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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das Rhabdomyosarkom (RMS)

Die wichtigste Gruppe der padiatrischen Weichteilsarkome sind die
Rhabdomyosarkome (RMS). Bei 7-8 % aller soliden malignen Tumorerkrankungen
und zwei Dritteln aller diagnostizierten Sarkome im Kindesalter handelt es sich um
RMS (1). Prinzipiell zahlt RMS zu den hochmalignen Tumoren, die man
histopathologisch in embryonale (ERMS, 75 % aller RMS) und alveoldare RMS
(ARMS, 25 %) unterteilt (2). Des Weiteren wurde eine Klassifikation nach
Prognosegruppen erarbeitet, die im Rahmen der Therapiestrategien der

Cooperativen Weichteilsarkom-Studie (CWS) erreicht werden (siehe Tabelle 1) (3).

Gunstige Prognose

Embryonale Rhabdomyosarkome vom botryoiden Subtyp
Embryonale Rhabdomyosarkome vom Spindelzelltyp

Intermediare Prognose

,Klassische“ embryonale Rhabdomyosarkome
(alle embryonalen Rhabdomyosarkome auf3er botryoidem Sub- und Spindelzelltyp)

Ungunstige Prognose

Alveolare Rhabdomyosarkome einschliel3lich der “soliden Variante*

Das RMS ist mesenchymalen Ursprungs, es leitet sich hauptséchlich aus entarteten
Vorlauferzellen des Muskelgewebes ab (4). Uber Ursachen und Ausloser des RMS
wird spekuliert. Es gibt Hinweise fur ein erhohtes Risiko bei Patienten mit
Neurofiboromatose Typ 1 (5), Beckwith-Wiedemann-Syndrom (6), Rubinstein-Taybi-
Syndrom (7) und Roberts-Syndrom (8). Auch beim Li-Fraumeni-Syndrom wurde ein

vermehrtes Auftreten von RMS beschrieben (9).

Das Therapieprotokoll besteht aus einer multimodalen Therapie aus chirurgischer
Resektion, Chemotherapie, sowie teilweise Radiotherapie (10). Das
Chemotherapie-Schema wird von der Risiko-Gruppe bestimmt und besteht aus
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einer Kombination von Actinomycin D und Vincristin, hinzu kommen Ifosfamid und

eventuell Doxorubicin.

Dennoch ist die Prognose bei RMS im fortgeschrittenen Stadium nach wie vor
ungunstig (11). Im Wesentlichen verhindern Metastasierung, lokale Tumorrezidive
bzw. Chemotherapie-Resistenzen den klinischen Therapieerfolg. Aus diesem Grund
werden spezifischere, effektivere und weniger toxische Behandlungsformen
angestrebt. Hierbei gewinnt das Konzept der Immuntherapie, insbesondere mit

monoklonalen Antikdrpern, zunehmend an Bedeutung (12).

Zunachst werden die beiden Tumortypen ,klassisches® ERMS und ARMS naher

charakterisiert.

1.1.1 “Klassisches” ERMS

.Klassische“ ERMS manifestieren sich vorwiegend im Kindesalter (< 15 Jahre), eine
besonders hohe Inzidenz wird zwischen dem 1. und 5. Lebensjahr beobachtet (13).
Zu dieser Gruppe gehoren auch die pleomorphen RMS des Kindes- und
Jugendlichenalters. Neben dem Kopf-Hals-Bereich (46 %) und dem
Urogenitalbereich (28 %) kommen ERMS in allen Regionen des Kdrpers vor. Im
Bereich der Extremitaten sind ERMS sehr selten (8 %), wohingegen sie im Bereich
der Harnblase und Prostata als einzige Tumorgruppe vertreten sind (14). Der
Tumor besteht aus spindeligen bis ovalen Zellen und kann vom umgebenden
Gewebe nicht klar abgegrenzt werden. Molekulargenetisch ist ein loss of
heterozygocity (LOH) auf dem Chromosom 11p15.5 bekannt, wobei das betroffene
Gen noch nicht bekannt ist (15). Gute Heilungschancen fir ERMS wurden vermehrt
bei einer Tumorlokalisation im Bereich der Augenhdhle sowie im Hodensack
beschrieben (16). Das krankheitsfreie Uberleben nach 5 Jahren bei Patienten mit
.Klassischem® ERMS betragt 69 % und das Gesamtiuberleben liegt bei 86 % (17).

1.1.2 ARMS

ARMS treten bei Kindern vor dem 1. Lebensjahr sehr selten auf (4,7 % aller
ARMS). Bis zum 5. Lebensjahr steigt die Inzidenz an, danach ist eine relativ
gleichméfige Verteilung bis in das friihe Erwachsenenalter beschrieben (13).
Geringfugig haufiger vom ARMS betroffen ist das mannliche Geschlecht (m:w =
1,17:1) (13). ARMS manifestieren sich vorwiegend an den Extremitaten (45 %),
auflerdem im  Kopf-Hals-Bereich (22%) und Rumpf (12 %) (14).
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Histomorphologisch ist der Tumor durch rundliche Zellen charakterisiert, die in
groRen soliden Komplexen angeordnet sind, durchzogen von ,Alveolen®-artigen
Hohlraumen. ARMS sind in 55 % der Falle durch eine spezifische t(2;13)(q35;914)-
Translokation charakterisiert (18). Diese betrifft das PAX3-Gen auf Chromosom 2
und das FKHR-Gen auf Chromosom 13, es resultiert ein PAX3-FKHR
Fusionsprotein. Bei 22 % der ARMS ist eine t(1;13)(p36;q14)-Translokation
beschrieben (19). Hierbei entsteht ein PAX7-FKHR Fusionsprotein, da neben dem
FKHR-Gen auf Chromosom 13 das PAX7-Gen auf Chromosom 1 involviert ist. Oft
findet sich Dbereits zum Zeitpunkt der Diagnose eine deutlich hohere
Metastasierungsrate als beim ERMS, die Prognose ist entsprechend erheblich
schlechter (20). Nach 5 Jahren liegt das krankheitsfreie Uberleben bei 48 %, beim
Gesamtuberleben der Patienten werden 62 % erreicht (17). Fur die t(1;13)-
Translokation wird im Vergleich zur t(2;13)-Translokation eine glinstigere Prognose
beschrieben (21).

ARMS
e T S 1 E -
:. * 4 % ) J. ’ '“‘#P' 'ﬁ .:A. . \‘ ‘: 1
ts kS ‘}\.%.‘.'t,’frfﬁ‘-v AR
% i oy g 18 B
N SO s E T AR
A ZadifT G BN S b B
R o VD A AR <
n"...-_ - - Y ol “: 'c °’~%E" : 4 :5‘%
.‘..¥¥ ik ". ..‘& ' I “l‘i ..;\ o "‘!';‘,".‘. 36‘ V .‘ - “‘:
?;_,9."_‘)'.4:-;‘;‘0 v‘.n.t " 0}-‘,‘ :‘\‘.‘:’ i ) o -.:‘*":;v Ak g (:,
20V a3 AL Widy o a.& Ly 2
h?-;“."“ :..‘ S ,v j L4 P L/ v ;&“ 3
;k,%:‘ &‘ A i QR F a3
¥ "K.-.. ) -.-3;\' (il BW 34'_ LA 5 -_-"d- A S 3 L /

Abbildung 1: Histologisches Bild eines ERMS und ARMS, HE-Farbung. Nachdruck mit Genehmigung
von Dariusz Borys (22), Copyright 2009 — 2011.
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1.2 Tumorimmunologie

Ziel der immunologischen Krebstherapie ist die Anregung des koérpereigenen
Abwehrsystems, um eine Erkennung und Lyse von Tumorzellen zu erreichen.
Hierbei kommen sowohl spezifische (zellular und humoral) als auch unspezifische

Mechanismen zum Einsatz und werden im Folgenden né&her erlautert.

1.2.1 Spezifische Tumorerkennung

1.2.1.1 Zellulare Immunantwort

Bei der zellularen Immunantwort spielen in erster Linie die antigenspezifischen T-
Zellen eine Rolle. Voraussetzung sind spezifische Tumorantigene, die von
antigenprasentierenden Zellen (APC) prozessiert und als kurze Peptide in MHC-
Komplexen der Klasse | und Il auf der Zelloberflache prasentiert werden (Abbildung
2). Der T-Zellrezeptor der CD8"-T-Zellen interagiert mit dem MHC-Klasse I-
Komplex, erkennt das Antigen und wird aktiviert. Nach klonaler Expansion dieser
spezifischen T-Zellen entstehen die zytolytischen CD8'-T-Zellen (CTL). Diese
erkennen die Tumorantigene auf der Tumorzelle und l6sen durch die Ausschuittung
von Perforinen und Granzymen die Zytolyse aus. Unterstitzt werden sie hierbei von
den CD4'-T-Zellen. Diese erkennen das Tumorantigen im Kontext von MHC-
Klasse Il auf den APC. Durch Rezeptor-Aktivierung der CD4"-T-Helferzellen werden
Zytokine freigesetzt, je nach Unterart Interferon-gamma (IFN-y) von den Tyl- bzw.
Interleukin-4 (IL-4) von den Tu2-Zellen. Neben einer sich selbst erhaltenden
Amplifizierung entsteht bei der zellularen Immunantwort ein immunologisches
Gedéachtnis. Dabei handelt es sich um eine besondere Population von Gedachtnis-
T-Zellen (23), die nach erneuter Antigenprasentation eine rasche Wiederherstellung
zytotoxischer T-Zellen gewahrleisten. Beide Eigenschaften fihren dazu, dass die
zellulare Immunantwort als der effektivste Mechanismus gegen maligne Tumoren

angesehen wird.
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Abbildung 2:  Zellulare Immun-
antwort. Tumorzellen présentieren ihr
Antigen entweder direkt auf der
Zelloberflache oder es wird
ausgeschuttet und von den
antigenprasentierenden Zellen (APC)
aufgenommen. Diese verarbeiten das
Antigen und prasentieren es in MHC-
Klasse Il bzw. | den CD4"- bzw. CD8"-
T-Zellen. CD4'-T-Zellen unterstiitzen
die CD8+-T-Zellen durch Freisetzung
von  Zytokinen. Nachdruck  mit
Genehmigung von John Wiley &
Sons, Inc.: Current Protocols in
Human Genetics (24), Copyright 2001.

1.2.1.2 Humorale Immunantwort

Trotzdem darf die Wirkung der humoralen Immunantwort, beruhend auf
hochspezifischen Immunglobulinen (Abbildung 3), nicht unterschétzt werden.
Humorale Antikorper erkennen fast ausschlieBlich Tumorantigene auf der
Zelloberflache und fuhren dann zur antikdrperabhangigen zellvermittelten
Zytotoxizitdt (ADCC) oder zur komplementabhangigen Zytotoxizitat (CDC) (25).
Beide Mechanismen haben das Ziel der Tumorzelllyse. Die ADCC wird Uber den F-
Teil des Antikorpers vermittelt. Hat das Immunglobulin an der Fg-Region
gebunden, wird das F.-Fragment von F.-Rezeptor tragenden Effektorzellen wie NK-
Zellen und Makrophagen erkannt. Die CDC wird direkt 0Ober die
Komplementbindungsstelle in der F.-Region des Antikérpers ausgel6st. Sie fuhrt
Uber eine Kaskade l6slicher Serumproteine zur Bildung eines zytolytischen
Membrankomplexes.

Neben ADCC und CDC kdnnen monoklonale Antikoérper auch verwendet werden,
um Substanzen spezifisch an die Tumorzellen zu transportieren. Sie dienen als
Vehikel fur Zytostatika (drug targeting) oder Radioisotope. Auch enzymatisch
wirksame Molekile werden eingesetzt, die am Zielort eine Umwandlung von
inaktiven Zytostatikaderivaten (Prodrugs; (26)) in das aktive Zytostatikum

vornehmen (antikdrperabhangige Enzym-Prodrug-Therapie, ADEPT) (27).
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Monoklonale tumorspezifische Antikorper kdnnen neben ihrer passiven Wirkung
auch aktiv Uber das antiidiotypische Netzwerk agieren. Hierbei wird eine humorale
Immunantwort gegen die Antigenbindungsstelle eines Idiotypantikdrpers (Abl)
induziert. Auf diese Weise erhélt man den Antiidiotypantikérper (Ab2), bei dem es
sich um ein Spiegelbild des Originalantikdrpers Abl handelt (29). Durch Induktion
einer humoralen Immunantwort gegen den Ab2-Antikérper kann ein weiterer
Spiegelbildantikérper gebildet werden, den man als Anti-Antiidiotypantikorper (Ab3)
bezeichnet. Dieser verfugt Uber dieselbe Antigenspezifitat wie Abl. In der Therapie
werden beispielsweise den Patienten Ab2-Antikdrper kombiniert mit Adjuvantien im
Rahmen einer aktiven Immunisierung verabreicht. Der Patient bildet Uber eine
humorale Immunantwort Ab3, der das Tumorantigen erkennt und die Tumorzellen
tber ADCC und CDC lysiert. Bei B-Zell-Lymphomen wird ein patientenspezifischer
Therapieansatz angewandt. Die Tumorzellen exprimieren fir jeden Patienten
charakteristische Abl-Immunglobuline auf ihrer Oberflache. Nach deren Isolierung
wird ein Ab2-Idiotypenimpfstoff hergestellt, der eine Antilymphomwirkung (Ab3)
induziert (30).
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Abbildung 4: Antikdrperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat. Effektorzellen wie beispielsweise NK-
Zellen binden lber Fc-Rezeptoren an mit spezifischen IgG-Molekilen markierte Zielzellen (Tumorzellen)
und zerstdren diese durch Ausschittung von Granula. Nachdruck mit Genehmigung von GeneCopoeia
and Eureka Therapeutics, Inc.: Trends in Biopharmaceutical Industry (31), Copyright 2009.

1.2.1.3 Tumorantigene

Tumorantigene mussen einerseits vom Immunsystem prasentiert und erkannt
werden, um eine Immunantwort auszuldésen. Andererseits sollten sie idealerweise
nur von Tumorzellen und nicht auf Normalgewebe exprimiert werden, um
Autoimmunreaktionen zu vermeiden (tumorspezifische Antigene). Die sogenannten
tumorassoziierten Antigene werden zwar in Tumorzellen Uberexprimiert, kommen
aber in geringem MalR3e auch in normalen Zellen vor (32). Ein Beispiel hierfir ist das
Enzym Tyrosinase, das von normalen Melanozyten exprimiert wird. In malignen
Melanozyten wird es jedoch wesentlich starker exprimiert, so dass im Blut von
Melanompatienten tyrosinasespezifische T-Zellen gefunden werden kdnnen (33).
Bedingt durch die verédnderte Genexpression in Tumorzellen kbnnen auch Proteine
entstehen, die normalerweise nur in der Embryonalentwicklung vorhanden sind. Bei
Leber- und Eierstock-Tumoren sowie verschiedenen Adenokarzinomen wird
beispielsweise das a-1-Fetoprotein und das karzinoembryonale Antigen exprimiert
(34-35). Um vdllig neue Antigene, sogenannte Neoantigene, handelt es sich bei
mutierten endogenen Proteinen (z.B. p53, RAS (36)) oder Fusionsproteinen,
hervorgerufen durch chromosomale Translokationen (z.B. BCR/ABL bei chronisch
myeloischer Leukdmie (37)). Diese tumorspezifischen Antigene, deren Epitope
beispielsweise auch Bestandteile eines Virus (z.B. E6 oder E7 des humanen
Papillomavirus (38)) enthalten kdnnen, werden vom Tumor exprimiert, in den APC

prozessiert und in MHC-Klasse | prasentiert. Sie werden nicht auf Normalgewebe
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exprimiert, allerdings besteht eine Konkurrenz gegeniber der Vielzahl an normalen
Membranproteinen, so dass tumorspezifische Antigene nur in geringer Zahl von

Tumorzellen prasentiert werden (39).

1.2.2 Unspezifische Mechanismen

1.2.2.1 Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) konnen fremde Zellen, Tumorzellen oder
virusinfizierte Zellen ohne vorherige Aktivierung oder Immunisierung téten. Die
Aktivitat der NK-Zellen resultiert aus einem komplexen Zusammenspiel zahlreicher
aktivierender, inhibierender und kostimulierender Rezeptoren (40). NK-Zellen haben
keinen T-Zellrezeptor, korpereigene MHC I-Molekule werden aber mittels
immunglobulindhnlicher Rezeptoren (,killing inhibitory receptors® KIRs) (41) und
CD94-NKG2A Heterodimeren (42) erkannt und die NK-vermittelte Zytotoxizitat
verhindert (43). Findet keine Erkennung statt, kommt eine Vielzahl aktivierender
NK-Oberflachenrezeptoren zum Einsatz, hierzu gehoéren ,natural cytotoxicity
receptors* NCR, NKG2D, DNAM-1 und LFA-1 (44). Diese interagieren mit
verschiedenen nicht-MHC-Liganden auf tumor- oder virusinfizierten Zellen (40, 44).
Durch die Interaktion der Liganden werden apoptotische Vorgéange induziert. Der
haufigste Mechanismus der NK-vermittelten Zytotoxizitat ist die Freisetzung
lytischer Granula, darunter Perforin und Granzyme. Auf3erdem konnen NK-Zellen

Uber den ADCC-Mechanismus antikorperbeladene Zielzellen téten.

Fur eine Zytolyse ist die Balance der aktivierenden und inhibierenden Signale
ausschlaggebend. Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACI) wie z.B. Suberoyl-anilid-
Hydroxaminsaure (SAHA) regulieren die MICA/B Expression auf soliden und
leukédmischen Tumorzellen hoch (45-47). MICA/B wiederum fungieren als Liganden
des aktivierenden NKG2D-Rezeptors und durch SAHA wird letztlich die Balance

derart beeinflusst, dass Tumorzellen gezielt lysiert werden.

1.2.2.2 Makrophagen

Ahnlich wie bei den NK-Zellen gestaltet sich auch die Interaktion zwischen
Makrophagen und Tumorzellen. Makrophagen verfiigen Uber eine direkte
unspezifische antitumorale Wirkung, sind aber auch bei der spezifischen T-
zellvermittelten Antitumor-Immunitat von Bedeutung. Der direkte Effekt aktivierter
Makrophagen wird Uber sekretorische Produkte wie Tumornekrosefaktor (TNF),

Interleukin-1 (IL-1), freie Sauerstoffradikale, Proteasen und Stickstoffmonoxid
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vermittelt. Durch Antigenprasentation in MHC-Klasse Il erfolgt ihre spezifische
Wirkung. Dartber hinaus zahlen die Makrophagen neben den Granulozyten zu den

wichtigsten Effektoren von ADCC-Reaktionen.

