung in ein Reaktionsgefal}
Uberfihrt und bei 1000g fur 5 min abzentrifugieas verbrauchte Medium wird

abgenommen, die Zellen in frischem Medium verdiimut entsprechend weiter kultiviert.
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PBS-Puffer (10x): 80 g Natriumchlorid
2 g Kaliumchlorid
14,2 ¢ Dinatriumhydrogenphosphat — Dihydrat
2,04 ¢ Kaliumdihydrogenphosphat
ad 1 I ddHO

2.2.3.2 Zellen einfrieren

Zum Einfrieren von Zellen werden lediglich solchailtiren verwendet, die sich in der
exponentiellen Wachstumsphase befinden. Adhareatierz werden trypsiniert in frisches
Medium aufgenommen, gezahlt und auf eine Zelldiome 1x16 bis 1x10 Zellen/ml
eingestellt. Suspensionskulturzellen werden gezab#entrifugiert und mit frischem Medium
auf oben genannte Zelldichte eingestellt. Als Eemmedium dient ein Gemisch aus 30%
Kulturmedium, 50% FBS und 20% DMSO, welches 1:2 aeit Zellsupension vermischt und
in 2 ml-Kryoréhrchen aliquotiert wird. Die Zellenenden in einer Einfrierbox fir max. 24 h

bei -80 °C eingefroren. Die Langzeitlagerung etfaigeinem Stickstofftank bei -150 °C.

2.2.3.3 Isolierung von humanen peripheren Blutlymph ozyten (PBLS)

Die zur Erzeugung chiméarer T-Zellen nétigen Lympjiern werden aus dem Blut gesunder
Spender bzw. ausBuffy Coats* (der hiesigen Blutbank) isoliert. Die entsprectemd
Genehmigungen der zustdndigen Ethikkommission tiegebenso vor, wie eine
unterschriebene  Einverstandniserklarung der  Patient bzw. der jeweiligen
Erziehungsberechtigten.

Zur Isolierung der Lymphozyten werden 50 ml hepgarémtes Vollblut 1:2 mit PBS verdinnt.
In einem 50 ml-ReaktionsgefaR werden 20 ml einetydacrose-Losung (BIOCOLL,
1,077 g/ml; Biochrom AG) vorgelegt und mit 30 misdeerdinnten Vollbluts Uberschichtet.
Zur Ausbildung des Dichtegradienten wird das Blimt 80 min bei RT und 1800 g ohne
Bremse zentrifugiert. Das Serum im oberen Abscluett Gradienten wird verworfen und die
als weildlicher Ring sichtbaren Lymphozyten unmiiel Gber der Sucrose-Lésung werden
mithilfe einer Pasteurpipette in ein 15 ml Falkdmdhen Uberfuhrt (Abbildung 2.1). Die
restliche Sucrose-L6sung inklusive der Erythrozyteml ebenfalls verworfen. Zur mdglichst
reinen Isolierung der Lymphozyten werden diese makimit PBS gewaschen; der erste
Waschschritt erfolgt bei 400 g fir 20 min, der a@&lVaschschritt bei 600 g ftr 10 min.
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Blutplasma

Interphase mit
mononukledarer

Biocoll

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Auftiarg
vﬂ lymphozytérer Zellen mittels BIOCOLL-Gradienten vand nach

dem Zentrifugationsschritt.

vor der nach der
Zentrifugation Zentrifugation

2.2.3.4 Kultivierung von humanen T-Zellen

Zur selektiven Vermehrung von T-Zellen werden disch isolierten Lymphozyten (siehe
Abschnitt 2.2.3.3) mit 50 ng/ml anti-CD3 (OKT-3) dinl ug/ml anti-CD28-Antikérpern
stimuliert und in RPMI mit 10% FBS und 1% Pen/Stkefiiviert. Zur Aufrechterhaltung und
Vermehrung der primaren T-Lymphozyten erfolgt &8 Tage ein Mediumwechsel unter
Zugabe von 800 U/ml IL-2.

2.2.3.5 Kultivierung von humanen Zytokin-induzierte n Killerzellen (CIKs)

Zur Expansion von Zytokin-induzierten Killerzellgjgytokine induced Kkiller cellsCIK)
werden die frisch isolierten Lymphozyten (siehe &bstt 2.2.3.3) in RPMI mit 10% FBS
unter Zugabe von 1000 U/ml IfNan Tag O und 50 ng/ml anti-CD3 (OKT-3), 100 U/ml
IL-1a sowie 400 U/ml IL-2 an Tag 1 kultivie®.. Im Folgenden wird alle 2-3 Tage ein
Mediumwechsel unter Zugabe von 400 U/ml IL-2 duedfiiprt.

2.2.4 Transfektion von Saugerzelllinien

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen Jeremd-DNA oder -RNA in
Saugerzelllinien. Es wird unterschieden zwischemereizeitlich begrenzten (transienten)
Transfektion und einer stabilen Transfektion, ber die Fremd-DNA in das Wirtsgenom

integriert wird.

2.2.4.1 Calciumphosphatprazipitation 23223

Am Tag vor der Transfektion wird die zu transfigede Zelllinie ausgesat, sodass sich die
Zellen am Folgetag in der exponentiellen Wachstimase befinden und zu 50-70%

konfluent sind. Am néchsten Tag wird das Mediunm80 bis 2 h vor der Transfektion durch
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Chloroquin (25 uM) versetztes Medium ersetzt. Gigoin bewirkt eine Inhibierung der
lysosomalen DNase-Aktivitat und erhoht damit diéektivitat der Transfektion. Die Menge
der eingesetzten DNA ist abhéngig von der GrofRevdesendeten Zellkulturgefalies und in
Tabelle 2.12 aufgelistet.

Tabelle 2.12: Angaben der fir die Caf@ansfektion bendtigten DNA - und Lésungsmitteligem

Format Kulturmedium (ml) 1x HEBS (ul) 2,5 M CaCj(ul) DNA (ug)
12-well 1 36 2,1 2,1
6-well 2 86 51 51
10 cm 8 500 30 30

DNA und CaC} werden vermischt und tropfenweise unter permanenitteinleitung zu der

entsprechenden Menge 1x HEBS gegeben. Infolge degeleiteten Luft wird eine

VergroRerung der Flussigkeitsoberflache erreichgraws eine feinere Verteilung des
CaPQ-Prazipitates resultiert. Zur vollstdndigen Ausbild des Prazipitates wird das
Gemisch fur 20-30 min bei RT inkubiert und ansdbdied tropfenweise zu den Zellen
gegeben. Nach 4-6 Stunden (bei Calcium-toleranteiirden auch tGber Nacht) wird das
CaPQ-enthaltende Medium durch frisches Medium ers@&et.einer transienten Expression

ist das Expressionsmaximum nach 48 bis 72 h zuresma

1x HEBS: 5 g HEPES
8 g Natriumchlorid
1 g Dextrose
0,37 g Kaliumchlorid
0,188¢g Dinatriumhydrogenphosphat
ad 500 ml ddpD

pH Wert exakt auf 7,2 einstellen

2,5 M CaC} 27,759 wasserfreies Calciumchlorid
oder 36,759 Calciumchlorid Dihydrat
ad 100 ml ddpO

2.2.4.2 Chemische Transfektionsmethoden
Zur Transfektion von Saugerzellen mit sSiRNA werderer vorliegenden Arbeit chemische

Transfektionsreagenzien (HiPerFect) verwendet. TD@nsfektionen werden inwell Platten
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laut Herstellerprotokoll (reversen Transfektiondgpkoll, Qiagen, Hilden Deutschland)
durchgefuhrt. Dabei werden die Zellen trypsiniertfrisches Medium aufgenommen und die
Zellzahl bestimmt. Zur Transfektion werden 2XZ&llenivell in einer 6well Platte in einem
Endvolumen von 2,4 ml eingesetzt. Die siRNA wirdiewn Tabelle 2.13 aufgeflhrt,

vorbereitet und fir 10 min bei RT inkubiert.

Tabelle 2.13: Zusammensetzung eines siRNA Trarefeddnsatzes

Komponente Volumen
siRNA 2,4ul
Medium (2 FBS) 85,4
HiPerFect 12d

Zur Transfektion werden 1Q0 des siRNA-Mix zu den Zellen gegeben und durch
Bewegungen der Platte ahnlich einer liegenden @ghtermischt. Nach 6 Stunden wird das
Transfektionsmedium durch frisches Medium ersetut die Zellen fir 24, 48, 72 und 96 h
inkubiert.

2.2.4.3 Elektroporation von Saugerzelllinien %%

Zur Transfektion von RMS-Zelllinien mit Plasmid-DNHrat sich die Elektroporation als die
geeignete Methode herausgestellt. Die Elektropmmatier Zellen erfolgt mit dem NEON-
Transfektions-System der Firma Invitrogen (Carlsliafl, USA).

Die zur Transfektion verwendeten Zellen sollterhsiam Zeitpunkt der Transfektion in der
exponentiellen Wachstumsphase befinden und eineflkemz von 70-90% aufweisen.
Tabelle 2.14 stellt die verwendeten Zellzahlen diedeingesetzte DNA in Abh&ngigkeit von
der Grol3e des Kulturgefal3es dar. Die Zellen wegdhlt, einmal in PBS gewaschen und

in der entsprechenden Menge Puffer R aufgenommen.

Tabelle 2.14: Angaben der DNA- und Lésungsmittelgem zur Transfektion von S&ugerzellen mittels

Elektroporation

) Resuspensions- Zelldichte
Format Kulturmedium (ml) DNA (g)
puffer (l) (Zellen/well)
12-well 1 20 2-4x1D 1,5

6-well 2 40 0,5 - 1x19 3
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Zur Elektroporation werden die Zellen mit der zansfizierenden DNA vermischt und mittels
einer speziellen Elektroporationspipette, die dieetig die Elektrode beinhaltet, in ein mit
3 ml elektrolytischen Puffer E gefllltes Elektroationsgefald eingesetzt. Die Elektroporation
von RMS-Zellen erfolgt bei einer Spannung von 190Mit einer Impulsdauer von 30 ms

und einer Gesamtanzahl von zwei Impulsen.

2.2.5 Transduktion von Saugerzellen

Bei der Transduktion von humanen Zellen und Zedhnwerden Retroviren verwendet,
wodurch die entsprechenden Arbeiten in einem St dbrchzuflhren sind.

Zur Produktion der Viren dienen die leicht zu tf@ierenden 293T-HEK-Zellen
(Verpackungszelllinie), die zuséatzlich ejlarge T-Antigen® exprimieren. Am Tag vor der
Transduktion wird die Verpackungszelllinie mittelalciumphosphatpréazipitation mit dem
gewulnschten retroviralen Vektorkonstrukt und derddore Verpackungsplasmiden pHIT60
und pCOLT-GALV kotransfiziert. pHIT tragt die Inforation flr die retroviralen internen
Strukturproteine (gag), die reverse Transkriptase lategrase (pol), wahrend pCOLT fur die
viralen Hullproteine (env) codiert. Die verwendet®&ektoren tragen zusatzlich einen
SV40-0ORI (origin of replication, der in Kombination mit denjarge T-Antigen® der 293T-
Zellen eine Amplifikation der Vektoren in Saugefesl bewirkt und die Virusproduktion
steigert>®

Durch die Phi-Sequenz des retroviralen Vektorkakssr (Abbildung 6.1) wird die replizierte
RNA (als virales Genom) verpackt und in den Ubedtasezerniert. Da die
Verpackungsplasmide aufgrund fehlender Phi-Sequenidnt mit verpackt werden, ist eine
Vermehrung der Viruspartikel in den Zielzellen nichehr méglich und die Virusproduktion
bleibt auf die 293T-Zellen begrenzt.

Nach 6-12 h werden die Zellen einmal mit frischermdiim gewaschen und in dem Medium,
welches fur die Zielzellen verwendet wird, weitedtksiert. Der Virustiberstand kann 24 h

und 48 h nach Transfektion mit den Virusplasmidegemommen werden.

2.2.5.1 Transduktion von humanen peripheren Blutlym phozyten (PBL)

Humane Blutlymphozyten werden mdglichst 48 h nathh@ation (Abschnitte 2.2.3.3 und
2.2.3.4) zur Transduktion verwendet. Die PBLs werdiazu in einer Dichte von 1x310
Zellentvell (6-well Platte) fur 24-48 h mit den virusproduzierendeB8T%Zellen kokultiviert.
Anschlieend werden die Suspensionszellen von @8T-Zellschicht abgespult und in
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Suspensionskulturflaschen weiter kultiviert. EingpEessionsanalyse sollte frihestens 48 h

nach der Transduktion erfolgen, um falsch posiEvgebnisse zu vermeiden.

2.2.5.2 Transduktion von adharenten Zellen

Werden dagegen adharente Zellen transduziert, wded Virustuberstand von der

Verpackungzelllinie durch einen 0#M Filter von abgeldsten virusproduzierenden Zellen
gereinigt und auf die entsprechenden Zielzellen egeg. Zur Verbesserung der

Transduktionseffizienz werden (&/ml Polybren (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

zugesetzt. Die Zellen werden Uber 24 h mit dem afiberstand inkubiert und der Vorgang
am Folgetag wiederholt. Ahnlich wie bei den PBLHte®ine Expressionsanalyse friihestens

48 h nach der Transduktion erfolgen.

2.2.6 Zytotoxizitatstest

Zum Nachweis spezifischer Zelltoxizitat kommt eimidzolium-Salz zum Einsatz. Der
MTT-Test (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) dient der Detekt lebender Zellen tber
deren Reduktion des gelblichen Thiazolium-Salzes(4(8-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid; MTT) zu einem violettarmsserunloslichen Formazan durch die
Reduktionsédquivalente NADH und NADPH.

2.2.6.1 Kokultivierung von chiméaren T-Zellen mit Tu  morzellen

RMS- und Kontrollzellen werden in 98ell Rundbodenplatten in einer Konzentration von
1x10* Zellenivell ausgesat (Endvolumen preell 100 pl) und fiir 4 h bei 37 °C inkubiert.
Anschlielend erfolgt die Verteilung der Effektoteal in  verschiedenen
Effektor: Targetzellverhaltnissen. Dazu werden dieeptortragenden und nicht modifizierte
T-Zellen gezahlt und eine Verdiunnungsreihe ausgelvem 5x1d Zellenivell hergestellt.
Zur Kokultivierung werden die Lymphozyten in dewgligen Verdinnung vorsichtig auf die
Tumorzellen pipettiert, um diese nicht abzuschwemn?s Negativkontrolle dienen die
jeweiligen Tumorzellen ohne Effektorzellen bzw. diEffektorzellen in den zur
Kokultivierung korrespondierenden Zelldichten. Jed@embination wird als Triplikat
angesetzt. Abbildung 2.2 zeigt exemplarisch eineverlauf der Arbeit verwendeten Aufbau
eines Zytotoxizitatstests mit chimaren T-Zellen.cNa48 h werden 150 pl Uberstand
abgenommen und fir weitere Analysen bei -20 °C ewéiinrt. Fir den MTT Test wird den

Zellen 50 pl frisches Medium zugegeben, mit 20 ITM5 mg/ml) versetzt und 4 h bei 37
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°C inkubiert. Der wassrige Uberstand wird im Anseslsl abgenommen und die
Formazan-Kristalle in 200 pl DMSO gel6st. Die Retituk des MTT durch vitale Zellen wird
kolorimetrisch bei 560 nm und einer Referenzwedlegk von 670 nm in einem
Mikrotiterplatten-Lesegerat bestimmt.

Die Viabilitat der Zellen wird tUber die Mittelwerteon Tumor- und Effektorzellen nach
Kokultivierung, ebenso wie lber die Mittelwerte vbamorzellen bzw. Effektorzellen alleine
bestimmt. Der Hintergrund berechnet sich aus dertteMiert dreier mit Medium gefullter

wells

(OD (Cocultiverung Effektor : Target-Zellen - korpemdierende Anzahl der Effektorzellen))
(OD (Tumorzellen - Medium))

Viabilitat =

Das Uberleben von Tumorzellen nach Kokultivieruni micht rezeptortragenden T-Zellen
(MOCK) entspricht 100% (Zytotoxizitat nicht rezeptagender T-Zellen: 0%).

1:2 1:2 1:2

\ MOCK

o-fAChR-CD3{ CAR
o-fAChR-CD28-CD3{ CAR

MOCK
o-fAChR-CD37 CAR
o-fAChR-CD28-CD3{ CAR

Tumorzellen

/Medium

Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau eines Zytoé#izitestes von chiméren T-Zellen und Tumorzellen

Tumor-
zellen

2.2.6.2 Testung toxischer Substanzen

Die Testung toxischer Substanzen verlauft unter lighen Bedingungen wie im
Abschnitt 2.2.6.1 beschrieben. In @@&ll Platten wird eine festgelegte Zellzahl
(1x10* Zellen/ml) ausgesét und fir 4 h bei 37 °C inkubiBras Medium wird entfernt, die
Zellen einmal vorsichtig mit PBS gewaschen und 1#it FBS-haltigem Medium tber Nacht
bei 37 °C kultiviert. Am nachsten Tag erfolgt diagabe der zu testenden Substanz in der
gewulnschten Konzentration oder einer Verdunnunigsrédls Negativkontrolle dienen nicht
behandelte Zellen. Die Bestimmung des Hintergruretésigt durch eine Mediumkontrolle.

Tabelle 2.15 gibt einen Uberblick tiber die Konzatiwnen der getesteten Substanzen.
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Tabelle 2.15: Substanzkonzentrationen

Substanz Konzentration (hg/ml)
IFNy 100
TNFa 10-50
TRAIL 0,1-10
FAS-L 0,1-50

2.2.7 ELISA (enzyme linked immunosorbant assay )

Die Stimulation der PBLs nach Kokultivierung mit ndeTumorzellen wird Uber die
Sezernierung von IFNund Granzym B bestimmt. Beide Nachweise erfolgemunologisch

auf Grundlage eines ELISA der Firma Mabtech und deer laut Herstellerangaben
durchgefuhrt.  Als  Detektionsreagenz  dient in ELIEAtwickler  gelbstes

pNitro-Phenyl-Phosphat (1mg/ml). Die Auswertung dddSAs erfolgt bei einer OD von

405 nm mit einem Mikrotiterplatten Lesegerat.

ELISA-Entwickler: 0,5 mM Magnesiumchlorid
10 %  Diethanolamin
pH 9,8

2.2.8 Durchflusszytometrische Analysen
Die Bestimmung der Konzentration Zelltyp-spezifiechOberflachenproteine und die
Quantifizierung apoptotischer Zellen erfolgen unferwendung eines Durchflusszytometers

der Firma Becton Dickinson.

2.2.8.1 Farbungen von Oberflachenmolektlen

Pro Farbung werden 1x1dellen eingesetzt. Die Farbung der Zellen erfaigeiner 96well
Platte. Um Kreuzreaktionen mit Medium- oder FBS-ii&nden zu verhindern, werden die
Zellen vor der Farbung zweimal in PBS gewaschea.lBkubation mit dem Primarantikdrper
erfolgt fur eine Stunde auf Eis. Die Zellen werdear Entfernung nicht gebundenen
Primarantikdrpers dreimal mit PBS gewaschen undchdieRend fir 15 min mit
Farbstoff-gekoppelten Sekundarantikorper, ebenfalfsEis, inkubiert. Vor der Analyse wird
nicht gebundener Sekundarantikdrper durch zweiraslyaschen mit PBS entfernt und die

Zellen in 200 ul PBS aufgenommen.
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Bei der Verwendung von direkt gekoppelten Antik@rpentspricht die Inkubationsdauer

derjenigen des Sekundarantikorpers.

2.2.8.2 Annexin V/Propidiumiodid-Farbung  ®°

Zur Unterscheidung apoptotischer und nekrotisctelle® werden 2x10Zellen zweimal in
kaltem PBS gewaschen und anschlieend in 50 plerkaltAnnexin V-Bindepuffer
aufgenommen (BioLegend, San Diego, CA, USA). Nacelgabe von 5 ul Fluorescein-
gekoppeltem AnnexinV (BioLegend) und 10 pl Propndiodid (1 mg/ml; Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) werden die Zellen fur 15 min B& inkubiert und anschlieBend mit
weiteren 200 ul Annexin V-Bindepuffer versetzt. Digrchflusszytometrische Analyse sollte

innerhalb einer halben Stunde erfolgen.

2.2.9 Proteinbiochemische Methoden
Um Proteindegradation zu vermeiden, werden Prdteimigen mdglichst auf Eis aufgetaut

und weiterverarbeitet.

2.2.9.1 Proteinextraktion aus Saugerzellen

Zur Proteinextraktion werden Saugerzellen iwdél Platten ausgesat und fur die Dauer der
Behandlung oder bis zu einer Konfluenz von ~90%ilmért. Die Zellen werden trypsiniert,
in frisches Medium aufgenommen und anschlieRend1B80 g fur 5 min geerntet. Zur
Entfernung aller FBS-Reste werden die Zellen dreim@BS gewaschen und anschliel3end
in 200 pl DISC-Lysepuffer resuspendiert. Die Zeddyerfolgt Gber einen Zeitraum von
30 min auf Eis. Membranen und genomische DNA welloleinl 6000 g fur 20 min pelletiert
und der proteinhaltige Uberstand in ein neues Rm@dgefaR Uberfiihrt. Die Lagerung der
Proteine erfolgt bei -80 °C.

DISC-Lysepuffer 30 mM Tris-HCI (pH 7,5)
120 mM Natriumchlorid
10 %  Glycerol
1 %  Trition X-100

Der DISC-Lysepuffer wird bei 4 °C gelagert. Proteasnd Phosphataseinhibitor werden kurz

vor Verwendung des Lysepuffers laut den Hersteligaden frisch zugegeben.
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2.2.9.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

In vorliegender Arbeit wird eine Farbung nach Bmadt® zur Abschatzung der
Proteinkonzentration einer Losung eingesetzt. Atgbgtoff dient der Coomassie Plus
(Bradford) Protein-Assay der Firma Thermo Scieatifivaltham, MA, USA). Der Assay
wird laut Herstellerangaben durchgefihrt und dieotéinkonzentration mit einem

Spektrometer bei 560 nm bestimmt.

2.2.9.3 SDS Polyacrylamid-Gelelektorphorese
Die Auftrennung der Proteine erfolgt nach der Gralber eine diskontinuierliche SDS

7% verwendet zwei

Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Methode naclaemml
Tris-Glycin-Puffersysteme bestehend aus einem vesitimgen Sammelgel (pH 6,8), welches
der Vortrennung und Aufkonzentrierung der Proteliemt, wahrend die eigentliche Trennung
in einem engporigeren Trenngel (pH 8,8) vonstagbhg Je nach GrofRe des zu
analysierenden Proteins werden 10- bis 15%-igenbele verwendet. Tabelle 2.16 listet die
Pufferkomponenten flir verschiedene Konzentratiodes Trenngels auf. Das angegebene

Volumen ist ausreichend fir zwei Mini-Gele.

Tabelle 2.16: Pufferzusammensetzung bei verschikderentrierten Trenngelen

Pufferkomponente| 8% (50-200 kDa) 10% (30-120 kDa) 12% (15-100 kDa) 15% (10-60 kDa)
Acrylamid (30%) 2,7ml 3,3 mi 4 mi 5ml
Tris pH 8,8 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
H,0 4.6 ml 4 mi 3,3ml 2,3 ml
SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 7 pl 7 pl 7 pl 7 pl

Die Zusammensetzung des Sammelgels ist in Tabdlfeld&schrieben.
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Tabelle 2.17: Zusammensetzung des Sammelgels

Pufferkomponente Volumen
Acrylamid 650 pl
Tris-Cl, pH 6,8 1,25 ml
H,O 3ml
SDS 50 pl
APS 50ul
TEMED 10l

Pro Analyse werden 20-30 pg Protein eingesetzt, 2006 Probenpuffer versetzt und bei
95 °C fur 5 min gekocht. Die Gelelektrophorese lgtfbei einer Spannung von 80-100 V.

Laemmli-Probenpuffer: 125 mMTris
20 % Gilycerin
4 % Natriumdodecylsulfat
10 % [-Mercaptoethanol
0,004% Bromphenolblau

Elektophorese Puffer (10x): 250 mMTris
1,92 M Glycin
1 % Sodiumdodecylsufat

2.2.9.4 Western Blotting und immunologischer Protei nnachweis

Zur immunologischen Detektion von elektrophoretiscifigetrennten Proteinen werden diese
aus dem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran ruiiefluss eines elektrischen Feldes
Ubertragen. Die PVDF-Membran wird zunéchst fir & sn Methanol aquilibriert und
anschlieBend fur 2 min in destilliertem Wasser gisg\lle Komponenten des Tank-Blots,
inklusive des Polyacrylamid-Gels und der Membraeyden vor dem zusammensetzen fir
5-10 min in Transferpuffer inkubiert. Die Komponent des Blots werden in einer

aufklappbaren Gitterkassette von der Kathode zwderhin folgendermaf3en angeordnet:



2. MATERIAL UND METHODEN 61

Kathode

©

Schwamm

!

/ \\ Watman-Papier

/ \\ Polyacrylamid-Gel

/ \\ PVDF-Membran

/ \\ Watman-Papier

/ \ Schwamm
®Anode

Abbildung 2.3: Aufbau einer Western Blot Apparatur.

Der Proteintransfer vom Polyacrylamid-Gel zur PVBEmbran erfolgt bei einer
Stromstarke von 60 mA pro Mini-Gel fur drei Stunden RT oder Gber Nacht bei 4 °C.

Transferpuffer: 150 mM Glycin
20 mM Tris
20 %  Methanol

Die Zielproteine auf der PVDF-Membran kénnen imdenmiden immunologisch detektiert
werden. Zur Blockierung unspezifischer Antikorpendestellen wird die Membran nach
dem Blotten fiir 30 min in 5% Magermilchpulver o@déternativ in 3% BSA geschwenkt. Der
Primarantikdrper wird in einer 1 %-igen Magermiléfiing, ersatzweise in einer 0,5%-igen
BSA-LOsung, laut Herstellerangaben verdinnt und2firbei RT oder Gber Nacht bei 4 °C
auf der Membran belassen. Nicht gebundener Antétwird durch drei Waschschritte mit
TBS(T) fur je 10 min von der Membran entfernt. HB&koppelte Sekundarantikorper dienen
zur Detektion des Zielproteins und werden fur 1t aler Membran inkubiert. Die

Verdinnung richtet sich nach den Herstellerangabed erfolgt wiederum in 1%-iger

Magermilch- bzw. 0,5%-iger BSA-Losung. Uberschissi§ekundarantikorper wird tber
drei Waschschritte mit TBS(T) fur je 10 min entfetmd die Membran im Anschluss fir

2 min in PBS geschwenkt.

TBS(T): 10 mM Tris (pH 8,0)
150 mM Natriumchlorid
(0,05%  Tween20)
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PBS-Puffer (10x): 80 g Natriumchlorid
2 g Kaliumchlorid
14,2 ¢ Dinatriumhydrogenphosphat — Dihydrat
2,04 g Kaliumdihydrogenphosphat
ad 1 I ddHO

Die Visualisierung des HRP-gekoppelten Sekundd«argers erfolgt iber die enzymatische
Umsetzung eines als ECkr(hanced chemilumescgbezeichneten Detektionsreagenz durch
die HRP wund wird dber ein ChemilumineszémagingSystem detektiert. Die
Quantifizierung der Proteinbanden erfolgt mit der mageJ-Software
(http://rsb.info.nih.gov/ij/).

2.2.10 RNA Isolierung und Verarbeitung

Zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen wahrendedlezelnen Arbeitsschritte werden
Arbeitsmaterialien und Oberflachen vor Beginn debek mit RNaseaway(Roth, Karlsruhe,
Deutschland) behandelt.

2.2.10.1 Isolierung von RNA aus Séaugerzellen

Die Isolierung von RNA aus Saugerzellen wird untéerwendung von TRIZOE
durchgefiithrt. Dazu werden die Zellen inv&!l Platten in einer Dichte von 2-4x1Bellen pro
well ausgesat und fur die Dauer der Behandlung kuttiviie Zellen werden nach Abnahme
des Mediums direkt in der Zellkulturplatte durchgabe von 1 ml TRIZOR lysiert und in
ein 1,5 ml-Reaktionsgefald tUberfiihrt. Die Aufarbegtuder RNA erfolgt entsprechend der
Herstellerangaben. Die RNA wird in 20 ul DEPC-Wassmufgenommen und die
Konzentration der RNA spektrometrisch bestimmt.