Die beiden Oberflachenproteine CD47 und Calreticulin sind nicht nur fir die Bildung
einer phagozytischen Synapse zwischen apoptotischen Zellen und Makrophagen
von Bedeutung (Abbildung 5), sondern spielen auch eine Rolle bei der Elimination
von Tumorzellen. Das Makrophagen aktivierende Protein Calreticulin wird von
gesunden Zellen kaum gebildet, wohingegen es auf zahlreichen Tumorzellen hoch
exprimiert wird (48-49). CD47 wird sowohl auf Tumorzellen als auch auf normalem
Gewebe Uberexprimiert (50) und interagiert mit dem inhibitorischen Makrophagen-
Rezeptor SIRPa. Auf diese Weise schutzen sich die Tumorzellen vor einem Angriff
der Makrophagen. Die Blockierung dieses negativen Regulators durch Antikorper
kann die Balance der Signale zugunsten der Phagozytose verschieben (49).
Calreticulin aktiviert die Makrophagen und neben der Elimination von Tumorzellen
wird durch Antigenprésentation eine verstarkte spezifische Immunantwort erreicht.
Ein weiterer positiver Aspekt dieser externen Regulation von CD47 ist die gezielte
Aktivierung und Steuerung der Makrophagen. Sind diese einmal in den Tumor
eingewandert, sogenannte tumorassoziierte Makrophagen (TAM), werden diese
von den Tumorzellen ,umprogrammiert®, das Tumorwachstum zu férdern, anstatt es

zu hemmen (51).

SIRPa

‘Disabled’ CD47

}3—:;_5*
: /"- )/V
LRP/CDY1 Calretlcuhn/ /1 ‘
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\ |@®
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Abbildung 5: Formierung einer phagozytischen Synapse zwischen einer apoptotischen Zelle und einer
Makrophage. Das Oberflachenprotein Calreticulin fungiert als Ligand des aktivierenden Makrophagen-
Rezeptors LRP/CD91. Etwas abseits ist der infolge der Apoptose inaktivierte CD47-Ligand dargestellt.
Dieser kann nicht mehr mit dem inhibitorischen SIRPa-Rezeptor interagieren. Nachdruck mit
Genehmigung von Macmillan Publishes Ltd: Nature Cell Biology (52), Copyright 2005.
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1.2.3 Immunevasion von Tumoren

Um einer Immunantwort zu entgehen und das Tumorwachstum zu ermdéglichen,
wurden von den Tumorzellen weitere Immun-,escape“-Mechanismen entwickelt
(53). Die Prasentation von Tumorantigenen an der Zelloberflache ist ein sehr
komplexer Prozess, der auf mehreren Ebenen gestort werden kann. Insbesondere
im fortgeschrittenen, metastasierten Krankheitsstadium sind die MHC-Klasse I-
Molekule auf der Zelloberflache stark reduziert oder fehlen voéllig, so dass die
Tumorantigene nicht mehr von den T-Zellen erkannt werden kénnen (54). Auch ein
genereller Verlust der Antigenexpression und Defekte bei der Prozessierung
verhindern eine Immunantwort (z.B. Melan-A/MART-1 (55)). Kostimulatorische
Molekule (z.B. CD80 (B7-1), CD86 (B7-2)), die fur eine effektive Aktivierung von T-
Zellen erforderlich sind, werden auf Tumorzellen oft gering exprimiert (56).
Hierdurch wird anstatt einer Aktivierung eine Anergie ausgeldst, die T-Zelle wird
inaktiviert und toleriert das Antigen. Zytokine wiederum (z.B. IL-4, IL-10, TGF-j3,
VEGF) werden von Tumorzellen tberexprimiert, um die Antigenprasentation zu
inhibieren und eine Immunsuppression hervorzurufen (57). Dartiber hinaus fehlen in
den Tumorzellen héaufig wichtige Signale fir den programmierten Zelltod (58), z.B.
durch Herabregulation der Todesrezeptoren CD95/Fas (59) und TRAIL (60). Diese
Vielzahl an ,escape“-Mechanismen fihrt zu ernichternden Erfolgsraten
immuntherapeutischer Ansétze. Der Einsatz dieser Therapieform bei weit
fortgeschrittenen Tumoren erfordert eine zusatzliche Elimination/Inhibition der

Evasionsmechanismen.
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1.3 Krebsimmuntherapie

Zur Verstarkung der aktiven, unspezifischen Immunitat wurden bei frihen
immuntherapeutischen Ansatzen Adjuvanzien eingesetzt. Mit dem Ziel, unter
anderem die tumorspezifische Immunantwort zu steigern, wurden vorwiegend
bakterielle  Antigenmischungen verwendet, darunter der abgeschwachte
Mykobakterienstamm Bacillus Calmette-Guérin (BCG). Erfolge wurden erstmals
beim oberflachlichen Blasenkrebs nachgewiesen, wo BCG bis heute als
Standardverfahren eingesetzt wird (61). Im Rahmen passiver, unspezifischer
Immunisierungen wurden Zytokine systemisch appliziert. Hierbei konnten sich IL-2
und IFN-a etablieren (62-63). Allerdings war erneut nur bei wenigen
Tumorerkrankungen eine therapeutische Wirksamkeit zu verzeichnen, darunter

maligne Melanome und Nierenzellkarzinome.

Das zunehmende Verstandnis des Immunsystems hat die Entwicklung spezifischer
immuntherapeutischer Anséatze begulnstigt. Im Folgenden soll neben der aktiven
Immunisierung (Vakzine) die passive Krebsimmuntherapie ndher erlautert werden.
Diese umfasst den adoptiven Transfer aktivierter Immunzellen sowie den Einsatz

von Antikorpern.

1.3.1 Tumorvakzinierung

Bei der Tumorvakzinierung kommen Tumorzelllysate, tumorspezifische
Proteine/Peptide, Tumorzel-mRNA oder die cDNA von Tumorantigenen zum
Einsatz. Ziel ist es, durch die Prasentation tumorspezifischer Antigene eine
tumorantigenspezifische T-Zell-Antwort zu induzieren. Um eine effiziente
Aktivierung des Immunsystems zu erreichen, werden meist potente Adjuvanzien
oder APCs, wie z.B. dendritische Zellen (DC), mit der Tumorimpfung kombiniert
(64-65). Wahrend die Uberwindung der immunologischen Selbsttoleranz fiir
Tumorvakzinierungsstrategien kein Hindernis zu sein scheint, sto3en sie bei der
Entwicklung allergischer Reaktionen oder Autoimmunerkrankungen an ihre
Grenzen (z.B. CTLA-4 (66)). Die individuellen Eigenschaften des Patienten stehen
bei einer effektiven Tumorvakzinierung im Vordergrund. Dies erfordert eine
komplexe und zeitaufwandige Entwicklung patientenspezifischer Tumorimpfstoffe
(67).
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1.3.2 Adoptive zellulare Immuntherapie

Bei der adoptiven Immuntherapie werden gegen den Tumor gerichtete
Effektorzellen appliziert (68). Hierbei handelt es sich um tumorspezifische T-Zellen
und/oder NK-Zellen, die autolog aus dem Patienten gewonnen werden. Nach
Aktivierung mit hohen Dosen IL-2 und Expansion in vitro wurden vielversprechende
Ergebnisse erzielt (69). Eine grol3e Herausforderung stellt allerdings die qualitative
und quantitative Herstellung tumorspezifischer Effektorzellen dar. Aus diesem
Grund wurde auf die allogene, patientenunabhangige Transplantation ausgewichen.
Hierbei kam es jedoch zu einer heftigen AbstoRungsreaktion gegen die Spender-T-
Zellen, der sogenannten Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (graft versus host
disease, GvHD), die zum Tod des Patienten fihren kann (70). Da allogene NK-
Zellen im Gegensatz zu allogenen T-Zellen keine unerwiinschte GvHD verursachen
(71), wurden die T- und B-Lymphozyten des Spenders im Transplantat selektiv
depletiert (72). Auf diese Weise konnte die GvHD vermieden werden, zusatzlich
wurde jedoch auch der immuntherapeutische Effekt reduziert und eine gesteigerte
Rezidivrate beobachtet.

1.3.3 Antikorpertherapie

Die Immuntherapie mit spezifischen monoklonalen Antikdrpern scheint ein
vielversprechender Ansatz zu sein (12). Diese werden in der Maus mit der
Hybridomtechnologie hergestellt, wobei B-Zellen aus der Milz immunisierter Mause
mit immortalisierten Myelomzellinien zu Hybridomen fusioniert werden (73). Murine
Antikorper tragen das Suffix ,-omab“. Um einer humanen Anti-Maus-
Antikorperbildung entgegen zu wirken und gleichzeitig die Halbwertszeit nativer
Antikdrper zu verlangern, werden therapeutische Antikérper humanisiert (74).
Humane Antikérper werden namentlich durch das Suffix ,-umab*“ charakterisiert. Bei
durch die Endung ,-zumab“ gekennzeichneten humanisierten Antikorpern bestehen
lediglich die  Antigenbindungsstellen der Fg-Region aus Mausprotein.
Gentechnologisch hergestellte, chimare Antikdrper bestehen aus einer murinen

variablen und humanen konstanten Region (,-ximab*).

Bereits zugelassene monoklonale Antikdrper, die bei Leukdmien aufgrund ihrer
spezifischen Bindung an Lymphozyten eingesetzt werden, sind Alemtuzumab,
Ibritumomab, Rituximab und Tositumomab (U.S. Food and Drug Administration).
Bevacizumab bindet an den vaskulédren endothelialen Wachstumsfaktor-A (VEGF-
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A) und verhindert so die Vaskularisierung und damit die Versorgung solider
Tumoren mit Sauerstoff und Nahrstoffen (12). Die Entdeckung des epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) als Onkogen fihrte zu der Entwicklung und
Zulassung von Cetuximab und Panitumumab, eingesetzt bei der Behandlung des
metastasierenden  Kolonkarzinoms, sowie Trastuzumab, das in der
Brustkrebstherapie verwendet wird (12). Eine Reihe tumorspezifischer Antikdrper
befindet sich in klinischer Phase-Il/llI-Prifung. Darunter der chimare Antigangliosid-
GD,-Antikérper ch14.18 (75). Vielversprechende Ansprechraten konnten in diesen
Studien bei einigen Neuroblastompatienten beobachtet werden. Auch
Kombinationen dieses Antikorpers mit Zytokinen (IL-2 und GM-CSF) werden derzeit
Klinisch untersucht (76-77). Daruber hinaus zeigt ein Antiidiotypantikdrper zu
ch14.18, als 1A7 bezeichnet, in ersten klinischen Ergebnissen therapeutische

Erfolge bei Melanompatienten (78).

Die Wirkung monoklonaler Antikdrper beruht auf ihrer Bindung an Zielstrukturen, die
sich auf der Oberflache der Zielzelle befinden. Sie kbnnen dabei entweder direkt
oder indirekt wirken (79). Bei der direkten Wirkung kénnen die Antikdrper durch
Kreuzvernetzung des Tumorantigens eine intrazellulare Signalkaskade in der
Krebszelle auslosen. Dies kann einen antiproliferativen Effekt oder eine
unmittelbare Apoptose der Zielzelle zur Folge haben (80-81). Rituximab
beispielsweise kann durch die Kreuzvernetzung des Tumorantigens CD20 die
Apoptose auslosen (82). Andererseits bewirkt die Kreuzvernetzung von CD22,
CD33 oder HLA 1l in der Zielzelle antiproliferative Effekte (83-85). Monoklonale
Antikorper kénnen allerdings auch durch die Blockade von bestimmten Liganden
auf die Krebszellen wirken. So blockiert z.B. Cetuximab EGFR und kann so einer
Progression im Zellzyklus (81, 86), in der Angiogenese und in der Metastasierung
entgegen wirken (87). Trastuzumab hingegen blockiert den Her2/neu-Rezeptor und
stort so die Signalkette zum epidermalen Wachstumsfaktor, was ebenfalls in einer
verminderten Proliferation und damit einem verlangsamten Tumorwachstum
resultiert (88). Fur viele therapeutische Antikdrper wie beispielsweise Rituximab,
Alemtuzumab, Trastuzumab oder Cetuximab ist die ADCC der wichtigste
Wirkmechanismus (89). Makrophagen und Granulozyten konnen ebenfalls Giber das
F.-Fragment aktiviert werden und die mit dem Antikdrper markierte Zelle
phagozytieren (90).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Weichteilsarkome sind die vierthaufigsten, extrakraniell lokalisierten soliden
bosartigen Tumoren im Kindesalter. Das bei Kindern und Jugendlichen h&ufigste
Weichteilsarkom ist das RMS. Die Standardtherapie des RMS, bestehend aus einer
multimodalen Therapie mit Chemotherapie, chirurgischer Resektion und
Strahlentherapie, konnte keine wesentliche Verbesserung des Uberlebens in den

letzten Jahren erzielen.

Innovative Therapieanséatze, vor allem eine Stimulation des Immunsystems,
erscheinen vielversprechend in der Tumortherapie und sollten hier fur RMS
untersucht werden. Spezifische Zielgene oder therapeutische Antikérper fur eine
Immuntherapie des RMS sind bislang nicht bekannt. Die Fragestellungen der

vorliegenden Arbeit waren:

A) Fur eine Antikdrperbindung geeignete Zielstrukturen beim RMS basierend
auf einer Genexpressionsanalyse von ARMS- und ERMS-Gewebeproben zu
finden und darauf aufbauend den therapeutischen Antikdrper Cetuximab bei

RMS in vitro zu evaluieren.

B) Einen unbekannten monoklonalen Antikdrper mit hoher Bindungsaffinitat an
RMS-Zellen und -Geweben zu etablieren und das gebundene Antigen zu

charakterisieren.

C) Ein breites Ansprechen des Immunsystems fir eine verbesserte
Immuntherapie des RMS durch Aktivierung einer gezielten Phagozytose zu
erlangen. Hierzu sollten Zielstrukturen auf RMS, darunter CD47 und
Calreticulin, durch den Einsatz von Antikérpern, Zytostatika und

epigenetischer Intervention in vitro moduliert werden.

D) Ein  Mausmodell des metastasierenden RMS zur Evaluierung
immuntherapeutischer Ansétze zu etablieren, welches eine Beobachtung des

Tumorwachstums sowie des Therapieansprechens in vivo ermdglicht.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren in p. a.-Qualitat. Sofern nicht gesondert

indiziert, befindet sich der Firmensitz in Deutschland.

Aceton
Ammoniumpersulfat (APS)
Bisbenzimid Hoechst 33342

Bissulfosuccinimidyl Suberat (BS3)

Bromphenolblau

Coelenterazin

Dithiobissuccinimidyl Propionat (DTSP)

Dithiothreitol (DTT)

Eosin G

Essigsaure 100% (Eisessig)
Ethanol absolut
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehydlésung min. 37%
Glutardialdehydlésung 25%
Glycerin

Magnesiumchlorid
2-Mercaptoethanol

Methanol

Magermilchpulver Sucofin
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdeoxycholat
Natriumfluorid

Natriumlaurylsulfat (SDS) Pellets

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Mlinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
P.J.K., Kleinblittersdorf
Sigma-Aldrich, Mlinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Mlinchen
Merck, Darmstadt

TSI, Zeven
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Universitatsapotheke, Tubingen

Roth, Karlsruhe
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Natriumorthovanadat
Natriumperiodat

Natronlauge 1 M

Nonidet P40

2-Propanol

Salzsaure 1 M
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thiazolylblau Tetrazoliumbromid (MTT)
Trizma base

Tris Hydrochlorid

Triton X-100

Trypanblau

Tween 20

Xylol

Zitronensaure

Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

BDH Chemicals, Poole, GroRRbritannien
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

2.1.2 Reagenziensysteme (Kits) und Fertigldsungen

Biocoll Trennlésung

DC Protein Assay

Delfia BATDA

DePeX Eindeckmedium
Europiumlésung

EZ4U Zellproliferationsassay
FACS-Flow

FACS-Rinse

FACS-Safe

Fluorescence Mounting Medium
Gaussia Glow Juice

GeneChip Expression One Cycle cDNA Kit
HiPerFect

Mayers Hamalaunlésung

Miltenyi CD56 MicroBeads human
miRNeasy FFPE Kit

Biochrom, Berlin

Bio-Rad, Minchen
Perkin-Elmer, Rodgau

Serva, Heidelberg
Perkin-Elmer, Rodgau
Biomedica, Wien, Osterreich
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Dako, Glostrup, Danemark
P.J.K., Kleinblittersdorf
Affymetrix, Santa Clara, USA
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Qiagen, Hilden
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Phosphatpuffer (PBS) steril
Phosphatpuffer (PBS) Tabletten
Protease Inhibitor Cocktail

RNA6000 Nano Reagents & Supplies Kit
RNeasy Mini Kit

Rotiphorese 10x SDS-PAGE Laufpuffer
Rotiphorese Gel 30

Roti-Black NSeq Silberfarbungskit
Roti-Lumin

10x Tris/CAPS Puffer
Trypsin/EDTA-L6sung (10x)

Ziegenserum

2.1.3 Losungen und Puffer

Blocking-Losung
5 % Milchpulver

ad 100 ml Waschlésung

Citrat-Puffer

Stammldésung A 0,1 M Zitronensaure

ad 9 ml Reinstwasser

Stammldésung B 0,1 M Natriumcitrat

ad 41 ml Reinstwasser

Arbeitslésung Stammldsung A

Stammldsung B

ad 500 ml Reinstwasser, pH 6

Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Agilent, Boblingen
Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Dako, Glostrup, Danemark

59
Lagerung 4 °C

0,29
12¢g
9 mi

41 ml
Lagerung RT
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Coelenterazin
Saures Methanol 2 mM Salzsaure

ad 10 ml Methanol
Stammldsung 12 pM Coelenterazin

ad 200 ul saures Methanol
Arbeitslosung Stammlésung

ad 150 ul PBS steril

Crosslinking-Puffer
1 mM Magnesiumchlorid
0,02 % Natriumazid
ad 100 ml PBS, pH 8,3