2.2.10.2 DNase-Verdau

Um mdgliche DNA-Kontaminationen zu eliminieren wilcte RNA mit DNase behandelt. Pro
Reaktion werden 2 ug RNA eingesetzt und der DN®settau laut Herstellerangaben
durchgefuhrt (Fermentas, St. Leon-Roth, DeutschlanBem Verdau folgt eine

spektrometrische Konzentrationbestimmung.
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2.2.10.3 cDNA-Synthese

Zur cDNA-Synthese dient eine MMLV-Transkriptase e[8ynthese-Reaktion wird mit dem
RevertAid¥ H Minus First Strand cDNA Synthesis-Kit der Firmféermentas laut
Herstellerangaben durchgefiihrt. Sofern genligendsBt&ie RNA vorhanden ist, wird pro
Reaktion 1 pug RNA umgeschrieben. Als Primer werddie im Kit enthaltenen
Oligo(dT)-Primer verwendet.

Fur alle weiteren Analysen werden cDNA Verdinnungam 1:10 bis 1:20 eingesetzt.

2.2.104 gRT-PCR Analysen

Die quantitative Bestimmung einer Genexpressionlteauf einer herkdbmmlichen PCR in
deren Verlauf kontinuierlich die Menge an neugedigasn Produkt gemessen wird. Zur
Detektion des Produktes werden Fluoreszenzfarlestffgesetzt, die entweder direkt an die
Primer gekoppelt vorliegen (TagM2hSonden) und im Verlauf der Reaktion freigesetzt
werden oder DNA-interkalierende Agenzien, die siohdsDNA einlagern und dadurch
kontinuierlich die Produktneubildung nachweisen BRYGreen).

Die qRT-PCR-Analysen werden mithilfe eines ABI-SDee Plus Real Time PCR Geréates
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) unterriendung des SYBRPremixExTaqll-
Kit der Firma Takara (Otsu, Japan) laut den Hdeseahgaben durchgefihrt.

Das Reaktionsvolumen pro Reaktionsansatz betragi 1@d jede Probe wird in Duplikaten

analysiert.

Die Bedingungen fur die PCR-Reaktion sind im Fotigmaufgefihrt.

95 °C 10 min
95 °C 15 sek

_ } 40 x
60 °C 1 min

Die Qualitdt der Amplifikation wird direkt im Ans@lss durch die Generierung einer
Schmelzkurve rfelting curvg bestimmt und so die Bildung von Nebenprodukten
ausgeschlossen. Dabei wird das Dissoziationsverhaler dsDNA wéahrend des Erhitzens
detektiert. Dazu wird die Probe Uber einen Zeitraton 40 min kontinuierlich um 0,3 °C

erhitzt und durch die Freisetzung des SYBR GreaasAthahme der Fluoreszenz bei der
Temperatur bestimmt, bei der sich das PCR-Prodehknt. Liegt mehr als ein PCR-Produkt

vor, erhalt man aufgrund der unterschiedlichen Gebxdlte, verschiedene Schmelzkurven.
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2.2.10.5 Relative Quantifizierung %%

Die gemessenen Proben werden unter Verwendung f&%-®lethode quantifiziert und

anhand nachfolgender Formel berechnet. Als Refgemdient GAPDH.

2%2¢T Berechnung:

ACt = Gy Zielgen — G Referenzgen
AACt = ACt Behandelt -ACt Kontrolle
Ratio = 2*%;

Ct (Schwellenwert-Zyklus Cycle Thresholdbezeichnet dabei die Zykluszahl, an dem die
Fluoreszenz erstmals signifikant Gber die Hintengfluoreszenz ansteigt.

Die Berechnung setzt die optimale Amplifikation dé¥CR-Produktes voraus. Bei
Schwankungen in der Effizienz kann die Formel foligrmalfien korrigiert werden:

Ratio = (EZieIgen) AC-I-Zielgen(Kontrolle— Behandlung)

(EReferenzge)lACTReferenzgen (Kontrolle — Behandlung)

Zur statistischen Auswertung der qRT-PCR wird dieSR-Software (relative expression

software tool, www.giagen.com/Products/REST2009&ak) verwendét®

2.2.11 Farbungen

22111 Immunhistochemische Farbungen von Paraffin ~ schnitten

Zur immunhistochemischen Farbung von in Paraffingebettetem Gewebe werden mit
einem Schlittenmikrotom Schnittpraparate einer Bigkn 0,5 bis max. 1 um angefertigt. Die
Farbeprozedur wurde im histopathologischen Rouétredh mithilfe eines Farberoboters

durchgefuhrt.

2.2.11.2 Immunfluoreszenz Farbungen von Frischgeweb e

Zum Farben von Frischgewebe werden mithilfe eing@#aten Schnitte in einer Dicke von 5
bis max. 10 um hergestellt und Gber Nacht getrackkm nachsten Tag werden die Schnitte
zur Absattigung unspezifischer Bindestellen fimiif in 3% BSA geblockt und mit 1x TBS
gespuilt. Der Primarantikorper wird in Losung aus?0 BSA in TBS verdinnt und fir 1 h in
einer feuchten Kammer mit dem Schnitt inkubiert.mZlEntfernen nicht gebundener
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Antikdrper wird der Schnitt dreimal fur je 5 min MBS gewaschen und fir 1 h mit
Sekundarantikoérper in 0,5% BSA/TBS inkubiert. Egfareimaliges Waschen mit 1x TBS.
Die Schnitte werden anschlieRend mectashield Hard-Set Mounting Mediu(Wwector

Laboratories, Burlingham, CA, USA) eingedeckt. Zsegenfarbung der Kerne ist in dem
Eindeckmedium zusétzlich DAPI enthalten. Die Sdenwerden zum Ausharten bei 4 °C

Uber Nacht gelagert und am nachsten Tag fluoresz&nzskopisch untersucht.

2.2.11.3 Mikroskopie

Mikroskopische Aufnahmen werden an einem Zeiss pixaa2 (Oberkochen, Deutschland)
und einem Olympus BX41 (Tokio, Japan) Mikroskop atgefihrt. Aufnahme und

Bildanalyse erfolgen fur das Axiophot2 mit der AR@m MRc5 sowie der Software
AxioVision Rel. 4.5, fir das Olympus BX41 erfolgelie Aufnahmen mit einer Olympus
U-CMAD3 Kamera, die Analysen mit der cellF-Software

Fur die Dokumentation von Zellen in der Zellkulwird ein inverses Mikroskop (DMIRB)

der Firma Leica (Wetzlar, Deutschland) verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Vorarbeiten

Grundlage der vorliegenden Arbeit war efof-of-Principle Arbeit, in der gezeigt wurde,
dass chimare T-Zellen mit Spezifitat fur den fatalécetylcholinrezeptor (fAChR)
grundsatzlich in der Lage sind — wenn auch mitrgg Effektivitat — fAChR-exprimierende
RMS-Zellen zu eliminierét® Der urspriingliche chimédre Rezeptor wurde aus neine
rekombinanten Autoantikdrperfragment kloniert, daistels Phagen-Display-Technologie aus
dem Thymusresektat einer schwangeren Frau isoNertlen war, die in ihrem Thymus
praktisch ausschlief3lich Autoantikdrper mit Speiififir die y-Untereinheit des fAChR
produzierté*®. Der Fetus dieser Frau war aufgrund der Autoarpi&dvon einer intrauterinen
Muskellahmung mit dadurch bedingter, angeborendertksteife Arthrogryposis multiplex
congenitd betroffen, wahrend die Frau selbst nicht erkreffkt Die variablen Domanen des
rekombinanten Antikdrperfragmentes wurden mithdfaer PCR assembliert (Abbildung 3.1
(A) und (B)) und jn frame* vor eine humane IgGlhjnge“-Doméne und eine
humane CD8-Domaéane kloniert. Das chimare Gen wurde anschli@3eneinen retroviralen
SFG-Vektor umklonieff®. Der Vektor diente der Expression des chimarerigkntrezeptors
(CAR) auf T-Zellen, die RMS-Zellen dadurch erkennexl lysieren konntéf® 24

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Aktivitddés oben beschriebenen chimaren Rezeptors
zu steigern, Resistenzmechanismen von RMS-Zellgergehimare T-Zellen aufzuklaren und
durch pharmakologische oder molekulare Uberwinddeg Resistenzen die Erkennung und
Eliminierung von RMS-Zellen durch chimére T-Zellamverbessern.

Die im Verlauf der Arbeit vorgenommendn-vitro-Untersuchungen erfolgten anhand von
sechs RMS-Zelllinien, welche die verschiedenemlogischen RMS-Subtypen reprasentieren
(Tabelle 3.1) (Abbildung 6.2). Zum Zwecke der 2Zghlussynchronisation und
Wirkstoffsteigerung wurden alle im Rahmen der Artbergenommenen Behandlungen mit
Zytokinen oder Chemikalien in Hungermedium (1% FB&)chgefihrt.
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Tabelle 3.1: Zusammenstellung der im Verlauf derbeMr verwendeten RMS-Zelllinien anhand ihres

histologischen Subtyps

Histologischer Subtyp Zelllinie

ARMS (Pax3-FKHR) CRL2061, RH30, RH41
ARMS (translokations-negativ) FLOH1

ERMS RD6, TE671

ARMS - alveoldre RMS; ERMS - embryonale RMS

Da Zelllinien durch die dauerhaftin-vitro-Kultivierung oftmals starke Unterschiede zur
Expressionin situ aufweisen, wurden die im Rahmen der Arbeit anafysn Molekile
ebenfalls anhand vdaaraffin- und Frischmaterial (n = 10 bzw. n = 6) ABMS- und ERMS-
Biopsien untersucht (Abbildung 6.2). Aufgrund deingeschréankten Verfugbarkeit von
Tumormaterial dienten verschiedene Methoden zueldein der betreffenden Proteine. Als
Kontrollgruppe wurde quergestreifte Muskulatur sblvin Form von Paraffin- als auch

Frischgewebe (jeweils n = 5) verwendet.

3.2 Erzeugung verbesserter membranstandiger CAR geg  en den fAChR
Das,single chain“-Fragment gegen den fAChR, scFv35, wurde amplifiziexd mittels der
beiden Restriktionsschnittstelleicd und BanmHl in den retroviralen pBullet-Vektor
umkloniert. Dabei wurde ein neues Konstrukt gedelmafin dem dassingle chain“-Fragment
vor einer IgG;hinge® -Region und einer intrazellularen Signaltransduig@oméne (CD3
positioniert wurde (Rezeptor der ersten Generatidly Modifikation gegeniiber dem bereits

223

publizierten ,CD3&-only“-Konstrukt wurde zwischen IgG- und CRdomane eine

zusatzliche CD28-Domaéne eingefiihrt (Rezeptor deitew Generation) (Abbildung 3.1 (C)).
CD28 dient als kostimulatorische Doméane, welche Algivierung ruhender T-Zellen bei
fehlenden kostimulatorischen Signalen gewahrleisteamn (Abschnitt 3.4.2). Die so
generierten CAR (chimare Antigenrezeptoren) wurdennachst hinsichtlich ihrer
Bindekapazitat, Funktionalitdt und Spezifitdt gagesr dem fAChR untersucht.
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(A) (B)

[

€ 63pp 744bp 708bp H4bp

|
[L scFv35 (EC) 1gG (EC) CD3Z(IC) I gﬁ:e Generation
63bp 744 bp 708 bp 21?|>bp 339|)bp
&, scFv35 (EC) 1gG (EC) CD28 (TM+C) | CD3Z(IC) ’ CAR.: .
Zweite Generation
63bp 744 bp 708 bp
[L scFv35 Fc Loslicher Rezeptor

Abbildung 3.1: (A) Schematische Darstellung einestikdrpers mit Unterteilung in variable und konstan
Domanen aus dem durch die Verbindung von variaffiieavy chain“(vy) und variabler light chain* (v.) das
verwendete scFv35-Fragments generiert wurde (B)S@Bematische Darstellung der Zusammensetzungialle
der Arbeit verwendeten chiméaren Antigenrezeptor€@AR); V- variable Doméne der schweren Kette,
V| - variable Domane der leichten Kettg; Ckonstante Domane, schwere Kettg,-Ronstante Domane, leichte
Kette, EC — extrazellulare Domaéne, IC - intrazéitel Domane, TM - Transmembrandomane,

scFv -single chain fragmen&c -fragment crystallizable.

3.2.1 Expression des Target-Antigens auf der Oberfl  ache von RMS-Zellen

Eine wichtige Grundlage fur die chimare T-Zellth@ea stellt die Expressionsstarke des
Zielantigens d&f’. Bei der durchflusszytometrischen Analyse der RE&Blinien mit einem
kommerziellen Antikérper wurden unterschiedliche spriigungen der fAChR-Expression
beobachtet (Abbildung 3.2 (A)). Wahrend die ARMSH#een RH41 und FLOH1 sowie die
beiden ERMS-Zelllinien RD6 und TE671 eine starkepiession aufwiesen, war die
Expression bei den beiden ARMS-Linien CRL2061 unHi3B vergleichsweise gering
(Abbildung 3.2 (A)).

Die Ergebnisse wurden mit einem selbst hergesteltislichen AK-Fragment, bestehend aus
einer Zielsteuerungssequenz fir die Sekretion deskdypers, dem fAChR-spezifischen
scFv35-Fragment und dem Fc-Teil eines Antikdrpbestatigt (Abbildung 3.1 (C)). Mit der
erfolgreiche Erkennung und Bindung dieses loslichbimaren Rezeptors an den durch die
RMS-Zellen exprimierten fAChR, waren gleichzeitig ¥ oraussetzungen (Abbildung 3.2 (A))

zur Eliminierung der Tumorzellen erfullt.
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Abbildung 3.2: (A) Durchflusszytometrische Analyder fAChR-Expression bei den verwendeten RMS-Zadih
mit einem kommerzielleno-fAChR-AK und dem selbst hergestellten scFv35-Fc-Agtaue Histogramme
entsprechen der Proteinexpression, offene gesltéchelistogramme der Sekundéarantikdrper-Kontrolle.
(B) Detektion der fAChRy- und a-Untereinheit bei RMS-Patienten mittels Duplex-PGis Negativkontrolle
diente  quergestreifte  Muskulatur. (C) ImmunfluomszFarbung des fAChR (von links):
Sekundarantikdrper-Kontrolle anhand einer RMS-Biepadulte Muskulatur als negative Kontrolle, RMS-
Biopsie mit nur schwacher fAChR-Expression und Xeamsplantat aus der Maus mit starker fAChR-Expoess
600-fache VergréRerung.
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Der fAChR-Nachweisin situ erfolgte mit einer Duplex-PCR, die sowoh} als auch
y-Untereinheit detektiert. Die PCR war so angeléegiss sich ein 1:1 Verhaltnis von und
y-Untereinheit bei der Analyse der ERMS-Zelllinie 6/ (als Referenzlinie) ergdfl Dieses
Verhaltnis wurde nicht bei allen, im Verlauf derb&it untersuchten RMS-Gewebeproben
gefunden. Die Expression derUE des fAChR war dennoch zweifelsfrei nachweisbar
(Abbildung 3.2 (B)), wahrend bei der, als Negativikolle mitgefiihrten Skelettmuskulatur nur
die a-Untereinheit detektiert wurde.

Die Ergebnisse der Duplex-PCR wurden anhand vohsskryoasservierten RMS-Biopsien
immunhistochemisch bestatigt. Als Positivkontrallenten die Zelllinien RD6 und TE671, die
in Vorversuchen immundefizienten NOD/SCID-Maussuabcutan injiziert worden waren
(Abschnitt 3.7). Adulte Skelettmuskulatur wies leifAChR-Expression auf (Abbildung 3.2

(C)).

3.2.2 Expression der CAR auf Effektor-T-Zellen

Fur die Expression des chimaren Rezeptors wurdn@®4" und CD§ T-Zellen ausgewahilt.
Dazu wurden periphere Blutlymphozyten (PBL) isdlend unter Zugabe von stimulierenden
CD3- und CD28-Antikorper kultiviert, wodurch den ZEll-Subpopulationen ein
Selektionsvorteil gewahrt wurde. Da eine langfgstiExpression des chiméren Rezeptors
erwunscht war und die Transfektion von Primark@tumit den géngigen Methoden schwierig
ist, wurden die Blutlymphozyten mittels retrovinal€ransduktion mit der Rezeptor-DNA
versehen.

Die Infektion der peripheren Blutlymphozyten ertelgdurch die Kokultivierung von
Verpackungszelllinie und PBLs Uber einen Zeitrauon V8 h. Die aus der Transduktion
resultierende Anzahl rezeptortragender T-Zellendeuilber eine CD3/IgG-Doppelfarbung
ermittelt. Diese Farbung erlaubt die Abgrenzung G#Ritiver T-Zellen von CD3-negativen
Immunzellen wie Makrophagen und B-Zellen, die Papahen innerhalb der isolierten PBL
bilden. Dabei wiesen durchschnittlich 30-50% deZellen die Expression des chiméaren
Rezeptors auf der Zelloberflache auf. Die Expressite des ,CD28-C3-Konstrukts war

dabei besser als die des ,,GP8nly*-CAR (Abbildung 3.3).
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CD37-CAR CD28-CD3{-CAR CD28-CD3Z-CAR
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Abbildung 3.3: Pensity Blot“der CAR-Expression auf der Oberflache periphelatiBnphozyten. Dargestellt
ist die Expression verschiedener Rezeptorkonstruki@klusive nicht-transduzierter PBL. Der
durchflusszytometrische Nachweis der T-Zellen gtfdiber eine CD3-Rezeptorfarbung. Der Antigenrezreatif

der Oberflache der T-Zellen wurde Uber die Farkaegextrazellularen IlgG-Domane detektiert.

3.2.3 Aktivierungsstatus von PBLs und chiméaren T-Ze  llen

Ein Vergleich der beiden Aktivitditsmarker CD25 u@dD69 bei nicht-transduzierten und
chimaren T-Zellen konnte zeigen, dass sich das vA#tsprofil der T-Zellen nach der
Transduktion nicht verandert.
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Abbildung 3.4: (A) Expression der AktivierungsmarkeD25 und CD69 auf der Oberflache nicht-transdteie
(PBL) und CAR-transduzierter (CD28-CEpB3PBL. Graue Histogramme entsprechen der Protereszion,
offene gestrichelte Histogramme der Isotyp-Kon&oll(B) Detektion der Granzym B-Sekretion in den
Kulturiiberstand CD3- und CD28-aktivierter humanBLRind chimarer T-Zellen nach 14-tagiger Kultivieguin
IL-2-haltigem Medium (400 U/ml); die Daten repraseren den Mittelwerte aus Triplikaten sowie den
Standardfehler des Mittelwertes.

Beide Populationen wiesen eine zeit- bzw. kultgysabhangige Expression von CD25 und
CD69 auf, die im Falle des IL-2-Rezeptors CD25 Udex Zeit abnahm, wahrend der
Aktivierungsmarker CD69 mit zunehmender Kultivieggdauer eine Expressionsteigerung
(Abbildung 3.4 (A)) erfuhr.
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Die Aktivierung der PBLs durch IL-2, anti-CD3- umahti-CD28-Antikérper fihrte zudem zu
einer gesteigerten Granzym B-Sekreffdn die mit einem ELISA (berprift wurde.
Abbildung 3.4 (B) zeigt ahnliche Mengen sekretier8ranzyms B bei nicht-transduzierten

PBLs und ,,CD28-CDg'-exprimierenden chimaren T-Zellen.

3.2.4 Funktionalitat des CAR abhangigen Signalwegs in chiméren T-Zellen

Die Funktionalitat der chimaren Rezeptoren wurderidie Stimulation der extrazellularen
lgG-,.hinge“-Region mit einem IgG-AK Uberpruft. Die Aktivierundes Rezeptors fihrt bei
einem intakten Signaltransduktionsweg zur Sekretion IFNy in den Kulturiberstand. Der
Versuchsaufbau sollte die Aktivierung der T-Zelleech Bindung des Target-Antigen durch
den CAR simulieren. Eine IFNSekretion wurde dabei sowohl fir de@RQ3-only*- als auch
,CD28-CDIX"-CAR detektiert (Abbildung 3.5). Im Falle des ,CBZD3IX"-CAR war ab einer
lgG-Antikdrperkonzentration von 2,5 pug/ml ein sgmde Anstieg der IFNSekretion zu
beobachten, als fir deeP3-only*-CAR (Faktor 2-5).

Abbildung 3.5: Stimulation von nicht-transduziert@BL) sowie mit dem
,CD3-only“- und dem ,CD28-CD3-CAR transduzierten T-Zellen mit

verschiedenen Konzentratione+hlgG-AK uber einen Zeitraum von 48 h. Die

Sekretion IFNy [pg/ml]

O o P W L = @

Aktivierung des Rezeptors Uber die Ig@Ginge“-Region fuhrt zur Sekretion

Nl 9 . . . . . .
:\@’ﬁ;{ﬁﬁ’ P a® ®®  yon IFNy und dient der Demonstration eines intakten Sigmagiduktionsweg

a1gG [ug/mi] des CAR. Die Daten reprasentieren jeweils die Mitete aus Triplikaten und

PBL ~#—CD3{ ——CD28-CD3{ die Standardabweichung der Mittelwerte.

Die vorangegangenen Kapitel zeigen, dass mit dprdssion eines funktionellen CAR auf der
Oberflache von PBLs, der Erkennung des Zielantigkkmsh den chimaren Rezeptor sowie der
Expression des Antigens auf der Oberflache der RdBinien, alle essentiellen
Voraussetzungen fir eine effektive Zelllyse der RE&Hen durch chimére T-Zellen erfillt
sind. Zur Uberprifung der Rezeptorspezifitat wurdlemachsten Schritt die beiden chiméaren

Antigenrezeptoren gegen fAChR-exprimierende HEKlefeeingesetzt.

3.2.5 Nachweis der Spezifitat des CAR gegeniber fAC  hR
293T-Zellen — die naturlicherweise weder den aduttech den fetalen AChR exprimieren —
wurden mit den fAChR-Untereinheiterf3y undd kotransfiziert und Uber einen Zeitraum von

48 h inkubiert (Abbildung 3.6). Die durch die Katsdektion der AChR-Untereinheiten in
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293T-Zellen erzielte und durchflusszytometrischrgifi@ierte Expression des fAChR erreichte
das gleiche Expressionsniveau wie es durchflussmtiasch bei den RMS-Zelllinien RH41,
FLOH1, RD6 und TE671 nachweisbar war (Abbildung).3l2 finf unabhangigen Versuchen
wurden die a- und y-Untereinheit des fAChR jeweils in 70 — 90% dernsfazierten

HEK-Zellen nachgewiesen. Eine Kultivierung von medls 96 h wurde aufgrund des
transienten Charakters der Transfektion vermieden.
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Abbildung 3.6: Expression des fAChR durch 293T-&ell72 h nach Transfektion der verschiedenen AChR-
Rezeptoruntereinheitenaffyd). (A) Expressionsraten des- und y-Untereinheit; die grauen Histogramme
entsprechen der AChR-Expression 72 h nach der fEddion, offene Histogramme der Expression nicht-
transfizierter 293T-Zellen und offene, gestricheltelistogramme der Sekundarantikérper-Kontrolle
(B) MTT-Zytotoxizitatstest von fAChR-transfiziertamd nicht-transfizierten 293T-Zellen (je 1%Z&llentvell)
48 h nach Kokultivierung mit einer unterschiedlichénzahl chiméarer T-Zellen. Die Zytotoxizitat nieht
transduzierter T-Zellen wurde bei 0% festgelegtrdgeatellt sind die Mittelwerte aus Triplikaten sewilie

Standardabweichungen der Mittelwerte. (C) Durclstysometrische Analyse des fAChR 24 h nach Inkobati
mit chiméren T-Zellen in verschiedenen EffektorJetrellverhéaltnissen (E:T).

Wahrend die nicht-transfizierten 293T-Zellen naatr dKokultivierung mit den chiméren
T-Zellen keine verminderte Uberlebensrate aufwiesenrden die fAChR 293T-Zellen
sowohl von dem ,CD&-only*-CAR als auch von dem modifizierten ,,CD28-CD3CAR
erkannt und eliminiert. Dabei ist die Zytotoxizitéider chimarer Rezeptoren dosisabhangig

und weist die hochste Effektivitat bei einem Eftaktargetzellverhaltnis von 2,5:1 (E:T) auf.
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Mit dem ,CD3—-only*-CAR wurden bei dieser Zelldichte Zytotoxizitatssa von bis zu 50%
erreicht, wahrend mit dem ,CD28-CD3CAR Zytotoxizitatsraten von bis zu 80% mdglich
waren (Abbildung 3.6 (B)). Durchflusszytometrischealysen der transfizierten 293T-Zellen
nach 24-sundiger Kokultivierung mit den chimareZdllen zeigten bei einem E:T-Verhaltnis
von 1:1 eine Abnahme der fAChR-exprimierenden Ze{ksbbildung 3.6 (C)).

3.3 Interaktion von chiméaren T-Zellen und NKT-Zelle n mit RMS-Zellen

3.3.1 Zytotoxizitat chimarer T-Zellen gegeniiber fAC  hR-exprimierenden Zellen

Im nachsten Schritt wurden die RMS-Zelllinien mitirndren T-Zellen, die zum einen den
,CD3-only*-CAR zum anderen den ,,CD28-CIQ3CAR exprimierten, kokultiviert. Wahrend
die mit ,CD3-only*-CAR ausgestatteten T-Zellen die RMS-Zellen nurf3ngdeliminierten,
zeigten die mit dem ,,CD28-C[E3-CAR versehenen T-Zellen eine bessere Effektingitden
alveolaren Linien CRL2061, RH30, RH41 und FLOH1. IBegensatz dazu wurde die
Zytotoxizitat gegeniber den beiden embryonalen RMdBinien RD6 und TE671 durch die
zusatzliche CD28-Domane nicht malRgeblich gesteigdrbildung 3.7 (A)). Dabei war die
beobachtete Lyserate nicht alleine von der Expoasstarke des Target-Antigens abhéngig, da
die beiden ARMS-Zelllinien CRL2061 und RH30 mit ipger fAChR-Expression besser
eliminiert wurden als die beiden ERMS-Linien RD6duiiE671, die den fAChR stark
exprimierten (Abbildung 3.2).

Die unterschiedlich starken Lyseraten durch den28D3“-CAR bzw. ,CD3(-only“-CAR
korrelierten teilweise mit der IFNSekretion, die als Maf} fir die Aktivitat der chieé
T-Zellen (Abschnitt 3.2.4) bestimmt wurde Dabei zeigte sich eine starke Abhangigkeit der
Aktivierung der chiméren T-Zellen vom jeweils exprerten CAR. Wahrend Zellen mit dem
,CD3(-only“-CAR eine IFN/-Sekretion im Bereich von 50-400 pg/ml zeigten, sgie Zellen
mit dem ,,CD28-CD3“-CAR eine 10-fach hohere IFANSekretion auf (Abbildung 3.7 (B)).
Eine Ausnahme bildete die alveolare Zelllinie RHBOi, der nach Kokultivierung mit chiméaren

T-Zellen keine IFN-Sekretion festgestellt werden konnte.
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Abbildung 3.7: (A) MTT-Zytotoxizitatstest von RMSeHen (1x108 Zellentvell) 48 h nach der Kokultivierung mit
einer unterschiedlichen Anzahl fAChR-spezifischiein@rer T-Zellen. Die Zytotoxizitatsrate nicht-temluzierter
PBLs wurde mit 0% angenommen. Als fAChR-negativentkallen dienten die Zelllinien HEK und HelLa. Die
Daten reprasentieren Mittelwerte aus Triplikatenwiso den Standardfehler des Mittelwertes. (B) Die
Kulturiiberstande aus (A) wurden zur Darstellung Tétell Aktivitat auf die Sekretion von IFNuntersucht. Die
Daten reprasentieren den Mittelwert aus Triplikasenvie den Standardfehler des Mittelwertes. DieleSkir
IFNy-Sekretion unterscheidet sich bei dem ,CD28-CB8onstrukt von dem ,,CD&-only*-Konstrukt um den
Faktor 10.