Eosin-Losung
0,1 % Eosin G
Eisessig

ad 1 | Reinstwasser, Losung filtrieren

FACS-Puffer
2 mM EDTA
0,005 % Natriumazid
2% FCS
ad 11PBS

20 ul

1 mg

20 ul

9,5mg
20 mg

1,6 ml

0,69
50 mg
20 ml

Lagerung RT

Lagerung -20 °C

Sofortgebrauch

Lagerung 4 °C

Lagerung RT
lichtgeschutzt

Lagerung 4 °C
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Lammli-Puffer

MTT-Losungen

Reagenz

Stopplésung

Periodat-L6sung

LOsung A

Periodat-Losung

Quenching-Puffer

62,5 mM Tris Hydrochlorid 0,59

2 % SDS lg

10 % Glycerin 5ml

50 mM DTT 049

0,01 % Bromphenolblau 5 mg

ad 50 ml Reinstwasser, pH 6,8 Lagerung -20 °C

12 mM Thiazolylblau Tetrazoliumbromid 0,1 g

ad 20 ml PBS Lagerung -20 °C

10 % SDS lg

20 mM Salzsaure 0,2 ml

ad 10 ml Reinstwasser Sofortgebrauch

0,1 M Natriumacetat 149

ad 100 ml Reinstwasser, pH 4,5 Lagerung RT

10 mM Natriumperiodat 64 mg

ad 30 ml Lésung A Lagerung RT
lichtgeschutzt

100 mM Tris Hydrochlorid 1649

140 mM Natriumchlorid 0,89

ad 100 ml Reinstwasser, pH 8 Lagerung 4 °C
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RIPA-Puffer (Radio Immuno Precipitation Assay Buffer)

Losung A 10 % Nonidet P40 1mi

ad 10 ml Reinstwasser
Losung B 0,2 % Nonidet P40 20 pl

ad 10 ml Reinstwasser
Lésung C 10 % Natriumdeoxycholat 19

ad 10 ml Reinstwasser Lagerung RT

lichtgeschutzt

Losung D 100 mM EDTA 0,159

ad 5 ml Reinstwasser, pH 7,4 Lagerung RT
Lésung E 200 mM Natriumorthovanadat 3,79

ad 100 ml Reinstwasser, pH 10

gelbe LAsung erhitzen bis klar

bei RT wieder pH 10 einstellen Lagerung -20 °C
Lésung F 200 mM Natriumfluorid 17 mg

ad 5 ml Reinstwasser Lagerung RT

lichtgeschutzt

Lysepuffer
Stammldsung 50 mM Trizma base 0,89

150 mM Natriumchlorid 0,99

Losung A 10 mi

Lésung C 2,5ml

Losung D 1mi

ad 100 ml Reinstwasser, pH 7,4 Lagerung 4 °C
Arbeitslésung 1 % Protease Inhibitor Cocktail 0,1 ml

Lésung E 50 ul

Losung F 50 ul

ad 10 ml Stammldsung

Sofortgebrauch
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Waschpuffer
Stammldsung 50 mM Trizma base 0,89

150 mM Natriumchlorid 09g¢g

Lésung B 10 ml

Losung C 2,5ml

Ldosung D 1ml

ad 100 ml Reinstwasser, pH 7,4 Lagerung 4 °C
Arbeitslosung 1 % Protease Inhibitor Cocktail 0,1 ml

Lésung E 50 pl

Losung F 50 ul

ad 10 ml Stammldsung Sofortgebrauch
Sammelpuffer

0,625 M Trizma base 38¢g

ad 500 ml Reinstwasser, pH 6,8 Lagerung RT
Trennpuffer

1,5 M Trizma base 91¢

ad 500 ml Reinstwasser, pH 8,8 Lagerung RT

Waschlésung (PBST)

PBS Tabletten 5 St
0,1 % Tween 20 1mi
ad 1 | Reinstwasser Lagerung RT

2.1.4 Zellkulturlosungen und verwendete Zellen

2.1.4.1 Medien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Biochrom, Berlin
Quantum 263 PAA, Colbe
RPMI 1640 Biochrom, Berlin

X-VIVO 20 Lonza, Koln
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2.1.4.2 Medienzusatze
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Doxorubicin (Doxo)

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)
Fotales Kalberserum (FCS)

Geniticin (G418)

L-Glutamin, 200 mM

Granulozyten Makrophagen Kolonie-
stimulierener Faktor (GM-CSF)
Interleukin-2 (IL-2)
Natriumpyruvat-Lésung, 100 mM
Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA)
Penicillin/Streptomycin

Polybren (Hexadimethrine bromide)
Puromycin

Suberoylanilid Hydroxamséure (SAHA)

Vincristin

2.1.4.3 Medienrezepturen

Tumorzellen

Periphere mononukleare Blutzellen (PBMCs)

Makrophagen

AppliChem, Darmstadt

Cell Pharm, Hannover
Sigma-Aldrich, Minchen
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Minchen
Biochrom, Berlin

Becton Dickinson, Heidelberg

Chiron, Ratingen

Biochrom, Berlin
Gibco/Invitrogen, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Gibco/Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
MSD Sharp & Dohme, Haar
GRY Pharma, Kirchzarten

10 % FCS 50 ml
1 % L-Glutamin 5mi
1 % Penicillin/Streptomycin 5ml
ad 500 ml DMEM

10 % FCS 50 ml
1 % L-Glutamin 5mi
1 % Penicillin/Streptomycin 5ml
ad 500 ml RPMI 1640

10 % FCS 50 ml
1 % L-Glutamin 5ml
1 % Penicillin/Streptomycin 5ml
1 % Natriumpyruvat-Lésung 5ml
1% NEAA 5ml

ad 500 ml RPMI 1640
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Einfriermedium Tumorzell-/PBMC-/Makro- 8 ml
phagenmedium
10 % FCS zusatzlich 1ml
DMSO 1ml

2.1.4.4 Verwendete Zellen

Es wurden die folgenden humanen Rhabdomyosarkom-Zelllinien eingesetzt:

Rh30 alveolarer Typ ATCC, Manassas, USA
RD embryonaler Typ ATCC, Manassas, USA
A-204 embryonaler Typ DSMZ, Braunschweig

Alle Zelllinien wachsen epithelahnlich, einschichtig und sind adharent. Die alveoléare
Zelllinie Rh30 zeichnet sich durch eine p53 Mutation und eine t(2;13)(g35;914)
Translokation aus und wurde aus einer Knochenmarkmetastase eines 17-jahrigen
Mannes gewonnen. Die embryonalen Zelllinien RD und A-204 stammen aus den

Tumoren eines 7-jahrigen bzw. 1-jahrigen Madchens.

2.1.5 Vektoren, Proteinstandard und Antikdrper

2.1.5.1 Vektoren

pCMV-GLuc Control Plasmid New England Biolabs, Frankfurt a. Main
mCherry Lentifect lentivirale Partikel GeneCopoeia, Rockville, USA

2.1.5.2 Proteinstandard

Precision Plus Protein Standard Bio-Rad, Miinchen

2.1.5.3 Antikorper

Folgende priméare und sekundare Antikdrper wurden verwendet:



24 Material und Methoden

Tabelle 2: Verwendete Primarantikdrper

Antigen

Klon/Name

Reaktivitat | Anbieter

Rituximab chimar Mensch Roche, Mannheim
(MabThera®)

58B1A2

monoklonal,

Maus

Mensch

Dr. Buhring, Abteilung
Innere Medizin Il,
Universitatsklinikum

Tldbingen

Calreticulin | FMC75 monoklonal, | Mensch Enzo Life Sciences,
Maus Lorrach
Tabelle 3: Verwendete Sekundarantikdrper
Immunkonjugat Reaktivitat | Anbieter

FITC (grine Fluoreszenz)

HRP (Peroxidase)

Ziege

Schaf

Mensch

Maus

Chemicon, Hofheim

Amersham/GE Healthcare,

Minchen

PE (gelbrote Fluoreszenz)

Maus

Mensch

Sigma-Aldrich, Minchen
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' 2.1.6 Patientenmaterial und Versuchstiere

12.1.6.1 Patientenproben

Die in dieser Arbeit verwendeten Tumorproben von 13 RMS-Patienten wurden von
der Tubinger Ethikkomission genehmigt (Antrag 418/2004V) und sind in der
folgenden Tabelle aufgelistet:

Tabelle 4: RMS-Tumorgewebe
Patienten-ID | Diagnose | Alter | Tumorlokalisation

I6R_002a03 ARMS 2 Oberschenkel

I6R_002a06 ARMS 10 Unterarm

I6R_002c02 ARMS 15 Ful

I6R_002c04 ARMS 3 Brustkorb

I6R_002c06 ERMS 2 Bauchraum

RMS_ 18 ARMS 7 Brustkorb

\ 2.1.6.2 Versuchstiere

Es wurden mannliche NOD/LtSz-scid IL2Ry™" Mause verwendet (Tierversuchs-Nr.
K 2/10). IL2Ry kodiert fur die Gamma-Kette des Interleukin-2-Rezeptors und spielt
eine Rolle wahrend des Wachstums und der Differenzierung von T-Zellen, B-Zellen,

NK-Zellen und Monozyten. Eine Deletion dieses X-chromosomal lokalisierten Gens

verursacht eine schwere Immundefizienz (scid = severe combined
immunodeficiency). Aus diesem Grund zeichnen sich insbesondere die mannlichen

Tiere durch eine hohe Anwachsrate xenotransplantierter Tumorzellen aus.

Die NOD/LtSz-scid IL2Ry™" Mause wurden im Tierstall der Kinderklinik Tiibingen
unter spezifiziert-pathogen-freien Bedingungen gezichtet und mit autoklaviertem
Wasser und folgenden bestrahlten Pellets ad libitum gefuttert:
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ssniff M-Z, extrudiert

2.1.7 Gerate und Hilfsmittel

Bildgebungsgerat Aequoria MDS
Blotkammer Trans-Blot SD

Brutschrank BBD 6220

Dampfdrucktopf Sanoclav
Dampfsterilisator Varioklav
Einbettautomat Shandon Pathcentre
Eismaschine

Elektrophorese Mini-PROTEAN 3 Cell
ELISA-Reader Milenia Kinetic Analyzer
Entwicklungsmaschine Agfa Classic E.O.S.
FACS Calibur

Feuchtekammer

Flissigchromatograph nanoHPLC Ultimate
Folienschweil3geréat Folio

GeneChip Fluidics Station 450
GeneChip Hybridization Oven 640
GeneChip Scanner

Gefrierschrank -80 °C HFU586 Basic
Heizplatte HI 1220

Kamera AxioCam MR colour

Kamera SensiCam 12 Bit Cooled Imaging
Kapillarelektrophorese Bioanalyzer 2100
Kleintier-PET Scanner Inveon
Kleintier-MRT 7 Tesla ClinScan
Kochplatte

Kryo-Einfrierbehalter Mr. Frosty

Kihl- und Gefrierschréanke

Microm HM 560 Kryostat

Magnetruhrer Ilkamog RH
Magnetstander MagnaRack

ssniff Spezialdiaten, Soest

Hamamatsu, Herrsching

Bio-Rad, Miinchen

Heraeus, Hanau

Sanoclav, Bad Uberkingen

H+P Labortechnik, Oberschleil3heim
Thermo Scientific, Langenselbold
Scotsman, Ipswich

Bio-Rad, Minchen

Milenia, Giel3en

Agfa, Kéln

Becton Dickinson, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Dionex, ldstein

Severin, Sundern

Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Heraeus, Hanau

Leica, Nussloch

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Agilent, Béblingen

Siemens Preclinical Solutions, Knoxville, USA
Bruker BioSpin, Ettlingen

E.G.0., Heinfels, Osterreich
Nalgene/Thermo Fisher, Langenselbold
Liebherr, Ochsenhausen

Microm, Walldorf

Janke & Kunkel, Staufen

Invitrogen, Darmstadt
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Massenspektrometer QStar Pulsar i
Mikroskop Axioskop 40

Mikroskop Axiovert 135

Mikroskop Leitz Fluovert FS
Mikrotiterplatten-Reader Wallac Victor 1420
Mikrotom Leika RM 2155

Milli-Q Reinstwasser-System
Multipette Eppendorf Xstream
Narkosegasverdampfer Vapor 19.1
Neubauer Zahlkammer

pH-Meter Lab 850

Photometer Eppendorf BioPhotometer
Spritze Hamilton 100 pl
Stickstofftank CryoSystem 4000
Pipetboy acu

Pipetten (verstellbar)

Pipette Multikanal

Power Supply Power Pac Basic
Rotator Roto-Rack
Spektrophotometer NanoDrop ND-1000
Spulmaschine Mielabor G 7783 CD
Sterilbank MSC Advantage

Taumler Logic Shaker

Taumler Rocky 3D

Thermomixer Eppendorf Grant-Bio
Vortexer VF2

Waage Analytic

Waage Excellence

Warmeunterlage Mause ThermolLux
Wasserbad HI 1210

Wasserbad Typ 1003

Zentrifuge Biofuge 15R

Zentrifuge Eppendorf Mini Spin
Zentrifuge Multifuge 1S-R

Applied Biosystems, Darmstadt
Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Leica, Nussloch
Perkin-Elmer, Rodgau
Leica, Nussloch

Millipore, Schwalbach
Eppendorf, Hamburg
Drager, Lubeck

Roth, Karlsruhe

Schott Instruments, Mainz
Eppendorf, Hamburg
Hamilton, Bonaduz, Schweiz
MVE/Chart, Ball Ground, USA
Integra, Chur, Schweiz
Eppendorf, Hamburg
Titertek, Huntsville, USA
Bio-Rad, Miinchen

Fisher, Schwerte

NanoDrop, Wilmington, USA
Miele, Gutersloh

Thermo Scientific, Langenselbold
Neolab, Heidelberg
Labortechnik Frobel, Lindau
Eppendorf, Hamburg

Janke & Kunkel, Staufen
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Goéttingen

Witte + Sutor, Murrhardt
Leica, Nussloch

GFL, Burgwedel

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau
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Zentrifuge Rotixa/AP
Vakuumpumpe EcoVac Absaugsystem

2.1.8 Verbrauchsmaterial

Alufolie

Augensalbe Isopto-Max

Combitips Eppendorf Biopur plus
Deckglaser 24 x 60 mm
Desinfektionsspray Softasept N
Desinfektionsspray Descosept AF
Einbettkassetten Universal
Enthaarungscreme Veet For Men
Entsorgungsbeutel Plastibrand
Kryo-Einbettschalchen 17 x 17 x 5 mm
Einwegpinzetten, steril
Einwegskalpelle, steril

FACS-R06hrchen 12 x 75 mm steril, 5 ml
Fettstift Dako Cytomation Pen
Frischhalte-Folie

Immersionsdl Immersol 518N
Immunzytochemie p-Slide 8-Well
Inhalationsnarkose Isofluran
Insulinspritze Micro-Fine U-40 1 ml
Kantle Microlance 3, 26 G 3/8%, braun
Kapillare Hamatokrit fur Blutentnahme
Kryo-Einbettmedium Tissue-Tek O.C.T.
Kryoréhrchen Cryo.s 2 mi

Klvetten Uvette 220 — 1600 nm
Laborhandschuhe DermaClean
Membran Roti-PVDF

Mikrotiterplatte F-Form PS 96-Well
Mikrotiterplatte U-Form Cellstar 96-Well
Microtom-Klingen Typ R35

Hettich, Tuttlingen
Schuett Biotec, Gottingen

Papstar, Kall

Alcon Pharma, Freiburg
Eppendorf, Hamburg
Langenbrinck, Emmendingen
Braun, Melsungen

Braun, Melsungen
Langenbrink, Teningen
Reckitt Benckiser, Mannheim
Braun, Melsungen

Medite, Burgdorf

Servoprax, Wesel

Braun, Melsungen

Becton Dickinson, Heidelberg
Dako, Glostrup, Ddnemark
Papstar, Kall

Zeiss, Jena

Ibidi, Martinsried

Baxter, Deerfield, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Hirschmann, Eberstadt
Sakura, Zoeterwoude, Niederlande
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Ansell, Minchen

Roth, Karlsruhe

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Feather, Osaka, Japan
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Mikroarray Human Genome U133 Plus 2.0
Mikrotiterplatten 6-; 12-; 24-; 96-Well
Mikrotiterplatten weil3 96-Well
Objekttrager SuperFrost Plus

Parafilm M Verschlussfolie
Pasteurpipetten 230 mm

PET Tracer [°F]FDG, [®®F]FLT, [*'C]Cholin
Pipettenspitzen

Reaktionsgefale 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml
RNase-Spray RNase AWAY
Rontgenfilm Hyperfilm ECL
S-Monovette EDTA 9 ml
Schraghalsflaschen 25 cmz?; 80 cm?
Schraubdeckelréhrchen 15 ml; 50 ml
Serologische Pipetten 2 ml; 5 ml; 10 ml
Spritzen 1 ml; 5 ml; 10 ml

Whatman Filterpapier

Zellkulturschalen 100 x 20 mm
Zellschaber Costar

Zytostatika Schutzhandschuhe zP"*

2.1.9 Computerprogramme

Adobe Reader, Adobe Photoshop
Alpha DigiDoc RT 4.0.1
ArrayAssist 4.0

AxioVision 3.1

AxioVision Viewer 3.0

Bio Sizing Version B.02.03.S1307
CellQuest, Version 3.1

FCS Express V3

GraphPad Prism Version 4.00
Ingenuity Pathways Analysis

Inveon Research Workplace Software

Affymetrix, Santa Clara, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen
Langenbrinck, Emmendingen
Pechiney, Chicago, USA

WU, Mainz

Radiologie, Universitatsklinikum Tubingen
Biozym Scientific, Oldendorf
Eppendorf, Hamburg

Invitrogen, Darmstadt
Amersham/GE Healthcare, Miinchen
Sarstedt, Numbrecht

Corning, Corning, USA

Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson, Heidelberg

Braun Melsungen, Melsungen
Schleicher & Schuell, Dassel
Sarstedt, Numbrecht

Corning, Corning, USA

Berner, Elmshorn

Adobe Systems, Minchen

Alpha Innotech, San Leandro, USA
Stratagene/Agilent, Boblingen

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Agilent, Boblingen

Becton Dickinson, Heidelberg

De Novo Software, Los Angeles, USA
GraphPad Software, La Jolla, USA
Ingenuity Systems, Redwood City, USA
Siemens Preclinical Solutions, Knoxville, USA
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Mascot Version 2.2

Microarray Suite MAS 5.0

Office 2002, 2007 (Access, Excel, Word)
Reference Manager 11

SOFTmax PRO 3.0

Wallac 1420 Workstation 3.0

Matrix Science, London, Grol3britannien
Affymetrix, Santa Clara, USA

Microsoft, Unterschleil3heim

Thomson ResearchSoft, Carlsbad, USA
Molecular Devices, Sunnyvale, USA
Perkin-Elmer, Rodgau
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2.2 Zellbiologische Methoden
2.2.1 Zellkultur

Samtliche Zelllinien wurden in Zellkulturschalen, Makrophagen und periphere
mononukledre  Blutzellen (PBMCs) in  Zellkulturflaschen in  einem
Begasungsbrutschrank bei 5 % CO, und 37 °C kultiviert. Um eine Kontamination
der Zellen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten unter sterilen Bedingungen an
Laminar-Flow Reinluftwerkbanken durchgefihrt. Alle verwendeten Materialien und
Losungen wurden entweder sterilfiltriert oder autoklaviert bzw. steril verpackt vom
Hersteller geliefert. Die Arbeitsflache des Laminar-Flows wurde vor und nach
Benutzung mit Descosept und UV-Licht desinfiziert. Des Weiteren wurden alle

benutzten Gegenstande sowie die behandschuhten Hande mit Descosept gereinigt.