Die proapoptotische Wirkung der chiméaren T-Zellenf adie RMS-Zelllinien wurde
durchflusszytometrisch anhand einer Annexin V/Riymniodid (PI)-Doppelfarbung belegt.

CRL2061 RH30 FLOH1

Toan 195%| | [ 03% 64%| || 06% 19,2% 44% |

PBL

|76,5%

Propidiumiodid
CD28-CD3T

32,8% 122,0% 28,0% ;3 47,5% 30,9%

AnnexinV

Abbildung 3.8: Pot Blot* einer Annexin V/PI-Doppelfarbung von CRL2061, RHFLOH1 und TE671 nach
Kokultivierung (24 h) mit nicht-transduzierten PBLand chiméren ,CD28-CO3-T-Zellen in einem
Effektor:Targetzellverhéltnis von 1:1; Pl — Propidtiiodid.

Abbildung 3.8 zeigt exemplarisch vier der sechs RE&8linien. Bei allen vier Zelllinien ist
eine deutliche Zunahme sowohl Annexin V einfachitpes (frih-apoptotischer) als auch
doppelt-positiver (spat-apoptotischer und nekrbesg Zellen nach der Inkubation mit den

chimaren T-Zellen zu beobachten.
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3.3.2 Zytotoxizitat chimarer NKT-Zellen gegeniuber f  AChR-exprimierenden
Zellen
Die unter Abschnitt 3.3.1 beschriebene Transduktigotoxischer T-Zellen mit einem CAR ist
infolge der einfachen und schnellen Erzeugung wiootaxischen T-Zell-Subpopulationen weit
verbreitet. Die Anreicherung anderer Subpopulatiomge Zytokin-induzierte Killerzellen
(CIK) oder NK-Zellen ist aufgrund der komplexen ritilation mit diversen Zytokinen
schwieriger und erfordert mehr Zeit. Da im Rahmeeser Arbeit auf die Testung dieser
Populationen nicht verzichtet werden sollte, wuie Generierung chiméarer CIK-Zellen
angestrebt: CIK-Zellen stellen eine heterogenepdelllation dar, die sowohl T-Zell- als auch
NK-Zell-Charakteristika in sich verefit. Die im Verlauf der Arbeit erhaltenen
Zellpopulationen beinhalten eine Mischung aus NKTD16 CD56'CD3"), CIK- (CD16
CD56'CD3") und einfachen T-Zellen (CDXBD56CD3") (Abbildung 3.9).

B0%  59.4% 358% S04

cp3

10t 10 0 10 108 10t
18%  30% cose 18%

(B)

NKT Zellen ‘

T Zellen

CIK Zellen

(T3 10¢ 10 10" 07 3 10t
142% 33% €% 391% 67.9%

CD56

Abbildung 3.9: Durchflusszytometrischer Nachweisegi Mischpopulation aus Zytokin-induzierten Killehen
(CIK) (CD3'CD56'CD16), T-Zellen (CD3CD56CD16) und NKT-Zellen (CD3CD56' CD16). (A) ,Density
Blot* einer CD3/CD56-Doppelfarbung. (BPgnsity Blot* einer CD16/CD56-Doppelfarbung. Die Abgrenzung
der verschiedenen Zellpopulationen erfolgte naam detzen eines Gates der CD56-positiven bzw. -ivegat

Subpopulation aus (A).

Die Transduktion dieser Mischpopulation gelang mu¥erbindung mit dem ,,CD28-C3-
Konstrukt in zufriedenstellendem Ausmal3.

Abbildung 3.10 (A) zeigt die verschiedenen Zellpapionen von nicht-transduzierten und
transduzierten Zellen. Nach der Transduktion kamnte CD56/IgG" doppelt-positive
NKT/CIK-Zellen, 2. CD561gG" chimare T-Zellen und 3. CD5@&infach positive (also nicht-

transduzierte NKT/CIK-Zellen) voneinander untergdan werden.
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Abbildung 3.10: (A) Durchflusszytometrische Analysmer Mischpopulation von PBLs nach der Transaukti
mit dem ,CD28-CD3g"-CAR. Der gezeigte Density Blot* dient der Unterscheidung von COR§G" (,CD28-
CD3*) doppelt-positiven NKT/CIK-Zellen, CD58)G* chimaren T-Zellen und CD5gG  nicht-transduzierten
NKT/CIK-Zellen. (C) MTT-Zytotoxizitatstest von RMZellen (1x10 Zellenivell) 48 h nach der Kokultivierung
mit einer unterschiedlichen Anzahl an fAChR-spezifien chimaren NKT/CIK-Zellen und nicht-transdutaar
NKT/CIK-Zellen. Zur Kontrolle wurden fAChR-negative93T-Zellen mitgefihrt (B). Die Zytotoxizitat nith

transduzierter PBL wurde mit 0% angenommen. Daeflestind die Mittelwerte aus Triplikaten sowie die
Standardabweichungen des Mittelwertes.

Die in Abbildung 3.10 gezeigten Zytotoxizitatsrateziehen sich auf die, fir PBLs festgelegte

Lyserate von 0%. Dabei wird ersichtlich, dass denegierte Mischpopulation aus nicht-
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transduzierten NKT/CIK-Zellen grundsatzlich eine hbie Zytotoxizitat gegenuber
RMS-Zellen aufwiesen als nicht-transduzierte zytstche T-Zellen. Die beobachteten
Lyseraten lagen bei einem Effektor:Targetzellverhglvon 5:1 bei 20% fiur die ARMS-Linien
CRL2061 und RH30 und bei 80% fiir FLOH1.

Die Transduktion der NKT/CIK-Zellen mit dem ,CD283(*-CAR fihrte zu einer
signifikanten Steigerung der zytotoxischen Wirkurigsbesondere bei den untersuchten
ARMS-Zelllinien und der ERMS-Zelllinie RD6 wurderyftoxizitatsraten von 20% bis 100%
nachgewiesen (Abbildung 3.10 (C)). Bei der Zel$iniE671 wurde hingegen erst ab einem
Effektor: Targetzellverhéltnis von 2,5:1 eine vedmrte Lyserate beobachtet, die ab einem
Verhaltnis von 5:1 signifikant wurde. Im Gegensaizden untersuchten RMS-Zelllinien wurde
bei der fAChR-negativen HEK-Zelllinie 293T keineefterung der Zelllyserate nach der
Kokultivierung mit chimaren NKT/CIK-Zellen beobaehtAbbildung 3.10 (B)).

Die in den Abschnitten 3.3.1 und 3.3.2 dargestellieyseraten stellen reprasentative
Ergebnisse aus mehreren unabhangigen Versuchefrddthnenswert ist hierbei die Tatsache,
dass die Aktivitat der jeweiligen NKT/CIK- und T-H@opulationen stark spenderabhéngig ist
und dadurch leichte Abweichungen bei den Zytoté&igraten entstehen. Um eine zu hohe
Variabilitat zu vermeiden, stammen die fur einensvehsdurchlauf verwendeten PBL sowie
NKT/CIK- und transduzierten NKT/CIK-Zellen jeweil®n demselben Spender.

Insgesamt waren die Lyseraten fur einige RMS-Zadlh, insbesondere bei der Verwendung
chimarer T-Zellen (Abschnitt 3.3.1), nicht so guewerhofft und variierten stark zwischen den
verschiedenen Linien (Abschnitt 3.3.1 und 3.3.2)s Mmogliche Ursachen des schlechten
Ansprechens wurden Zelllinien-spezifische Resistathanismen ebenso wie einen Einfluss
immunologisch relevanter Oberflachenmolekile erwmggdie im Folgenden untersucht

wurden.

3.4 Expression immunrelevanter Oberfachenmolekile b ei RMS

Fur die Interaktion von Tumor- und Immunzellen simahlreiche Oberflachenmolekile von
Bedeutung. Neben den eigentlichen Zielstrukturetotayischer T-Zellen, spielen fur eine
optimale T-Zellaktivierung und zytotoxische Funktialie Expression inhibitorischer und
kostimulatorischer oder adhasionsférdernder Obehréamolekiile eine wesentliche Réife
Solche Molekile kdnnen wechselseitig auf Lymphazyted ihren Zielzellen vorkommen,
teilweise im Sinne von Rezeptor-Liganden-Paaralwdese als Molekile mit homotypischen
Bindungseigenschaften. Bislang fehlen fur Rhabd@agamme Expressionsdaten zu

immunologisch relevanten Oberflachenmolekilen diefliss auf die Wechselwirkung
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zwischen Tumorzellen und Immunsystem nehmen konmEbei kdnnten entsprechende
Kenntnisse Uber das Expressionsprofi von RMS diablerung einer adoptiven
Immuntherapie vereinfachen. In der vorliegendenefrivurde die Expression einiger dieser
Interaktionsmolekiile auf RMS-Zellen analysiert.

Aufgrund der nahen Verwandtschaft von RMS- und Mimtdlen wurden solche Molekile
ausgewahlt, die bei inflammatorischen Muskelerkwarglen bekanntermal3en einen Einfluss
auf die Interaktion zwischen Muskelgewebe und Imzelien habetf® *** Dazu gehéren die
MHC-I- und MHC-II-Molekile, die Kostimulatoren B7(CD80), B7.2 (CD86) und
B7H2 (ICOS-L), die Adhasionsmolekile CD54 (ICAM-1nd CD56 (NCAM) sowie die
inhibitorischen Oberflachenmolekile B7H1 und B71B&e Interaktionspartner der jeweiligen
Rezeptoren sind in Tabelle 3.2 dargestellt.

Tabelle 3.2: Auflistung der im Rahmen dieser Arbaitalysierten kostimulatorischen und inhibitoristhe

Oberflachenmolekilen sowie deren Interaktionsparné der Oberflache von T-Zellen

Kostimulatorische Oberflachenmolekiile Inhibitorische Oberflachenmolekile

Tumorzelle — T-Zelle Tumorzelle — T-Zelle
MHC-I bzw. MHC-Il — T-Zell-Rezeptor B7H1 (PD-1L) PD1
B7H1* bzw. B7H2** — CD28, CTLA-4 B7H3 — nicht bekan

B7H2 (ICOS-L) — ICOS
CD54 (ICAM-1) — LFA-1, MAC-1
CD56 (NCAM-1) — NCAM-1 (CIKs**¥)
*CD80, **CD86, ***CIKs, Zytokin induzierte Killerzélen (cytokine induced Kkiller cells)
T-Zell Subpopulation, die durch die Behandlung mjtokinen aus PBL expandiert werden

konnte.

3.4.1 Expression von MHC-Molekulen

Die antigenspezifische Interaktion von T-Zellen raitderen korpereigenen Zellen erfolgt
zwischen MHC-Peptidkomlexen und jeweils spezifiscieZellrezeptoren (TCR), was eine
Unterscheidung zwischen korpereigenen und korpede:m oder infizierten Zellen erlaubt.
Der Verlust der MHC-Expression stellt einen, bei nwen weit verbreiteten,
»immune escapeMechanismus dar und schitzt so vor einer tumorBpelzen T-Zell-
vermittelten Immunantwort. Obwohl fur eine chimdr&elltherapie nicht relevant, wurde die

MHC-I-Expression aufgrund ihrer Bedeutung fur degmale Immunantwort tberprift.

MHC-I- und MHC-II-Expression: RMS-Zelllinien zeigten, mit Ausnahme der ARMS-
Zelllinie CRL2061, eine spontane und starke MHCHe@lachenexpression, wahrend MHC-II



3. ERGEBNISSE 81

lediglich von der translokations-negativen ZelkirkLOH1 exprimiert wurde. Die beobachtete
MHC-II-Expression wurde dabei von der Serumverfligbeé beeinflusst und erst nach einer
mindestens 24 h andauernden Inkubation in Hungaume(lL% FBS) beobachtet (Abbildung
3.11).

MHC-I und MHC-II

ARMS (1(2:13)) ARMS ERMS
CRL2061 RH30 RH41 FLOH1 RD6 TE671

MHCH
=,

MHCHI

7 N i w . . |

Abbildung 3.11: Durchflusszytometrische Analyse 8#1C-I- und MHC-II-Expression auf der Oberflachenvo
RMS-Zelllinien. Die Zellen wurden vor der Farbungr f48 h in Hungermedium (1% FBS) inkubiert; graue
Histogramme entsprechen der Proteinexpression,neffgestrichelte Histogramme der Sekundarantikdrper

Kontrolle.

Die MHC-Expressionin situ wurde anhand von ERMS-Biopsien (n = 4) im Westelot B
sowie mittels gqRT-PCR an ERMS- (n = 10) und ARM®jiien (n = 10) untersucht und mit
der Expression bei normaler Skelettmuskulatur vergh (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: MHC-I und MHC-II-Expression bei RM&eweben. (A) gRT-PCR zum Nachweis von MHC-I
und MHC-Il bei ARMS (n=10) und ERMS (n=10) imekgleich zu gesunder Skelettmuskulatur (n=5)
(RQ =1), als Referenzgen diente GAPDH; *p < 0,65 < 0,01, *** p < 0,005. (B) Western Blot der INC-I-

Expression bei ERMS-Frischgewebe (n=4) im Veoyleizu gesunder Skelettmuskulatur (n=3); als
Ladekontrolle dient@-Aktin. (C) Quantitative Auswertung der MHC-I-Pratexpression des in (B) dargestellten

Western Blots.

Die MHC-I-Expressionsstarke bei RMS-Biopsien erdaspr sowohl auf transkriptioneller als
auch Protein-Ebene derjenigen der mitgefihrten efkeliskulatur. Die quantitative

Bestimmung der mRNA erbrachte des Weiteren keingmifé&kanten Expressionsunterschied
zwischen den beiden untersuchten RMS-Subtypen.

Fur MHC-1l wurde eine signifikant (p < 0,05) hohefgpression im Vergleich zu normaler
Skelettmuskulatur nachgewiesen, wobei ARMS einesh®lExpression aufwiesen als ERMS.
Ein Proteinnachweis von MHC-II bei RMS-Geweben iist Rahmen dieser Arbeit nicht

gelungen.

HLA-G-Expression: Neben dem Verlust der MHC-I-Expression weisengainiumorzellen
eine verstarkte Expression des nicht klassischerCNtNlolekils HLA-G auf, wodurch eine
Immuntoleranz gegeniber zytotoxischen T- und NKefeérzeugt wird.

Wahrend Skelettmuskulatur (n=5) eine ausgepr&titd-G-Expression zeigt, konnte das
Protein in nur vergleichsweise geringem Ausmaldbaiverwendeten RMS-Zelllinien und den
untersuchten RMS-Biopsien (n = 10) detektiert wer@hbbildung 3.13).

(A)

Muskel ARMS ERMS (B) ARMS ERMS

Abbildung 3.13: (A) Immunhistochemische Farbung @)H an Paraffingewebe zum Nachweis des
nicht-klassischen MHC-I-Molekils HLA-G. Die linkebdildung zeigt eine stark positive HLA-G-Farbung an
einer Muskelbiopsie, wahrend ARMS und ERMS einensadhe Proteinexpression aufweisen (Immunperoxidase,
200-fache VergrolRerung). (B) Durchflusszytometresétmalyse der HLA-G Expression bei zwei RMS-Zeldim
(RH30 und RD6); graue Histogramme entsprechen d&x-8 Expression, offene gestrichelte Histogramme de

Isotyp-Kontrolle.
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3.4.2 Expression kostimulatorischer Molekiile

Fur die Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen igtusatzlich die Interaktion mit diversen
kostimulatorischen Molekulen, wie B7.1, B7.2 undHZ7erforderlich, die in der Regel von
antigenprasentierenden Zellen (APC) zur Verfuguesiellt werden und bei Tumorzellen meist
nicht nachweisbar sidt

Die beiden klassischen Korezeptoren B7.1 (CD80) BiAd2 (CD86) wurden bei keiner der
analysierten RMS-Zelllinien detektiert, wahrend eeirfexpression von B7H2 bei den
ARMS-Linien RH41, RH30 und FLOH1 sowie den beideRME-Linien RD6 und TE671
nachweisbar war (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Expression der Korezeptoren B7.7,2Bund B7H2 auf der Oberflache von RMS-Zelllinien;
graue Histogramme entsprechen der Proteinexpressifeme gestrichelte Histogramme der Sekundarérpis
Kontrolle. Die beiden Abbildungen am unteren Bilittaentsprechen der Positivkontrolle fur eine B7atbking

an peripheren Blutlymphozyten (PBL) und einer BF&2bung an der Ewing-Sarkom-Zelllinie R#¥1

B7.1 und B7.2 wurden des Weiteren bei keiner déersnchten RMS-Biopsien (Frischgewebe
n = 6; Paraffinmaterial n = 10) detektiert (Abbitdu3.15), wahrend die Expression des nicht-
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klassischen Kostimulators B7H2, ahnlich wie im Fdikr untersuchten Zelllinien, sehr
heterogen ausfiel (Abbildung 3.15). Von den untelnsen RMS-Paraffinproben (n = 8) wiesen
drei der Tumore eine starke sowie drei eine schevacid zwei keinerlei B7H2 Expression auf.
Fur Normalmuskel wurde unter den gegeben Bedingukgme Expression detektiert.

Die quantitative Bestimmung der B7H2-Expression AR n = 10; ERMS: n = 10) erbrachte
auf transkriptioneller Ebene eine erhdhte Expresgiegenuber Normalmuskulatur, die sich
zwischen den beiden histologischen Subtypen nictarschied.

(A) (B) (€)
B7.1(CD80) B7.2(CD86)

Abbildung 3.15: Expression der Korezeptoren B7.1.2Bund B7H2 bei RMS. (A) Immunfluoreszenzfarburmg v
B7.1 und B7.2 an peripheren Blutlymphozyten (PBILBogitivkontrolle) und ERMS-Frischgewebe; die

1000 n.s.

PBL

100

muskelinfiltrierendes

zu Normalmuskel

10

Relative Expression im Vergleich

ERMS

ARMS ERMS

Kerngegenfarbung erfolgte mit DAPI, die Aufnahmenntstanden bei 600-facher VergréRerung.
(B) Immunhistochemische Farbung (IHC) an Paraffingilee zum Nachweis des nicht-klassischen Kostimidato
B7H2. Die obere Abbildung zeigt ein muskelinfiltémdes ARMS (Pfeile) mit starker B7H2-Expressioahvend
das infiltrierte Muskelgewebe selbst keinerlei Eegmion aufweist (Stern). Die untere Abbildung zeigt ERMS

mit nur schwacher B7H2-Expression (Immunperoxid288-fache Vergrdl3erung). (C) gRT-PCR zum Nachweis
von B7H2 bei ARMS (n = 10) und ERMS (n = 10) im Ykeich zu gesunder Skelettmuskulatur (n = 5) (RQ),=
als Referenzgen diente GAPDH; * p < 0,05, ** p €10, p < 0,005.

Da die Expression eines Kostimulators immunregulstbe Eigenschaften hat und im Falle
von B7H2 eine extrem heterogene Auspragung aufweistden zudem die Uberlebensdaten
der untersuchten RMS-Biopsien mit den quantitatizgpressionsdaten fir B7H2 abgeglichen.
Eine Korrelation zwischen B7H2-Expressionslevel W@nkheitsverlauf konnte weder fur

ARMS noch fur ERMS nachgewiesen werden (Abbildurdg3
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Uberraschend war dennoch die Beobachtung, dashdtiesten B7H2-Expressionswerte —
gerade anders als erwartet — bei Patienten mitndess kurzer Uberlebenszeit gefunden
wurden.

Die fehlende Expression der beiden klassischenitaitoren B7.1 und B7.2 sowie die stark
variierende und letztlich maRige Expression de#tedriKostimulators B7H2 bei den RMS-
Zelllinien und Geweben konnten die beobachtetefeshten Lyseraten des ,CD®nly*-CAR
durch die Entwicklung einer T-Zell-Anergie erklar@bbildung 3.7). Letztlich geklart werden
kann diese Frage allerdings nur mit einer Uberesgiom der Kostimulatoren und der
anschlieBenden Kokultivierung ,CD®nly*-CAR exprimierender chimarer T-Zellen, was
nicht Gegenstand dieser Arbeit war. Mit der Eintiitg der kostimulatrischen CD28-Doméne
bei Rezeptoren der zweiten Generation erfolgt didivierung der chimaren T-Zellen
unabhangig von der Expression der oben beschriabi¢astimulatoren und bildet damit, vor
allem hinsichtlich einer therapeutische Nutzung Rezeptoren, eine sinnvolle Alternative. Im
weiteren Verlauf wurde daher vorrangig der CAR deweiten Generation mit der

kostimulatorischen CD28-Doméane verwendet.

3.4.3 Expression von Adhasionsmolekulen bei RMS

Weiterhin wurden die beiden Adhasionsmolekiile CO&RJAM-1) und CD56 (NCAM), die
unter inflammatorischen Bedingung in muskuldrem Elmsvexprimiert werdéff 1% 2 pei
RMS-Tumoren betrachtet.

Der Myoblasten-MarkéP® CD56 erbrachte, mit Ausnahme der ARMS-ZelllinielCR61, bei
allen RMS-Zelllinien eine vergleichbar starke Ohigffienexpression, wahrend CD54 nur bei
CRL2061, nicht aber bei den anderen Zelllinien gaghesen wurde (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Durchflusszytometrische Analyse tleiden Adhasionsmolekiile CD54 (ICAM-1) und CD56
(NCAM) auf der Oberflache der RMS-Zelllinien; grabiéstogramme entsprechen der Proteinexpressioaneff

gestrichelte Histogramme der SekundarantikdrpertiGtia.

Fur CD56 wurde auch bei den untersuchten RMS-Baop$h = 10) eine starke, homogene
Farbung (n = 10) detektiert (Abbildung 3.18), wdldalie untersuchten Muskelbiopsien nur
eine geringe CD56-Expression in denervierten odscihadigten Muskelfasern aufwiesen. Die
erhohte CD56-Expression wurde auch auf transknptler Ebene beobachtet, war allerdings
nur fur den ARMS-Subtyp signifikant. Wegen der ggan Zahl verfigbarer ARMS-Biopsien

war die Bestatigung dieser Ergebnisse auf Protemelchwierig.

z
®

1000 ZEL

g

CD56 (NCAM)

Relative Expression im Vergleich
zu Normalmuskel
-
=

0,1

Abbildung 3.18: Expression des AdhéasionsmolekilSEDNCAM) bei RMS. (A) IHC von CD56 an Muskel
(negativ), sowie je einem ARMS und einem ERMS (Imprroxidase, 200-fache VergréRerung). (B) qRT-PCR
zum Nachweis von CD56 bei ARMS (n =10) und ERMS= (0) im Vergleich zu gesunder Skelettmuskulatur
(n=5) (RQ = 1), als Referenzgen diente GAPDH;< ®,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005.

Die In-situ-Expression des Adhasionsfaktors CD54 war im Vérhleu der CD56-Expression
nur schwach ausgepragt und wurde lediglich bei BRMS-Fallen beobachtet (Abbildung
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3.19). Auf transkriptioneller Ebene wiesen die wvsiiehten RMS-Biopsien (ARMS: n = 10;
ERMS: n=10) gegeniiber normaler Muskulatur allgdi eine CD54-Uberexpression auf,
wobei fur den ARMS-Subtyp hohere Expressionsratateldiert wurden als fur den
ERMS-Subtyp. Bei vier ERMS-Biopsien wurde auf3erdemZuge einer Chemokinanalyse
(nicht gezeigt) eine quantitative Proteinbestimmuwgn CD54 durchgefuhrt, bei der
Proteinkonzentrationen von 12 bis 30 pg/ml detekteurden. Die Diskrepanz zwischen
transkriptioneller Expressionsrate und immunhisémsischem Nachweis von CD54 situ

koénnte auf die Bildung zweier Proteinvarianten zikduflihren sein.

A P B
(&) muskelinfiltrierendes (B) 1000 - *

ARMS ERMS

CD54 (ICAM)
zu Normalmuskel

10 4

Relative Expression im Vergleich

1 — == —

ARMS ERMS

Abbildung 3.19: Expression des AdhasionsmoleklUISCHPCAM-1) bei RMS. (A) IHC von CD54 an Tonsille
(Positivkontrolle), sowie je einem ARMS (muskelltferend) und einem ERMS; * Muskel (quergeschmittaler
Pfeil wei3t auf den Tumoranteil hin (Immunperoxiela®00-fache VergréRerung). (B) gRT-PCR zum Nachwei
von CD54 bei ARMS (n = 10) und ERMS (n = 10) im Yleich zu gesunder Skelettmuskulatur (n = 5) (RQ),=
als Referenzgen diente GAPDH; * p < 0,05, ** p 810,*** p < 0,005, RQ — relativer Quotient.

Neben der membrangebundenen Variante wurde fir CR6datzlich eine I|6sliche
Proteinvariante beschrieben, die anhand der angkstem Methoden jedoch nicht detektiert
werden konnte. Bei einigen Lymphomen und Karzinonkerreliert die verstarkte intra-
tumordse Serumexpression von léslichem CD54 méreinhlechten ProgndS&?®” Inwieweit
dies fiir die Prognose bei RMS relevant ist, wurddaad der Uberlebensdaten fiir die
untersuchten ARMS- und ERMS-Biopsien untersuchbdd&orrelierte die verstarkte CD54-
Expression bei ERMS positiv mit dem Uberleben @,62) wahrend fiir ARMS eine negative

Tendenz (nicht signifikant) beobachtet wurde.
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Ob diese Unterschiede zwischen den beiden RMS-Bebtguf die unterschiedliche Bildung
der membrangebundenen CD54-Variante bei ERMS oderdslichen CD54-Variante bei
ARMS zuruckzufiihren sind, konnte nicht Uberprift rdem, da uns keine Seren der
entsprechenden RMS-Patienten zur Verfigung stardbndie membrangebundene Variante
von CD54 allerdings die Interaktion von T-Zellendufumorzellen unterstitzen kann, wurde
im Folgenden am Beispiel von CD5BMS-Zelllinien und chimaren T-Zellen bzw. NKT/CIK-
Zellen untersucht.

3.4.3.1 Bedeutung der CD54 Expression auf RMS-Zelle n fur die Lyse durch
chimare T-Zellen

Die Interaktion von zytotoxischen T-Zellen und CD&4rimierenden Zellen erfolgt Uber die

Integrine CD11a/CD18 (LFA-1), die sowohl von ni¢rdnsduzierten als auch chimaren T-

Zellen in gleichem Mal3e exprimiert wurden (Abbildusi21).

CD11a
cD18

PBL CD28-CD37 PBL CD28-CD3g

Abbildung 3.21: Durchflusszytometrische Analyse #apression der Integrine CD11a und CD18 (LFA-1) au
nicht-transduzierten peripheren Blutlymphozyten isoghimaren T-Zellen; graue Histogramme entsprealem
Proteinexpression, offene gestrichelte HistogrardereSekundarantikérper Kontrolle.

Da mit Ausnahme der ARMS-Zelllinie CRL2061 bei kairder untersuchten RMS-Zelllinien
membrangebundenes CD54 nachgewiesen worden wadewdessen Expression uber die
transiente Transfektion mit einem kinstlichen CD@hstrukt erzwungen (Abbildung

3.22 (A)).
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Wie die MTT-Zytotxizitatstests nach der Kokultivierg von CD54 neo-exprimierenden RMS-
Zellen und chiméren T-Zellen zeigen (Abbildung 3.PR)), wiesen alle urspringlich
CD54-negativen Zelllinien nach der Transfektioneearthohte Empfindlichkeit gegentiber den
chimaren T-Zellen auf (+10 bis +40%), wobei die éfathiede bei 4 von 6 Linien signifikant
bis hochsignifikant waren. Demgegenuber war dieoscprimar hohe Empfindlichkeit der
naturlicherweise CD54-positiven Zelllinie CRL206drcdh CD54-Hyperexpression nicht weiter
zu steigern. Der sensibilisierende Effekt der CIEression wurde mit steigender Relation
von chimaren T-Zellen zu RMS-Zellen deutlicher. Redl3te Effekt (+40%) war bei einem
Effektor: Targetzellverhaltnis von 2,5:1 bei dendoegers resistenten Linien RH30 und TE671
zu beobachten (Abbildung 3.22 (B)).