2.2.1.1 Passagieren

Bei der Subkultivierung von Zellen, dem Passagieren, wurde die Kultur, abhangig
von Zelldichte und Wachstumsgeschwindigkeit, reduziert. Adh&rente Kulturen
mussten zunachst enzymatisch vom Plattenboden abgeldst werden. Hierzu wurde
die Protease Trypsin verwendet. Dessen optimale Wirkung wird bei 37 °C erzielt, so
dass vor Beginn der Arbeiten frisches Medium, PBS und Trypsin/EDTA-L6sung im
Wasserbad auf 37 °C erwarmt wurden. Nach Absaugen des verbrauchten Mediums
wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen, da sowohl das im Kulturmedium
enthaltene Magnesium wie auch das Calcium die Protease Trypsin hemmen. Die
Zellen wurden mit Trypsin/EDTA-L6sung Uberschichtet, wobei der Chelator EDTA
ubriges Calcium und andere zweiwertige Kationen komplexiert. Nach zweiminutiger
Inkubation im Brutschrank wurde optisch kontrolliert, ob sich die Zellen abgekugelt
und vom Schalenboden getrennt haben. Durch leichtes Klopfen wurden hartnackig
haftende Zellen geldst. Die Proteolyse wurde schnellstmdglich durch Zugabe von
Kulturmedium abgestoppt, die Zellsuspension anschlielend in ein steriles
Zentrifugenrohrchen Uberflhrt. Suspensionskulturen konnten direkt abgenommen,
in Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und fur 5 min bei 600 x g und RT zentrifugiert
werden. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in
einem definierten Volumen frischen Mediums resuspendiert. Ein Aliquot der
Suspension konnte entweder direkt in ein neues Zellkulturgefal3 mit vorgelegtem
frischem Medium Ubernommen werden oder zunachst einer Zellzahlbestimmung

unterzogen werden.
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2.2.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Vor Gebrauch wurde die gereinigte Neubauer-Zahlkammer leicht angefeuchtet und
das Deckglas mit leichtem Druck angebracht, Newtonsche Ringe bestatigten den
korrekten Sitz des Deckglases auf den Tragerstegen. Nach Herstellung einer
geeigneten Verdinnung und Mischung im Verhaltnis 1:2 mit Trypanblaulésung,
wurden 10 pl Zellsuspension seitlich aufgetropft und durch Kapillarkraft in die
normierte Zahlkammer gesaugt. Unter dem Mikroskop wurden die ungefarbten,
vitalen Zellen in vier Grof3quadraten mit je 16 Kleinquadraten maanderformig
ausgezahlt. Das doppelte Zahlen von Zellen, die auf Linien des Zahlnetzes lagen,
wurde durch Diskriminierung zweier Rander vermieden. Das aus den vier
GroRquadraten gebildete arithmetische Mittel wurde mit dem Kammerfaktor 10*
multipliziert. Dieser ergibt sich aus der Flache eines GroR3quadrates (0,1 mmz?) und
der Kammertiefe von 0,1 mm, woraus sich ein Volumen von 0,1 ul errechnet. Durch
Einbeziehen des Kammerfaktors konnte die ermittelte Zellzahl auf einen Milliliter
bezogen werden, wobei zusatzlich der Verdinnungsfaktor bertcksichtigt werden
musste. Die Zahlkammer wurde nach Gebrauch mit Descosept gereinigt.

2.2.1.3 Langzeitlagerung von Zellen

Die langfristige Lagerung von Zellen erfolgte in flissigem Stickstoff bei -196 °C.

Einfrieren

Die Zellen wurden - wie unter 2.2.1.1 und 2.2.1.2 beschrieben - ausgezahlt und
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in einer Konzentration von 2-3x10° Zellen/ml
durch Zugabe eines definierten Volumens an Einfriermedium resuspendiert. Das
enthaltene DMSO hemmt die Bildung von Eiskristallen wahrend des
Einfrierprozesses, welche andernfalls die Zelle zerstéren wirden. Je 1,5 ml
Zellsuspension wurden in Kryoréhrchen Uberfihrt, in einen Kryo-Einfrierbehalter
gegeben und bei -80 °C langsam und kontinuierlich um ca. -1 °C/min abgekdihlt, um
eine optimale Zellausbeute und Lagerung zu gewéhrleisten. Nach Erreichen der

Gefriertemperatur wurden die Kryoréhrchen in flissigen Stickstoff Gberflhrt.
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Auftauen

Das Kryorohrchen mit den aufzutauenden Zellen wurde im Wasserbad bei 37 °C
erwarmt und der Inhalt in ein Zentrifugenréhrchen mit 5 ml vorgelegtem
Kulturmedium tUberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 600 x g fur 5 min bei RT wurde das
Zellpellet in 10 ml Medium resuspendiert und in ein Zellkulturgefald gegeben. Nach
24 h wurde das Kulturmedium nochmals gewechselt, um eventuell verbliebene

Reste von DMSO sowie abgestorbene Zellen zu entfernen.

2.2.1.4 Isolation von PBMCs und Makrophagen

Isolation von PBMCs aus EDTA-Blutproben

PBMCs enthalten Lymphozyten und Monozyten des peripheren Blutes. Mittels
Biocoll-Trennlésung und  Gradientenzentrifugation PBS-verdinnter EDTA-
Blutproben (9 ml) wurden weitere Bestandteile wie Thrombozyten, Erythrozyten und
Granulozyten aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte weitgehend abgetrennt. Die
Zentrifugation fand bei 1.000 x g fur 20 min mit ausgeschalteter Bremse bei RT
statt. Die entstandene und leicht zu entfernende weildliche Interphase mit den
PBMCs wurde abpipettiert und dreimal mit PBS gewaschen (1.000 x g, 10 min).
Anschliel3end erfolgte eine Inkubation in Kulturmedium unter Zugabe von 200 U/ml
des T-Zell-Wachstumsfaktors IL-2 fur bis zu 18 h im Brutschrank.

Isolation von Makrophagen aus buffy coats

Die Blutkonserven (500 ml heparinisiertes Vollblut) gesunder Blutspender wurden
zentrifugiert (1000 x g, 25 min ohne Bremse, RT), der Plasmaanteil und die
Erythrozyten vom buffy coat abgetrennt und in verschiedene Konservenbeutel
uberfuhrt. Die buffy coats wurden mit freundlicher Genehmigung der
Blutspendezentrale des DRK-Blutspendedienstes und des Universitatsklinikums
Tabingen zur Verfugung gestellt. Nach Verdiunnung in PBS (1:3) und Zugabe von
Biocoll wurde eine Gradientenzentrifugation - wie im vorigen Abschnitt
beschrieben - durchgefuhrt. Die gewonnenen PMBCs wurden in 80 cmz?
Zellkulturflaschen in serumfreiem X-VIVO 20 Medium fur 1 h im Brutschrank
inkubiert. AnschlielRend wurden nicht-adhéarente Zellen durch zweimaliges Waschen
mit PBS entfernt. Adharente Zellen wurden in Makrophagen-Medium fur 6 Tage
kultiviert, bei regelmalRigem Mediumwechsel nach 2 und 4 Tagen. Am 6. Tag
wurden 50 U/ml GM-CSF zur Differenzierung der Vorlauferzellen in Makrophagen

zugegeben und am 7. Tag nach lIsolation wurden die Zellen fir 5 min in PBS
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inkubiert und mit einem Zellschaber entnommen. Nach Zentrifugation und
Resuspension in Kulturmedium konnten diese in Makrophagen-Assays eingesetzt

werden.

2.2.2 Transfektion und Transduktion

2.2.2.1 Transfektion mit pCMV-GLuc-Plasmid

Die vom marinen RuderfulRkrebs Gaussia princeps stammende Gaussia Luciferase
(GLuc) ist eine der hellsten bekannten Luciferasen. Hierbei handelt es sich um ein
sehr sensitives Fluoreszenzprotein. Das Enzym wird natirlich sezerniert, so dass
keine Zelllyse erforderlich ist. Es ist selbst bei héheren Temperaturen stabil und
ATP-unabhangig. Lediglich Coelenterazin und Sauerstoff werden als Substrate fur
die Enzymreaktion benotigt. Beim verwendeten Plasmid befindet sich das Gaussia
Luciferase-Gen unter Kontrolle eines konstitutiven CMV-Promotors und wird
dauerhaft exprimiert (Abbildung 6). AuRerdem ist das Resistenzgen gegen das

Antibiotikum G418 (Geneticin, ein Neomycin-Analog) enthalten.

Abbildung 6: Schematische
Plasmidkarte von  pCMV-
GLuc. Neben dem CMV-
Promoter und dem
Replikationsursprung sind die
Gene fur die Ampicillin- und

pCMV -CLuc Control Plasmid
5764bp

Origin

3 Neomycinresistenz einge-
zeichnet. Die Plasmidkarte
wurde hergestellt mit

PlasMapper Version 2.0 (91).

Die zu transfizierenden adhérenten RMS-Zellen wurden wie unter 2.2.1.1
beschrieben mit Trypsin gelést und ihre Zellzahl ermittelt (siehe 2.2.1.2). Nach
Zentrifugation wurde eine Konzentration von 3,2x10° Zellen/ml eingestellt. Je 500
wurden in einer 24-Well Platte ausgesét und im Brutschrank aufbewahrt, wahrend
der Transfektionsmix vorbereitet wurde. Die Transfektion wurde mittels des auf dem

Prinzip der Lipofektion basierenden HiPerFect-Transfektionsreagenzes nach
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Angaben des Herstellers durchgeftihrt, wobei 0,5 pg Plasmid und 3 ul HiPerFect je
Well eingesetzt wurden. Fur die Kontrollen wurde der gleiche Mix ohne Plasmid
angesetzt. Nachdem der Transfektionsmix auf die bereits ausgesaten Zellen verteilt
worden war, wurden diese Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag
wurde das Medium gewechselt und zur Selektion der erfolgreich transfizierten
Zellen das Antibiotikum G418 zugegeben. Zunachst wurde eine 1:100-Verdinnung
der 30.000 U/ml enthaltenden G418-Stammlésung verwendet. Die Konzentration
wurde in den folgenden Tagen kontinuierlich erhéht, bis alle nicht-transfizierten
Kontrollzellen sich abgekugelt hatten und verstorben waren (Endkonzentrationen
Rh30: 1:30, RD: 1:100 und A-204: 1:50). Daraufhin konnte die Selektion beendet
werden und die stabil transfizierten Zellen wurden in Tumorzellmedium

weiterkultiviert bzw. als Rickhalt eingefroren.

2.2.2.2 Transduktion mit Lentifect mCherry

Die lentiviralen Partikel enthalten einen CMV-Promotor fir die effiziente Expression
des rot fluoreszierenden Proteins mCherry sowie einen Puromycin Resistenzmarker
(Abbildung 7). Das Reporterprotein mCherry wurde aus der Scheibenanemone
gewonnen und zeichnet sich gegentber anderen roten Fluoreszenzproteinen durch

eine Uberragende Photostabilitdt und ein geringes Molekulargewicht aus.

Abbildung 7: Schematische Vektorkarte des
lentiviralen ~ Expressionsplasmids mit dem
Reporterprotein  mCherry. Neben dem CMV-
Promoter und dem Replikationsursprung sind die
Gene fur die Ampicillin- und Puromycinresistenz

pReceiver-Lv71(a, x,y)

Ex pres sion Clone eingezeichnet. Nachdruck mit Genehmigung von
GeneCopoeia.

Zur Transduktion wurde eine 24-Well Platte, 80 % konfluent mit RMS-Zellen
bewachsen, mit 6 pg/ml Polybren versetzt. Polybren ist ein Polykation und wurde
verwendet, um durch Abschirmung von Ladungen auf der Zelloberflache das
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Eindringen von Viren in die Zelle zu erleichtern. Daraufhin wurden je Well 10 pl
Lentifect mCherry lentivirale Partikel zugegeben und Uber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am Folgetag wurde das Medium gewechselt, der Lentiviren-Uberstand
chemisch abgetdtet und zur Selektion 0,3 pg/ml (Rh30, RD) bzw. 0,6 pg/mi (A-204)
Puromycin zugegeben. Die Zugabe von Puromycin erfolgte bei jedem
Mediumwechsel, bis die Kontrollansatze keine lebenden Zellen mehr enthielten. Die
Selektion wurde beendet und die stabil transduzierten Zellen weiterkultiviert bzw.

als Ruckhalt eingefroren.

2.2.3 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden ungefarbte oder zuvor fluoreszenzmarkierte
Zellen aus einer Zellsuspension mit hoher Geschwindigkeit an einem oder
mehreren Lasern vorbeigefuhrt (beim BD FACSCalibur: 488 nm Argon-Laser). Die
dabei entstehende Streuung des Lichts wird mittels verschiedener Detektoren
gemessen. Dazu gehdren das Vorwartsstreulicht (FSC, ZellgroRe), die
Seitwartsstreuung (SSC, Granularitat), sowie die Fluoreszenzintensitaten
verschiedener Wellenlangen (Filter fur FITC: 530 nm und PE/PI: 585 nm).

Die zu analysierenden Zellsuspensionen wurden in 5 ml FACS-R6hrchen vorgelegt
und mit FACS-Puffer gewaschen. Fur eine intrazellulare durchflusszytometrische
Analyse wurden die Zellen zunéchst in 3,7%iger Formaldehydldosung fur 30 min bei
4 °C fixiert und die Zellmembran durch 0,2 % Tween 20 in PBS fir 15 min bei 37 °C
permeabilisiert. Anschliel3end erfolgte - wie auch bei extrazellularer Analyse - die
Inkubation mit dem gewiinschten Primarantikorper fur 30 min bei 4 °C. Nach einem
Waschschritt  mit  FACS-Puffer wurde die Inkubation mit einem
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper durchgefihrt, ebenfalls fir 30 min bei
4 °C. Zur Analyse der unspezifischen Bindung des Sekundarantikbrpers wurden
Kontrollen ohne Bindung des Priméarantikorpers mitgefiihrt. Uberschiissige
Antikdrper wurden mit FACS-Puffer heraus gewaschen und die Zellsuspension am
FACSCalibur analysiert und mit der Software CellQuest oder FCS Express

ausgewertet.

2.2.4 GLuc-Messung

Hierbei handelt es sich um eine enzymatische Reaktion, die eine Aussage Uber die

Zellvitalitat erlaubt. Das Enzym Gaussia Luciferase wird von den stabil transfizierten
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Zellen ins Medium sekretiert. Nach enzymatischer Umsetzung des zugegebenen
Substrates Coelenterazin unter Anwesenheit von Sauerstoff kann die

Lumineszenzaktivitat bestimmt werden.

Hierzu wurde der Gaussia Glow-Juice verwendet. Zunachst wurden 5 pl
Zellkulturiiberstand in weil3e 96-Well Platten Uberfihrt. Der Gaussia Glow-Juice
wurde entsprechend dem Herstellerprotokoll angesetzt und 50 pul des
Substratgemischs direkt am Mikrotiterplatten-Reader unmittelbar vor der Messung
in jedes Well pipettiert. Die in Folge des Substratumsatzes entstandene
Lumineszenz wurde fur 1 s gemessen, als Kontrollen wurden Medium ohne Enzym

und Substratmix mitgefuhrt.

2.2.5 Bestimmung der Vitalitat (MTT-Test)

Die Zellvitalitat wurde mittels Dimethylthiazol-Tetrazolium-Bromid-Test (MTT-Test)
bestimmt. Der Nachweis beruht auf der Reduktion des gelben, wasserloslichen,
namensgebenden Farbstoffs in violettes, wasserunlosliches Formazan. Diese
Umwandlung erfolgt durch die mitochondrialen Dehydrogenasen der Zelle. Das
Produkt kann mit geeigneten Detergenzien aus den Zellen herausgelést und
photometrisch bestimmt werden. Dabei korreliert die gemessene Konzentration an

Formazan mit der vitalen Zellzahl.

1x10* RMS-Zellen in 100 pl Kulturmedium wurden in einer 96-Well Platte ausgesét
und je nach Versuch behandelt. Fir die Messung der Zellproliferation nach 72 h
Inkubation wurde das EZ4U-Kit nach Angaben des Herstellers verwendet, wobei
20 ul der frisch angesetzten Substratlosung je Well einer 96-Well Mikrotiterplatte
zugegeben wurden. Nach 1h Inkubation im Brutschrank erfolgte die
Absorptionsmessung am Milenia Kinetic Analyzer bei 450 nm. Alternativ wurden
25 ul MTT Reagenz je Well pipettiert und fur 3 h bei 37 °C inkubiert. Die Reduktion
wurde durch Zugabe der MTT Stopplosung beendet und die Formazankristalle
geldst. Nach Inkubation im Dunkeln und tGber Nacht bei RT wurde die Absorption
bei 570 nm photometrisch am Milenia Kinetic Analyzer bestimmt. Alle Ansatze
wurden in Dreifachbestimmungen ausgefuhrt und die prozentuale Vitalitat wurde
durch Normalisierung zwischen dem Leerwert (0 %) und den unbehandelten

Kontrollansatzen (100 %) mit der GraphPad-Software errechnet.



38 Material und Methoden

2.2.6 Immunzytochemie

Der Zweck dieser Methode ist der Nachweis von Zellbestandteilen mit
Antigencharakter an fixierten Zellkulturen durch Einsatz einer Antigen-Antikorper-
Interaktion. Alle Inkubationsschritte, sofern nicht gesondert angegeben, erfolgten
bei RT und fur 5 min. Das in der Waschlésung enthaltene Detergens Tween 20
unterstitzt das Auswaschen unspezifisch gebundener Antikérper und erhdht so die

Spezifitat der Immunfarbung, der Hintergrund wird reduziert.