(A) ARMS (t(2;13)) ARMS ERMS

CRL2061 RH30 RH41 FLOH1 RD6 TE671

—— Zellen48h nach CD54 Transfektion
] zellenohne CD54 Transfektion

(B) ARMS ERMS
100 n.s. *x% n.s. * 100 n.s. xx
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e
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Abbildung 3.22: Transfektionsbedingte Uberexprassion CD54 (ICAM-1) durch RMS-Zelllinien und dessen
Einfluss auf die Zytotoxizitdt chiméarer T-ZellerA)(Durchflusszytometrische Analyse der CD54 (ICAWM-1
Expressionsraten 48 h nach Transfektion; grau &nigie Histogramme geben die CD54-Expression von
wt-Zelllinien wider, offene schwarze Histogrammetsgmechen der Expression nach CD54-Transfektion.
(B) MTT-Zytotoxizitatstest von CD54-transfiziertdw) und nicht-transfizierten (wt) RMS-Zelllinien (jex10*
Zellenivell) nach Kokultivierung mit ,CD28-CD3-chimaren T-Zellen (48 h) bei zwei verschiedenen

Effektorzelldichten; die Zytotoxizitat von nicht-mifizierten T-Zellen wurde als 0% angenommen.

3.4.3.2 Interaktion von NKT-Zellen mit CD54 (+) RMS -Zelllinien

Interessant war in dieser Hinsicht auch, ob einer&pression des Adhasionsmolekiils die
Wirkung normaler, nicht-transduzierter PBL verand&azu wurden zusatzlich sowohl PBL
als auch NKT/CIK-Zellen mit den CD54-transfiziertéalllinien kokultiviert.
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Abbildung 3.23: MTT-Zytotoxizitatstest von nichatisfizierten (dunkle Farbschattierung) als auch
CD54-transfizierten (helle Farbschattierung) RM$#ibéen (je 1x10 Zellentvell) 48 h nach Kokultivierung mit
NKT/CIK-Zellen bei zwei verschiedenen Effektorzétldten. Die Zytotoxizitat bei Kultivierung mit nich
modifizierten PBLs wurde als 0% angenommen.

Mit Ausnahme der CD54-exprimierenden ARMS-Zellli@&®L2061, wurde fiir alle CD5de
novo exprimierenden RMS-Zelllinien eine, den chimareiellen vergleichbare, gesteigerte
Zelllyse beobachtet. Bei den ERMS-Zellen war diesdiffekt bei einem
Effektor: Targetzellverhaltnis von 2,5:1 am grof3(ea0%), wahrend bei den ARMS-Zelllinien
bereits ab einem Effektor:Targetzellverhaltnis MgR5:1 die starksten Effekte (+30%) erzielt
wurden.
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3.4.4 Expression inhibitorischer Oberflachenmolekdil e bei RMS

Neben den beschriebenen Molekilen mit kostimuligeanund adhasionsférdernden Effekten
sind mittlerweile mehrere inhibitorische Oberflasch®lekile bekannt, die zu einer Hemmung
von Effektor-T-Zellen bei der Interaktion mit derumorzellen fuhren. Dazu z&hlen unter
anderem B7H1 sowie das erst kiirzlich entdeckte BH3

Die Expression des inhibitorischen Oberflachenmil&/H1 (PD-1L) konnte bei den beiden
ARMS-Zelllinien CRL2061 und RH30 sowie den beiddRNES-Zellinien RD6 und TE671 in
unterschiedlicher Auspragung beobachtet werdenyeméhdas Protein weder bei RH41 noch
bei FLOH1 detektiert wurde (Abbildung 3.24).

Inhibitorische Oberflichenmolekiile

ARMS (t(2:13)) ARMS ERMS
CRL2061 RH30 RH41 FLOH1 RD6 TE671

| 1 | i
‘.'(; : | s" ! ' '}.

B7H1 (PD-1L)
T—

B7H3

Abbildung 3.24: Durchflusszytometrische Analyse B&H1 (PD-1L)- und B7H3-Expression auf der Obetiikic
von RMS-Zelllinien; graue Histogramme entsprechenRroteinexpression, offene gestrichelte Histognander

Sekundarantikdrper-Kontrolle.

Alle RMS-Zelllinien wiesen zudem eine starke B7H®&Eession auf, die mutmallich einen

hemmenden Einfluss auf die Interaktion von T-Zelied Tumorzellen h&t (Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.25: Expression der inhibitorischen Gléehenmolekile B7H1 (PD-1L) und B7H3. (A) gRT-PCR
zum Nachweis von B7H1 und B7H3 bei ARMS (n =10} uBRMS (n=10) im Vergleich zu gesunder
Skelettmuskulatur (n=5) (RQ =1), als Referenzgiiante GAPDH; RQ - relativer Quotient. * p < 0,05,
**p < 0,01, ** p <0,005. (B) Western Blot der BIB-Expression bei ERMS-Frischgewebe (n = 5) im \é&cp

zu gesunder Skelettmuskulatur (n = 4), als Ladehdatdientep-Aktin. (C) Quantitative Auswertung der B7H3-
Proteinexpression des in (B) dargestellten Wedéots.

In situ wiesen die untersuchten ARMS- (n = 10), nicht @ddie ERMS-Biopsien (n = 10),
eine im Vergleich zu Normalmuskel signifikant ert@®B7H1-Expression auf (Abbildung
3.25). Proteindaten, die den translationalen Stdiesses Proteins bei RMS-Biopsien anzeigen,
konnten im Verlauf dieser Arbeit nicht gesammeltdes.

B7H1 fuahrt bei PD-1-positiven zytotoxischen Effekdellen, neben einer verminderten
Proliferationsrate zu einer eingeschrankten Zyttaduktiorf>® und vermittelt die Anergie der
Zellen. Die bei RH30 Zellen detektierte starke B7lEKpression reduziert mutmalilich auch die
IFNy-Sekretion der chimaren T-Zellen (Abbildung 3.7). diesem Zusammenhang konnte
zudem gezeigt werden, dass chimare T-Zellen nackulkaerung mit RH30 eine, im
Vergleich zu den schwach B7H1-exprimierenden ZeRéidl, RD6 und TE671, verminderte
Granzym B-Sekretion aufwiesen (Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26: (A) ELISA der Granzym B-Sekretion orv ,CD28-CDX"-chimdren T-Zellen
(1,25x1d Zellenivell) nach Kokultivierung mit vier RMS-Zelllinien (1x@zellenivell) mit unterschiedlicher
B7H1-Expression. Dargestellt sind die Mittelwertes alriplikaten und die Standardabweichung der Nivitete.
Die Werte sind um die Granzym B-Sekretion chiméfeZellen ohne die Kokultivierung mit Tumorzellen
bereinigt. (B) IHC von PD-1 bei nicht-transduziertePBL und ,CD28-CD&'-chimaren T-Zellen

(Immunperoxidase; 200-fache VergréRerung).

Die guantitative Bestimmung der B7H3-mRN#A situ ergab im Vergleich zu Normalmuskel
eine signifikante Uberexpression bei beiden RMStghen, die sich untereinander nicht
unterschieden. Die B7H3-Proteinexpression wurdezudnhand von finf ERMS-Biopsien im
Western Blot bestatigt, wobei in drei der funf ERMBBpsien und zwei der vier
Muskelbiopsien zwei Proteinbanden detektiert wurdeabei handelt es sich mutmallich um
verschiedene Isoformen des Proteins. Die quaniaduswertung der Proteinbanden ergab
eine tendenziell starkere Proteinexpression bei Rdd%ebe, aufgrund hoher
Standardabweichungen waren die Unterschiede allgsaiicht signifikant (Abbildung 3.25).
Obwohl keine Korrelation zwischen Expressions- Utheirlebensdaten bestand (nicht gezeigt),
konnte bei Muskelzellen gezeigt werden, dass dipréssion von B7H3 einen hemmenden
Einfluss auf Immunzellen ausGhtEs war daher die Arbeitshypothese, dass leiogk down*
von B7H3 bei RMS zu einer verbesserten Zelllysellghiméare T-Zellen fihren konnte.

3.4.4.1 B7H3 knock down

Die ,knock down“Experimente wurden am Beispiel der beiden ARMSHaain CRL2061
(t(2; 13)) und FLOH1 sowie der beiden ERMS-ZelkiniRD6 und TE671 durchgefuhrt und
durchflusszytometrisch Uberprift. Zwar fuhrte draisfektion der Zellen mit B7H3-siRNA zu
einer Verminderung der Expressionsrate, eine tdtdddierung der Proteinexpression war mit
dieser Methode allerdings nicht méglich (Abbilduh@7). Durch den partiellerknock down*
war keine signifikante Verbesserung des zytotoxasckffektes fir CRL2061, FLOH1, RD6
oder TE671 detektierbar.
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Abbildung 3.27: (A) Durchflusszytometrische Analyder B7H3-Expression nach einerkngck down* mit
spezifischer siRNA; graue Histogramme entspreclerBdH3-Expression 48 h nach dekngck down; offene
gestrichelte Histogramme entsprechen der wildtygiacB7H3-Expression der RMS-Zelllinien, offene grau
Histogramme der Sekundéarantikdrper Kontrolle. (BY T¥Zytotoxizitatstest von nicht-transfizierten (dde
Farbschattierung) und mit B7H3-siRNA transfizierteelle Farbschattierung) RMS-Zelllinien (1X1Zellenivell)
nach Kokultivierung (48 h) mit ,CD28-Cl3-chimaren T-Zellen; die Zytotoxizitdt nicht-transderter PBL

wurde mit 0% angenommen.

3.4.5 Zusammenfassung der bei RMS-Zelllinien und Ge weben exprimierten
immunologischen Oberflachenmolekiile

Tabelle 3.3 bietet eine Zusammenfassung des Expnsgsofils der untersuchten

Oberflachenrezeptoren bei RMS-Zelllinien.

Tabelle  3.3:  Durchflusszytometrisch  bestimmte  Esgpiensprofile ~ immunologisch  relevanter

Oberflachenmolekiile aller verwendeten RMS-Zellinie

Oberflachenrezeptor CRL2061 RH30 RH41 FLOH1 RD6 TEB
MHC-| - ++4+ ++ +++ +++ +++
MHC-II - - - ++ - -

B7.1 (CD80) - - - - - -

B7.2 (CD86) - - - - - -
B7H2 (ICOS-L) - + - + + +
CD54 (ICAM-1) ++ - - - - -
CD56 (NCAM) + ++ + ++ ++ ++
B7H1 (PD-1L) + ++ - - + +
B7H3 +++ +++ +++ +++ +++ +++

- keine Expression, + schwache Expression, ++ Isiitke Expression, +++ starke Expression

Dabei fallt auf, dass sich die beiden ERMS-Zelmistark ahneln, wahrend die ARMS-

Zelllinien — auch jene mit gleicher t(2; 13) Travsktion — sehr heterogen erscheinen. Gerade
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die ARMS-Zelllinie CRL2061 unterschied sich durae éehlende MHC-I- und die verstarkte

CD54-Expression von den anderen ARMS-Zelllinienhkgad RH41 bei allen untersuchten
Molekilen, mit Ausnahme von B7H3, im Vergleich zendanderen Linien eine stark

verminderte Proteinexpression aufwies. Fur die éngnl-Zelltherapie ist insbesondere die
fehlende Expression der Kostimulatoren und die ketaExpression von inhibitorischen

Oberflachenmolekilen (B7H1 und B7H3) von potenereBedeutung, wahrend die Expression
der MHC-Molekuile nur von untergeordneter Relevagin dirfte.

Tabelle 3.4: Expression immunologisch relevanteer®#chenmolekile bei RMS anhand von Paraffingewebe

Oberflachenrezeptor B7.1 B7.2 B7H2 CD54 CD56 HLA-G
-(8) -(2) -(3) -(0)
-1+ (3) -1+ (3) +(2) -1+ (8)
ERMS (n = 8) ++ (1) ++ (3)
+++ (2)

n.b (8) n.b. (2) n.b. (2) n.b. (2)
ARMS (n = 2) -(2) +++ (2) -(1) +++ (1) -1+ (2)

n.b. (2) n.b. (1) n.b. (1)
Muskel (n = 5) - (5) n.b. (5) - (5) -(5) -(5) +45)

- keine Expression, + schwache Expression, ++ Isiittke Expression, +++ starke Expression, n.bichtn

bestimmt

Bedingt durch die geringe Anzahl an zur Verfligutehenden Biopsien liel3 si¢h situ kein
ERMS- oder ARMS-spezifisches Expressionsmuster vé&ostimulatorischen oder
koinhibitorischen Oberflachenmolekillen nachweisBre vorangegangenen Kapitel deuten
allerdings darauf hin, dass die verwendeten Z@lirdas Expressionsprofil der RMS-Gewebe

wiedergeben und somit eine gute Basis fir weitengtro-Versuche sind.

3.5 Einfluss von IFN y auf RMS-Zelllinien

Von einigen der oben betrachteten Oberflachenmédeldi bekannt, dass ihre Expression
durch die Bereitstellung immun-modulatorischer &yte, wie IFNy oder TNFe, verandert
wird. Die mdgliche Expressionssteigerung des Takgeigens (fAChR) oder
kostimulatorischer Molekile kann fur eine chiméar&diltherapie von Vorteil sein, wahrend
bei einer verstarkten Expression inhibitorischere@@Bchenmolekiile nachteilige Effekte zu
erwarten sind. In einer friheren Arbeit Uber dierRing chimarer T-Zellen auf RMS wurde
zudem die Hypothese geaul3ert, dass die ApoptogdeMS8rZelllinien durch die hohen lokalen
IFNy-Spiegel bedingt sein kénnte, die nach ErkennumgRindung des Target-Antigens durch
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die zytotoxischen T-Zellen zu beobachten §hdDas Folgende Kapitel beschaftigt sich mit
den Auswirkungen von IFNund teilweise auch TNFauf die Expression diverser, funktionell
relevanter Oberflachenmolekille von RMS-Zellen sosdeen Bedeutung fur die Induktion der

Apoptose.

3.5.1 IFNy-,response”- Gene

Bei RMS-ahnlichen Myoidzellen aus dem Thymus wugéeeigt, dass die Expression aller
AChR-Untereinheiten durch IFN gesteigert werden kafffi Demzufolge konnte die
Stimulation von RMS-Zellen mit IFNuber den ,Umweg*“ einer Uberexpression des fAChR zu
einer besseren Erkennung durch die Effektorzellehdadurch zu einer verbesserten Zelllyse
fuhren. Diese Hypothese wurde in den nachfolgerieigrerimenten Utberprift. Als Kontrolle
fur die IFNy-Wirkung wurde die Expression der beiden klassischeNy-,response*Gene
MHC-1 und MHC-II nach IFN-Inkubation betrachtet.

ARMS (t(2:13)) ARMS ERMS + Kontrolle

CRL2061 RH30 RH41 FLOH1 RD6 TE671 HT29
|

) -

MHC-

el el

J\ J\ N N JL

unbehandelteZellen [ ] 48hIFNy

MHC-II

ACHR

-—= sek.AK

Abbildung 3.28: Durchflusszytometrische Analyse if&«ChR, MHC-I und MHC-II 48 h nach Inkubation mit
IFNy in Hungermedium (1% FBS); gefiillte Histogrammespréchen der Expression des jeweiligen Proteins
nach IFN-Stimulation, offene Histogramme entsprechen depré&ssion ohne IFNStimulation, gestrichelte

offene Histogramm entsprechen der Sekundéarantiké¢patrolle.

Vergleicht man die MHC-I-Expression der If~¥ensitiven Colonkarzinom-Zelllinie HT29 mit
den RMS-Zelllinien fallt auf, dass eine Expressgtagjerung lediglich bei der ARMS-Zelllinie

RH41 in signifikantem Ausmal} erfolgte. Dahingegesr wie Expressionssteigerung bei den
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beiden ERMS-Zelllinien RD6 und TE671 nur malRig, vedid die ARMS-Linien CRL2061,
RH30 und FLOH1 gar nicht auf die Behandlung mit yFdhsprachen. Weiterhin wurde bei
keiner der RMS-Zelllinien eine Induktion der MHGHKkpression oder fAChR-Expression
detektiert (Abbildung 3.28).

Diese Beobachtung wurde auch fur andere im VedaufArbeit untersuchten Gene gemacht.
Zusatzlich wurde hierbei auch der Einfluss von &Nntersucht. Aul3er bei der ARMS-
Zelllinie RH41, deren B7H1-Expression durch kdihd deren B7H2-Expression in geringem
Maf3e durch TNE beeinflusst wurde, konnte bei den RMS-Zelllinierine Veranderungen der
Genexpression nach Zytokingabe beobachtet werdbhiluing 3.29 zeigt exemplarisch drei
der sechs RMS-Zelllinien).

(B)
ARMS (t(2:13)) ARMS ERMS ARMS (t(2:13)) ARMS ERMS

RH41 FLOH1 RD6 RH41 FLOH1 RD6

B7H2 (ICOS-L)
IFNy
B7H2 (ICOS-L)
TNFa

B7H1
TNFa

B7.1(CD80)
IFNy
T
e
-

V. unbehandelteZellen [ | 48hIFNy/TNFa

J/\"w A A

Abbildung 3.29: Durchflusszytometrische Analyse d&pression verschiedener liffresponse“Gene nach
Inkubation mit 100 ng/ml IFiX oder 50 ng/ml TNE& Uber einen Zeitraum von 48 h. Die Inkubation eftelin

- == sek.AK

B7.2(CD86)
IFNy

Hungermedium mit 1% FBS; geflllte Histogramme emspen der Proteinexpression nach
IFNY/TNFo-Stimulation, offene Histogramme entsprechen depré&ssion ohne IFMTNFa-Stimulation, offene
gestrichelte Histogramm entsprechen der Sekundidapér-Kontrolle.
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3.5.2 IFNy-abhéngige Apoptose-Stimulation bei RMS-Zelllinien

Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dasS®&Mlllinien offensichtlich schlecht auf
eine Stimulation mit IFN ansprechen. Im Folgenden wurde die in Vorarbedtefgestellte
Hypothese Uberpruft, dass chimare T-Zellen durehlelNy Ausschittung nach Erkennung und
Bindung des Target-Antigens, die Apoptose bei dstSFZellen induziereff>.

Entgegen der zuvor gedul3erten Vermutung, fuhrte B#ibandlung mit IFN Uber einen
Zeitraum von 96 h bei den Zelllinien FLOH1, RD6 um&671 weder zu einer Apoptose-
Induktion, noch zu einer Beeintrachtigung der Feddition. Bei den beiden translokations-
positiven ARMS-Zelllinien CRL2061 und RH41 wurderdo die Zugabe von IFNlediglich
ein Zellzyklusarrest induziert, wahrend RH30 alwz&e untersuchte RMS-Zelllinie nach 72 h
eine Verminderung lebender Zellen aufwies (Abbilgli130 (A)). Im Gegensatz dazu zeigte
die IFNy-sensitive Zelllinie HT29 bereits nach 24 h einenviederte Proliferationsrate und
eine Abnahme stoffwechselaktiver Zellen nach 48b{ldung 3.30 (B)).

(A) ARMS (t2;13)
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Abbildung 3.30: MTT-Test zur Darstellung der Ubbdasrate von RMS-Zelllinien (A) und der If4sensitiven
Zelllinie HT29 (B) mit und ohne IFNBehandlung. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert dugplikaten sowie der
Standardfehler des Mittelwertes. Der Anteil stoffiveelaktiver Zellen in (%) bezieht sich auf niclkehbndelte
Zellen zum Zeitpunkt O h.
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Die im MTT-Test erhaltenen Ergebnisse wurden anhaeindr Annexin V/PI-Doppelfarbung
bei den Zelllinien RH30, FLOH1 und TE671 ebenso wier Kontroll-Zelllinie HT29
Uberpruft. Die IFN-Behandlung fiihrte bei den HT29-Zellen zeitabhangig einer
kontinuierlichen Zunahme doppelt-positiver Zelledie einen spaten apoptotischen bzw.
nekrotischen Phanotyp reprasentieren. Demgegemidoebei den beiden untersuchten RMS-
Zelllinien FLOH1 und TE671, passend zu den funkglan Analysen, tUber den gesamten
Zeitraum keine Zunahme Annexin V/Pl-positiver Zelleu verzeichnen, wéhrend bei den
IFNy-sensitiven RH30-Zellen (s. oben) der Anteil doppelsitiver Zellen nach 96 h bei 60%
lag (Abbildung 3.31 A).

(A) (B) 24h 48h
T 1 | A —
120 t v s
=100 | A
5 8 =) R it ‘
2 FLOH 2 ! !
2 60 RH30 E .
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§ 40 HT29 5 |
= =3
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g 2 a
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0
24h 48h 72h 96 h - '
72h 96h
AnnexinV
(€)
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IFNy ] + ] + o + ] + ] + ] + ] +
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Abbildung 3.31: (A) Durchflusszytometrische Analygmn IFNy-behandelten Zellen nach Annexin V/PI-Farbung.
Dargestellt ist der Anteil der Pl-positiven Zellabhéngig von der Zeit. (B)Dot Blot* einer Annexin V/PI-
Doppelfarbung bei IFbehandelten HT29 Zellen nach 24, 48, 72 und 9&hWestern Blot der Caspase 8-
Spaltung bei den untersuchten RMS-Zelllinien sodée Kontroll-Zelllinie HT29 24 h nach IFNStimulation.
Nachweisbar waren das Volllangen-Protein p57 saligeCaspase 8-Fragmente p43/41 und [$i8ktin diente
als Ladekontrolle. Pl — Propidiumiodid.
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Die IFNy-vermittelte Apoptose-Induktion bei der Colonkanm-Zelllinie HT29 wird Uber die
Spaltung der Procaspasen 3, 7, 8 und 9 verrfiiiteln der vorliegenden Arbeit wurde die
Apoptose-Induktion anhand der Caspase 8-Spaltustiitigt. Die Spaltprodukte P43/P41 und
P18 wurden allerdings bei keiner der untersucht®&fSHelllinien detektiert, inklusive der
ARMS-Zelllinie RH30 (Abbildung 3.31).

3.5.3 Der IFNy-Signaltransduktionsweg bei RMS

Aufgrund der Resistenz von RMS-Zelllinien gegenubéerer IFN/-vermittelten Apoptose
wurde IFN als auslosender Faktor fur eine durch chimére leZevermittelte Zytotoxizitéat
ausgeschlossen. Da zusatzlich ein Ansprechen divelsNy-,response“Gene auf die
Zytokinbehandlung ausbleibt und die Resistenz vamdrzellen gegeniber IFNeine Rolle
bei der Tumorentstehung spfélt wurde im Weiteren die Funktionalitit des
IFNy-Signaltransduktionsweges bei RMS-Zellen untersuchiindchst wurde dazu die
Expression der beiden IFMNRezeptoren IFNGR1 und 2 kontrolliert, wobei bessyrsdFNGR2
als limitierender Faktor im IFNSignalweg gilt®

Tatsachlich wurde IFNGR2 im Gegensatz zu IFNGR1 @den RMS-Zelllinien nur schwach
exprimiert. Das Expressionsniveau entsprach atigsliin beiden Fallen demjenigen der
IFNy-sensitiven Kontroll-Zelllinie HT29 (Abbildung 3.32Die Langzeitinkubation mit IFN
fuhrte zudem zu einer physiologische Abnahme voyiGR1, von der bekannt ist, dass sie auf

einem Rezeptor-Recycling beréHit(nicht gezeigt).

ARMS (t2:13) ARMS ERMS + Kontrolle

IFNGR1

,_""“‘»,‘_‘ / ’MW WY
fh\\ \m r::{ffﬂlﬁ,\‘.‘\ e e ’:A‘wm,k !»m/‘f‘/(\
CRL2061 RH41 FLOH RD6 TE671 HT29
. | I "\ | ‘ ; |
4 J = I A A " ! “/\ ‘ §
Sy il ! ) J b\ g i
g I 4 1 A Th
A | A ) \ ) | A y

Abbildung 3.32: Durchflusszytometrische Analyse dENGR1- und IFNGR2-Expression auf translokations-
positiven (t(2;13)) und einer translokations-negati ARMS sowie zwei ERMS-Zelllinien; gefiillte Higi@amme
entsprechen der Expression der IFNGR1 (oben) bzZunten), offene gestrichelte Histogramme entspredater

Sekundarantikdrper-Kontrolle.
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Mutationen, welche die fur die Funktionalitdt ddfNIGR1-Signaltransduktion essentielle
STAT1-Phosphorylierungsstelle YDKPH {¥) bzw. das JAK-Bindemotiv LPKS betrefféf
konnten durch Sequenzierung ausgeschlossen wenidéin gezeigt).

Der néachste wichtige Schritt im IFMSignaltransduktionsweg ist die Phosphorylierung vo
STAT-1, das im Zellkern die Induktion von IFNresponse“~Genen vermittelt. Die
Phosphorylierung dieses Transkriptionsfaktors wurdeallen RMS-Zelllinien detektiert, die
in jedem Fall nicht schwacher als die der jF¢énsitiven HT29 Zelllinie war (Abbildung
3.33).

CRL2061 RH30 RH41 FLOH1 RD6 TE671 HT29
@ 2ah4sh @24h4ash @ 24h48h @ 24h4sh @24h48h @ 24hash @ 24h4ash IFNy
—— —
.. L= = wn - (a 8| | psTaT1
| | et | | e | e B

Abbildung 3.33: Western Blot Analyse der Phospheryng von STAT-1 bei RMS-Zelllinien und HT29
Kontroll-Zellen ohne Stimulation und 24 h bzw. 4&ach Stimulation mit 100 ng/ml IFN Als Ladekontrolle
dientep-Aktin.

3.5.4 Regulierung von IFN y-Target-Genen auf transkriptioneller Ebene

Um zwischen einer transkriptionellen und posttraipgionellen Regulationsstérung des N-N
Signalwegs in RMS-Zellen unterscheiden zu koénneuayde die Expression von MHC-I,
MHC-II sowie dera- undy-UE des AChR mittels quantitativereal time“-PCR (QRT-PCR) in
IFNy behandelten (48 h) und unbehandelten Zellen vierglad untersucht.
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Abbildung 3.34: Quantitative Bestimmung der Expi@ssvon AChRi- (A) und AChR-mRNA (B) in RMS-
Zellen sowie von MHC-I- (C) und MHC-II-mRNA (D) iRMS und HT29 Kontroll-Zellen mittels gRT-PCR 48 h
nach IFN-Behandlung (100 ng/ml IFN. Die Expression wurde auf GAPDH normalisiert umdt nicht
behandelten Zellen verglichen (RQ = 1); * p < 0,85 < 0,01, *** p < 0,005, RQ — relativer Quotien

Fur die beiden untersuchten UE des AChR konntglietlibei RH30, FLOH1 und im Falle der
v-UE auch fir RD6 eine signifikante Expressionsteigg nachgewiesen werden.
Demgegeniber war fiar MHC-I1 und MHC-II in allen RM®ilinien eine signifikante
IFNy-abhéngig Steigerung der Expression detektierbée, aber im Vergleich zu der
IFNy-sensitiven Positivkontrolle, d.h. HT29-Zellen, igpgrwar: die Steigerung war bei RMS-
Zellen im Falle der MHC-I-Expression um den Fakdoim Falle der MHC-II-Expression im
Durchschnitt sogar um den Faktor 2%tiedriger als in HT29-Zellen (Abbildung 3.34).

3.5.5 SOCs-1

Ein weiteres zentrales regulatorisches Molekuldén IFN/-Signalweg ist deSuppressor of
Cytokine SignalindSOCS-1). SOCS-1 wirkt als STAT-1 induzierbareA$I1-Inhibitor und
kann somit den IFi¢Signaltransduktionsweg unterbrechen.

Bei der Kontrolle der SOCS-1-Expression wurde in 8S-Zelllinien eine um den Faktor 7
hohere spontane SOCS-1-Expression gefunden alsem IBNy-sensitiven HT29-Zellen
(Abbildung 3.35 (A)). Die Induzierbarkeit von SOQSdurch IFN war in RMS-Zellen zwar
vorhanden (Abbildung 3.35(C)), jedoch in wesehtligeringerem MalRe als bei der
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Kontrollzelllinie HT29 (Abbildung 3.35 (B)): die ST5-1 RNA nahm in RMS-Zelllinien nur
um den Faktor 3 zu, wahrend in lidehandelten HT29-Zellen gegeniber unbehandelten
Zellen eine Steigerung um den Faktor 200 statt{éddbildung 3.35 (D)).