Zur immunzytochemischen Analyse wurden 90 % konfluent bewachsene
Objekttrager mit geschlossenen Zellkulturkammern (p-Slides) zunachst fir 10 min in
3,7%iger Formaldehydlésung und anschlieBend in -20 °C gekihltem Aceton-
Methanol-Gemisch (1:1) fixiert. Nach einem Waschschritt mit PBST wurden
unspezifische Bindungen durch Inkubation fir 30 min in 1 % Ziegenserum blockiert.
Daraufhin wurde der Primarantikérper, in PBST auf 10 pg/ml verdinnt, fir 30 min
zugegeben. Zur Kontrolle unspezifischer Bindungen des Sekundarantikdrpers
wurden Kontrollen ohne Inkubation mit dem Primarantikrper mitgeftihrt. Nach
dreimaligem Waschen in PBST wurde fir 30 min im Dunkeln mit dem fluoreszenz-
konjugierten Sekundarantikdrper inkubiert. Zur Gegenfarbung der Zellkerne wurde
gleichzeitig mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Hoechst 33342 in einer 1:2000-
Verdinnung gefarbt. Erneut wurden Uberschissige Antikérper durch drei
Waschschritte mit PBST entfernt, die Zellkulturkammern mit PBST Uberschichtet
und die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert bzw. Kkurzfristig

abgedunkelt im Kuhlschrank gelagert.

2.2.7 Antikdrpervermittelter Zytotoxizitatstest (ADCC)

Hierbei wird die Fahigkeit bestimmter Antikdrper untersucht, in vitro mit antigen-
tragenden Zellen zu interagieren und durch Aktivierung zytotoxischer Immunzellen
die gebundenen Zielzellen zu zerstéren. Es wurde der nicht-radioaktive Europium-
Zytotoxizitatstest  durchgefuhrt, wobei die Zellen zundchst mit dem
Acetoxymethylester BATDA markiert wurden. Dieses Reagenz durchdringt leicht die
Zellmembran und wird innerhalb der Zelle hydrolysiert, so dass es die intakte
Zellmembran nicht langer passieren kann. Erst im Falle einer Zytolyse gelangt es
aus der Zelle und kann im Kulturmedium durch Europiumlésung nachgewiesen
werden. Hierbei bildet sich ein stabiler fluoreszierender Komplex und die

gemessene Fluoreszenzintensitat korreliert mit der Anzahl lysierter Zellen.
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Eine 80-90 % konfluent mit RMS-Zellen bewachsene Zellkulturschale wurde mit
PBS gewaschen und nach Zugabe von 1 ml Kulturmedium und 2,5 pl BATDA-
Ligand fir 30 min im Brutschrank inkubiert. Uberschiissiges BATDA wurde in funf
Waschschritten mit Kulturmedium entfernt. Anschlieend wurden die Zellen wie
unter 2.2.1.1 beschrieben trypsiniert und ausgezahlt (2.2.1.2). 5x10* Zellen/ml
wurden eingestellt und je 100 pl in einer U-formigen 96-Well Mikrotiterplatte
ausgesat, wobei eine Hintergrundkontrolle ohne Zugabe der Zielzellen mitgefihrt
wurde. Daraufhin wurden 20 pl Antikérperlésung in einer absteigenden
Konzentrationsreihe (10; 1; 0,5; 0,1; 0,05 pg/ml) zugegeben, die Kontrollen
(Hintergrund, Spontanlyse und Maximallyse) und die Ansatze ohne Antikorper
erhielten 20 pl Kulturmedium. Nach Antigen-Antikorper-Interaktion im Brutschrank
fur 30 min wurden 100 ul PBMCs als Effektorzellen in unterschiedlichen
Konzentrationen zugegeben (Effektor-Zielzellen-Verhéltnisse 80:1 = 4x10°
Zellen/ml; 40:1 = 2x10° Zellen/ml; 20:1 = 10° Zellen/ml; 10:1 = 5x10° Zellen/ml und
5:1 = 2,5x10° Zellen/ml). Zu den Kontrollen wurden 100 pl PBMC-Medium gegeben,
zur Maximallyse zusatzlich 2 % Triton. Die Platte wurde kurz anzentrifugiert
(100 x g, 2 min, Bremse 3) und im Brutschrank inkubiert. Nach 4 h wurde die Lyse
der Zielzellen untersucht, hierzu wurde die Platte erneut zentrifugiert (200 x g,
5 min, Bremse 3), 20 ul aus dem Uberstand in flache 96-Well Mikrotiterplatten
Uberfahrt und jedes Well mit 200 pul Europiumlésung versetzt. Nach einem
Inkubationsschritt fir 20 min bei RT, abgedunkelt auf einem Schittler, wurde die
Fluoreszenz des komplexierten Europiums am Wallac Victor Multilabel Counter
gemessen. Der Prozentsatz lysierter Zellen wurde nach Abzug der
Hintergrundkontrolle anhand folgender Formel ermittelt:
Probe - Spontanlyse

Spezifische Zytolyse = : x 100
Maximallyse - Spontanlyse

2.2.8 Phagozytosetest

In Anlehnung an den Zytotoxizitatstest wird untersucht, ob und in welchem Malie
Zielzellen durch Makrophagen phagozytiert werden. Hierbei kdnnen Antikdrper zur
Aktivierung der Makrophagen oder verschiedene Wirkstoffe zur Sensibilisierung der
Zielzellen eingesetzt werden, wie z.B. die Zytostatika Vincristin und Doxorubicin
oder der HDACi SAHA.
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1x10* RMS-Zellen wurden in 96-Well Mikrotiterplatten ausgesat, teilweise mit
0,1 ng/ml Vincristin, 10 uM Doxorubicin oder 0,5 uM SAHA versetzt und fur 24 h im
Brutschrank inkubiert. Am Folgetag wurde zu ausgewahlten Ansatzen 10 pg/ml
CDA47-Antikérper gegeben und die Platte erneut fur 30 min bei 37 °C inkubiert.
Daraufhin wurden die Makrophagen in einem Effektor-Zielzellen-Verhaltnis von 2:1
zugegeben und die Platte fur weitere 24 h im Brutschrank inkubiert. Die Auswertung
erfolgte lichtmikroskopisch und mittels MTT-Test (siehe 2.2.5).
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2.3 Histologische Methoden

2.3.1 Fixieren und Einbetten

2.3.1.1 Konservierung in Paraffin

Das biologische Material wurde umgehend in 3,7%iger Formaldehydlésung fur etwa
24 h fixiert, um Beeintrachtigungen des Gewebes zu unterbinden und es im
ursprunglichen Zustand der Entnahme zu erhalten. Daraufhin wurden die
Gewebeproben grindlich mit Reinstwasser gewaschen und freundlicherweise in der
Abteilung fur Pathologie am Universitatsklinikum Tibingen in Paraffin eingebettet.
Im dort vorhandenen Einbettautomaten wurde das in der Probe enthaltene Wasser
in einer aufsteigenden Ethanolreihe entzogen. Der Alkohol wurde durch Xylol
ersetzt und das Gewebe abschlieRend in Paraffin eingebettet, um es zu festigen
und die Durchfuhrung von Schnitten zu erméglichen. Die Paraffinblécke wurden bei

RT gelagert.

2.3.1.2 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurde das biologische Material umgehend in das
Einbettmedium Tissue-Tek O.C.T. gegeben und auf Trockeneis oder in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Das Einbettmedium besteht aus wasserl6slichen
Glykolen und Harzen und durch die schnelle Abkiuhlung wird die Bildung von
Eiskristallen, die zu Gefrierschaden im Material flhren, verhindert. Das Gefrieren
erfullt den zweifachen Zweck, die Gewebeproben im Zustand der Entnahme zu
fixieren und zu verfestigen, damit Schnitte angefertigt werden kodnnen. Die

eingebetteten Gewebestlicke wurden bei -80 °C gelagert.

2.3.2 Herstellen von Gewebeschnitten

2.3.2.1 Paraffinschnitte

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden am Vortag bei -20 °C
eingefroren, um eine mdoglichst harte Konsistenz des Paraffins beim Schneiden zu
gewdahrleisten. Die Gewebeblocke wurden in der Aufnahme des Mikrotoms
verankert und 5 um dinne Gewebelamellen geschnitten. Diese wurden mit einem
Pinsel auf eine Wasseroberflache (45 °C) uberfuhrt, um die Schnitte durch die
Oberflachenspannung zu glatten. In gestrecktem Zustand wurden diese auf
Objekttrager tberfuhrt und nach Trocknung auf einer 60 °C warmen Heizplatte bis

zur Weiterverarbeitung bei RT gelagert.
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2.3.2.2 Kryoschnitte

Die eingebetteten Gewebestiicke wurden mit Einfriermedium auf dem Probentisch
des auf -20 °C vorgekuhlten Kryostaten aufgefroren. Der Tisch wurde eingespannt
und Schnitte mit einer Schichtdicke von 10 uM angefertigt. Diese wurden durch den
am Messer angebrachten Schnittstrecker gestreckt, direkt auf Objekttrager

aufgenommen und auf Trockeneis bzw. bei -80 °C gelagert.

2.3.3 Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie gelingt der Nachweis von Gewebestrukturen mit
Antigencharakter in fixierten Gewebeschnitten durch Einsatz einer Antigen-
Antikdrper-Interaktion. Alle Inkubationsschritte, sofern nicht gesondert angegeben,
erfolgten bei RT fur 5 min. Des Weiteren in einer geschlossenen, feuchten Kammer,
um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern, da mit sehr geringen

Flassigkeitsmengen gearbeitet wurde.

2.3.3.1 Paraffinschnitte

Uber eine absteigende Alkoholreihe, beginnend mit drei Xylol-Badern, wurde das
Paraffin aus den zu untersuchenden Gewebeschnitten entfernt. Es folgten zwei
Bader mit 100 % Ethanol, dann 95 % und 70 % Ethanol. Die Objekttrager wurden
kurz in Reinstwasser geschwenkt und anschliel3end die Antigene in einem Bad mit
Citratpuffer demaskiert. Hierzu wurden die Gewebeschnitte in einem
Dampfdrucktopf far 5 min auf 100 °C erhitzt, um die formalinbedingten
EiweilRvernetzungen aufzuschlieBen. Nach dem Abkuhlen wurden die Schnitte in
Reinstwasser gewaschen und mit einem Fettstift umrandet. Unspezifische
Bindungen wurden durch 30-minutige Inkubation in 1 % Ziegenserum blockiert.
Daraufhin wurde der Primarantikdrper, in PBST auf 10 pg/ml verdinnt, fir 30 min
zugegeben. Zur Kontrolle unspezifischer Bindungen des Sekundarantikdrpers
wurden Kontrollen ohne Inkubation mit dem Primarantikorper mitgefuihrt. Nach
dreimaligem Waschen in PBST wurde fir 30 min im Dunkeln mit dem fluoreszenz-
konjugierten Sekundarantikdrper inkubiert. Zur Gegenfarbung der Zellkerne wurde
gleichzeitig mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Hoechst 33342 in einer 1:2000-
Verdinnung gefarbt. Erneut wurden Uberschissige Antikérper durch drei
Waschschritte mit PBST entfernt und ein spezielles Eindeckmedium (Fluorescence
Mounting Medium) auf die Praparate aufgebracht, welches das Ausbleichen der

Fluoreszenz verzogert. Die Objekttrdger wurden mit Deckglasern versehen und
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nach  vollstandigem  Austrocknen des  Eindeckmediums unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert bzw. bis zu einem Monat abgedunkelt im

Kihlschrank gelagert.

2.3.3.2 Kryoschnitte

Aus gefrorenem Gewebe gewonnene Schnitte werden bei RT immunhistochemisch
untersucht, so dass eine chemische Fixierung nach dem Schneiden erforderlich ist.
Hierzu wurden die Objekttrager in -20 °C gekihltem Aceton-Methanol-Gemisch
(1:1) inkubiert und anschliel3end auf Zellstoff gelagert, bis die Fixierlésung verflogen
war. AnschlieRend wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet und mit PBST
bedeckt. Die Blockade der unspezifischen Bindungen, die Antikorperdetektion und

das Eindecken erfolgten wie unter 2.3.2.1 beschrieben.

2.3.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung, abgekirzt HE-Farbung, besteht aus zwei
verschiedenen Einzelfarbungen und ist eine Routinefarbemethode flr
morphologische Untersuchungen. Bei Hamatoxylin handelt es sich um einen
naturlichen Farbstoff aus dem Blauholzbaum, der in Form des basischen Hamalaun
alle sauren Strukturen intensiv blau farbt. Hierzu gehdren vor allem die Zellkerne
mit der darin enthaltenen DNA und das mit Ribosomen angereicherte raue
endoplasmatische Retikulum. Eosin hingegen ist ein synthetischer saurer Farbstoff
und farbt alle basischen Zellstrukturen rot, was insbesondere die

Zellplasmaproteine betrifft.

Uber eine absteigende Alkoholreihe, beginnend mit drei Xylol-Badern zu je 5 min,
wurde das Paraffin aus den zu untersuchenden Gewebeschnitten eliminiert. Es
folgten zwei Bader mit 100 % Ethanol, dann 95 % und 70 % Ethanol, jeweils fir
5 min. Die Objekttrager wurden kurz in Reinstwasser geschwenkt, daraufhin fur
2min in Mayers Hamalaunldsung gebadet und fir 5 min unter flieRendem
Leitungswasser geblaut. Hierbei schlagt der Farbton der zunéchst rétlich-braun
gefarbten Zellkerne durch eine Erh6hung des pH-Wertes in das typische Blauviolett
um. Die Objekttrager wurden anschlielend 5-mal in Eosin-Lésung getaucht und
30 sec unter flieBendem Leitungswasser gewaschen. Durch eine aufsteigende
Alkoholreihe (70 %, 95 %, 100 %, 100 % Ethanol fir je 5 min) wurde den
Gewebeschnitten das Wasser wieder entzogen und in drei Xylol-Badern a 5 min

geklart. Letztlich wurden die Objekttrager mit Eindeckmedium (DePeX) und
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Deckglasern versehen. Nach vollstandigem Austrocknen des Eindeckmediums
konnten die Schnitte mikroskopisch analysiert bzw. bei RT gelagert werden.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

Aufgrund der ubiquitaren Verbreitung und der hohen Stabilitdt von RNasen wurden
alle Arbeiten mit RNA an einem gesonderten Laborplatz durchgefiihrt. Die
Arbeitsflache sowie alle Utensilien und die verwendeten Handschuhe wurden mit
dem RNase-Hemmer RNase AWAY gereinigt. AuRerdem wurden nur sterile

gestopfte Pipettenspitzen benutzt.

2.4.1 Isolierung von RNA aus Geweben und Zelllinien

Das Grundprinzip der RNA-Isolierung basiert auf der Phenol-Chloroform-Extraktion.
Zunachst wird das Material lysiert, wobei gleichzeitig Proteine denaturiert und
zusammen mit den RNAsen inaktiviert werden. Daraufhin erfolgt die Zugabe von
Phenol, wodurch sich ein Zwei-Phasen-System bildet. In diesem sammeln sich die
Proteine in der unteren, organischen Phase an, die DNA an der Phasengrenze und
die RNA ist in der oberen wassrigen Phase geldst. Die RNA wird letztlich durch eine
Fallung mit Ethanol aus der wassrigen Phase gewonnen, auf Silica-Saulen in
mehreren Waschschritten gereinigt und schliel3lich mit RNase-freiem Wasser

eluiert.

Fir die Isolierung der Gesamt-RNA aus in Paraffin konservierten Gewebeproben
wurde das miRNeasy FFPE Kit verwendet. Die Durchfihrung erfolgte entsprechend
dem Herstellerprotokoll, wobei je Probe sechs 5 pum dinne Gewebeschnitte

eingesetzt wurden. Die Elution erfolgte in 20 pul RNase-freiem Wasser.

Die Gesamt-RNA aus Zelllinien wurde mittels des RNeasy Kits gewonnen. Die
Durchfuhrung erfolgte entsprechend dem Herstellerprotokoll fur Tierzellen. Es
wurden 1x10° Zellen nach Trypsinierung (2.2.1.1) abzentrifugiert und eingesetzt.
Vor der RNA-Isolierung wurden diese in zum Kit gehdrendem Lysepuffer
aufgeschlossen und homogenisiert. Die Elution erfolgte in 30 ul RNase-freiem

Wasser.

2.4.2 RNA Quantitats- und Qualitatsbestimmung

Quantitat sowie Qualitdt der isolierten RNA wurden in der Abteilung flr

Medizinische Genetik am Universitatsklinikum Tubingen bestimmt.

Mit Hilfe des NanoDrop-Gerates wurde die RNA-Konzentration photometrisch

ermittelt. Hierbei wurden lediglich 1,5 pl Probe bendtigt. Die Messungen erfolgten
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bei 260 nm (Absorptionsmaximum Nukleinsduren), 280 nm (Absorptionsmaximum

Proteine) und 320 nm (Hintergrund).

Die Qualitat der isolierten RNA wurde mittels Kapillarelektrophorese und
Fluoreszenzdetektion im Bioanalyzer 2100 bestimmt. Hierzu wurde das RNA6000
Nano Reagents & Supplies Kit derselben Firma entsprechend dem
Herstellerprotokoll verwendet. Als Mal3 fir die RNA-Qualitat wurden die von der Bio
Sizing Software berechneten RIN-Nummern verwendet (0 = sehr schlechte Qualitét,
10 = hochste Qualitat, siehe (92)).

2.4.3 Mikroarray Expressionsanalyse

Die Mikroarray-Technologie ermdglicht die massenhafte, simultane Durchfiihrung
von Hybridisierungsreaktionen an einem festen Trager. Hierbei binden markierte
DNA- oder RNA-Molekile an komplementare, genspezifische Sequenzen, die als
Sonden auf der Oberflache einer Festphase immobilisiert sind. Der Durchmesser
eines jeden Sonden-Spots ist kleiner als 250 um, tausende solcher Spots bilden
einen Mikroarray. So werden bei relativ geringem Material-, Platz- und Zeitbedarf
am haufigsten Genexpressionsanalysen mittels eines Mikroarrays durchgefuhrt.
Meist werden sogenannte Oligonukleotid-Mikroarrays verwendet, diese basieren
auf der in situ-Synthese der Sondenmolekule (20-30 Nukleotide lang) direkt auf der
Chipflache.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Human Genome U133 Plus 2.0
Oligonukleotid-Array verwendet, dieser enthalt etwa 1.300.000 Oligonukleotide.
Dies entspricht 54.671 Probensétzen, welche ca. 47.400 Transkripte bzw. 38.500
gut charakterisierte humane Gene erfassen. Um eine hohe Sensitivitat und
Spezifitait zu erzielen, enthélt der Array Hybridisierungskontrollen, fiir manche
Transkripte mehrere Probensatze sowie fir alle Proben Kontroll-Sonden zur
Erkennung von unspezifischen Interaktionen und Hintergrundsignalen. Sonde und
Kontroll-Sonde bilden ein Probenpaar, ein Probensatz besteht aus elf
verschiedenen Probenpaaren mit einer Lange von je 25 bp, die einen ca. 300 bp

grolR3en Bereich eines Transkripts abdecken.