=
Cl
a

(D)
1000 i 1000 *= 1000 xx% 1000 T

2
g

-
=
-
=
=3

HT29 Zellen

I

RMS INFy

HT29 Zellen

-
-

RMS RMS INFy HT29 INFy

IFNy behandelte HT29 Zellen
nicht behandlete RMS Zellen

01

-]
-
—

=]
-

0,1

-
=
—_—
Relative Expression bezogen auf

Relative Expression bezogen auf
Relative Expression bezogen auf
Relative Expression bezogen auf

0,01 0,01 0,01 0,01

Abbildung 3.35: Quantitative Bestimmung der Expi@ssvon SOCS-1 mRNA in RMS-Zellen und
HT29-Kontroll-Zellen mittels gqRT-PCR. Die Expressiavurde jeweils auf GAPDH normalisiert. (A) Verglhi
von unbehandelten RMS-Zellen mit unbehandelten HR@8troll-Zellen (RQ = 1). (B) Vergleich von IFN
behandelten RMS-Zellen mit IFNbehandelten HT29-Zellen (RQ = 1). (C) Vergleichnvit-Ny-behandelten
RMS-Zellen mit nicht behandelten RMS-Zellen (RQ = (D) Vergleich von IFN-behandelten HT29 mit nicht
behandelten HT29-Zellen (RQ = 1); * p < 0,05, *¢®,01, *** p < 0,005, RQ — relativer Quotient.

3.5.6 Epigenetische Mechanismen

Da epigenetische Modifikationen wie die Methyliegurvon Promotorregionen eine
verminderte Genexpression von Target-Genen bewikkemen, wurde die Methylierung der
oben untersuchten IRNresponse“Gene durch die Behandlung der RMS-Zelllinien mit
demethylierendem 5-Aza-2’-deoxycytidin (5 Aza) ergucht.

Die Vorbehandlung der RMS-Zelllinien mit 5° Aza libeinen Zeitraum von 72 h und die
anschlieBende Inkubation mit IfNiber weitere 48 h konnte die Genexpression weden b

fAChR noch bei MHC-II induzieren. Im Gegenteil bekte die Gabe von 5° Aza sogar eine
verminderte MHC-II-Expression bei FLOH1 (Abbildurgy36 (A)) und eine eingeschrankte
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MHC-II-Induktion bei HT29 Zellen (Abbildung 3.36 (A und Abbildung 3.28).
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Abbildung 3.36: (A) Regulation der MHC-II und fAChRenexpression nach der Behandlung der Zellen mit
5'Aza und IFN. Die Abbildung zeigt exemplarisch die durchflugsmgetrischen Analysen von drei der sechs
RMS-Zelllinien sowie der Kontroll-Zellinie HT29; ffene gestrichelte Histogramme entsprechen der
Sekundarantikdrper-Kontrolle, schwarze offene Hjsdonme unbehandelten Zellen, griine offene Histogram
5' Aza-behandelten Zellen und orangene offene Igrstmme 5° Aza/IFN-behandelten Zellen. (B) MTT-Test zur
Bestimmung der Uberlebensrate von RMS-Zellliniecn&* Aza Behandlung mit und ohne IFNiber einen
Zeitraum von 72 h und 96 h. Dargestellt sind jesvelie stoffwechselaktiven Zellen in (%) bezogen %uAza-

behandelte Zellen zum Zeitpunkt O h. * p < 0,05p*%¢ 0,01, *** p < 0,005.

Die Inkubation von RMS-Zelllinien mit 5* Aza und Ny tGber einen Zeitraum von 96 h erhéhte
weder bei den beiden ERMS-Zelllinien RD6 und TE®&o6th bei der translokations-negative
ARMS-Zelllinie FLOH1 die Sensitivitat gegeniber H=NDie ARMS-Zelllinien CRL2061 und
RH30 wiesen verminderte Uberlebensrate auf (p<(,008 bei der ARMS-Linie RH41
marginal ausfiel (p < 0.05). Da RH30-Zellen allags auch ohne die Behandlung mit 5° Aza
auf IFNy vermindertes Uberleben zeigen (Abbildung 3.30gRlisich lediglich fir
CRL2061-Zellen ein signifikant besseres AnsprechginlFNy nach der Inkubation mit 5° Aza
erreichen (Abbildung 3.36).

3.6 Apoptose-Mechanismen bei RMS
Aufgrund der stark gehemmten li-ihduzierten Apoptose bei RMS-Zelllinien im Vergibi
zu HT29-Zellen und des relativ schlechten Anspreshéder RMS-Zellen auf die chimaren

fAChR-spezifischen T-Zellen, wurden im Folgendenitere Signaltransduktionswege mit
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Relevanz fur die Apoptose analysiert. Von besonddrgeresse erschien primar die durch die
Todesrezeptoren FAS-L und TRAIL-induzierbare Apagpto da Vertraglichkeit und
Wirksamkeit von TRAIL bei der Behandlung von Tumona klinischen Phase I/1l-Studien
gegenwartig Uberprift werd®i Spater wurden auch Mechanismen des mitochondriale

Apoptosewegs analysiert.

3.6.1 Extrinsische Apoptoseregulation bei RMS-Zelll  inien

TRAIL: Die untersuchten RMS-Zelllinien unterschieden sistark hinsichtlich ihrer
Sensitivitat gegentber TRAIL (Abbildung 3.37). Wéhd die ARMS-Zelllinien CRL2061,
RH30 und FLOH1 ab einer TRAIL-Konzentration von §/ml signifikant verminderte
Uberlebensraten aufwiesen, sprachen die RH41-ZeHlemst ab einer Konzentration von
10 ng/ml auf die Behandlung an. Die ERMS-ZelllinkB6 und TE671 wurden dagegen kaum
(20 ng/ml RD6) bzw. gar nicht beeinflusst (Abbildud.37 (A)).

Die Ergebnisse wurden mittels einer Annexin V/Pikgg fir die sensitiven Zelllinien
bestétigt, die Uber einen Zeitraum von 24 h einealime doppelt-positiver Zellen aufwiesen
(Abbildung 3.37 (B) zeigt exemplarisch die ZellerFLOH1). Dahingegen veranderte sich der
Anteil apoptotisch/nekrotischer Zellen bei der semiten RMS-Zelllinie TE671 kaum
(Abbildung 3.37 (B)). Dass es sich bei den doppekiiven Zellen um apoptotische Zellen
handelte, belegte der Nachweis von Caspase 8-&pdliten (Abbildung 3.37 (C)). Entgegen
den Erwartungen wurde allerdings auch fur TE67% &paltung der Procaspase 8 detektiert,
wobei im Vergleich zu den sensitiven Zelllinien dierteil des Volllangenproteins hoher war
(Abbildung 3.37 (D)).
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Abbildung 3.37: Einfluss von TRAIL auf das Uberlebeon RMS-Zelllinien. (A) Uberlebensraten von RMS-
Zelllinien nach Behandlung mit verschiedenen Komzgionen TRAIL (10 ng/ml bzw. 5ng/ml) Uber einen
Zeitraum von 48 h in Medium mit 1% FBS. Die Ubedabrate nicht behandelter Zellen (nach 48 h) waide
100% angenommen. Gezeigt sind die Mittelwerte sodeeen Standardabweichungen aus vier unabhangigen
Versuchen. (B)Dot Blot“ einer Annexin V/PI-Farbung Doppelfarbung bei TRAB ng/ml) behandelten FLOH1
und TE671 Zellen nach 12 und 24 h Inkubations¢€i.Western Blot der Caspase 8-Spaltung nach 2RAI-

Stimulation (10 ng/ml) bei RMS-Zelllinien. Nachwk& waren das VolllAngen-Protein p57 sowie die

B-Aktin

Caspase 8-Fragmente p43/41 und pp&iktin diente als Ladekontrolle. (D) Quantitativeugwertung des
Caspase-8 Western Blots aus (C). Dargestellt sied adif die Negativkontrollen abgeglichenen relative
Bandenintensitaten nach TRAIL-Behandlung; Pl — Rliomiodid.

FAS-L: Im Gegensatz zu TRAIL fuhrte die Behandlung der SREglllinien, auch mit der
50-fachen Menge der vom Hersteller empfohlenen H¢ED;, Konzentration: 1 ng/ml)
lediglich zu geringen (bei CRL2061 und FLOH1) b&einerlei Wachstumseinschrankungen.
Fur TE671 wurde sogar eine verstarkte Proliferatiate detektiert. Dahingegen wurden bei
der Ewing-Sarkom-Zelllinie RH1 bereits ab einer Kentration von 5 ng/ml antiproliferative
Effekte beobachtet (Abbildung 3.38 (A)). Gleichipitihrte die Inkubation mit FAS-L bei
keiner der RMS-Zelllinien zu einer Zunahme AnneXiRI-positiver Zellen, wahrend RH1
einen massiven Zuwachs doppelt-positiver Zellenwead (Abbildung 3.38 (C) zeigt

exemplarisch zwei der sechs RMS-Zelllinien). Alsafrhe fiir das schlecht Ansprechen der
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RMS-Zelllinien auf FAS-L wurde gezeigt, dass keuer untersuchten RMS-Zelllinien den
FAS-L-Rezeptor FAS auf der Zelloberflache exprimievdhrend RH1 eine ausreichende
Expression zeigte (Abbildung 3.38 (D)).

Die Wirkung der chiméren T-Zellen bei der oben wstgllten T-Zelltherapie auf RMS-Zellen
ist somit nicht FAS-L vermittelt.
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Abbildung 3.38: Einfluss von FAS-L auf das Uberlebeon RMS-Zelllinien. (A) Uberlebensraten von RMS-
Zelllinien nach Behandlung mit 50 ng/ml FAS-L Ubsinen Zeitraum von 48 h in Medium mit 1% FBS. Die
Uberlebensrate nicht behandelter Zellen (nach 48umie mit 100% angenommen. Gezeigt sind die Mitete
sowie deren Standardabweichungen aus drei unatggingiersuchen. (B) Uberlebensrate der Ewing-Sarkom-
Zelllinie RH1 nach Behandlung mit 1 und 5 ng/ml FASiber einen Zeitraum von 48 h in Medium mit 1%FEBS
Die Uberlebensraten nicht behandelter Zellen (né&h) wurde als 100 % angenommen. (Odt Blot* einer
Annexin V/Pl-Farbung Doppelfarbung bei FAS-L (50mf behandelten FLOH1-, TE671- und RH1- (positive
Kontrolle) Zellen nach 12 und 24 h Inkubationszéd) Expression von FAS auf der Oberflache von RMS-
Zelllinien und der Ewing-Sarkom-Zelllinie RH1; gdlfé Histogramme entsprechen der Expression dess;Gen
offene Histogramm entsprechen der Sekundéarantiké¢patrolle.

TNFa: Die Behandlung der RMS-Zelllinien mit TR Uhrte — aul3er bei der ARMS-Zelllinie
RHA41 — zu keiner Proliferationshemmung (im MTT-Assach 48 h) (Abbildung 3.39 (A)).
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Abbildung 3.39: Einfluss von TNFauf das Uberleben von RMS-Zelllinien. (A) Uberlabraten von RMS-
Zelllinien nach Behandlung mit 10 ng/ml ThiRiber einen Zeitraum von 48 h in Medium mit 1% FE%e
Uberlebensrate nicht behandelter Zellen (nach 48umiie als 100% angenommen. Gezeigt sind die Mittete
aus drei unabhangigen Versuchen. (Bt Blot* einer Annexin V/PIl-Farbung Doppelfarbung bei ToNF
(50 ng/ml) behandelten RH41 nach 12 und 24 h Inkobszeit.

Die TNFa bedingte, verminderte Anzahl von stoffwechselakiilRH41 war ausschlief3lich auf
eine Wachstumseinschrankung zurickzufihren, daemdiirchflusszytometrischen Analysen
weder RH41 (Abbildung 3.39 (B)) noch eine der ardeRMS-Linien (nicht gezeigt) eine

Zunahme von Annexin V/PI-positiven Zellen aufwies.

3.6.2 Expression von apoptotisch relevanten Protein  en der intrinsischen
Apoptoseregulation bei RMS

Wie oben gezeigt reagieren RMS-Zellen — von dehnedthchen Resistenz gegentber Yhd

FAS-L abgesehen — recht unterschiedlich auf pro@piephe Stimuli einschliel3lich chimarer

T-Zellen. Angesichts dieser Heterogenitat und degrande liegenden Mechanismen wurden

im Rahmen dieser Arbeit auch die intrinsischen pumd antiapoptotischen Faktoren

untersucht, speziell solche die eine Relevanz igirReksistenz der RMS-Zelllinien gegenuber

zytotoxischen T-Zellen haben kdnnten.

3.6.2.1 Expression bei RMS-Zelllinien

Um einen Uberblick Uber die Bedeutung intrinsisgigroptose-relevanter Molekiile bei RMS-
Zellen zu erhalten, wurde deren Expression zuefsRAIA-Ebene mittels RT-gPCR analysiert
und mit der Expression in gesunder Skelettmuskuiagrglichen.

Zu den ausgewahltegproapoptotischerMolekiilen gehorten Bax, Bid, Bim, Noxa, Puma und
SMAC, von denen besonders Bax, Bid und Bim sowieaNbei RMS vermehrt exprimiert
wurden, wahrend SMAC keinen Expressionsuntersciidgies und Puma herab reguliert war
(Abbildung 3.40).
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Abbildung 3.40: Relative Expression einiger ausddtea pro- und antiapoptotischer Faktoren bei RND&
RMS-Zelllinien wurden anhand der verschiedenen st unterteilt dargestellt. Die Expression wurdg a
GAPDH normalisiert und mit gesunder Skelettmuskulatverglichen (RQ = 1); *p<0,05, **p<0,01,
*** n < 0,005; RQ — relativer Quotient.

Demgegeniber wurden mehrengtiapoptotischeMolektile der Bcl-2-Familie (Bcl-2, Bcl-XL,
und Mcl-1) in den RMS-Zelllinien nicht vermehrt expiert. Die quantitative RT-PCR-
Analyse einer weiteren Familie antiapoptotischerktéi@n, die als IAP ifhibitor of
apoptosiy-Familie bekannt ist, erbrachte hingegen eine Edmession von drei der vier
Familienmitglieder: clAP1, XIAP und Survivin, wobeiSurvivin die starkste
Expressionssteigerung im Vergleich zu gesundem Blusiufwies. clAP2 wurde nicht
signifikant anders als im Muskel exprimiert. Bzdleses ,antiapoptotischen Profils“ wiesen
ARMS und ERMS keine starken Expressionsunterschaefi¢Abbildung 3.40).

Die vermehrte Expression der IAP-Mitglieder clARIAP2, XIAP und Survivin wurde auf
Proteinebene bestétigt. Gleichzeitig wurde gezéiggs auch cFLIP, von allen RMS-Zelllinien
ausreichend exprimiert wird und somit in die Apgadnduktion durch die oben betrachteten

Todesrezeptoren eingreifen kann (Abbildung 3.41).
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3.6.2.2 Expression bei RMS-Geweben

Die Expression derin vitro untersuchten Faktoren wurde, wie im Fall der
Oberflachenmolekile, anhand der zur Verfligung stedie RMS-Biopsien kontrolliert.

Auf transkriptioneller Ebene wurde, konkordant zendZelllinien, eine stark verminderte
Expression des proapoptotischen Faktors Puma bebadei den ERMS-Geweben war
zudem die SMAC-Expression erniedrigt (Abbildung 23.¢A)). Demgegenuber waren die
antiapoptotischen Faktoren der Bcl-2-Familie undLIBFim Vergleich zu Muskulatur
signifikant hochreguliert, ein Befund der diskrepan den Befunden der RMS-Zelllinien war
(vgl. Abbildung 3.40). Die Mitglieder der IAP-Fand| speziell clAP1, Survivin und XIAP,
zeigten, verglichen mit Muskulatur in RMS, eberdadine verstarkte Expression und waren
somit wiederum mit der Expression in den RMS-Zeai#in vergleichbar (Abbildung 3.42 A).

Auf Proteinebene wurde die Expression von clAPAPA, XIAP, Survivin und cFLIP mittels
Western Blot (Abbildung 3.42. (B)) und Immunhisteatie (Abbildung 3.42 (C)) untersucht
und mit normaler Muskulatur verglichen. Dabei zeigtie IAP-Familie eine konsistente
signifikante Uberexpression in RMS gegeniber Mustku] wahrend die cFLIP
Uberexpression minimal und nicht signifikant wabpNdung 3.42 (D)).

Fur die weitere Arbeit wurde der Schwerpunkt aufigrder gleichmafiig starken Expression
durch die RMS-Zelllinien und Gewebe (Abbildung 34dd 3.42) auf die antiapoptotischen
Molekile der IAP-Familie gelegt.
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Abbildung 3.42: Relative RNA-Expression einiger gasséhlter pro- und antiapoptotischer Faktoren inSRM
Biopsien (ARMS: n = 10; ERMS: n = 10) im Vergleidu gesunder Skelettmuskulatur (n = 5) (qRT-PCR;
RQ = 1). Die Befunde wurden nach RMS Subtypen getrdargestellt. (B) Western Blot Analyse der Esgien
von XIAP, Survivin und cFLIP in ERMS und Muskelbgipn; als Ladekontrolle dienfgAktin. (C) IHC von
clAP1, clAP2, Survivin und XIAP an je einer ARMSndi einer ERMS-Biopsie. Im Fall des clAP1, XIAP und
Survivin gefarbten ARMS lag ein muskelinfiltriereexd Tumor vor, der Tumoranteil (mit einem Pfeil
gekennzeichnet) lag in der Nachbarschaft clAP1APR<lund Survivin-negativer quergestreifter Muskutat*)
(Immunperoxidase; 200-fache VergroRerung) (D) Qitetive Analyse der XIAP-, Survivin- und cFLIP-
Expression des in (B) dargestellten Western Bfops< 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005.

Beim Abgleich von Uberlebens-o\erall surviva) und RNA-Daten stellte sich aulRerdem
heraus, dass die Survivin-Expression negativ min déberleben von ERMS-Patienten
korreliert (Abbildung 3.43). Alle anderen Faktoresiiten keinen signifikanten Einfluss auf die

Uberlebensdauer (nicht gezeigt).
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3.6.2.3 Einfluss von SMAC-Mimetic (IAP-Antagonisten ) auf RMS-Zelllinien

Unter praklinischen und translationalen Aspektemden die antiapoptotischen Molekule der
IAP-Familie bei RMS né&her untersucht bzw. maniptli®a IAPs bei RMS-Zelllinien und
Biopsien eine konkordante Uberexpression zeigtetiea die Zelllinien ein sinnvolles Modell
derIn-vivo-Situation dar.

Zunachst wurde die Inhibierung der IAPs durch eag. sSMACMimetic (IAP-Antagonist;
IAP-A) angestrebt. SMAGQAimeticssind kleine Molekiile, die sowohl die Aktivitat vahAP1
und clAP2, als auch von XIAP inhibieren kénnen. Dsadurch bedingte Abbau der
IAP-Proteine in Kombination mit einer Induktion vdi«B und einer gesteigerten Sekretion
von TNFu soll die Induktion der Apoptose bewirlk&h
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Abbildung 3.44: Einfluss von TNFund eines SMAQWimetic auf Wachstum und Uberlebensrate von RMS-
Zelllinien. Die Zellen wurden fir 48 h mit ZugabervTNFy, SMAC-Mimetic (100 nM) sowie l8slichem TNE
Rezeptor-2 zum Abfangen des TN verschiedenen Kombinationen inkubiert und disetlebensrate mittels
MTT-Test bestimmt. Die Uberlebensrate nicht behéiad&ellen wurde mit 100% angenommen. Dargesseiid

die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Tests sowe S$tandardabweichungen der Mittelwerte. * p < 0,05
**p < 0,01, ** p < 0,005 SMAC — SMAQWimetic, TNFR2 - TNFui-Rezeptor-2

Fur den in Abbildung 3.44 dargestellten Toxizitasstwurden die Tumorzellen einer Zelllinie
jeweils mit DMSO (negative Kontrolle — 100% Ubesg®israte), TNE& SMAC-Mimetic und

SMAC-Mimetic in Kombination mit TNl (jeweils mit DMSO) inkubiert. In zwei weiteren
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Ansétzen wurde zu dem Antagonisten l6slicher af®ezeptor-2 (TNFR2) zugegeben, der
TNFa abfangen und so dessen Wirkung aufheben sollVPesuchsaufbau konnte zeigen, dass
mit Ausnahme von RH41 keine der RMS-Zelllinien s@n$ir TNFa ist (vgl. Abschnitt 3.6.1
- TNFa). Die durch den SMAQAimeticinduzierte TNl Sekretion fihrte lediglich bei RH41
zu einer verminderten Uberlebensrate, wahrend a#aderen Zelllinien keine
Wachstumseinschréankungen aufwiesen. In KombinatidnTNFo konnte hingegen bei fast
allen Zelllinien eine Proliferationseinschrankungobachtet werden, die bei RH41 am
starksten ausgepragt war. In Anwesenheit des hislicTNFR2 nahm die Apoptoserate

erwartungsgemal ab, war jedoch nur im Falle der &Rdlllinie TE671 signifikant.
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Abbildung 3.45: (A) Western Blot Analyse zum Nachsveler clAP1- und XIAP-Expression nach 2- und
6-stiindiger Behandlung mit 100 nM SMAW@imetic; als Negativkontrolle dienten mit DMSO behandelte
Zelllinien, welches als Tragersubstanz fir den SMMithetic verwendet wurde; als Ladekontrolle diente
B-Aktin. (B) Quantitative Auswertung des in (A) gggten Western Blot. SMAC — SMA®imetic.

Auf Proteinebene wurden sowohl 2 h als auch 6 hnAggabe des SMAGAImetic eine
Verminderung der clAP1-Proteinkonzentration dokutieen(Abbildung 3.45). Im Gegensatz
dazu trat eine Verringerung der XIAP-Proteinmenge zu Beginn der Inkubationszeit (2 h)

auf und erreichte nach 6 h wieder Ausgangsniveaeli. BRL2061 und FLOH1 wurde
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zusatzlich eine Abnahme der Survivin-Konzentrati@obachtet, die jedoch nach 6 h ebenfalls

wieder auf das Ausgangsniveau anstieg (Abbilduag @8)).

3.6.2.4 Wirkung von SMAC-Mimetics in Kombination mi  t chimaren T-Zellen auf
RMS
Eine effektive Wirkung des SMA®imetic wurde bei den meisten RMS-Zelllinien nur in
Kombination mit TNfe beobachtet. Das schnelle Umschalten der RMS-Zigliliwahrend der
Behandlung hin zu einer verstarkten XIAP-Expressisaichdem zunachst ein Proteinabbau
erfolgte, spielte dabei sicherlich eine zentralddr@llerdings blieb der clAP1knock down*
bestehen, womit ein zentrales antiapoptotischeelliblausgeschaltet wurde. Dieser Umstand
konnte bei einer Kombination aus SMA@imeticsund chimaren T-Zellen RMS angreifbarer
machen und so auch die Effektivitat der T-Zelltipggasrerbessern. In friheren Arbeiten wurde
aulRerdem gezeigt, dass SMAOmeticsdie Aktivitat chimarer T-Zellen positiv beeinfluess
konner®’.
Dazu wurden in einem Vorversuch PBLs bzw. chimésgellen mit 100 nM des SMAC
Mimetic Gber einen Zeitraum von 48 h kultiviert. Der Zaitm entsprach dabei der Dauer der
Kokultivierung von chimaren T- und RMS-Zellen. Digehandlung der T-Zellen mit dem
SMAC-Mimetic flhrte allerdings zu einem Verlust lebender Zeliger im Falle der chiméaren
T-Zellen sogar etwas starker ausgepragt war alsniobit-transduzierten PBLs (Abbildung
3.46).

Abbildung 3.46: Einfluss des SMAWNlimetic auf chiméare T-Zellen.

Der MTT-Zytotoxizitatstest zeigt die Zytotoxizitésse von 100 nM

SMAC-Mimetic nach 48-stindiger Inkubation mit PBLs und ,CD28-
I CD3“-chimaren T-Zellen. Die Zytotoxizitatsrate nichtelmndelter
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Zytotoxizitit in [%]

5

Zellen wurde mit 0% angenommen. Dargestellt sirdMittelwerte aus

0 . Triplikaten sowie die Standardabweichung des Mittegtes.

CD28-CD3¢

Wegen dieser Ergebnisse wurde die Kombination vBMAG-Mimetic und zytotoxischen
T-Zellen vermieden. Fir die Zytotoxitatsversucherdem die RMS-Zelllinien CRL2061
(ARMS (t(2;13)), FLOH1 (ARMS) und RD6 (ERMS) mit @M SMAC-Mimetic bei einem
Serumgehalt von 1% uber einen Zeitraum von 24 Wbelmndelt. AnschlieRend wurde der
Wirkstoff entfernt und die Zellen zusammen mit a@gtotoxischen T-Zellen tber weitere 48 h

kultiviert.
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Weder bei der ARMS-Zelllinie CRL2061 noch bei deRMS-Zellinie RD6 wurden
signifikant bessere Lyseraten durch die Vorbeharglinit SMACMimetic erzielt (Abbildung
3.47). Dahingegen konnte die Effektivitdt der chiemd T-Zellen bei mit SMAQJimetic
behandelten FLOH1-Zellen gesteigert werden. Dieb®bandlung erzielte somit bei zwei der
drei Zelllinien keinerlei Effekt, sodass dieser Atz hier nicht weiter verfolgt wurde. Zur

Prazisierung der Wirkung von SMARItmetics Aussage sind jedoch weitere Untersuchungen
notig.

100 100
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Abbildung 3.47: MTT-Zytotoxizitatstest von versctiémen RMS-Zelllinien nach Vorbehandlung (24 h) mit
SMAC-Mimetic und der Kokultivierung mit chimaren T-Zellen (,CBZDJI"). Gezeigt sind zwei verschiedene
Effektor:Targetzellverhéltnisse. Die Zytotoxizitétte bei der Kultivierung mit PBL wurde mit 0% angenmen.
*p < 0,05, ** p <0,01, ** p <0,005 SMAC — SMAMimetic

3.6.2.5 IAP-Regulation

Abschnitt 3.6.1 beschétftigt sich mit der extrinee Apoptose-Induktion bei RMS-Zelllinien
durch die Stimulation mit TRAIL, FAS-L und TNE Aufgrund der bei den RMS-Zelllinien
doch recht eingeschrankten apoptotischen Wirkungde neben dem apoptotischen auch der
proliferative Stoffwechselweg der Todesrezeptoretndzhtet. Die Stimulation der Rezeptoren
fuhrt dabei Uber die Aktivierung des MNB-Weges zu einer Aktivierung diverser
MAP-Kinasen sowie einer verstarkten Expressionl&&-Genfamili€* und dadurch zu einer
erhohten Apoptoseresistenz. Die unzureichende Oegumg der IAP-Proteine nach der
Behandlung mit SMAQVimeticskann Uber TNE ebenfalls NReB induzieren und damit die
verstarkte Expression der IAPs bedingen. Der Essfluon TRAIL, TNk, SMAC-Mimetic
sowie INF auf die IAP-Genfamilie wurde zunachst nur mittel®T-PCR untersucht
(Abbildung 3.4).

Insgesamt wurde die Genexpression bei den RMSuziell durch die verschiedenen

Wirkstoffe sehr unterschiedlich beeinflusst. WaldretRL2061, RH30 und RD6 bei den
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eingesetzten Substanzen zu einer verstarkten Expnesler untersuchten Gene tendierten
(vermehrt ohne Signifikanz), schienen RH41, FLOk# TE671 weniger stark beeinflusst zu
werden. Bei der ARMS-Zelllinie RH41 reagierten \angig clAP1 und clAP2, wahrend bei
der ERMS-Zelllinie TE671 eine Induktion verschiedeitsene nur durch TNFerfolgte und
die Behandlung mit TRAIL bei fast allen Genen zueei verminderten Expression fuhrte
(Abbildung 3.48).
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Abbildung 3.48: Relative RNA-Expression von RelAF#B, clAP1, clAP2, XIAP und Survivin 6 h nach
Inkubation mit TNk, IFNy, SMAC-Mimetic oder TRAIL im Vergleich zu nicht behandelten ZgellgRQ = 1).
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabveigen aus vier Messungen. Die Befunde wurden nach
RMS-Subtypen getrennt dargestellt. * p < 0,05, % p,01, *** p < 0,005, RQ - relativer Quotient, T —
SMAC-Mimetic.
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Nach diesen Ergebnissen misste gerade TE671 besoselesitiv auf TRAIL reagieren,
wahrend Linien wie CRL2061, RH30 und RD6 durch duerstarkte Expression
antiapoptotischer Proteine besonders resistentssditen. Diese Beobachtungen konnten so,
wie in Anschnitt 3.6.1 und 3.6.2.3 gezeigt, nichstatigt werden. Eine Western Blot Analyse
nach einer 12-stindigen Inkubationsperiode mit TIRAtbrachte zudem keine wesentlichen
Unterschiede in der Proteinexpression von clAPAP@, Survivin oder XIAP (Abbildung
3.49); ebenso wie die 12-stindige Behandlung mid bzw. IFNy (nicht gezeigt).