Die Arbeitsschritte der Expressionsanalyse in ARMS und ERMS Gewebeproben
wurden entsprechend dem Herstellerprotokoll ,One-Cycle“ von der Microarray

Facility Tubingen durchgefiihrt. Im Anschluss an die Hybridisierung erfolgte die
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Farbung der eingesetzten biotinylierten und fragmentierten cRNA mit Streptavidin-
Phycoerithrin. Die Fluoreszenz der einzelnen Probensatze wurde mit dem
GeneChip-Scanner detektiert, wobei die gemessene Intensitat mit der Menge an
gebundener cRNA korrelierte. Die Signalintensitaten wurden aus den Rohdaten mit
dem Algorithmus der Affymetrix Microarray Suite berechnet. Die abschlie3ende
Datenanalyse erfolgte mit der ArrayAssist Software, wodurch nach GCRMA
Normalisierung und Welch-Test alle signifikant differenziell regulierten Transkripte
mit einem fold change grofRer oder kleiner zwei und einem p-Wert kleiner 0,005

selektiert wurden.

2.4.4 Funktionelle Analyse von Expressionsprofilen

Die Untersuchung biologischer Mechanismen, Signalwege und Funktionen der
mittels Mikroarray identifizierten differenziell regulierten Gene in ARMS versus
ERMS wurde mit der Ingenuity Pathways Analysis Software durchgefuhrt. Hierzu
wurden die Bezeichnungen der Probenséatze mit entsprechenden fold change-Daten
und p-Werten in die Anwendung implementiert. Jeder Probensatz-Bezeichnung
wurde - sofern bekannt - der entsprechende Gen-Name und die Funktion
zugeordnet, wobei die Ingenuity Pathways Knowledge Datenbank als Quelle
herangezogen wurde. Aus den differenziell exprimierten Genen mit funktioneller
Bedeutung konnten Genregulationsnetzwerke erstellt werden, deren Interaktionen
in wissenschaftlichen Publikationen experimentell belegt wurden und aus diesem

Grund in der Ingenuity Datenbank enthalten waren.
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2.5 Proteinbiochemische Methoden

Zur Verringerung des Proteinabbaus fanden alle Bearbeitungsschritte - sofern nicht

anderweitig deklariert - auf Eis bzw. bei 4 °C statt.

2.5.1 Proteinextraktion aus Zelllinien

Mittels Standardextraktion werden I6sliche Proteine des Cytosols sowie
Membranproteine gewonnen. Durch das Detergens Nonidet P40 werden die
meisten Membranproteine aus der hydrophoben Wechselwirkung mit den
Phospholipiden gel6st und in Form komplexer Mizellen solubilisiert. Bei diesem
Vorgang werden auch membrangebundene Proteasen in Losung gebracht, die das
Zielprotein degradieren konnen. Die unerwiinschte Proteolyse wird durch
verschiedene Protease-Hemmer im Lysepuffer (EDTA, Inhibitor Cocktail)
vermieden. Aul3erdem werden Phosphatase-Hemmer zur Verhinderung einer

Dephosphorylierung (Natriumorthovanadat und Natriumfluorid) eingesetzt.

Fur die Isolierung des Gesamtproteins wurden 80 % konfluent bewachsene
Zellkulturschalen mit kaltem PBS gespult und daraufhin mit PBS Uberschichtet.
Nach Abschaben der Zellen von der Oberflache wurden diese mit PBS in ein
Zentrifugenrohrchen Uberfihrt und bei 100 x g fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 300 pl RIPA-Lysepuffer
resuspendiert. Nach einer 30mindtigen Inkubation auf Eis, unterbrochen durch
mehrmaliges Vortexen, wurde bei 18.000 x g fur 15 min bei 4 °C zentrifugiert.

Zuletzt wurde der Uberstand in ein frisches Eppi tiberfiihrt und bei -80 °C gelagert.

2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem DC Protein Assay von
Bio-Rad durchgefuhrt, bei dem es sich um eine optimierte Variante der
kolorimetrischen Methode nach Lowry handelt. Hierbei bilden die Proteine mit
Kupfer(ll)-lonen in alkalischer Lésung einen blau-violetten Komplex (Biuret-
Reaktion). Im zweiten Schritt werden die Kupfer(ll)-lonen des Komplexes zu
Kupfer(l)-lonen reduziert, die wiederum das gelbe Folin-Reagenz zu Molybdanblau

reduzieren. Die resultierende intensive Blaufarbung wird photometrisch gemessen.

Abweichend vom Herstellerprotokoll wurden 20 ul Proteinextrakt unverdinnt bzw.

mit RIPA-Lysepuffer verdinnt in Klvetten vorgelegt und ein Leerwert mitgefuhrt.
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Pro Kivette wurden 100 yl Reagenz A' (bestehend aus Reagenz A und 2 %
Reagenz S) hergestellt. Nach Zugabe von 800 pl Reagenz B (Folin-Reagenz)
wurde die Kivette mit Parafilm geschlossen, invertiert und 30 min im Dunkeln
inkubiert. Die Extinktion der einzelnen Proben wurde photometrisch bei 595 nm
gegen den Leerwert bestimmt. Zur Berechnung der Proteinkonzentration wurde
eine BSA-Kalibriergerade (Verdunnungsreihe von 0,2 pg/pl bis 2 pg/pl in zehn
Stufen) herangezogen. Anhand der Gleichung der linearen Regressionsgeraden

wurde der Proteingehalt unbekannter Proben nach folgender Formel errechnet:

Extinktion®%® — 0,05

Proteingehalt [mg/ml] =
g [mg/ml] 505

2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) denaturiert das
Detergens SDS Proteine, so dass sich diese nur noch in ihrer Grol3e, bei
vergleichbaren hydrodynamischen Eigenschaften, unterscheiden. Bei der
Gelelektrophorese wandern die SDS-Protein-Komplexe im elektrischen Feld zum
Pluspol und der Molekularsiebeffekt der Polyacrylamid-Matrix trennt sie nach ihrem
Molekulargewicht auf. Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE, bestehend aus
Sammel- und Trenngel, wird eine hthere Bandenschéarfe erzielt. Die beiden Gele

unterscheiden sich neben der Porengréf3e insbesondere in ihrem pH-Wert.

Zur Denaturierung wurden die Proteinextrakte mit Lammli-Puffer flir 3 min auf 95 °C
erhitzt und bei 18.000 x g fir 2 min bei 4 °C zentrifugiert. Alle Bestandteile des
Trenngels wurden gemischt, zigig zwischen die beiden mit 70%igem Ethanol
gereinigten Glasplatten der Elektrophorese-Apparatur gegossen und mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach Auspolymerisierung, wofir APS als Radikalstarter
und TEMED als Katalysator verantwortlich sind, wurde das Isopropanol
abgegossen und die Sammelgelbestandteile gemischt und auf das Trenngel
pipettiert. Umgehend wurde ein Kamm zur Taschenformung luftblasenfrei
eingesetzt. Das auspolymerisierte Gel wurde sofort weiterverwendet oder in

Frischhalte-Folie verpackt und tber Nacht bei 4 °C gelagert.
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Tabelle 5: Protokoll diskontinuierliches Polyacrylamidgel 7 cm x 8 cm

Trenngel (8 %, 4 ml) | Sammelgel (6 %, 2 ml)

Trennpuffer 0,8 ml -
Sammelpuffer - 500 pl
Reinstwasser 2 ml 1,1 ml

Gel 30 1,1 ml 430 pl

20 % SDS 20 ul -

10 % APS 20 pl 20 pl

TEMED 4 pl 2 pl

Fur die Gelelektrophorese wurde das Gel in die Kammer gespannt. Sowohl
Anoden- als auch Kathodentank wurden mit Laufpuffer gefullt. Nach Entfernen des
Taschenformers wurden die Geltaschen mit einer Hamilton-Spritze gespult und
Luftblasen unterhalb des Gels beseitigt. Die vorbereiteten Proben sowie ein
gefarbter GréRenstandard wurden mit einer Hamilton-Spritze aufgetragen und die
Elektrophorese fur 35 min bei 200 V durchgefihrt.

2.5.4 Western Blot und Immundetektion

Beim Western Blot werden die Proteine eines SDS-Gels elektrophoretisch auf eine
Membran Ubertragen. Diese eignet sich fir eine anschlieende Immunfarbung,
basierend auf einer Antigen-Antikdrper-Interaktion zur Identifizierung spezifischer
Proteine. Es werden peroxidasegekoppelte Sekundarantikbrper verwendet, die
durch Oxidation von Luminol eine Chemolumineszenz auslosen. Das entstehende

Licht wird mittels Rontgenfilm gemessen.

2.5.4.1 Halbtrockener Elektroblot

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden unter Verwendung des
halbtrockenen Elektroblot-Verfahrens auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Nach
Aktivierung der Membran fur 15 min in Methanol wurde diese in Reinstwasser
geschwenkt. Das Gel wurde aus den Glasplatten entnommen, das Sammelgel
verworfen und das Trenngel ebenfalls in Reinstwasser Uberfuihrt. Zwei auf die
GrofRe des Trenngels zurechtgeschnittene Whatman Filterpapiere wurden mit
Anoden- bzw. Kathodenpuffer benetzt. Das Blotsandwich wurde unter Vermeidung
von Luftblasen im Elektroblot aufgebaut, wobei die Membran mit der rauen Seite
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zur Anode, mit der glatten Seite in Richtung Gel und Kathode positioniert wurde.
Der Transfer erfolgte fur 30 min bei einer Spannung von 10 V.

2.5.4.2 Antikdrpermarkierung

Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran in Blocking-L6sung fur 1 h bei RT auf
einem Taumler inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran mit dem in Blocking-
Losung verdinnten primaren Antikdrper in Folie eingeschweil3t und 18 h bei 4 °C
auf dem Taumler inkubiert. Es folgten drei Waschschritte fur jeweils 5 min mit PBST
und anschlieRend die Inkubation mit dem sekundaren HRP-konjugierten AntikGrper
fur 45min bei RT. Nach erneutem Waschen der Membran wurde eine
Chemolumineszenz-Reaktion durchgefuhrt. Hierzu wurde Roti-Lumin nach
Angaben des Herstellers verwendet. AnschlieBend wurde die Membran zwischen
zwei lichtdurchlassige Klarsichtfolien gelegt, in einer Rontgenkassette mit einem
Rontgenfilm Gberschichtet und der Film anschlie3end entwickelt.

2.5.5 Silberfarbung

Die Silberfarbung ist ein Verfahren zur Anfarbung von Proteinen nach SDS-PAGE.
Im Vergleich zur Coomassie-Farbung zeichnet sich diese Methode durch eine
hohere Sensitivitat aus, die Nachweisgrenze liegt bei 0,1-1 ng pro Bande.

Es wurde der Roti-Black NSeq Silberfarbungskit verwendet. Dieser ist eigentlich fur
die Anfarbung von DNA in Sequenziergelen vorgesehen, funktioniert aber auch mit
Proteingelen. Die Durchfihrung erfolgte entsprechend dem Herstellerprotokoll,
wobei eine Fixierzeit von 1 h und eine Entwicklungszeit von 5 min gewahlt wurden.

Das gefarbte Gel wurde eingeschweil3t und fotografisch dokumentiert.

2.5.6 Immunprazipitation

Durch Immunprazipitation wird mittels eines Antikérpers ein Antigen aus einer
Losung aufkonzentriert. Teilweise wird zuvor eine chemische Vernetzung
(Crosslinking) durchgefiihrt, um die Bindung von Antikérper und Antigen zu

festigen.

Es wurden 5x10° Zellen nach Trypsinierung (2.2.1.1) abzentrifugiert, in 2 ml PBS
resuspendiert und mit 20 pg Antikérper auf einem Rotator bei 4 °C inkubiert. Im
Anschluss an die Antigen-Antikorper-Interaktion wurden die Zellen mit PBS

gewaschen und in 2 ml Crosslinking-Puffer aufgenommen. Zur Kreuzvernetzung
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wurden 1 mM BS3 - gelOst in Reinstwasser, 100 mM DTSP - gelost in DMSO oder
2,5% Glutardialdehydlosung zugegeben wund fur 30 min bei RT unter
gelegentlichem Schwenken inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert und mit
Quenching-Puffer gewaschen, um die Kreuzvernetzungsreaktion zu stoppen. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet in 750 yl RIPA-Lysepuffer
resuspendiert und die Proteinisolierung - wie unter 2.5.1 beschrieben -

durchgefuhrt.

50 ul Magnetbeads je Ansatz wurden dreimal mit Lysepuffer unter Zuhilfenahme
eines Magnetstanders gewaschen. Hierdurch wurden die Beads an der Gefaldwand
fixiert, so dass die verbleibende flliissige Phase abpipettiert werden konnte. Nach
Zugabe der Magnetbeads zu den gewonnenen Proteinlysaten wurden die Proben
zur Antigen-Antikdrper-Interaktion 1 h auf dem Rotator bei 4 °C inkubiert. Der
Komplex aus Protein, Antikérper und Magnetbeads wurde dreimal mit RIPA-
Waschpuffer gewaschen und in 30 pul denaturierendem Lammli-Puffer
aufgenommen. Durch Erhitzung fur 3 min bei 95°C wurden Protein und
Magnetbeads getrennt, die Beads mittels Magnetstander entfernt und der
gewonnene Proteinextrakt in einer SDS-PAGE (2.5.3) aufgetrennt und durch
Silberfarbung (2.5.5) detektiert.

2.5.7 Proteinidentifikation mittels LC/MS-Analyse

Der beispielsweise nach einer Immunprazipitation gewonnene Proteinextrakt kann
durch massenspektrometrische Methoden analysiert und die enthaltenen

unbekannten Proteine charakterisiert werden.

Hierzu wurde zunéchst im Proteome Center der Universitdt Tubingen eine
Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE durchgefuhrt. Nach Coomassie-
Farbung wurde die zu charakterisierende Bande aus dem Gel extrahiert und
entfarbt. Durch Trypsin wurden die Proteine im Gel verdaut und nach Elution mittels
nanoHPLC aufgereinigt. Direkt anschlielend wurde die Peptidlosung mittels
Elektrospray-lonisation (ESI) in feinste Tropfchen verspriht, im gekoppelten
Massenspektrometer analysiert und die Molekulargewichte der entstandenen
Peptide bestimmt. Schon die Molekulargewichte von drei Peptiden charakterisieren
das unbekannte Protein fast so eindeutig wie die Aminosauresequenz. Um das

unbekannte Protein zu identifizieren, folgte ein Abgleich der Molekularmassen der
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gemessenen Peptide mit einem in silico-Verdau von Proteinen in der NCBI-

Datenbank unter Verwendung des in Mascot implementierten MOWSE-Algorithmus.
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2.6 Tierexperimentelle Methoden

Samtliche Tierexperimente wurden entsprechend eines vorliegenden und
genehmigten Tierversuchsantrags (Tierversuch-Nr. K 2/10, Regierungsprasidium
TUbingen) unter der Leitung von PD Dr. Guido Seitz und stellvertretend Prof. Dr.
Bernd Pichler im Tierstall der Kinderklinik und im Labor fur Préklinische Bildgebung
der Universitat Tubingen unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Alle
Experimentatoren wurden vor den Versuchen uber den sachgemé&fRen Umgang mit

Versuchstieren geschult und besal3en die erforderlichen Qualifikationen.

2.6.1 Xenotransplantation

Bei der Xenotransplantation handelt es sich um eine Ubertragung vitaler Zellen
zwischen verschiedenen Spezies. In der vorliegenden Arbeit wurden humane RMS-

Tumorzellen in mannliche NOD/LtSz-scid IL2Ry™" Mause implantiert.

Fur die Injektion der Tumorzellen in 4-6 Wochen alte Mause wurden 1x10° RMS-
Zellen, transfiziert mit GLuc und transduziert mit mCherry, trypsiniert (2.2.1.1). Nach
Waschen mit PBS, Zentrifugation und Aufnahme in 200 pl DMEM ohne Zusatze
wurde die Zellsuspension intraperitoneal injiziert. Im weiteren Verlauf wurde das
Tumorwachstum woéchentlich durch Messung der Plasma-GLuc-Konzentration
Uberwacht und dokumentiert (siehe 2.6.2 und 2.6.3).

2.6.2 Blutentnahme und Plasmagewinnung

Zur retrobulbaren Blutentnahme wurden die Mause mit einem CO,/O,-Gemisch
(70 % CO,, 30 % O,) oder Isofluran (1,5-2 %) narkotisiert. Nach Erléschen des
Schmerzempfindens wurde eine Hamatokrit-Kapillare im inneren Augenwinkel
eingefiihrt und am Augapfel vorbei durch leichte Rotation der Venenkomplex im
Innern der AugenhoOhle angestochen. Etwa 50 pl des aus der Glaskapillare
tropfenden Blutes wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefald mit darin befindlichem
EDTA-Koagulationskiugelchen aufgefangen und durch Schwenken mit dem

Gerinnungshemmer gemischt.

Fur die Plasmagewinnung wurde das Blut sofort im Anschluss fur 3 min bei
3000 x g zentrifugiert, um die zellularen Bestandteile abzutrennen. Das
Uberstehende Plasma wurde abpipettiert und umgehend einer GLuc-Bestimmung

unterzogen bzw. bei -20° C eingefroren.
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2.6.3 GLuc-Bestimmung im Plasma

Fur die Messung des von den transplantierten Tumorzellen ins Plasma sekretierten
Enyzms Gaussia Luciferase wurde der Gaussia Glow-Juice verwendet. Die
Durchfihrung erfolgte wie unter 2.2.4 beschrieben, wobei die Enzymaktivitat in 5 pl

Plasma gemessen wurde.

2.6.4 In vivo Bildgebung: Lumineszenz und Fluoreszenz

Zur in vivo Bildgebung wurden die Versuchstiere in Transportkafigen in den Tierstall
des Labors fur Préklinische Bildgebung der Universitat Tubingen Uberflhrt. Nach
Betaubung durch eine Inhalationsnarkose mit Isofluran wurde den Tieren das
Bauchfell mit warmem Wasser und Veet Enthaarungscreme entfernt, um in der
anschlieBenden Messung die durch das weil3e Fell verursachten stdérenden
Hintergrundsignale zu reduzieren. Den Mausen wurde zum Schutz vor
Austrocknung Augensalbe aufgetragen. AnschlieRend wurden sie im
Bildgebungsgerat Aequoria unter Isofluranversorgung (1,5 %) auf einer beheizten
Unterlage auf dem Ricken positioniert, wobei zunachst die Lumineszenz gemessen
wurde. Hierzu wurden 150 ul des GLuc-Substrates Coelenterazin intraperitoneal mit
Insulinspritzen injiziert. Zwei Minuten nach Injektion wurde die Lumineszenz fur 60 s
und anschlieBend fir 120 s aufgezeichnet. Im Anschluss wurde die Fluoreszenz
bedingt durch mCherry (Anregung: 560 nm, Emission: 630 nm) fiir 20 s detektiert.
Die Aufnahmen wurden mit der Bildanalysesoftware DigiDoc ausgewertet. Bei der
Fluoreszenzmessung wurden die Intensitaten der einzelnen Tumoren bestimmt, bei
den Biolumineszenz-Aufnahmen die Intensitdt des gesamten Bauchraums je Tier
ermittelt. Zusatzlich wurde bei den Fluoreszenzaufnahmen die Flache der einzelnen
Tumoren vermessen. Die gewonnenen Daten in Pixel? wurden anhand eines

GroRRenstandards in mm2 umgerechnet:

Flache [Pixel?]

Flache [mm2] =
4900

Die Korrelation der Intensitaten und Flachen mit anderen Parametern wurde mit der
Software GraphPad durchgefuhrt. Hierzu wurde die nichtlineare Regression als
Analysemethode herangezogen und die Daten an eine exponentielle

Wachstumsfunktion angenahert. Das ausgegebene Bestimmtheitsma R? gibt an,
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inwiefern die Annéherung der Daten an das Modell brauchbar ist. Werte zwischen
0,8 und 1 sprechen fur eine starke positive Korrelation.

2.6.5 In vivo Bildgebung: PET/MRT

Die  Kombination aus  Positronen-Emissions-Tomographie  (PET) und
Magnetresonanztomographie (MRT) erlaubt neben der Bildmorphologie auch eine

Aussage uber die Vitalitat der untersuchten Tumoren.

Die PET/MRT-Messungen wurden im Labor fir Praklinische Bildgebung der
Universitat Tdbingen durchgefiihrt. Als radioaktiv markierte Tracer wurden
Fluordesoxyglucose ([*®FJFDG), Deoxyfluorthymidin  ([**F]JFLT) und Cholin
(("C]Cholin) verwendet. [*®F]JFDG erlaubt die regionale Messung des
Glucoseverbrauchs und wird passiv mittels Glucosetransporter aus dem Blut
aufgenommen. Nach Phosphorylierung von [*®F]JFDG durch die Hexokinase
innerhalb der Zellen ist keine weitere Verstoffwechselung mdglich. Die Rickreaktion
erfolgt — mit Ausnahme der Leber — in allen Organen und im Tumorgewebe sehr
langsam. Eine verstarkte Anreicherung wird im Gehirn, in den Nieren und in den
ableitenden Harnwegen beobachtet. Bei soliden Tumoren und Metastasen wird
haufig [**F]FDG eingesetzt. [*®FJFLT wird innerhalb der Zelle durch die
Thymidinkinase, die in Tumorzellen bis zu 15-fach erhoht exprimiert wird,
umgesetzt und akkumuliert. Der Einbau in die DNA ist umstritten. [**F]JFLT zeigt im
normalen Hirngewebe keine Aufnahme und eignet sich fir die Beurteilung von Hirn-
und Lungentumoren. Cholin ist wichtig fur die Herstellung von Phosphatidylcholin,
einem essentiellen Bestandteil der Zellmembran. Aufgrund der schnellen Teilung
der Tumorzellen ist deren Bedarf an Substraten zur Biosynthese von Zellmembran-
Bestandteilen deutlich erhdht, was zu einer verstarkten Aufnahme von [**C]Cholin
fuhrt. [**C]Cholin wird nicht in der Blase akkumuliert und u.a. bei der Diagnostik von

Darmtumoren verwendet.

Unter Isofluran-Inhalationsnarkose wurden den Mausen die radioaktiven Tracer
intravends in die Schwanzvene injiziert. Bei den *®F Radionukliden waren die Tiere
wahrend der anschlieBenden 1-stindigen Aufnahmephase der Tracer bei
Bewusstsein (Halbwertszeit 110 min) und wurden fur die PET- und MRT-Messung
erneut anasthesiert und auf dem Tierbett positioniert. Die Halbwertszeit von *'C]
betragt 20 min und die PET-Messung konnte bereits 5 min nach Injektion gestartet

werden. Es erfolgte eine statische PET-Aufnahme fur 10 min, daraufhin wurden die
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Mause im Tierbett in den MRT-Scanner tberfihrt und gemessen. Letztlich wurden
die PET- und MRT-Aufnahmen uberlagert und ausgewertet. Die Tumorvolumina
wurden anhand der MRT-Bilder mit der Inveon Research Software vermessen. Die
mittels PET gemessenen Zahlraten wurden mit dem geratespezifischen
Kalibrierfaktor ~und  der  Messdauer  verrechnet, um die lokalen
Aktivitatskonzentrationen [Bg/mm3] zu ermitteln. Diese sind abhangig von der
[**F]JFDG-Konzentration an der jeweiligen Position, von der insgesamt applizierten
Aktivitdat und vom Korpergewicht der Tiere. All diese Faktoren flieRen in den
sogenannten standardisierten Aufnahmewert (SUV, standardized uptake value) ein.
Hierbei handelt es sich um eine dimensionslose Zahl, die einen vorsichtigen
Vergleich verschiedener Messungen ermoglicht.

SUV = Aktivitatskonzentration [Bg/mm?3] x Kdrpergewicht [g]

injizierte Aktivitat [Bq]

2.6.6 Totung und Tumorexplantation

Nach Messung in PET- und MRT-Scanner wurden die Versuchstiere durch CO, und
Genickbruch getdtet und die Bauchdecke getffnet. Nach Entfernung der Organe
aus der Bauchhthle wurden diese getrennt auf ihre Fluoreszenzintensitat
untersucht (siehe 2.6.4) und alle detektierten Tumoren sowie die mit PBS gesplilten
Darme anschlieBend fur  histologische  Untersuchungen in  3,7%iger

Formaldehydlésung asserviert (2.3.1.1).
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3. Ergebnisse

3.1 Evaluierung von Cetuximab bei RMS

3.1.1 Zielstrukturen bei RMS fur eine Antikdrpertherapie

Eine Mikroarray-Genexpressionsanalyse in 7 ARMS und 5 ERMS Gewebeproben
ergab 534 Gene, deren Expression sich bei einem direkten Vergleich der beiden
RMS-Untertypen signifikant unterschied (p-Wert < 0,005 und fold change = |2|).
Hiervon waren 211 Gene in ARMS-Proben verglichen mit ERMS hochreguliert, 323
Gene herunterreguliert. Die Gesamtliste der differenziell regulierten Gene wird im

Anhang zur Verfigung gestellt.

Die differenziell regulierten Transkripte wurden mittels Ingenuity Pathways Analysis
in kanonische Netzwerke eingeordnet. Hierbei wurde die Signifikanz der Assoziation
des jeweiligen Transkripts mit dem kanonischen Signalweg durch den exakten
Fisher-Test bestimmt. Der errechnete p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass die
Assoziation zwischen den Genen des Datensatzes und dem kanonischen Signalweg
nur zufallig geschieht. Das wahrscheinlichste Netzwerk aus den zwischen ARMS und
ERMS differenziell exprimierten Transkripten ist in Abbildung 8 dargestellt. Es enthalt
35 Gene des Datensatzes, wobei der zentrale Hauptmediator des Netzwerks der
epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) ist. Die Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PIK3R3), die mitogenaktivierte Proteinkinase (MAP2K4) und Cullin 1 (CUL1) sind
dem direkten oder indirekten Einfluss von EGFR unterworfen und spielen eine Rolle

beim Ablauf des Zellzyklus.

Ein hohes Expressionsniveau der EGFR-Transkripte wurde sowohl in ARMS als
auch in ERMS-Geweben festgestellt. Die logarithmische durchschnittliche
Signalintensitat betragt 5,422 bzw. 7,450, bei einer 3,9-fach hoheren Expression in
ERMS (Abbildung 9). Da diese Ergebnisse eine zentrale Bedeutung von EGFR bei
der Entstehung von ERMS-Tumoren vermuten lieBen, wurde im Folgenden die
Expression von EGFR auf ARMS- (Rh30) und ERMS-Zelllinien (RD, A-204)

durchflusszytometrisch untersucht.
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Abbildung 8: Netzwerkanalyse differenziell exprimierter Gene in ARMS und ERMS. Die Zahlen geben den
fold change an, wobei (+) fur eine Hochregulation und (-) fir eine Herunterregulation in ARMS verglichen
mit ERMS-Geweben steht. Die dargestellten Formen geben die funktionelle Klasse des Genprodukts
wieder. Bemerkenswert ist die zentrale Rolle von EGFR.

x
9- ! ' Abbildung 9: Genexpressionsanalyse von
o EGFR in RMS-Geweben. Dargestellt sind die

= relativen  Signalintensitaten des EGFR-
‘U:‘) 8- o Probensatzes je Gewebeprobe. Die Gruppe
c o der ARMS (gefillte Kreise) wurde mit der
g 7= Gruppe der ERMS (leere Kreise) in einem
= °° ungepaarten t-Test verglichen und beide
g 64 unterscheiden sich signifikant (p-Wert =
= ®ee® 0,0004).
n - ®
S 51 o
- [ ]

4

ARMS ERMS



Ergebnisse 61

Eine hohe Oberflachenexpression von EGFR konnte auf Rh30- und RD-Zellen mit
dem humanisierten Antikdrper Cetuximab nachgewiesen werden (Abbildung 10).
Keine Expression wurde auf embryonalen A-204-Zellen detektiert.

A Rh30 B RD C A-204
100 100 100

501 50 504

251 \ 25 1 25

10° 100 10®  10®°  10* 10®° 100 10 100 10*  10° 100 10*° 10®° 10*

»

Cetuximab-FITC

Abbildung 10: Expression von EGFR auf RMS-Zelllinien. Eine hohe Expression von EGFR konnte auf RD-
und Rh30-Zellen durchflusszytometrisch nachgewiesen werden (schwarze Linien). Gleichzeitig ist die
Kontrollfluoreszenz des Sekundarantikdrpers dargestellt (graue Flache).

3.1.2 Aktivierung von EGFR durch EGF und Cetuximab

Der Einfluss von Cetuximab auf die Vitalitat der RMS-Zellen wurde durch MTT-Tests
untersucht. Nachdem die RMS Zelllinien Rh30, RD und A-204 mit steigenden
Konzentrationen von Cetuximab (1 — 100 pg/ml) fir 48 Stunden kultiviert worden
waren, lag die gemessene Zellvitalitdt zwischen 70 % und 104 % (Abbildung 11A).
Es konnte kein signifikanter Einfluss von Cetuximab auf die Vitalitat der RMS-Zellen

nachgewiesen werden.

Serumfreies Medium wurde eingesetzt, um im nachsten Schritt den alleinigen
Einfluss von EGF auf das Zellwachstum zu evaluieren. Die Vitalitdt der RMS-Zellen
wurde durch 10 ng/ml EGF in Quantum 263 Medium verglichen zu Kontrollkulturen
nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 11A). Als dem gleichen Medium neben der
Zugabe von EGF zusétzlich 1 pg/ml Cetuximab zugefugt wurden, nahm die Vitalitat
der Rh30-Zellen ab. Da Quantum 263 Hefeextrakt und einige Wachstumsfaktoren
enthalt, die vom Hersteller nicht bekannt gegeben werden, wurden die Versuche in
DMEM ohne FCS wiederholt. Weder EGF noch Cetuximab beeinflussten die Vitalitat
der Rh30-, RD- und A-204-Zellen (Abbildung 11B). Allerdings hat das fehlende
Serum die Vitalitat der Rh30 Zellen um 30-40 % reduziert. Die Vitalitdt der RD- und

A-204-Zellen ging verglichen mit Kulturen, denen 10 % FCS zugesetzt wurde, um
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etwa 80 % und 60 % zuriick. Die Zugabe des rekombinanten EGF konnte das

fehlende Serum nicht kompensieren.
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Abbildung 11: Einfluss von Cetuximab auf die Vitalitdt von RMS-Zellen. Rh30-, RD- und A-204-Zellen
wurden in Quantum 263 Medium (A) oder in serumfreiem DMEM (B) kultiviert. Wie angegeben wurden
10 ng/ml EGF und steigende Konzentrationen von Cetuximab (Cet) zugegeben. Die Zellvitalitat wurde
nach 48 h mit dem EZ4U-Assay bestimmt. Ansatze ohne Antikdrper wurden auf 100 % Vitalitat gesetzt.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus Dreifachbestimmungen.



Ergebnisse 63

3.1.3 Cetuximab-vermittelte Zytotoxizitat gegen RMS-Zellen

Therapeutische Antikdrper kénnen neben einer spezifischen Blockade des EGF-
Rezeptors auch eine antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat induzieren.
Humane PBMCs gesunder Spender wurden als Quelle zytotoxischer Zellen
herangezogen. Diese wurden mit RMS-Zellen in unterschiedlichen Effektor-
Zielzellen-Verhaltnissen zwischen 5:1 und 40:1 in einem Zytotoxizitatstest eingesetzt
(Abbildung 12). Bei einem Verhaltnis von 20:1 wurden bis zu 20 % der Tumorzellen
lysiert. Eine weitere Steigerung des Effektor-Zielzellen-Verhéaltnisses konnte die Lyse
der RD- und A-204-Zellen nicht erh6hen.

604 51
=101
mm 20:1

501 =401

Abbildung 12: Einfluss von PBMCs auf die Vitalitat
von RMS-Zellen. Rh30-, RD- und A-204-Zellen
wurden mit PBMCs in unterschiedlichen Effektor-
Zielzellen-Verhdaltnissen inkubiert. Die Zelllyse
wurde mittels Zytotoxizitatstest quantifiziert,

N
o
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w
o
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dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus Dreifachbestim-
204 mungen.
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Aus diesem Grund wurde ein Verhéltnis von 20:1 fir die anschlielRenden
antikorpervermittelten Zytotoxizitatstests gewahlt. Die beobachtete Zelllyse von RD-
und Rh30-Zellen war abhangig von der eingesetzten Cetuximab-Konzentration und
dem PBMC-Spender (Abbildung 13). Die PBMC-Zellen beider Spender waren in der
Lage, die RD-Zellen zu lysieren. Durch die Zugabe von Cetuximab konnte die
spezifische Lyse 3- bis 4-fach gesteigert werden. Die PBMCs von Spender 1
lysierten einen groRen Anteil der Rh30-Zellen (50 %), dies konnte durch Cetuximab
bis zur Sattigung gesteigert werden. Die spezifische Lyse der Rh30-Zellen durch die
PBMCs von Spender 2 lag unter 10 %. Allerdings konnte bereits durch die
Anwesenheit von 0,05 pg/ml Cetuximab eine Lyse von tUber 80 % der Tumorzellen
erzielt werden. Von den A-204-Zellen, die EGFR nicht exprimieren, wurde ein
deutlicher Anteil lysiert (30-40 %). Die Vorinkubation mit dem therapeutischen
Antikorper fuhrte jedoch nicht zu einer Steigerung der gemessenen Tumorzelllyse.

Diese Ergebnisse wurden durch eine Zweiweg-Varianzanalyse (ANOVA) statistisch
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untermauert. Ein Vergleich zwischen unbehandelten Kontrollkulturen und den
einzelnen Cetuximab-Konzentrationen lieferte signifikante Unterschiede im Falle der
RD- und Rh30-Zellen. Fur die A-204-Zellen konnte keine signifikante Lyse durch die

Zugabe von Cetuximab nachgewiesen werden.

A Spender 1 B Spender 2
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Abbildung 13: Antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt von Cetuximab gegeniiber RMS-Zellen.
Die RMS-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von Cetuximab inkubiert und PBMCs zweier
gesunder Spender (A, B) in einem im Vorfeld festgelegten optimalen Effektor-Zielzellen-Verhaltnis von
20:1 zugegeben. Die Zelllyse wurde mittels Zytotoxizitatstest quantifiziert, dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus Dreifachbestimmungen.
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|3.2 Etablierung eines monoklonalen Antikdrpers

|3.2.1 Charakterisierung monoklonaler Antikdrper

Durch Immunisierung von M&ausen mit Gewebeproben aus kindlichen Tumoren
wurde von Herrn Dr. Buhring (Abteilung Innere Medizin I, Universitatsklinikum
TUbingen) eine Antikorperbank hergestellt. Die Bindungseigenschaften einiger dieser
Antikdrper gegeniber RMS-Zellen wurden durchflusszytometrisch charakterisiert
(Tabelle 5).

Tabelle 5: Phéanotypisierung von RMS-Zellen. Die Bindungseigenschaften ausgewahlter Antikdrperklone
wurden mittels Durchflusszytometrie bestimmt, wobei ,,+++“ fiir eine starke Bindung des Antikorpers an
die jeweilige RMS-Zelllinie steht, ,,-“ bedeutet keine Bindung auf der Zelloberfliche. Wurde die Bindung
bei einer Subpopulation der Zellen beobachtet, ist dies als ,,(+)* gekennzeichnet.

Antikorper | Antigen | RD [ Rh30| A-204  Antikoérper [ Antigen [ RD [ Rh30 | A-204

W3C3 - - CD24 - - -

W1C3 + ++

+

CD90 | +++| ++ ++

43A1A9 cp34 | - | - 1G2C1 CD105 |+++| ++ | ++

HEK3D6C9 - + A3G2 - - -

~
+
~—~

W5C5A8 - |- 4FR6D3 CD334 | - | + +

W3D5A9 - -

104D2 CD117 | - - (+)

W8B2B10 | TNAP | (+) | - CUB2 CD318 | - | - -

W3D2B10 - -

HEK-6D6 | () (+)

Ww8C3B3 - +

+

W1D6 - - -

67D2 CD164 | + + W5D3 ++ |+t ++

~
+
~




66 Ergebnisse

Eine besonders starke Bindung an alle drei RMS-Zelllinien wurde bei CD44 und dem
unbekannten Antikorper 58B1A2 beobachtet. Aus diesem Grund sind die
entsprechenden Histogramme in Abbildung 14 detailliert dargestellt.