(A) ARMS (t(1:13)) ARMS ERMS (B)
CRL20861 RH30 RH41 FLOH1 RD6 TE671
g + 2 + 2 + g + 2 + 2 + 10

et i e
— = —f———
== —|=|=n) A
e e = R

e e e e e o T

Abbildung 3.49: (A) Western Blot Analyse der IAPi@amilie nach Behandlung der RMS-Zelllinien mit
10 ng/ml TRAIL Uber einen Zeitraum von 12fAktin diente als Ladekontrolle. (B) Quantitativaugwertung

]

CRL2061 RH30 RH41 FLOH1 RD6  TEGM

Relative Proteinmenge bezogen
auf nicht behandelten Zellen

B-Aktin XIAP Survivin clAP2 clAP1

des in (A) gezeigten Western Blots bezogen auftiiehandelte Zellen.

3.6.2.6 Inhibierung von Survivin bei RMS-Zelllinien

Sowohl die alleinige Behandlung von RMS-Zellliniemt einem SMACMimetic als auch die
Kombinationsbehandlung mit chiméren T-Zellen fuhmteht zu den erhofften zytotoxischen
Effekten. Der durch den eingesetzten SMRM@netic bedingte Abbau der antiapoptotischen
Faktoren clAP1 und XIAP war zur Auslosung der Apgat bei den untersuchten RMS-Zellen
nicht ausreichend. Im Folgenden wurde daher détusgvon Survivin auf die Uberlebensrate
von RMS-Zellen untersucht, dass wie clAP1 und XI&R antiapoptotischen IAP-Familie
gehort und in allen Zelllinien vermehrt exprimievurde (Abbildung 3.40 und Abbildung
3.42). Zudem wurde bereits ein Zusammenhang zwisdee Survivin-Expression und dem
Uberleben von RMS-Patienten hergestellt (Abbild8mt).

Da die Survivin-Expression durch den SMAGmetic nur kurzfristig in den Zelllinien
CRL2061 und FLOH1 beeinflusst wurde (Abbildung 3.48%hne einen Einfluss auf das
Wachstum der Zelllinien zu haben (Abbildung 3.44yurden zur signifikanten und
langerdauernden Inhibierung der Survivin-Expressi®&@NA-Experimente durchgefuhrt.
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Der Survivin knock down“fuhrte bei den getesteten Zelllinien sowohl aufARNis auch
Proteinebene zu einer Expressionsminderung (Abibg@i50 (A) und (B)).
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Abbildung 3.50: (A) gRT-PCR nach Survivitknock down“mit spezifischer siRNA bei den RMS-Zelllinien im
Vergleich zuscrambledsiRNA (RQ = 1); RQ — relativer Quotient (B) WesteBlot 48 h nach Survivinknock
down“ am Beispiel von FLOH1, RH41, RD6 und TE671; alsiékontrolle dientg-Aktin (C) morphologische
Veranderung am Beispiel von FLOH1 und RD6 sttambledsiRNA und spezifischer siRNA gegen Survivin
(D) MTT-Zytotoxizitatstest nach Survivinkpock down“mit spezifischer siRNA bzwscrambledsiRNA nach
Kokultivierung (48 h) mit ,CD28-CD3-chimaren T-Zellen bei einem Effektor:Targetzethéltnis von 1,25:1.
Die Zytotoxizitat von nicht modifizierten T-Zellewurde als 0% angenommen. Dargestellt sind die Migge
aus Triplikaten mit den Standardfehlern der Mitefie. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005cr — scrambled.

Gleichzeitig wurden morphologische Veranderungeduamnert, die sich in einer extremen
Grollenzunahme duf3erten. Dies ist mutmallich aehedB®/M-Phase-Arrest zurtickzufuhren,
da Survivin neben antiapoptotischen Funktionen aZellzyklus-Aufgaben tibernimrfe 2°°
Die Kokultivierung von chimaren T-Zellen und RMSHéa nach einem Survivinknock
down* fuhrte bereits bei einem geringen Effektor:Targiterhaltnis von 1,25:1 zu einer
signifikanten Steigerung der Lyserate. Insbesondsrie den beiden, im Normalfall sehr

resistenten ERMS-Zelllinien lagen die Zytotoxizsta@ten um 40-50% hoher.
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3.6.2.7 Auswirkung des Survivin knock down in RMS-Z  ellen auf die Expression
anderer antiapoptotischer Molekiile

Neben Bedeutungen fur Zellzyklus und Apoptose, wnrfilir Survivin stabilisierende Effekte

auf XIAP beschriebénl’. Eine Analyse der Expression der anderen IAP-Nitigr, ebenso wie

von cFLIP, war somit die logische Konsequenz.

Abbildung 3.51 zeigt die quantitative Bestimmungr dentersuchten Gene. Dabei fallt

insbesondere die, wenn auch nicht signifikante, ré&sgonssteigerung von clAP2 bei

CRL2061, RD6 und TE671 auf. Die Expressionsraterainderen Gene anderte sich nicht

wesentlich. Eine Ausnahme bildet die ARMS-Linie GRE1, die nach einem Surviviknock

down* eine vermehrte Bildung von cFLIP zeigt.
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Abbildung 3.51: relative Quantifizierung der |IAP4glieder sowie cFLIP nach Survivknock dowrim Vergleich
zuscrambledsiRNA (RQ = 1). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <,005, RQ - relativer Quotient.

3.6.2.8 Inhibierung von Survivin durch den selektiv ~ en Cox-2 Inhibitor Celecoxib

Das vorrangegangen Kapitel zeigt, dass eine Korntibmaus Survivin knock down*und
chimaren T-Zellen die Effektivitdt der RMS-Zelllyserstarken kann. Im weiteren Verlauf der
Arbeit wurde nach einer therapeutisch anwendbai&rmative mit inhibierendem Effekt auf
die Survivin-Expression gefahndet, die auch fir Aivendung im Menschen geeignet ware.
Als Inhibitor der Survivin-Expression wurde unterndarem der spezifische Cox-2-Inhibitor
Celecoxib beschrieben, der zur Behandlung bei dgéwen Gelenkerkrankungen,
chronischer Polyarthritis und Morbus Bechterew tasgen ist°. Zur Bestimmung der
optimalen Konzentration fur eine Survivin-Inhibiagy wurde eine Konzentrationsreihe
ausgetestet bei der sich eine Konzentration vonuMO als Kompromiss zwischen

Substanztoxizitat und effektiver Inhibierung den®win-Expression festgelegt wurde.
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Abbildung 3.52: (A) Western Blot 48 h nach Behamdjumit 60uM Celelcoxib am Beispiel von FLOH1, RH41,
RD6 und TE671; als Ladekontrolle dierfieAktin; (B) Quantitative Analyse des in (A) dargelten Western
Blots. (C) MTT-Zytotoxizitatstest nach Survivilknock down“durch die Behandlung mit 60 uM Celecoxib und
Kokultivierung (48 h) mit ,CD28-CD3'-chiméaren T-Zellen bei einem Effektor:Targetzetvéltnis von 2,5:1.
Die Zytotoxizitat von nicht modifizierten T-Zellewurde als 0% angenommen. Dargestellt sind die Midde

aus Triplikaten mit den Standardfehlern der Mitette. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005.

Der im Falle der spezifischen siRNA beobachtetdz¥klusarrest konnte auch nach einer 48 h
Inkubation mit Celecoxib beobachtet werden (nichteggt), in dessen Verlauf eine starke
Grolenzunahme der RMS-Zellen zu verzeichnen war.

Die Behandlung der RMS-Zelllinien FLOH1, RH41, RDd TE671 mit Celecoxib reduzierte
in allen Fallen signifikant die Survivin- (Abbildgn 3.52 (A)), ebenso wie die
XIAP-Proteinmenge. Damit ging, wie schon im Faller diRNA, eine Steigerung der CAR-
vermittelten Zytotoxizitat einher (Abbildung 3.52)).

3.7 In-vivo -Mausexperimente

Auf Grundlage der oben beschriebenen Ergebnissdemim-vivo-Experimente durchgefinhrt,
um die Wirksamkeit chimarer T-Zellen alleine undkiombination mit Celecoxib zu testen. In
einem Pilotversuch zur Bestimmung des tumoriger@priRials der beiden resistenten ERMS-
Zelllinien, RD6 und TEG671, erhielten jeweils funfO®/SCID-Mausesubcutanelnjektionen
mit 5x1F, 1x10 oder 2,5x10 Tumorzellen, aus denen sich bei allen Mausen3@)=ach 2-3
Wochen Tumoren entwickelten (Abbildung 3.53), was tumorigene Potential der Zelllinien

belegte. Eine Metastasierung trat nicht auf.
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Abbildung 3.53: LokalisiertesubcutaneXenografts an den Injektionsstellen der humanenSRadlllinien RD6

und TE671 im Bereich der Flanken immundefizientddIMSCID Mause. (A) Gut umschriebener subkutaner
RMS-Tumorknoten; VergréRerung 100-fach. (B) Gutraebgbarer nicht invasiver Tumor; VergroRerung 18¢hf
(C) Ausbildung eines in die Haut infiltrierendenvasiven RMS-Tumors; VergréRerung 100-fach. (D)
Deteilaufnahme eineis vivo aus der Zelllinie RD6 entstandenen Tumors (20@)aE) Detail einesn vivo aus

der Zelllinie TE671 hervorgegangen Tumors. Alle i8tth HE Farbung.

Die Expression deim vitro untersuchten Oberflachenmolekille (AChR, B7.1, BLD54)
blieb in vivo unverandert(nicht gezeigt). Als Voraussetzung fur eine erfeighe T-Zell
Therapie wiesen zudem alle Tumore eine gute Vagkideung auf (nicht gezeigt).

Zur Behandlung Xenotransplantat-tragender Mausechiharen T-Zellenn vivo, wurden in
NOD/SCID-Mausen zuerst Tumoren durshbcutanelnjektion von 5x16 Zellen erzeugt.
Dann erfolgte eine jeweils einmalige Applikation nvolx10 Zellen der anti-
fAChR-spezifischen T-Zellen (,CD28-CIl3 pro Maus Uber die Schwanzvene bei einer
TumorgréBe zwischen 100 und 150 fEs war vorgesehen, die Behandlung mit Celecoxib
7 Tage vor der Injektion chimarer T-Zellen mit 2jigen intraperitonealeninjektionen mit
jeweils 25mg Celecoxib/kg zu beginnen. Obwohl vadexen Arbeitsgruppen unter ahnlichen
Bedingungen bereits Celecoxib-vivo-Experimente durchgefiihrt worden watéit’> hatte
der Wirkstoff eine toxische Wirkung auf den hierwendeten Mausstamm. Keine der Mause
Uberlebte die Behandlung, sodass die Survikimgk down*Experimente im Rahmen dieser
Arbeit abgebrochen wurden und mit einem wenigeistthen Wirkstoff wiederholt werden
mussen. Die Behandlung der M&ause mit chimaren TeZeaind nicht-transduzierten T-Zellen
ist in Abbildung 3.54 dargestellt.
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Abbildung 3.54: (A) Tumorwachstum bei immundefiziem M&usen (n = 4) nach einmaliger Applikation von
nicht-transduzierten T-Zellen und fAChR-spezifisch€D28-CD3"-chimaren T-Zellen. Das Tumorwachstum
ist ab dem Zeitpunkt der T-Zell Injektion Uber gingeitraum von 31 Tagen dargestellt. Die Tumorgriidede
mittels Schieblehre bestimmt. (B) Immunhistochemmésd®arstellung tumorinfiltrierender humaner perigie
chiméarer Blutlymphozyten (anti-CD3 Farbung; Immurtpédase; Vergré3erung x200).
(B) Immunhistochemische Darstellung von Caspasesdipen, apoptotischen Tumorzellen (Immunperoxgas
VergréfRerung x200).

Bis zum Tag 21 verlief das Tumorwachstum bei derudéa, die mit chimaren T-Zellen
behandelt worden waren, signifikant langsamer, k@s den Kontroll-Mausen, die nicht-
transduzierte T-Zellen erhalten hatten. Nach drech¢n verstarkte sich das Wachstum bei der
mit chimaren T-Zellen behandelten Gruppe und wigshnweiteren 10 Tagen ein ahnliches
Tumorvolumen wie die Kontroll-Gruppe auf. Die poasbrtal enthommenen Tumoren wurden
immunhistochemisch untersucht und wiesen einetdafibn mit humanen CD3 positiven T-
Zellen auf. Desweiteren wurden apoptotische, Caspgsositive Tumorabschnitte gefunden
(Abbildung 3.54). Ein Aktivitdtsnachweis der tundiitrierenden zytotoxischen T-Zellen tber
eine Perforin/Granzym B-Farbung gelang allerdingbtn
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4 DISKUSSION

4.1 Hintergrund, Ziel und Strategie der Arbeit

Hintergrund: Die Prognose von Patienten mit lokalisierten Rloagbsarkomen (RMS) hat
sich dank multimodaler Therapien in den letzten Bhren stark verbessert (mittlere
Heilungsraten von 70-80%} %% 2> Demgegeniiber blieb die schlechte Prognose bei
Patienten mit primar metastasierten RMS (15% derSRMestehen (Uberlebensraten 20-
3099 292 205 275 Dafisr wird u.a. eineMultidrug Resistance® (MDR)?’® verantwortlich
gemacht, wobei unklar ist, ob dieses auf klonalkgel8ion oder der Hochregulierung von
MDR-assoziierten Genen ber@Ht In jedem Fall besteht Konsens dariiber, dass tastege
Rhabdomyosarkome neue Therapieansatze erfordermesiduelle Tumorzellen nach einer
Chemotherapie effizient eliminieren sofféH**°

Der Einsatz immuntherapeutischer Methoden war rderien Erfolg bei der Therapie von
Melanomen und Lymphomen naheliegéfid® Versuche, mit Antigen-unabh&ngigen
Zytokin-induzierten Killerzellen (CIK¥* oder NK-ZelleR® zeigen jedoch, dass RMS-Zellen
zwar lysiert wurden, die Effektivitat, v.a. der Glkaber gering wat’. Da CIKs und NK-
Zellen eine nur geringe Tumorspezifitat besitzascl@enen tumorspezifischere Strategien
wunschenswert. Unter diesen besitzt der adoptivansier von T-Zellen mit Expression
RMS-spezifischer chimarer Antigenrezeptoren théseké und wahrscheinlich praktische
Vorteile gegenuber tumorinfiltrierenden Lymphozyiater von Vakzinierungen, wie sie bei
translokations-positiven ARMS zurzeit getestet veeft.

Erstens bieten T-Zellen mit spezifischen, gegen den fA&RRgerichteten chimaren
Rezeptoren theoretisch die Gewahr, beim Einsatavivo nur minimale unerwinschte
Nebeneffekte zu zeigen, da der fAChR auf relevartemmalgeweben postnatal nicht
vorkomm@48 286

Zweitensist die Isolierung autologer Blutlymphozyten (arslals von intra-tumordsen
Lymphozyten) als Ausgangszellen fur die Therapidagh und effizient. Die Lymphozyten
kénnenvor der Chemotherapie isolierin vitro transduziert und bis zum Zeitpunkt der
Immuntherapie, &hnlich Stammzellen, eingefrorendeer Da die T-Zell-Transduktion zu
einer starken Proliferation chimarer T-Zellen fiihtassen sich aus relativ wenigen
Ausgangszellen erhebliche Mengen chimarer T-Zelhenerieren. Dies ist insbesondere
angesichts des Durchschnittsalters der PatientenSv@ahren relevahtzumal eine stabile
Antitumorantwort wiederholte Infusionen chimarer Z&Hen nach der Chemotherapie

erfordern durfteé? 2%’
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Drittens bestehtkeine HLA-Abhangigkeit wie bei Vakzinierung mit Rejen. Vielmehr ist
jeder Patient grundséatzlich mit dem gleichen chendRezeptor therapierbar, sofern ein RMS
fAChR exprimiert. Tatsachlich sind fast alle RMSnpiir fAChR-positiv und zeigen eine
starkere und homogenere fAChR-Expression nach Ctiemapié®,

Viertens ist anders als bei der Vakzinierung mit komplexeotoantigenen durch die
Verwendung chiméarer T-Zellen keirAptigen-spreadingzu erwarten. Chimare T-Zellen
gegen den fAChR erzeugen keine Autoimmunitat, wéhman selbst bei Vakzinierung mit
der AChR y-UE die Auslésung eineiMyasthenia gravisbefurchten muisste, da die
verschiedenen UE stark homolog sind und es nachziNigkung gegen die-UE zur
Autoimmunisierung gegen fAChR unspezifische Epitopeich dera—, p— oder 3-UE,
kommen konnt&®,

Vorexperimente mit einem chimaren Antigenrezeptoege;m den fAChR waren
vielversprecherfd®, zeigten aber im Vergleich zu anderen chimarenellrzbdellen eine
verhéaltnismaRig geringe Zelllyse, die u.a. auf Resizmechanismen zu beruhen scHit®
Hauptziele der vorliegenden Arbeitvaren daher die Optimierung der adoptiven
Immuntherapie von RMS mithilfe verbesserter chiméfeZellen und die Aufdeckung
vermuteter Resistenzmechanismen von RMS gegerseidee Immuntherapie.

Strategie:Um der molekularen Heterogenitat der RiSvivo Rechnung zu tragen, wurden
sechs verschiedene RMS-Zelllinien verwendet, die melekularen Hauptgruppen der RMS
entsprachen: Translokations-positive (CRL2061, RH3BI41) und translokations-negative
ARMS (FLOH1) sowie ERMS (RD6, TE671). AulRerdem gpieen diese Zelllinien die
in vivo zu beobachtende sehr variable Expression des fA@ider, die im Falle von
CRL2061 und RH30 gering, bei RH41, RD6 und TE67Rig&tark, sowie bei FLOH1 stark
ausgepragt war (Abbildung 3.2). Umgekehrt wurde direvivo-Relevanz® der in Zelllinien
exprimiert gefundenen Proteine an nativen oder fllas@ngebetteten Tumorgeweben von
RMS-Patienten uiberpriift und mit adulter Skelettnulestir verglicheft.

4.2 Verbesserung vorbekannter chimarer T-Zellen mit fAChR-Spezifitat

Die Aktivitat des in den Vorarbeiten verwendetenindren Antigenrezeptors (CAR)
gegeniiber RMS-Zelllinien war schwéth Rezeptoren der ,ersten Generation* sind fiir die
Erkennung und Bindung des Target-Antigens zwareicisend”, gewahrleisten allerdings
nicht die vollstandige Aktivierung der chimaren €Hén und weisen so oftmals eine
ineffiziente Antitumor-Antwort adf?> Ursache hierfiir sind fehlende kostimulatorische

Signale, die in der Regel von Antigen-prasentieeendellen (APC) zur Verfligung gestellt
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werderf®® 24 Dazu gehéren die Kostimulatoren B7.1 (CD80) uid?BCD86), die tiber die
Bindung an den CD28-Rezeptor auf den T-Zellen dielifération induzieren und das
Uberleben der T-Zellen garantieren. Die wenigstemdrzellen, ebenso wie auch RMS-
Zellen (Abbildung 3.14), exprimieren die bendétigt€ostimulatoren, sodass bei chimaren
T-Zellen der ersten Generation ToleranzmechanisfAeergie) aktiviert werden konnéfl
295 2% pyrch den rekombinanten Einbau einer Liganderbhaagigen, kostimulatorischen
Doméne bei Rezeptoren der zweiten Generation wised Problem behobgh?*° #*’und
filhrt gleichzeitig zu einer verbesserten Uberlebstesder chimaren T-Zellé¥. In der ersten
Phase dieser Arbeit wurden daher zwei anti-fAChRdReoren kloniert, die einem chiméren
Antigenrezeptor der ersten bzw. zweiten Generaéintsprachen. Durch die Verwendung
eines humanen Autoantikdrperfragments mit Spetifitld den fAChR, weist der chimére
Rezeptor eine vollstandig humane SequenZ*aubieses Design sollte hinsichtlich einer
zukunftigen In-vivo-Anwendung der Entwicklung einer Immunitat gegem dshimaren
Rezeptor vorbeugen. Eine solche anti-CAR Immungéteine typische Komplikation bei
Verwendung muriner Autoantikérperfragmente in chiemd Rezeptoréil® und verhindert
eine langerfristige wiederholte Applikation chimare-Zellen, wie sie gerade bei soliden
Tumoren erforderlich sein diirff&=3%

Um die Funktionalitit der neuen chimaren Rezeptoeen Uberprifen, wurden die
Aktivierbarkeit der vom Rezeptor ausgelésten Sikgishkade (entsprechend der
T-Zellaktivierung) und die Spezifitat des chimafezeptors als unabhangige Eigenschaften
getestet.

Die maximaleAktivierbarkeit der rezeptorabhangigen Signalkaskade (unabharagigder
Bindungsaffinitat) wurde mithilfe eines anti-humankgG-Antikorper tGberpruft, der an die
extrazellulare 1IgG-Domane des CAR bindet, bei itgak Signaltransduktionsweg die Zellen
zur IFNy-Sekretion stimuliert und als Maf3 fur die Aktiviegs normaler und chiméren
T-Zellen gilt*® ?** Die Rezeptoren beider Generation zeigten dabee, evon der
Konzentration des stimulierenden anti-IgG-Antikdgpeabhéngige IFNAusschittung
(Abbildung 3.5) als Ausdruck einer intakten Sigmelkade. Die Tatsache, dass es durch die
Einfuhrung einer kostimulatorischen Doméne zu ewenstarkten IFM-Sekretion kommt,
wurde bereits in vergleichbarem MaRe in andereneiteh beobachtE und stellt ein
physiologisches Phanomen dar, dass nicht auf rekemte Immunrezeptoren begrenzt¥t
Die Spezifitat der Bindungles CAR an den fAChR wurde durch mehrere Expeftienen
bestétigt: Erstens wurde der fAChR-spezifische dedl CAR (also das scFv35-Fragment) mit

dem Fc-Teil eines Antikdrpers ligiert und die Bimgudes scFv35-Fc-Fusionsproteins an
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fAChR-positive (RMS-Zelllinien) und fAChR-negativ&elllinien (HEK, Hela, RH1)
untersucht, wobei durchflusszytometrisch nur eimedBng an RMS-Zellen erkennbar war
(Abbildung 3.2). Zweitens wurde die fAChR-negatiXelllinie 293T mit den verschiedenen
fAChR-Untereinheiten transfiziert und mit chimaréZellen kokultiviert, wobei wiederum
nur fAChR-tragende 293T-Zellen effektiv lysiert wlen. Die Effektivitat der RMS-Zelllyse
war bei der Verwendung des ,CD28-CDXAR um 25-40% hoher, als fur den
,CD3C-only*-CAR (Abbildung 3.6). Eine vergleichbar gesteigerntgserate bei der
Verwendung des ,,CD28-CI3CAR und eine bis zu 10-fach gesteigerte {FBkkretion
bestétigte sich bei den meisten ARMS-Zelllinienhvegnd die Wirkung gegeniiber den beiden
ERMS-Zelllinien kaum verbessert wurde (Abbildung)3.Diese bemerkenswerte Resistenz
gegeniber chimaren T-Zellen der zweiten Generd@m bei den beiden ERMS-Zelllinien
nicht mit einer geringeren fAChR-Expressionsstaekklart werden, die bekanntermal3en
einen Einfluss auf diekjlling“ Effizienz?*® und die Aktivierung®’ chimarer T-Zellen hat.
Vielmehr zeigte sich, dass RH30 Zellen trotz eideChR-Expression, die der von CRL2061
Zellen vergleichbar ist (Abbildung 3.2), eine viringere Aktivierung (IFMSekretion) der
chimaren T-Zellen ausldsten, wohingegen eine Rasisbei den ERMS-Zellemotz starker
IFNy-Sekretion zu beobachten war (Abbildung 3.7), wasf aunterschiedliche
Resistenzmechanismen bei RH30 und ERMS-Zellen h#twgs. unten). Eine solche
Hetereogenitat der Interaktion zwischen T-Zellend uRMS-Zellen ist bisher nicht
beschrieben worden.

4.3 Vergleich von chimaren T-Zellen und NKT/CIK-Zel len

Vor dem Hintergrund der beobachteten nur maRigenotayischen Wirkung
fAChR-spezifischer chimarer T-Zellen wurden verghgind auch CIK-Zellen mit dem
chimaren Rezeptor ausgestattet. CIK-Zellen stefime heterogene Zellpopulation dar, die
sowohl T-Zell- als auch NK-Zellcharakteristika iitls vereinen und die Tumorzellen tber
einen TCR-unabhangigen Mechanismus lysierell> Moglicherweise handelt es sich dabei
um eine Subpopulation von Typ Il NKT-Zel@A die bisher nur wenig untersucht sifrd
Die NKT-Zell-vermittelte Zytotoxizitat ist dabei weer MHC-I/MHC-II abhangig als
vielmehr auf die Erkennung von Lipid- bzw. GlykatpAntigenen beschrankt, wie sie dem
nativen Immunsystem entspricht 3°73% 37 Die genauen Mechanismen, welche die
Tumorerkennung und —lyse vermitteln sind wederTip [I NKT-Zellen, noch CIK-Zellen
vollstandig verstandér. Tatsache ist jedoch, dass CIK-Zellen gegeniibendhomen eine

effektive anti-Tumor Wirkung gezeigt haben, die&ioh auch fiur RMS-Tumora vitro und
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in vivo beobachtet wurd® 3% Ein GroRteil der Veroffentlichungen charaktenisie
CIK-Zellen lediglich Gber eine CD3/CD56-Expressisudass die im Verlauf der Arbeit
isolierten Mischpopulationen aus CID56' CD16 CIK-Zellen und CD3CD56'CD16'
NKT-Zellen vermutlich den beschrieben CIK-Populaga entsprechen.

In Vorversuchen wurden RMS-Zellen von nativezx vivo isolierten NKT/CIK-Zellen
deutlich besser lysiert als vax vivoisolierten, nicht-transduzierten zytotoxischen dli&n,
die zur Erzeugung chimarer T-Zellen verwendet wardBesonders die beiden ARMS-
Zelllinien RH41 und FLOHL1 sprachen gut auf natii€ TMCIK-Zellen an (Abbildung 3.10).
Die beobachteten Zelllyseraten waren dabei velgbeic mit den bei RMS-Zellen bereits
beobachteten Lyseratéh allerdings in keinem Fall besser als die mit deimaren T-Zellen
erreichte Lyserate. Die Ausstattung von NKT-Zellait dem chimaren Rezeptor war daher
naheliegend, um moglicherweise noch wirksamerekkffeellen zu generieren.

Tatsachlich erwiesen sich chimare NKT-Zellen sowaht Vergleich zu nativen
NKT/CIK-Zellen als auch gegenuber chimaren T-Zelds wesentlich effektiver. Bei einem
Effektor:Targetverhaltnis von 2,5:1 zeigten chim&KT/CIK-Zellen gegentber chiméaren
T-Zellen eine bis zu 100% gesteigerte Lyserate, evobich allerdings auch bei
NKT/CIK-Zellen ein ausgepragt heterogenes Anspredter verschiedenen RMS-Zelllinien
feststellen lie3. Bei den als Kontrolle mitgefiihrte293T-Zellen wurde mit den
rezeptortragenden NKT/CIK-Zellen hingegen keinestéakte Zelllyse beobachtet, was die
Spezifitat des Rezeptors bestatigt (Abbildung 3.10)

Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieses Bjekms den Schluss nahe, dass
NKT/CIK-Zellen als Ausgangspopulation fur die Gdaeeung zytotoxischer, chimarer
Effektorzellen gegen RMS weiter untersucht werdesllten. Wegen der besseren

Verfugbarkeit von T-Zellen wurden die folgenden &hstichungen mit T-Zellen fortgesetzt.