A Rh30 B RD C A-204
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Abbildung 14: Expression von 58B1A2-Antigen und CD44 auf RMS-Zelllinien. Eine starke Bindung sowohl
des 58B1A2-Antikdrpers (schwarze Linien) als auch des CD44-Antikoérpers (dunkelgraue Linien) an RMS-
Zellen konnte durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Gleichzeitig ist die Kontrollfluoreszenz des
Sekundarantikdrpers dargestellt (graue Flache).

CD44 wird ubiquitar exprimiert und zahlreiche Tumoren, darunter auch RMS, wurden
bereits auf Zusammenh&nge zwischen der CD44-Expression und der
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten untersucht (93). Weitere Studien
beschaftigten sich mit der Rolle von CD44 bei der Tumorprogression (94). Aus
diesem Grund konzentrierten wir uns im Folgenden auf den unbekannten 58B1A2-
Antikorper.

3.2.2 Expression des 58B1A2-Antigens in RMS

Aufbauend auf den Ergebnissen der Durchflusszytometrie wurde die Expression des
58B1A2-Antigens in RMS-Geweben und -Zellen né&her charakterisiert. Auch
immunhistochemisch konnte eine starke Bindung des 58B1A2-Antikorpers,
unabhéngig vom histologischen Subtyp, festgestellt werden (Abbildung 15). Eine
Bindung von 58B1A2 auf Normalgewebe, wie z.B. Lebergewebe, wurde nicht
beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Immunzytochemisch wurde insbesondere an den Zell-zu-Zell-Kontakten eine
deutliche Fluoreszenzfarbung infolge der Antikdrpermarkierung nachgewiesen. Ein
Unterschied zwischen ARMS und ERMS konnte nicht festgestellt werden, es ist

beispielhaft die Farbung der alveolaren Rh30-Zellen in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 15: Expression des 58B1A2-Antigens in RMS-Gewebeproben. Immunhistochemische Analyse
von (A) ARMS (RMS_18) und (C) ERMS (RMS_25) Patientenmaterial mit dem 58B1A2-Antikorper, detektiert

mit einem rot-fluoreszierenden Sekundarantikérper. Die DNA wurde durch Hoechst 33342 blau angefarbt,
Kontrollfarbungen ohne 58B1A2-Antikdrper sind in (B) und (D) dargestellt.
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Abbildung 16: Expression des 58B1A2-Antigens in RMS-Zellen. Immunzytochemische Analyse von Rh30-
Zellen mit dem 58B1A2-Antikdrper, detektiert mit einem grin-fluoreszierenden Sekundarantikérper. Die
DNA wurde mit Hoechst 33342 blau angefarbt. Dargestellt sind 10-fache (A) und 40-fache (B)
VergroRerung sowie die Kontrollfarbung ohne Primarantikdrper (C).
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3.2.3 58B1A2-vermittelte Zytotoxizitat gegen RMS-Zellen

Um die antikdrpervermittelte Zytotoxizitdt von 58B1A2 gegeniiber RMS-Zellen zu
untersuchen, wurde zunéachst der Einfluss des Antikdrpers auf die Vitalitdt der RMS-
Zellen durch MTT-Tests analysiert. Die gemessene Zellvitalitdt lag zwischen 68 %
und 85 % (Abbildung 17). Es konnte kein signifikanter Einfluss des 58B1A2-
Antikdrpers auf die Vitalitat der RMS-Zellen nachgewiesen werden (Zweiweg-

Varianzanalyse, p < 0,001).

Abbildung 17: Einfluss des

125+ 58B1A2-Antikorpers auf die
=3 Rh30 Vitalitat  von RMS-Zellen.

100+ T = RD Rh30-, RD- und A-204-Zellen
— wurden mit 0,1 pg/ml 58B1A2
X WM A204  ocubiert.  Die | Zellvitalitat
759 wurde nach 48 h mittels MTT-
© Test bestimmt. Ansitze ohne
T 50- Antikérper wurden auf 100 %
=l Vitalitdt gesetzt. Dargestellt
> sind Mittelwerte und
254 Standardabweichungen aus

Dreifachbestimmungen.
0

Kontrolle 58B1A2

Fur die antikdrpervermittelten Zytotoxizitatstests wurde das bereits unter Abschnitt
3.1.3 ermittelte optimale Effektor-Zielzellen-Verhaltnis von 20:1 verwendet. Die
unspezifische Zelllyse, hervorgerufen durch die Kokultur von PBMCs und RMS-
Zellen, lag bei Rh30 bei 2 % und bei RD bei 3 % (Abbildung 18). Diese schwache
Zytotoxizitdt wurde durch Zugabe des 58B1A2-Antikorpers (0,05-10 pg/ml) nicht
beeinflusst.

58B1A2
(ng/ml)

=30
223 0,05
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Abbildung 18: Antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat des 58B1A2-Antikdrpers gegeniber RMS-
Zellen. Rh30 und RD wurden mit steigenden Antikérper-Konzentrationen inkubiert und PBMCs eines
gesunden Spenders in einem Effektor-Zielzellen-Verhaltnis von 20:1 zugegeben. Die Zelllyse wurde
mittels Zytotoxizitatstest quantifiziert, dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus
Dreifachbestimmungen.
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3.2.4 Charakterisierung des unbekannten Antigens

Da keine 58B1A2-vermittelte Zytotoxizitat gegentuber RMS-Zellen festgestellt wurde,
sollte das unbekannte Antigen naher charakterisiert werden. In Western Blots mit
Proteinlysaten aus Rh30- und RD-Zellen konnten mit dem 58B1A2-Antikdrper
keinerlei Banden detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde
das unbekannte Protein durch Immunprazipitation gefallt, elektrophoretisch
aufgetrennt und nach Silberfarbung zeigte sich eine unbekannte Bande bei 60-
70 kDa (Abbildung 19). Des Weiteren waren die AntikGrperbanden der verwendeten
Antikorper bei ca. 25 und 50 kDa sichtbar. Eine LC/MS-Analyse der unbekannten
Bande bei 60-70 kDa ergab sowohl fir Rh30 als auch fur RD jeweils die hdchste
Sequenzabdeckung mit dem Protein Vimentin (vollstindige Tabelle im Anhang).
Hierbei handelt es sich um ein intrazellulares Protein, das fir den Aufbau der Lamina
innerhalb der Zellkernhille verantwortlich ist. Entsprechend der gewonnenen
Ergebnisse aus Durchflusszytometrie (3.2.1) und Immunhistochemie (3.2.2) muss es

sich beim 58B1A2-Antigen allerdings um ein extrazellulares Protein handeln.

1 2 3 4
250 kDa I
Abbildung 19: Silberfarbung nach Immunprazipitation
75 kDa. mit dem 58B1A2-Antikérper. RMS-Zelllysate von Rh30
(Spur 2) und RD (4) zeigten im Unterschied zur
Negativkontrolle ohne Primarantikorper (3) eine
schwache Bande bei 60-70 kDa. Die Antikdrper-Banden
50 kDa B WSS Sind bei ca. 25 und 50 kDa deutlich zu erkennen. In
Spur 1 wurde der gefarbte Proteinstandard geladen.
37 kDa
25 kDa ‘ -
T
F —— - -~

Bei der Wiederholung der Versuche wurden zwei Anderungen vorgenommen. Bisher
wurde mit dem Antikorper-Uberstand von Hybridomazellen gearbeitet, nun wurde
freundlicherweise von Dr. Buhring ein aufgereinigter 58B1A2-Antikdrper zur
Verfugung gestellt. AuRerdem wurde eine chemische Vernetzung (Crosslinking)
vorgenommen, um die Bindung von Antikérper und Antigen zu festigen. Mit dem
gereinigten 58B1A2-Antikdrper konnten im Western Blot wiederum keine
Proteinbanden detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Nach Immunprazipitation war
die Vimentin-Bande nicht mehr sichtbar (Abbildung 20). Stattdessen wurden in den



70 Ergebnisse

vernetzten Ansétzen zwei unbekannte Banden beobachtet, eine bei ca. 250 kDa und
die andere bei ca. 45 kDa. Beide wurden massenspektrometrisch analysiert und es
ergab sich fir die 250 kDa Bande die hdchste Sequenzabdeckung mit dem Protein
Myosin (Tabelle im Anhang). Die 45 kDa-Bande schien am ehesten dem Protein
Aktin zu entsprechen. Erneut handelt es sich bei den detektierten Proteinen um zwei

intrazellulare Proteine, in diesem Fall aus dem Zytoskelett.

1 2 3 4 5 6

Abbildung 20: Silberféarbung nach
guervernetzter Immunprazipitation mit dem
gereinigten 58B1A2-Antikérper. Gebundene
Proteine aus Rh30-Zelllysaten wurden mit
BS3 (Spur 3), DTSP (4) bzw. Glutardialdehyd
(6) chemisch mit dem Antikdrper vernetzt.
Bei Ansatz 5 wurden die extrazelluléren
Antigene bereits vor Inkubation mit dem
58B1A2-Antikdrper durch Glutardialdehyd
fixiert. Als Kontrolle wurde bei Ansatz 2 kein
Crosslinking vorgenommen, der
Proteinstandard wurde in Spur 1 geladen.
Deutliche Banden bei 45 kDa sind in allen
Spuren zu erkennen. Nach BS3 und DTSP-
Behandlung sind zusatzlich Banden bei ca.
250 kDa sichtbar.

Die bisherigen Ergebnisse lie3en darauf schliel3en, dass es sich bei dem gesuchten
58B1A2-Epitop nicht um ein Peptid handelt. Folglich konnte eine Zuckerkette flr die
Bindung des 58B1A2-Antikorpers verantwortlich sein. Um diese Frage zu klaren,
wurde eine Periodat-Losung eingesetzt. Periodat fuhrt durch eine Oxidation der
Glykoproteine zu einer chemischen Inaktivierung der terminalen Zuckerketten. Nach
derartiger Vorbehandlung sollte die Bindung des 58B1A2-Antikdrpers zurlickgehen,
da dessen Antigenstrukturen modifiziert wurden. Mittels Immunzytochemie konnte
jedoch kein Ruckgang der Bindung von 58B1A2 an RMS-Zellen nach Periodat-
Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen festgestellt werden (Daten

nicht gezeigt).
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3.3 Phagozytose bei RMS

3.3.1 Expression von CD47 und Calreticulin in RMS

Die Interaktion von Calreticulin mit LRP (low-density lipoprotein-related protein) fuhrt
zu einer Aktivierung von Makrophagen. Andererseits ist CD47 der Ligand des
inhibitorischen Makrophagenrezeptors SIRPa (signal-regulatory protein alpha). Um
die funktionelle Bedeutung von CD47 und Calreticulin in RMS zu evaluieren, wurde
die Expression dieser Proteine mittels Mikroarray-Analyse in Gewebeproben
untersucht. Eine hohe Expression von CD47 wurde in 11 RMS-Proben
nachgewiesen (Abbildung 21), wobei eine 1,2-fach signifikant hthere Expression in
ARMS verglichen mit ERMS Geweben festgestellt wurde (p-Wert 0,02; Student-t-
Verteilung). Ebenfalls hohe Expressionswerte ergaben sich fur Calreticulin, allerdings

unabhéngig vom histologischen Subtyp (Median 0,7).
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Abbildung 21: Expression von CD47 und Calreticulin in RMS-Gewebeproben. Dargestellt sind die
Expressionswerte von CD47 relativ zu GAPDH je Gewebeprobe, die mittels Mikroarray analysiert wurden.
Jeder Wert steht fir den Mittelwert mit Standardabweichung aus zwei Probensatzen (*Student-t-
Verteilung, p-Wert < 0,05).

Dementsprechend wurden auch hohe Expressionslevel von CD47 und Calreticulin
mittels Immunhistochemie detektiert (Abbildung 22). Auf RMS-Zelllinien wurde
anhand einer durchflusszytometrischen Untersuchung ebenfalls eine hohe
extrazellulare Expression von CD47 auf Rh30 und RD gemessen (Abbildung 23).

Calreticulin hingegen konnte nicht auf der Zellmembran detektiert werden.
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Abbildung 22: Immunhistochemische Analyse von ARMS (A) und ERMS-Gewebeproben (B) mit
Antikérpern gegen CD47 und Calreticulin, gefolgt von einem rot-fluoreszierenden Sekundéarantikdrper.
Die DNA wurde durch Hoechst 33342 blau angefarbt. Die Kontrollansatze wurden nicht mit den priméren

Antikérpern inkubiert.
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Abbildung 23: Expression von CD47
und Calreticulin in RMS-Zelllinien.
(A) Eine hohe Expression von CD47
(schwarze Linien) wurde sowohl auf
RD- als auch auf Rh30-Zellen
durchflusszytometrisch  detektiert.
(B) Keine extrazelluldre Expression

von Calreticulin konnte
nachgewiesen werden. Die
Kontrollfluoreszenz des

Sekundarantikdrpers ist jeweils als
graues Histogramm dargestellt.



Ergebnisse 73

Mittels einer intrazellularen durchflusszytometrischen Analyse wurde jedoch eine
schwache Expression von Calreticulin sowohl in Rh30- als auch in RD-Zellen
nachgewiesen (Abbildung 24). In beiden Zelllinien wurde die zytoplasmatische
Lokalisation von Calreticulin immunzytochemisch bestétigt. Im Gegensatz zur
Messung mittels Durchflusszytometrie wurde eine hohe Expression von Calreticulin

passend zu den vorherigen Mikroarray-Ergebnissen beobachtet.
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Abbildung 24: Expression von Calreticulin im Zytoplasma der RMS-Zellen, nachgewiesen durch
intrazellulare Durchflusszytometrie (A) und Immunzytochemie (B). (A) Die Kontrollfluoreszenz des
Sekundarantikorpers ist durch das graue Histogramm repréasentiert. (B) Ein FITC-markierter
Sekundarantikdrper sowie der DNA-interkalierende Farbstoff Hoechst 33342 wurden verwendet.
Kontrollen wurden nicht mit dem Primarantikdrper inkubiert.
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3.3.2 CD47-vermittelte Zytotoxizitat gegen RMS-Zellen

Da eine hohe Expression von CD47 in RMS-Geweben und -Zellen nachgewiesen
werden konnte, wurde zunachst der Einfluss eines CD47 blockierenden
monoklonalen Antikorpers auf die Vitalitat der Zellkulturen n&her untersucht. Die
gemessene Zellvitalitat lag zwischen 84 % und 101 % (Abbildung 25). Es konnte kein
signifikanter Einfluss des CD47-Antikorpers auf die Vitalitat der RMS-Zellen

nachgewiesen werden (Zweiweg-Varianzanalyse, p < 0,001).
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Abbildung 25: Einfluss des CD47-Antikoérpers auf die Vitalitdt von RMS-Zellen. Rh30- und RD-Zellen
wurden mit steigenden Konzentrationen des CD47-Antikdrpers inkubiert. Die Zellvitalitdt wurde nach 72 h
mit dem EZ4U-Kit bestimmt. Ansatze ohne Antikdrper wurden auf 100 % Vitalitat gesetzt. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus Dreifachbestimmungen.

Fur die antikdrpervermittelten Zytotoxizitatstests wurden PBMCs im bereits unter
Abschnitt  3.1.3 ermittelten optimalen Effektor-Zielzellen-Verhéltnis von 20:1
verwendet. Durch Kokultur mit RMS-Zellen wurde eine unspezifische Lyse von 2 %
bei Rh30 und von 10 % bei RD beobachtet (Abbildung 26). Diese konnte unabhéngig
von der eingesetzten Antikérper-Konzentration (0,05-10 pg/ml) nicht gesteigert

werden.
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Abbildung 26: Antikdrperabhéangige zellvermittelte Zytotoxizitat des CD47-Antikdrpers gegentiber RMS-
Zellen. Rh30 und RD wurden mit steigenden Antikdrper-Konzentrationen inkubiert und PBMCs eines
gesunden Spenders in einem Effektor-Zielzellen-Verhéltnis von 20:1 zugegeben. Die Zelllyse wurde

mittels Zytotoxizitatstest quantifiziert, dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus
Dreifachbestimmungen.

Neben der antikorpervermittelten Zytotoxizitdt und direkter Inhibition von CDA47
konnen Antikdrper die Funktion von CD47 bei der Phagozytose modulieren. Im
Folgenden wurde der Einfluss des Antikorpers auf die Phagozytose der RMS-Zellen

untersucht.

3.3.3 CD47-modulierte Phagozytose

Die Fahigkeit humaner Makrophagen, RMS-Zellen in Kokulturen bei einem Effektor-
Zielzellen-Verhaltnis von 2,5:1 zu phagozytieren, wurde bis zu 96 h beobachtet.
Nach 24 h wurden wenige mehrkernige Zellen in der konfluent bewachsenen
Tumorzellkultur detektiert. Definierte Locher im Zellrasen, verursacht durch
Phagozytose, wurden nach 96 h fotografisch dokumentiert (Abbildung 27A). Keine
zellfreien Areale konnten in den Kontrollansatzen beobachtet werden. Die meisten
und grolRten Locher im Monolayer wurden in Anwesenheit des CD47-Antikodrpers
gemessen (Abbildung 27B). Ohne Antikdrper-Behandlung wurden die Rh30-Zellen
effizienter phagozytiert verglichen mit RD, bei einer zellfreien Flache von 460 pmz2 im
Gegensatz zu 250 um2. Die Blockade von CD47 mit einem Antikdrper erhdhte die
Phagozytoserate beider Zelllinien (RD: 1790 um2, Rh30: 1270 pm?). In Relation zur
Gesamtflache von 15181 pm?2 wurde durch Zugabe des CDA47-Antikdrpers eine
5%ige Steigerung der Phagozytose bei Rh30 sowie eine Erhéhung um 10% bei RD

nachgewiesen.
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Abbildung 27: Empfindlichkeit von RMS-Zelllinien gegentiber makrophagenvermittelter Zytotoxizitat. (A)
Rh30- und RD-Zellen wurden mit Makrophagen fiir 96 h bei einem Effektor-Zielzellen-Verhéltnis von 2,5:1
kokultiviert. CD47-Antikdrper wurde in gekennzeichneten Anséatzen zugegeben. Die Bilder zeigen die
zellfreien Flachen im Tumorzellrasen. (B) Die Phagozytose wurde durch Ausmessen der zellfreien
Flachen im Tumorzellrasen relativ zur Gesamtflache bestimmt.

Die Quantifizierung der Zytotoxizitat in Kokulturen mittels Phagozytosetest belegte

eine spezifische Lyse beider RMS Zelllinien (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Einfluss des CD47-Antikdrpers auf die makrophagenvermittelte Zytotoxizit