4.4 Resistenzmechanismen von RMS-Zellen gegeniber ¢ himaren
T-Zellen
Das unterschiedliche Ansprechen verschiedener RBIBrfen gegentber chimaren T- und
NKT/CIK-Zellen trotz dhnlicher fAChR-Expression Watie Frage auf, welcher Resistenz-
mechanismen sich RMS-Zellen gegen einen T-Zellareiten Zelltod immune escape
bedienen. Im Folgenden wird die Rolle immunsuppvess Koinhibitoref®®, eine
mangelhafte  Granzym-vermittelte =~ SMAC-Aktivierdiy und die  Expression
antiapoptotischer Molek(it&® *®diskutiert.
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4.4.1 MHC, Kostimulatoren und immunsupprimierende O  berflachenmolekile

Neben der Antigen (Peptid)-spezifischen Interaktmvischen zytotoxischen T-Zellen und
Zielzellen, haben antigenunabhangige Oberflacheskité mit aktivierender oder
inhibitorischer Funktion eine entscheidende Bedegtdlir den Ausgang der Interaktion
zwischen zytotoxischen T-Zellen und Tumorzeiféi'

Da zu Beginn dieser Arbeit wenig Ub@gmmune escape‘Mechanismen auf der Basis der
Expression von MHC und anderen immunregulatorisdfietekiilen bei RMS bekannt wir
185 wurden diese im Verlauf der Arbeit untersucht tmsichtlich ihrer Bedeutung fiir die
Zytotoxizitat fAChR-spezifischer chimarer T-Zellanalysiert. Als Vergleichsgewebe bei den
Expressionsanalysen diente normale Skelettmuskulalie eine Vielzahl positiver und

negativer Immunregulatoren exprimiéft

4.4.1.1 MHC-l und MHC-II

Obwohl fur die Funktion chimérer T-Zellen nichtereaint, wurde die Expression klassischer,
polymorpher MHC-I- und MHC-I1I-Moleklle von RMS bathtet, da deren Herabregulation
die Erkennung durch natiurliche zytotoxische T-Zelldetwa im Rahmen von
Vakzinierungstherapien) verhindern k&hi® Kultivierte unreife Myoblasten zeigen eine
konstitutive HLA-A, -B und —C Expression, die durphoinflammatorische Zytokine wie
IFNy, TNFo oder IL-lo. zusatzlich induzierbar S 32 3* Mit Ausnahme der ARMS-
Zelllinie CRL2061 wurde auch bei den RMS-Zelllinieme ausgepragte MHC-I-Expression
nachgewiesen, ebenso wie bei den untersuchten BRM&igeweben, die sich somit nicht
von Muskeln unterschieden (Abbildung 3.12). Die ekolare Ursache fir die fehlende
Expression bei CRL2061 ist unklar und wurde hiehniveiter untersucht. Allerdings kdnnte
das Expressionsmuster der Zelllinie, als VertréierARMS, auf eine heterogene MHC-I-
Expression schliel3en lassen und damit eifgmtape“Mechanismus bei einigen ARMS-
Tumoren darstelléd > Weiterfiihrende Analysen an ARMS-Biopsien werden Klarung
erforderlich sein.

Anders als die MHC-I-Expression ist eine MHC-II-E&psion erst in spaten
Differenzierungsstadien von Myoblasten und beiereiMyotuben durch IFNinduzierbar
und beschrankt sich auf HLA-DR, wahrend HLA-DQ uAdP bisher nicht nachgewiesen
wurderf®® 313

So ist es nicht verwunderlich, dass bei den im iferationsmedium wachsenden, gering
differenzierten RMS-Zellen eine MHC-II-Expressioedaer konstitutiv noch nach IRNoder

TNFa-Induktion detektierbar war. Pathologisch war higgye dass im Vergleich zu normalen



4. DISKUSSION 129

Myoblasten/Myotuben auch im Hunger bzw. Differenzrggsmedium alle RMS-Zelllinien
mit Ausnahme der ARMS-Zelllinie FLOH1 keine HLA-DReuzierbarkeit durch IFN
zeigten (Abbildung 3.11). Die Grinde fur die erdsnbeschriebene Sonderstellung der
FLOH1 Zelllinie sind bisher unklar.

Wahrend die Expression klassischer MHC-I- und MHGAblekile keinen Einfluss auf die
Zytotoxizitdt chimarer T-Zellen hat, kann die Exgg®n des nicht-klassischen MHC-I-
Molekils HLA-G die Wirkung zytotoxischer T-Zellennd NK-Zellen vermindern. Die
immunmodulatorische Wirkung erfolgt hierbei durcimteraktion mit inhibitorischen
Rezeptoren wie ILT-2, ILT-4 oder p49 auf lymphoidé&ffektorzellert’® 17 314 315 |y
Vergleich zu den untersuchten Muskeln war die HLA&pression bei RMS-Tumoren und
RMS-Zelllinien schwécher ausgepragt (Abbildung 3.18d durfte daher fir die relativ
geringe zytotoxische Wirkung der chimaren T-Zelleler keine Rolle spielen. Da alle
Zelllinien Gberdies ein ahnliches HLA-G-Expressionsau zeigten, ist HLA-G auch fir die
beobachtete unterschiedliche Zelllyserate nichsehlaggebend. Zusammenfassend ist ein,
auf Fehlregulation von MHC-Molekulen beruhengescape“-Mechanismus bei RMS somit

wenig wahrscheinlich.

4.4.1.2 Kostimulatoren: B7.1, B7.2 und B7H2

Die Ausstattung chimérer Antigenrezeptoren mit eikestimulatorischen Doméane gehort
mittlerweile zum Standardaufbau dieser Rezeptorehdient einer Korezeptor-unabhéngigen
Aktivierung der chiméaren T-Zelléff. Welche Bedeutung die kostimulatorische
CD28-Domaéne fur die fAChR-spezifischen T-Zellen ,hatrd durch die mafigebliche
Aktivitatssteigerung der chimaren T-Zellen deutli¢tiir die geringe Effektivitat der ersten
Rezeptorgeneratiéf® ist vermutlich die fehlende Expression der beiddassischen
Kostimulatoren B7.1 und B7.2 verantwortlich, diedeebei den untersuchten Zelllinien noch
Geweben dokumentiert werden konnten (Abbildung 3uid 3.15). Ahnlich wie im Falle
kultivierter Myoblaste®’ war die Expression von B7.1 und B7.2 bei RMS-Ke#h durch
IFNy oder TNFe nicht induzierbar (Abbildung 3.29).

Im Gegensatz zu B7.1 und B7.2 wurde die Expresdasnicht-klassischen Kostimulators
B7H2 (ICOS-L), bei einem Grof3teil der RMS-Zellliniind RMS-Geweben nachgewiesen
(Abbildung 3.14 und 3.15). Bisher war dies nur fiE671 ERMS-Zellen bekantif. Ein
ebenfalls neuer Befund war die auf RH41 Zellen bestkte Induzierbarkeit der
ICOS-L-Expression durch TNHAbbildung 3.29).
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Die Interaktion von ICOS-L mit ICOS auf aktivierteirZellen kann eine CD4 und CD8
T-Zell-Antwort  stimulieren®. Bei normalen Muskelzellen scheint ICOS-L unter
inflammatorischen Bedingungen die Rolle der beideassischen Korezeptoren zu
Ubernehmen, wodurch Muskelzellen als nicht-protesdie APC agieren und im Rahmen
einer Myositis letztlich zerstort werden kénn€f '°° Bei RMS ist die Rolle von ICOS-L
bisher unbekannt, aber aus zwei Grinden untersgskimdig: zum einem fuhrt ICOS-L bei
Melanomen zur Rekrutierung regulatorischer T-Zelied Suppression der anti-tumorése
Immunantwort'® zum anderen zeigte sich in unseren Untersuchueigennegative Tendenz
zwischen ICOS-L Expression und dem Uberleben vontiean mit ARMS
(Abbildung 3.16). Diese Befunde sollten an eineahlréingigen Patientenkohorte tberprift

werden.

4.4.1.3 Adhasionsmolekile: CD54 (ICAM) und CD56 (NC AM)

Die Interaktion von Immunsystem und humaner Skalgskulatur bei inflammatorischen
Myopathien wird durch die Expression von Adhasioakakilen ¢ell adhesion molecules,
CAM), wie CD54 (ntra-cell adhesion moleculelCAM-1), CD56 f(eural-cell adhesion
molecule, NCAM-1) LFA-1 und Sialyl-LewisX, unterstut? **> Von Myoblasten wird
CD56in vitro spontan, CD54 nach Induktion mit [iFNxprimiert. Die CD56-Expression in
RMS-Biopsien wurde bereits frither beschriebérund hier bei allen getesteten RMS-
Zelllinien und Geweben bestatigt (Abbildung 3.17duB.18). Aufgrund der gleichmalig
starken Expression bei fast allen RMS-Zelllinienmkot CD56 als Ursache der
unterschiedlichen Zelllyseraten durch die chimgfen56-negativen) T-Zellen kaum infrage.
Da die CD56-vermittelte Adhasion (iber eine homatgpe CD56-CD56 Bindung erfofgf,
konnte es allerdings sein, dass die hohere Zytmtéxi CD56-positiver chimarer
NKT/CIK-Zellen im Vergleich zu chimaren T-Zellen ©hildung 3.10) mit der
CD56-Expression auf RMS-Zellen zusammenhédngt. Eethende Experimente mit
CD56-blockierenden Antikdrpern kénnten diese Fridlesg néher beleuchten.

Anders als CD56 wurde CD54 nur von der ARMS-ZelirCRL2061 exprimiert. Eine
CD54-Induktionin vitro war, im Gegensatz zu humanen Myoblasten, weder durgata
von IFNy noch TNF méglicht®> RMS-Gewebe zeigten eine heterogene Expressien- di
wie von Xionget al. gerade beschrieb&f - zwischen negativ und schwach schwankte
(Abbildung 3.19). Die transkriptionellen Expressdaten und die Chemokin-Analyse von

vier ERMS-Biopsien lie3en allerdings eine wesehtktarkere Proteinexpression vermuten,
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als bei den untersuchten Paraffingeweben immurdtistoisch nachgewiesen wurde
(Abbildung 3.19). Die Analyse der Uberlebensdatetrazhte zudem eine positive
Korrelation  zwischen  CD54-Expression und Uberlebebei ERMS-Patienten
(Abbildung 3.20), eine Beobachtung, die auch sdb@irdiversen anderen Tumoren gemacht
worden wai?® %2 2% wahrend ARMS-Patienten mit steigender CD54-Exgioeszu einem
schlechteren Verlauf tendierten (nicht signifikanDiese scheinbar widersprichlichen
Ergebnisse lassen vermuten, dass RMS-Tumore neéemembrangebundenen auch die
l6sliche CD54 (s-CD54; s-soluble)-Variante bildetohe s-CD54 Serumlevel korrelieren bei
Melanomer®, Colon?*’ 32 Magen3* und Mammakarzinoméff' sowie Lymphomef® mit
einer schlechten Prognose und einem aggressivenémoB/p. Als Mechanismus wird
vermutet, dass die Bindung von s-CD54 an das Legkozintegrin LFA-1 fymphocyte
function-associated antigdas Anlagern der Lymphozyten an Endothelzellehindert®*
und gleichzeitig bei den Endothelzellen zur Aktivieg von Signalkaskaden fiihrt, welche die
Angiogenese induzieréff. Dadurch wird die Rekrutierung von Lymphozytenden Tumor
minimiert und die Tumorangiogenese verstarkt. Aufgk fehlender Serumproben von
RMS-Patienten konnten wir die s-CD54-Spiegel niobstimmen, die bisher in nur einer
Arbeit mit geringer Fallzahl und ohne subtypensimzie Unterscheidung untersucht
wurder??’. Daher erscheinen Untersuchungen zur Rolle voiD54Cals prognostischer und
evtl. pradiktiver Biomarker (z.B. im Hinblick auh@i-angiogenetische Strategien) sinnvoll.
Demgegeniber wurde die potenzielle Relevanz miesnbrangebundene@D54 in der
vorliegenden Arbeit durch Transfektionsexperimeantalysiert. Diese zeigten erstmals, dass
die CD54-Neoexpression auf der Zellmembran urspidin@D54-negativer RMS-Zellen die
Zelllyse sowohl durch fAChR-spezifische T-Zellens alauch durch unspezifische
NKT/CIK-Zellen steigert (Abbildung 3.22 und Abbildg 3.23). Die Zytolyse der konstitutiv
CD54-positiven ARMS-Zelllinie CRL2061 wurde durchimare T-Zellen und NKT-Zellen
nach CD54-Hyperexpression nicht verandert. Ob Chédsfizierte RMS-Zelllinien
gleichzeitig die l6sliche Variante bilden und inwet deren Sekretion chiméare T-Zellen
hemmt, missen weitere Analysen klaren. Ebenso @sréhteressant sein, die differentielle
Expression der CD54-Splice-Varianten hinsichtlicar dinterschiedlichen Prognose von
ARMS und ERMS zu analysieren.

4.4.1.4 Immunsupprimierende Oberflachenmolekiile: B 7H1 und B7H3
Immunsupprimierende  Oberflachenmolekile bei  Tumlteaze nehmen bei der

Tumorentstehung, Progression und Resistenz eirteafemRolle ein. Die Expression dieser



4. DISKUSSION 132

Faktoren fuhrt meist zu einer gestorten Interaktion Immun- und Tumorzellen oder wirkt
sich hemmend auf die Aktivitat tumorinfiltrierendgmphozyten aus. Immunsupprimierende
Oberflachenmolekile, welche die Interaktion von Muatur und Immunsystem bei
inflammatorischen Myopathien modulieren sind die-HB¥mologe B7H1 und B7H3 3%
Beide Oberflachenmolekiile wurden bisher nur beiERMS-Zelllinie TE671 beschrieb&h
328 \was in der vorliegenden Arbeit bestatigt werdenrke (Abbildung 3.24).

Die B7H1-Expression war auf den verschiedenen RMfteh sehr heterogen und am
starksten bei der ARMS-Zelllinie RH30 ausgepragéhwend eine Oberflachenexpression
mittels FACS bei RH41- und FLOH1-Zellen nicht detetbar war (Abbildung 3.24). Die
guantitative Bestimmung der B7H1-mRNA an RMS-Gewelsrgab im Vergleich zu
Skelettmuskulatur nur fir ARMS eine signifikantepassionssteigerung.

In der Regel wird B7H1 (auch PD-1L genannt) auff@ssionellen APCs exprimiert und
verhindert durch Bindung an seinen Rezeptors PDflaktivierten T-Zellen, B-Zellen und
Monozyten iiberschieBende Immunantwort&h'’® 322 Bei Tumorzellen ist die Expression
von B7H1 ein verbreiteterescape“-Mechanismus, der zu verminderter Proliferation,
eingeschrankter Zytokinsekretion (Anergie) und Apsp aktivierter Effektorzellen futiff
259330nd bei vielen Tumoren mit einer schlechten Pregrassoziiert ist* 331333 Bei RMS
fehlen entsprechende Untersuchungen.

Die besonders starke B7H1-Expression bei der ARMBiZie RH30 (Abbildung 3.24)
kénnte jedoch eine Erklarung fur die geringe JFBEkretion sein, die nach der
Kokultivierung von chimaren T-Zellen und RH30-Zellbeobachtet wurde (Abbildung 3.7).
Entsprechend dieser Hypothese wird es interesseanizg sehen, ob eine B7H1-Blockade auf
RMS-Zellen die Effektivitat chimarer T-Zellen &ahohii verbessern kann, wie dies bei
Plattenepithelkarzinomen beobachtet wdite

Andererseits wurde bei Melanomen gezeigt, dass BAHEXxpression von PD-1 auf Tumor
infiltrierenden Lymphozyten fiihrt und langfristigedAnti-Tumor Antwort hemmen kariii>.
Uber die Faktoren die eine PD-1 Expression indeniexird zurzeit noch spekuliert. Unter
welchen Bedingungen PD-1 von chimaren T-Zellen na&abkultur mit RMS-Zellen

exprimiert wird, wurde hier nicht weiter untersucht

Neben einer heterogenen B7H1-Expression zeigten-R&liBnien durchweg eine verstarkte
B7H3-Expression, die auch bei ERMS-Biopsien nachgssn wurde (Abbildung 3.24 und
3.25). Die Rolle des B7H3-Molekills konnte bishechnirestlos aufgedeckt werden: es

scheint aber an Zellmigration und Invasfdnebenso beteiligt zu sein, wie einen
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inhibitorischen  Einfluss gegenuiber aktivierten Thiphozyten zu habéh Bei
Lungenkarzinomen und Glioblastomen korreliert diéHB-Expression mit einer hdheren
Metastasierungsneigung und Malignifdf **® Waschbischet al konnten zeigen, dass ein
spezifischer knock down“mit B7H3-siRNA die T-Zell-vermittelte Lyse der RMZelllinie
TE671 verbessern konfite Eine Reproduktion der Ergebnisse war bisher niebglich, da
der .knock down“mit sSiRNA nur unzureichend gelang, sodass ledigime Tendenz hin zu
einer effektiveren Zelllyse erreicht werden kon(wdbildung 3.27). Die Herstellung und
Verwendung von shRNA kodnnte einen dauerhaftenogk down®induzieren und damit

verlasslichere Ergebnisse liefern, als dies mittidarsienten sSiRNA mdoglich ist.

4.5 Resistenzmechanismen, die die Apoptose-Induktio n bei RMS
beeintrachtigen kénnen
Im ersten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass RMfleh durch chimare Effektorzellen
eliminiert werden, ohne auf die Mechanismen depBsge einzugehen. In Vorarbeiten wurde
die Hypothese ge&aul3ert, dass von aktivierten cleimdrZellen stammendes IFNUr die
Induktion des Zelltods von RMS verantwortlich?8&iIFNy kann auRerdem die Expression
einiger oben untersuchter, immunologisch relevaiteerflachenproteine modifizieren und
die Expression des fAChR in myogenen Zellen steferwas die lytische Aktivitat
fAChR-gerichteter chimarer T-Zellen erhohen kdniteher wird hier die IFiWirkung auf
Proliferation, Apoptose und Target-Gene in RMS-&rliliskutiert.

4.5.1 IFNy

In funktionellerHinsicht war durch IFMnur bei RH30-Zellen der Zelltod auslosbar, demrabe
im Vergleich zu den IFisensitiven HT29-Karzinomzellen gering ausfiel (Adbng 3.30).
Da im Gegensatz zu den apoptotischen HT29-ZelleiRB&0 keine Spaltung der Caspase 8
beobachtet wurde, handelte es sich vermutlich wgiga um nekrotische Zellen.
Demgegeniber war bei CRL2061 und RH41 ARMS-Zellearcld IFNy nur ein
anti-proliferativer Effekt, und in FLOH1, RD6 uncE®71 weder eine proapoptotische noch
proliferationshemmende Wirkung erkennbar (Abbild@m80 und 3.31).

Parallel zu diesen geringen funktionellen Effekeggab die Expressionsanalyse der #FN
Target-Gene MHC-I, MHC-II und AChR, dass lifKei allen untersuchten RMS-Zelllinien

nur minimale Veranderungen auf RNA-Niveau und keimkennbare Steigerung auf
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Proteinebene bewirkte (Abbildung 3.28). Von diesanskriptionellen Hemmung war auch
der negative Regulator SOCSslippressor of cytokine signaliidf betroffen.

Aufgrund der unerwartet geringen Sensitivitat ddviRZelllinien gegenuber IFN und
dessen Bedeutung bei der Tumorentstehung im Rale®iumoimmunoediting’, wurde
der IFNy-Signaltransduktionsweg bei RMS-Zellen ndher unighs

Die IFNy-Rezeptoren (IFNGR) 1 und 2, deren Expressionsaoiadslimitierender Faktor der
Signaltransduktion beschrieben wuffezeigten jedoch in allen RMS-Zelllinien eine etwa
gleiche Expression wie in IRNsensitiven HT29-Zellen (Abbildung 3.32). Mutationenden
sich in keiner der wesentlichen, funktionellen Dom& von IFNGR1 und die
Phosphorylierung des [IRMNabhangigen Transkriptionsfaktors STAT-1 war regélh
(Abbildung 3.33§°

Diese Befundkonstellation legte die Mdglichkeiteziepigenetischen Regulation nahe, zumal
die Promotormethylierung des MHCII-TransaktivatGi$TA eine typische Ursache defekter,
IFNy-resistenter MHCII-Expression 8¢ und kiirzlich auch die gestérte Zellzykluskontrolle
bei RMS auf epigenetische Mechanismen zuriickgefuhsurdé*.  Unsere
Demethylierungsversuche mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidif’ (Aza) konnten bei RMS-Zellen
allerdings weder die MHC-I1I- noch die AChR-Expressinduzieren (Abbildung 3.36), was
anderen Autoren erst durch kombinierte Behandlung Histon-Deacetylase-Inhibitoren
(HADAC) und 5' Aza gelan§>. Ob alle Promotoren der untersuchten }Frget-Gene
einer epigenetischen Regulation unterliegen, ishdyi unklar, zumal auch andere Faktoren
(CaMKII**® und miRNAS*) die transkriptionelle, post-transkriptionelle ungost-
translationelle Stabilitat von MHC-II- und ander#iNy-Target-Genen regulieren. Ebenfalls
unbekannt ist, ob RM$ vivo unterschiedliche IFidResistenzen aufweisen (wie die hier
verwendeten Zelllinine), und ob die¥ariabilitat Bedeutung fur die klinische Aggressiti
von RMS hat, wofiir Mausmodelle anderer TumorenciE#? 3*>**® Demgegeniiber zeigen
die vorliegenden Ergebnisse klar, dass die Apopiasektion durch chimare T-Zellen bei

RMS-Zelllinien ein IFN-unabhangiger Prozess ist.

4.5.2 Resistenz von RMS gegenuber extrinsischer Apo  ptose-Induktion durch
Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie

Zu den Stimuli, welche die ,extrinsische Apoptoseiuzieren und an der T-Zell-vermittelten

Lyse von RMS beteiligt sein kénnten, gehéren FASFNFo und TRAIL (TNF related

apoptosis inducing ligand*.
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TRAIL ist fur die natirliche Tumoriberwachungnmune surveillangeessentiell und im
vorliegenden Kontext besonders interessant, wedpeziell die Apoptose von Tumorzellen
durch zytotoxische T- und NK-Zellen induzi8ft**?und bereits klinisch getestet wittf >

Mit Ausnahme der beiden ERMS-Zelllinien RD6 und TYEGvurde bei allen RMS-Zelllinien
durch TRAIL eine Tumorzelllyse nachgewiesen, dié @mer Caspase 8-Spaltung einherging
(Abbildung 3.37), aber auch nach 48-stundiger lakgnszeit inkomplett war (20-50%
Uberlebende Zellen) (Abbildung 3.37 A). RD6 und TEERMS-Zellen waren sogar vollig
resistent. Die grof3ere TRAIL-Resistenz der ERMSgheten mit den ARMS-Zelllinien
korreliert gut mit der starkeren Resistenz der ERMfien gegenlber chimaren T-Zellam
vitro. Eine direkte Beteiligung von TRAIL an der Zytolygen RMS durch chimére T-Zellen
muss aber erst noch geklart werden (z.B. durch ¥edung TRAIL-blockierender
Antikdrper). Die TRAIL-Resistenz von Tumorsubpogidaen ist in mechanistischer
Hinsicht ebenfalls unklar, wird aber wegen ihrerd8etung fir Tumorrezidive eingehend
untersucht®.

Wie im Falle der TRAIL-induzierten Apoptose wurdach eine verminderte Sensitivitat
gegeniiber FAS-L als pathogenetischer Faktor beiTdenorentstehung beschrieb&h®”’
FAS-L wird ebenfalls von aktivierten T- und NK-Zeti exprimiert und induziert Apoptose
geschadigter und Virus-infizierter Zelf8h Im Gegensatz zu TRAIL ist die therapeutische
Anwendung von FAS-L aufgrund hoher Lebertoxizitdlerdings nicht moglicfr®
DarlUber hinaus waren die RMS-Zelllinien auch keft@ndidaten fur eine FAS-L Therapie,
da alle Linien vollig resistent waren. Dies beruhtauf einer fehlenden
FAS-Rezeptor-Expression (Abbildung 3.38), die deraus anderen Zellsystemen bekannt
ist® und durch IFN-Stimulation auch nicht berwindbar Wir (nicht gezeigt). Eine
Beteiligung von FAS-L an der chimaren T-Zell-vermiten Apoptose von RMS-Zellen ist
somit auszuschlieen. Die kombinierte Resistenz Mamoren gegenuber IENund FAS-L
wurde in einem Mausmodel bereits mit einer hohdvertastasierungsneigung und einem
aggressiveren Phanotyp in Verbindung gebrithden es auch fir RMS noch zu untersuchen
gilt.

Des Weiteren wurde TNFals Ausloser der extrinsischer Apoptose unterstichtich dabei
zeigten alle RMS-Zelllinien eine Apoptose-Resistanm lediglich RH41 ARMS-Zellen
reagierten auf hohe TNFDosen mit verlangsamtem Wachstum (Abbildung 3.39e

zugrunde liegenden Resistenzmechanismen wurdehwgter untersucht.
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4.5.3 Resistenz von RMS gegenuber intrinsischer Apo  ptose-Induktion

Angesichts der weitgehenden Resistenz gegenubaul@toren der extrinsischen Apoptose
wurden RMS-Zelllinien und Gewebe im nachsten Sthoitgl. der Expression pro- und
antiapoptotischer Molekile dentrinsischen Apoptose-Kaskade untersucht. Verschiedene
antiapoptotische Mechanismen wurden kiirzlich in RE&8en entdeckf® *** Dazu gehéren
die verstarkte Expression von IAPm(bitors of apoptosisSurvivin, XIAP, clAP1 und
clAP2 3%°%% sowie von Mitgliedern der Bcl-2-Famifi€®’? Diese Befunde konnten
teilweise bestétigt werden. Es fand sich aber bisker so nicht beschriebene Heterogenitat
der exprimierten Profile pro- und antiapoptotiscMalekiile bei den Zelllinien und RMS-
Biopsien gleichermal3en (Abbildung 3.40 und 3.42).

Wegen der besonders heterogenen Expression votiedégn der Bcl-2-Familie und der nur
relativ geringen Zahl verfuigbarer Zelllinien undBsien, konzentrierte sich diese Arbeit auf
die homogener veranderten IAPS Der antiapoptotische Einfluss der IAPs beruht
iberwiegend auf der direkten oder indirekten Irgibing der Caspasen 3, 6, 7 uitf:XIAP
hemmt besonders die proapoptotischen Proteasenuntetbricht so die mitochondrial
ausgeloste intrinsische Apoptosekaskade. Demgegertigmmen clAP1 und clAP2 die
Apoptose eher indirekt tiber eine Poly-Ubiquitinieguwvon Target-Genéfr3"® wie RIP£?

114 und kénnen ihrerseits durch die natiirlichen IAfagonisten SMAC/DIABLO
neutralisiert werdet{® 3¢

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Asedy wiesen RMS-Zelllinien und
Gewebe im Vergleich zu Muskulatur eine verstarktgression von clAP1, XIAP und
besonders von Survivin auf (Abbildung 3.40 und R.ARie fUr andere Tumoren bereits
beschriebeif’, konnte trotz geringer Fallzahl einen Trend fiineeinegative Korrelation
zwischen Patiententberleben und Survivin-Expressioeau im jeweiligen RMS gefunden
werden (p = 0,06) (Abbildung 3.43). Die bei einigamderen Tumoren beobachtete
prognostische Relevanz einer nukleéren versus agoytischen Survivin-Expressithi®®?
bestétigte sich infolge der geringen Fallzahleeardlhgs nicht.

Um den funktionellen Einfluss der IAP-MitgliederfaRroliferation und Apoptose von RMS-
Zellen zu untersuchen, wurden die Zelllinien mihesn artifiziellen IAP-Antagonisten
(SMAC-Mimetic behandelt, der Teile der N-terminalen Sequenz desirlichen
IAP-Antagonisten SMAC (s. oben) imitié® und zum proteasomalen Abbau von clAP1,
clAP2*"* 3¢ nd von XIAP fithren kanfi>. In den hier durchgefiihrten Untersuchungen l6ste
das SMAC-Mimetic nur geringe proapoptotische Effekte bei RMS-Zelis (s. unten) und

fuhrte lediglich bei clAP1 zu einem dauerhaften t@rabbau, wahrend fir XIAP und
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Survivin spatestens nach 6 h das urspringlichedsspnsniveau wieder erreicht worden war
(Abbildung 3.45).

Hintergrund dieser Beobachtungen diirfte ein ausr@mdZellsysteméfl’ bekannter,feed
back“-Mechanismus mit antiapoptotischen Folgen sein. Diegradation von clAP1/2
bewirkt Gber eine Aktivierung des N&B-Signalweges namlich nicht nur eine (grundsatzlich
proapoptotische) TNESekretion, sondern fihrt letztlich zu einer velgign Re-Expression
von IAPs, falls die Tumorzelle in dem frihen aberZen IAP-defizienten Intervall keine
ausreichende z.B. TNFgetriebene Apoptose-Kaskade aufB&ut>

Angesichts der oben beschriebenen @iNResistenz fast aller RMS-Zelllinien scheint eine
solche Konstellation bei den meisten RMS in derviakzuliegen und kdnnte der Resistenz
gegenuber SMAQJAimetics zugrunde liegen. Im Sinne dieser Hypothese zeigten
Kombinationsbehandlungen von RMS-Zellen mit SMMBnetic und TNFRx kaum
Synergien (Abbildung 3.44).

Weshalb vor diesem Hintergrund die kombinierte Belhang aus SMAQWimetic und
chimaren T-Zellen die Zytolyse bei der ARMS-ZeliirFLOH1, nicht aber bei den anderen
Linien verbesserte (Abbildung 3.47), war zunachstlar. Ein Grund kénnte darin liegen,
dass die Behandlung mit SMAKmetic und ebenso TNE IFNy und TRAIL bei FLOH1
(und TE671) Zellen im Gegensatz zu den andererlirdelt nicht zur erwarteten NkB-
getriebenen Induktion von IAPs flhrte, sondern dABurvivin und teilweise clAP2 herab
regulierte (Abbildung 3.48). Die molekulare Basis tliese Unterschiede zwischen FLOH1
und TE671 einerseits und den anderen Linien arskdtsy ist bisher unbekannt. Ebenso
unklar ist, weshalb TE671-Zellen anders als FLOlleh gegeniber ,chiméren T Zellen
plus SMACMimetic’ resistent sind, obwohl beide RMS-Linien unter SGMimetic IAPs
herab regulieren. Offensichtlich kbnnen TE671 akéive antiapoptotische Mechanismen
aktivieren — was die Komplexitat und Heterogendat antiapoptotischen Netzwerke bei
RMS unterstreicht. Schlussfolgernd legen die getastchriebenen Befunde nahe, dass der
therapeutische Einsatz von SMAIimeticsbei RMS wohl Uberlegt sein sollte, da durch die
NFkB-getriebene Uberexpression von IAPs Chemotheregiltenzen erzeugt werden

konnten, wie dies bei Mesotheliomen bereits besblen wurd&®

4.5.4 Survivin
Obwohl Mitglied der IAP-Familie wird Survivin in seer Expression von SMAGAimetics

nicht maRgeblich beeinflusst. In RMS-Xenotrans@anbdellen konnte gezeigt werden, dass

r%GS 368

eine Survivin-Blockade die Proliferation und Viatsit von RMS verminde und die
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Radiosensitivitat durch Wechselwirkung mit der DIR&paraturapparat erh8ft Survivin
hemmt die Apoptose, indem es XIAP vor Ubiquitiniegti® und proteasomaler
Degradation®’ schiitzt, was sich als relevant fiir die T-Zell-vitreite Zytotoxizitat bei
Hodgkin-Lymphomen erwiesen &t Ob die in RMS beobachtete Survivin-Hyperexprassio
die Tumorzellen vor den nattrlichen oder chimanrgotoxischen T-Zellen schitzt, war aber
unbekannt und konnte in dieser Arbeit erstmals gewiesen werden: Survivin-Repression
mittels siRNA und pharmakologisch mittels Celecoxibrstarkte den lytischen Effekt
chimarer T-Zellen auch bei den zuvor resistentdhiien, wie RD6 und TE671 (Abbildung
3.50 und 3.52). Die Wirkung des Cox-2-Inhibitors l€exib beruht dabei auf einer
Verminderung der Survivin Protein-Stabil &%

Klinisch wird Celecoxib bei der Behandlung von Sempen aufgrund rheumathoider
Arthritis*** und zur Prophylaxe bei Familiarer Adenomatdseryfasis® eingesetzt. Da
Celecoxib auch die Anzahl vomyeloid-derived suppressor ce{l¥DS)" reduziert, die eine
Tumor-assoziierte Immunsuppression bewifk&rkdnnte sich Celecoxib in Kombination mit
chimaren T-Zellen in doppelter Weise glinstig awd &ehandlung von RMS auswirken:
durch Forderung der Tumorzellapoptose (wie hier efggy und zusatzlich durch
Abschwachung der intra-tumorésen MDSC-vermitteltermunsuppression (Uber die bei
RMS in vivo bisher noch keine Untersuchungen vorliegen). Déx hufgezeigte Strategie
birgt durchaus das Potenzial in der medizinischaxiBr Anwendung zu finden, da die
JKleinen Molekiile* YM155 bzw. LY2181308"3%° als Survivin-Inhibitor bereits in
klinischen Phase I-Studien bei soliden Tumoren liydphomen getestet wurden uimdvivo

die Survivin-Expression reduzieren und die Tumdpzeliferation hemmety®.

4.6 In-vivo -Mausexperimente

Die Uberexpression von Survivin in RMS wurde in sdie Arbeit als Mechanismus
identifiziert, derin vitro zur Resistenz von RMS gegentber chimaren T-Zdikitrug. Die
Relevanz dieser Beobachtung wurde anhand einegy@&eanin-vivo-Mausmodels Uberprift.
Dabei zeigten tumortragende immundefiziente Mausmgten nach einmaliger Injektion
chimarer T-Zellen, im Vergleich zu Mausen nach ktign nicht-chimérer T-Zell-Kontrollen,
wahrend der ersten drei Wochen ein verminderteshdfam der aus RD6 ERMS-Zellen
bestehenden Xenotransplantate (Abbildung 3.54).eOlaitere Behandlung mit chimaren
T-Zellen verstarkte sich danach das Wachstum depiXansplantate, die nach zwei Wochen
die gleiche GroRRe wie in den Kontrolltieren errégch Dieser transiente Effekt einer

einmaligen Behandlung xenotransplantierter Mauset w©himaren T-Zellen gleicht
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weitgehend der vorubergehenden Proliferationshergmuan RMS-Xenotransplantaten
wahrend der Behandlung mit einem fAChR-spezifischemuntotoxirf®’, das auf dem
gleichen Antikorperfragment (scFv35) basiert wie deer verwendete chimére Rezeptor.
Auch dabei trat kurz nach dem Ende der Immunotatiabdiung ein aufholendes
Tumorwachstum auf.

Grinde fur dieses ,Therapieversagen® konnten ure eeduzierte fAChR-Expression auf
den RMS-Zellen, die Selektion primar fAChR-negatisubklone oder die Entwicklung
fAChR-unabhéngiger Resistenzmechanismen sein, welitd Wirkung von Immunotoxin
oder chiméaren T-Zellen beeinflussen.

Ob eine Hemmung der Survivin-Expression die Effetdt der T-Zellenin vivo erhdht,
konnte in dieser Arbeit nicht vollstandig geklarenden. Obwohl bereits mehrehe-vivo-
Studien mit Celecoxib durchgefuhrt wurden, war @ebstanz fir den verwendeten
Mausstamm in Vorversuchen so toxisch, dass dieaggg regularein-vivo-Versuche nicht
durchgefuhrt werden konnten. Bei kinftigen Expentea sollte Celecoxib durch das
weitgehend untoxische Shepherdin ersetzt werdes, di@ Interaktion von Hsp90 und
Survivin hemmt und dadurch zum Abbau von Survivihrf®. Bei Vorexperimenten mit
chimaren T-Zellen und den RMS-Zelllinie wurden 18iepherdin ahnliche Wirkungen auf

die Survivin-Expression wie nach Survivknock down* und Celecoxib-Gabe beobachtet.
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4.7 Zusammenfassung und Ausblick

Vor dem Hintergrund des klinischen Bedarfs nach eneuTherapiestrategien flr
chemotherapierefraktare, fast immer tédlich vedade Rhabdomyosarkome (RMS) war es
das Ziel der vorliegenden Arbeit, eine verbessedeptive Immuntherapie mit RMS-
spezifischen chimaren T-Zellenin vitro und im Mausmodell zu entwickeln,
Resistenzmechanismen gegen eine solche Therapdemtifizieren und mdgliche Strategien
fur ihre Uberwindung zu entwickeln.

Die tumorspezifische zytotoxische Wirkung chimaieZellen hangt von der Expression
chimarer Antigenrezeptoren (CAR) ab, die im einfdeh Falle (Rezeptoren der
ersten Generation) aus dem tumorantigen-spezifis@dwd-v-Fragment eines Antikorpers,
einer 1IgG-Domane und der CDSignaltransduktionsdomane des T-Zellrezeptorsebest

In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass RMS als weitgdhtumorspezifisches Antigen den
fetalen Acetylcholinrezeptor (fAChR) auf der Zelloberfla&ckexprimieren und von humanen
fAChR-spezifischen chimaren T-Zellen der ersten étation erkannt werden. Die-vitro-
Zytotoxizitat dieser chimaren T-Zellen war aber déimeln-vivo-Anwendung zu gering.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde daher ein fAChR-spezifischer CAR der
zweiten Generation kloniert, der zwischen der Igd CDI-Doméane eine zuséatzliche
kostimulatorische Domane des CD28-Molekils enthdliese Doméane dient der
Kompensation insuffizienter kostimulatorischer Sign die normalerweise durch
kostimulatorische B7.1-, B7.2- und B7H2-Molekilef antigen-prasentierenden Zellen
vermittelt werden und soll die Anergisierung chierar T-Zellen verhindern. In
Kokultivierungsexperimenten mit chimaren T-Zellemdueinem breiten Spektrum von RMS-
Zellen konnte gezeigt werden, dass der CAR der tewd&beneration dem der
ersten Generation in Bezug auf Zytotoxizitat undeltaktivierung signifikant Gberlegen war.
Die Zelllyserate war aber insgesamt immer noch fri@akgend und insbesondere stark von
der verwendeten RMS-Zelllinie abhangig, sodass \de&mutung Zelllinien-spezifischer
Resistenzmechanismen nahe lag.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden daher potenzielle Resistenzmechanismemsuictd, die
auf einer ineffizienten Interaktion zwischen chier@iT-Zellen und RMS beruhen kénnten.
Erstenserwiesen sich - passend zu der verbesserten Akingechimarer T-Zellen der
zweiten Generation - RMS-Zelllinien und Tumorbiagpsiauf Proteinebene als negativ bzw.
nur schwach positiv fuir die CD28-Liganden B7.1 B2 bzw. ICOS-L und ihre Expression
war durch IFly und TNFx auch nicht (B7.1 und B7.2) oder nur schwach anfedihen RMS-
Linien (ICOS-L) induzierbar.
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Zweitenszeigte sich, dass auch die Expression ,unspeldiscAdhasionsmolekile (CD54,
CD56) fur die effiziente Interaktion chimarer Effekzellen mit RMS-Zellenn vitro und
maoglicherweisen vivo bei Patienten relevant sein konnte: So wwarvo eine Korrelation des
CD54-Expressionsniveaus auf RMS mit dem Uberleben ehtsprechenden Patienten
nachweisbar. AufRerdem lie sich bei primar CD5Zatiegn RMS-Zelllinien die
Empfindlichkeit gegentber chimaren T-Zellen (di@ d&D54-Liganden LFA-1 tragen) durch
CD54-Transfektion signifikant steigern, wahrend sdre Effekt bei einer primér
CD54-positiven  RMS-Linie  nicht  erkennbar war. Dagiilb hinaus  wirkten
CD56-exprimierende chimare Effektorzellen (NKT-2ellund CIKs, gytokine-induced killer
cells’) zytotoxischer als CD56-negative chimare T-Zellemas mdglicherweise mit der
homotypischen CD56-CD56 Bindung zwischen NKT-Zelleder CIKs) und RMS-Zellen
zusammenhangt, die CD56 genau wie RiNMS8ivo konsistent und stark exprimieren.

Drittens wurde auf allen RMS-Zellinien eine OberflachexpEession der
immun-inhibitorischen Molekile B7H1 und B7H3 nactwiEsen, wobei sich B7H3 bei den
RMS-Biopsien als der starker tberexprimierte Irtbib{verglichen mit normaler Muskulatur)
erwies. Die besonders starke Expression von B7THIH@uARMS-Zelllinie RH30 ging mit
einer verminderten Aktivierung chimarer T-Zellemler. Blockierungs- un#nock down
Experimente sind zur Klarung der funktionellen Ralez von B7H1 und B7H3 geplant.
Viertenshangt die Zytotoxizitat chimarer T-Zellen vom Egpsionsniveau des spezifischen
Targets, hier also des fAChR?ab Deshalb wurde versucht, die fAChR-Expression ldlurc
IFNy, TNFa oder deren Kombination zu steigern, was jedochhtnigelang. Diese
Untersuchungen ergaben als Nebenbefunde, dass REEhigoer hohen IFRN und TNF-
Konzentrationen resistent sind (die Zytoxizitatnolrer T-Zellen von diesen Zytokinen also
wahrscheinlich nicht abhangt), und offenbar eingepetisch bedingte Expressionshemmung
zahlreicher IFN-Zielgene aufweisen.

Im dritte Teil der Arbeit wurden Apoptose-relevante Signalwege als potdeziel
Resistenzmechansimen von RMS gegentber chiméaresil@adintersucht.

Die extrinsische Stimulation der Apoptag®ser Rezeptoren der TNF-Rezeptor Familie gelang
lediglich mit TRAIL, nicht aber mit TN& oder FAS-L. Allerdings war eine signifikante
TRAIL-Sensitivitdt auf ARMS-Zelllinien beschrankudhrend ERMS-Zellen resistent waren.
Dieser Unterschied zwischen den RMS-Subtypen Kertel gut mit dem schlechteren
Ansprechen der ERMS-Zelllinien auf chimére T-Zellembei der Nachweis einer Kausalitat
und des zugrunde liegenden Mechanismus noch atisEtednso fehlt eine mechanistische

Erklarung fur die Resistenz aller RMS-Zelllinienggaiber TNB-induzierter Apoptose,
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wahrend die FAS-L Resistenz auf einen generellenS HRezeptorverlust bei RMS
zurtckzufihren war.

In Bezug auf die intrinsische/mitochondriale Apsetcaskad&onnte bei RMS-Zelllinien und
Geweben eine massive Uberexpression von Mitgliedsen jnhibitor of apoptosis®
(IAP)-Familie detektiert werden, die offensichtliatie Induktion der T-Zell-vermittelten
Lysemechanismen bei RMS-Zellen erschwert. Die Ausisong dieser Resistenz-
mechanismen durch die Behandlung mit einem SMA@eticwar ineffektiv und fuhrte nur
teilweise zu einer Degradierung der IAP-Proteinfeaniwodurch die Effektivitat der
chimaren T-Zellen nicht maRgeblich gesteigert wur@emgegenuber verbesserte die
spezifische Inhibierung von Survivin mittels siRNer pharmakologischer Einflussnahme
die Effektivitat der chimaren T-Zellen gegeniiben demorzellen signifikant.

Die vorgenannten Ergebnisse lieferten vierten Teil der Arbeit die Rationale zur
Etablierung eine$n-vivo-Tiermodels, in dem dign-vitro-Befunde Uberprift werden sollten.
Die subkutane Injektion von RD6 ERMS-Zellen in immdefiziente NOD/SCID-Mause
fuhrte zu Tumorbildung und -wachstum, das durchmeilige Gabe chiméarer T-Zellen
verringert, aber nicht vollstandig inhibiert wurd&egen schwerer toxischer Nebenwirkungen
des Survivin-Inhibitors Celecoxib konnte nicht giklwerden, ob chiméare T-Zellen und

Survivin-Hemmungn vivo additiv oder synergistisch wirken.

Ausblick

Die Resultate dieser Arbeit geben erstmals einambliek in das komplexe und sehr
uneinheitliche Netzwerk immunologischer und Apoptbgzogener Resistenzmechanismen
bei verschiedenen RM& vitro und in vivo. Aul3erdem erdffnet die vorliegende Arbeit
zahlreiche Perspektiven auf funktionelle und molate Untersuchungen, die zu einer
Verbesserung der Therapie mit fAChR-spezifischemalen T-Zellen fihren kdnnten:

1. Unter translationalen Aspekten wird es Prioritdben, die Relevanz der Uberexpression
von IAPs (besonders von Survivin) in RMS fiir defidrerapieresistenz gegeniber chiméren
T-Zellen zu belegen. Dazu sind in xenogenen Maustierdvor der Gabe chimarer T-Zellen
Survivin ,knock down“-Experimente geplant, fur die shRNA-Strategien uadenSurvivin-
Inhibitoren (z.B. YM155 oder Shepherdih *Y fir In-vivo-Anwendungen zur Verfiigung
stehen.

2. Von grol3er Bedeutung wird auch die Analyse naatriviederholter Gaben chimarer
T-Zellen in Bezug auf das Tumorwachstum sein, aaraigaben chiméarer T Zellen nicht zur

Tumoreradikation gefuhrt haben.



4. DISKUSSION 143

3. Da die Expressionsintensitaten inhibitorischerd¢eptoren (z.B. B7H1), von Adhasions-
molekilen (z.B. CD54) und des fAChR auf RMS-Zellgglbst grol3en Einfluss auf die
zytotoxische Wirkung chimarer T Zellen haben, eesthdie Blockierung von B7H1 und
B7H3 bzw. die pharmakologische Induktion von CD5#d UAChR auf RMS-Zellen als
theoretisch vielversprechendae, vitro und in vivo Uberprifbare Strategie. Auch die Rolle
bisher nicht untersuchter Molekiile der Tumor/T Zeteraktion (z.B. CD4%® oder Tim-3*9)
erscheint untersuchenswert.

4. Angesichts der starken und verbreiteten Exppasses homotypisch bindenden CD56 auf
RMS-Zellenin vitro undin vivo®™’ und unseres vielversprechenden Pilotversuchs B&6c
positiven NKT-Zellen sollte geprtift werden, ob loer Therapie CD56-positiver RMS dem
adoptiven Transfer CD56-positiver chiméarer Effekdlen der Vorzug vor CD56-negativen
chimaren T-Zellen zu geben ist.

5. Schliel3lich sollte Uber eine weitere Optimierwtgs chimaren Rezeptors nachgedacht
werden: mittlerweile stehen CARs der dritten Geti@nazur Verfiigung, die aufgrund von
verbesserten Proliferationsraten und einer lang®¥eweildauer im Korper die Effektivitat
der T-Zell vermittelten Tumorzelllysén vivo weiter steiger’>. Zum anderen sollte die
Affinitat des verwendeten,single chain“-Fragments Uberprift werden. Da gerade bei
hochaffinen Antikdrperfragmenten auch bei gering@ntikdrperkonzentrationen eine
effektivere Zelllyse beobachtet werden k&A™ sollte versucht werden, die Effektivitat des

fAChR-spezifischen chiméren Rezeptors durch gesteh¥utationen zu verbess&fi*®

Die hier beschriebenen Resistenzmechanismen undmdiglichen Strategien zu ihrer
Uberwindung durften Giber den adoptiven Transfer Rd&zifischer T-Zellen hinausweisen
und Relevanz flr andere immunologische Therapiesgfien wie die Vakzinierung haben.
Bemerkenswert war auflerdem die beobachtete augteprdieterogenitat der
Resistenzmechanismen, die teilweise mit histoldgiscSubtypen segregierten, teilweise fur
individuelle RMS spezifisch waren und auf das Puog¢einer zukinftigen individualisierten
Therapie von RMS-Patienten verweisen. Die Evaluigrukostimulatorischer bzw.
inhibitorischer Rezeptoren (z.B. ICOS-L bzw. B7HBIZH3), von Adh&sionsmolekilen (z.B.
CD54) und Apoptose-relevanten Proteinen als Biosragescheint nach den vorliegenden
Befunden bei immunologischen Therapiestudien vesgemster Art sinnvoll und sollte an
unabhangigen, ausreichend groRen und klinisch sofmelekular-)pathologisch gut

charakterisierten Patienten- bzw. Tumorkollektiegfolgen.
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6.1 Vektorkarten

pBR322
Promotor

fAChR-CD3Z (7312 bp) /
fAChR-CD28-CD37 (7443 bp)

Ncol / Recal

k-scFv35-Fc-CD3g/
Lk-scFv35-Fc-CD28-CD3g
Sacl (3736)

Lk-scFv35-Fc-CD3(

Real Xbal BamHI Xhol

| | |
" Lk | scFvas(EC) | IgG (EC) | cpate) |

Lk-scFv35-Fc-CD28-CD3(
Recal  Xbal BamHI Xhol

LK scFv35 (EC) | I9G (EC) | cozsrm+ic) | cpszae) |

Abbildung 6.1: Schematischer Aufbau der in der Arlderwendeten pBullet-Vektoren inklusive der imHRsen

der Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstell
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6.2 Gewebeproben

Die unter Abschnitt 6.2 aufgefihrten Tabellen ettne Zusammenfassung der im Rahmen
der Arbeit verwendeten Frisch- und Paraffin-Gewebtlegn von RMS- und Muskel-Biopsien.
Die entsprechenden Genehmigungen der zustandigekk&mnmission liegen ebenso vor,
wie eine unterschriebene Einverstandniserklarung Batienten bzw. der jeweiligen

Erziehungsberechtigten.

Tabelle 6.1: Im Rahmen der Arbeit verwendete RM8pBien (Paraffin)

ERMS ARMS

n==8 n=2
Alter (Jahren) 6,63 (£2,6) n.b.
Geschlecht w=4, m=4 w=1;,nb.=1

w — weiblich, m — mannlich, n.b. — nicht bekannt

Tabelle 6.2: Im Rahmen der Arbeit verwendete RM8pBien (Frischgewebe)

ERMS

n==6
Alter (Jahren) n.b.
Geschlecht w=2;m=1;nb.=3

w — weiblich, m — mannlich, n.b. — nicht bekannt

Tabelle 6.3: Im Rahmen der Arbeit verwendete RM8pBien bei denen ejfollow up* verfliigbar war
(nur RNA)

ERMS ARMS

n=13 n=10
Alter (Jahren) 4,3 (£3,0) 12,3 (£3,4)
Geschlecht w=6m=7 w=6,m=3;nb.=1

<5cm=2;>5cm=09; <5cm=1;>5cm=38;
Tumor-Groéf3e

nb.=2 nb.=1
I=1;11=3; Il =5;
Tumor-Stadium m=3Iv=7
IV=3;nb.=1
Uberlebenszeit (Jahren) 4,0 (+3,4) 2,1 (x0,9)
Krankheitsfreies-
3,4 (£3,5) 1,5(#1,2)

Uberleben (Jahren)

w — weiblich, m — mannlich, n.b. — nicht bekannt
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Tabelle 6.4: Im Rahmen der Arbeit verwendete Muslepsien (Paraffin und Frischgewebe)

Muskel (Paraffin) Muskel (Frischgewebe)
n=>5 n=>5
Alter (Jahren) 36,8 (+15,6) 41,2 (+18,7)
Geschlecht w=3; m=2 w=3 m=2

w — weiblich, m — mannlich

6.3 Nachweis der Pax3-FKHR Translokation

Die verwendeten Zelllinien und Gewebe wurden himtsich der beiden bekanntesten ARMS
Translokationen, Pax3-FKHR und Pax7-FKHR, untersuGemal’ der Literatur wurde bei
CRL2061, RH30 und RH41 die beschriebene Pax3-FKHBndlokation nachgewiesen,
wahrend bei der Translokations-negativen ZellliRisEOH1 und den beiden ERMS-Linien
RD6 und TE671 keine Bande detektierbar war. Im #ailverwendeten Frischgewebe wiesen
10 Proben eine Translokation auf (ARMS), die rekdn 16 waren negativ (ERMS)
(Abbildung 6.2; 6 ERMS Proben sind hier nicht ggbei

(A) ARMS ARMS ERMS
(t(2:13))
-
S =
S 8 3 3 o &
z T I g 3 i
Q 4 4 ™S ['4 [
10000
o0
oo
(B) - o~ o - ;) © ~ 00 =) ‘D-
< < < < < < < < < <
= = = = = = = = = =
o o o o o o [4 o o o
! | | | |
- m
a
[}
- o~ ) < 0 © ~ © ) o
- - - - - - - - - Q
< < < < < <« « < < <
= = = = = = = = = =
[3 [3 [ [3 [3 [ 3 [ [3 [3

Abbildung 6.2: Pax3-FKHR Translokation (t(2;13)}) (bei den im Rahmen der Arbeit verwendeten Za#in

und (B) den untersuchten RMS-Frischgewebe-Biopsien

6.4 Chemikalienliste
Acrylamid (Rotipores® Gel 30) Carl Roth GmbH
Agar-Agar Carl Roth GmbH
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Ampicillin

BSA

Ethidiumbromid

Glaswolle silanisiert

Kanamycin

LB broth

SEKen? LE Agarose

TEMED

(N, N, N’, N’ Tetramethylethylendiamin)

Die ubrigen in der Arbeit verwendeten Feinchem#alwurden von den Firmen Sigma

Merck Millipore
PAA

Sigma Aldrich

Supelco

Carl Roth GmbH
Sigma Aldrich

Lonza

Carl Rotm@»H

Aldrich (Seelze, Deutschland) und Carl Roth Gmbldr{&ruhe, Deutschland) bezogen.

6.5 Gerateliste

Brutschrank Certomé&x Braun Biotech
Brutschrank WTC Binder
Chemilumineszenz System Chemismart 5100 Peqglab
CO;, Inkubator HERAcell 150 Heraeus
Durchflusscytometer Calibur Becton Dickinson
Elektrophoresekammer BlueMaritte200 Serva
Elektrophoresekammer MiniProtéaretra Electrophoresis Biorad
Elektroporator NEON" Invitrogen
Farbe-Roboter AutostainerPlus Dako
Fluoreszenzmikroskop Axiophot2 Zeiss
Fluoreszenzmikroskop BX41 Olympus
Heizrihrer MR2000 Heidlolph
Heizrihrer MR2002 Heidolph
Inverses Mikroskop DMIRB Leica
Mikroskop DMIL Leica
Mikrotiterplatten Lesegerat Infinit®00 Pro Tecan
Netzgerat E455 Consort
Netzgerat PowerPac 200 BioRad
pH-Meter pH320 WTW
Pipettierhilfe Accu-jet pro Brand
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Pipettierhilfe
RealTime Analyzer
Schlittenmikrotom
Sequenzierer
Sicherheitswerkbank
Spektrometer
Thermocycler
Thermocycler
Thermocycler
Thermomixer
Transferkammer
Transilluminator
Vortex

Vortex

Waage

Waage

Waage
Wippschuttler
Wippschuttler
Zentrifuge
Zentrifuge

Zentrifuge

pipetud

StepOnePlus PCR System
SM2000R

3130 Genetic Analyzer

HERAsafe KS9

ND100 NanoDrop Spektrometer
Gradient

Primus 96 Plus

Tl

compfort

MiniTransblot Cell

Reax top
VF2

BP3015
SPB63
Polymax1040
WT12

5415R
Megafuge 1.0R
Minifuge GL

Hirschmann
Appliedygitems
Leica
Applied Biosyste
Hereaus
Peglab
Biometra
MWG Biotech
Biometra
Eppendorf
Biorad
Peglab
Heidolph
Janke&Kunkel
Sartorius
Sartorius
Scaltec
Heidolph
Biometra
Eppendorf
Heraeus

Heraeus
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