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1 Einleitung

1.1 Mismatch-Repair-Defizienz und Mikrosatelliteninstabilitat

in der Entstehung und Diagnostik von Krebserkrankungen

1.1.1 Entdeckung des prokaryotischen und eukaryotischen

Mismatch-Repair-Systems

Die Existenz eines Systems zur Reparatur von Basenpaarungfehlern im Rahmen der DNA-
Replikation wurde zuerst im Bakterium E. coli nachgewiesen und drei Hauptkomponenten
identifiziert. Sie wurden wegen ihrer Fahigkeit, eine Anhdufung von Replikationsfehlern —
den sogenannten mutator phenotype (Mut) — zu verhindern, MutS, MutL. und MutH genannt.
In Saccharomyces cervisiae wird die Funktion der bakteriellen MutS von sechs Genprodukten
iibernommen, welche als MutS-Homologe (MSH) 1-6 bezeichnet werden. Vier Genprodukte
ersetzen MutL: Die MutL-Homologe MLH1, MLH2, MLH3 sowie PMS1 (post meiotic segrega-
tion 1), welches auch an der Meiose beteiligt ist'. Im Menschen gelang zuerst der Nachweis
eines menschlichen Homologs der bakteriellen MutS und der mykotischen MSH2, genannt
human MSH2 (hMSH2)2. Spiter wurden auch menschliche Homologe zu MutL / MLH1
(hMLH1)3, zu PMS1 in S. cervisiae (hPMS1 / hPMS2)“ und zu MSH6 (hMSH6)°® identifi-

ziert.

1.1.2 Das menschliche DNA-Mismatch-Repair-System

Das menschliche Mismatch-Repair (MMR) System ist ein essentieller Mechanismus zur
Aufrechterhaltung der Stabilitdt des menschlichen Genoms. Seine Hauptfunktion ist die
postreplikative Reparatur von Fehlern bei der Basenpaarung, etwa in Form von Insertion
oder Deletion falscher Basenpaare oder sogenannten Insertions-Deletionsschleifen (inserti-
on / deletion loop, IDL), kurzen, extrahelikalen Schleifen, welche durch ein “Abrutschen”
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(slippage) der DNA-Polymerase entstehen®. Erst in neuerer Zeit wurden auch dariiber hin-
ausgehende Funktionen des MMR-Systems wie die Beteiligung an Signalisierungswegen bei
DNA-Schéaden, mutagenen Prozessen wie der somatische Hypermutation (somatic Hypermu-
tation, SHM), dem Klassenwechsel von Immunglobulin-Isotypen in B-Zellen (class switch

7-12

recombination, CSR) und der Instabilitdt von DNA-Trinukleotid-Repeats’~“ nachgewiesen.

Die menschlichen Homologe zu MutS und MutL sind aus je zwei Molekiilen zusammengesetzt,
die eine funktionelle Einheit bilden. Das hMutS-Heterodimer besteht entweder aus den
Molekiilen hMSH2 und hMSH6 (genannt hMutSa) or aus hMSH2 und hMSH3 (hMutSp).
Das menschliche MutL-Korrelat hMutLa wird aus je einem Molekiil h(MLH1 und hPMS2
gebildet, hMutL{ aus hMLH1 und hPMS1. Es wird allgemein angenommen, dass MutSa eine
entscheidende Rolle bei der Erkennung von Basenpaarungsfehlern und kleinen IDL spielt,
wahrend MutSp auf gréRere IDL spezialisiert ist'>.

Obwohl die Funktion des menschlichen MMR-Systems noch nicht in allen Einzelheiten ab-
schliellend geklart ist, kann der Prozess der postreplikativen DNA-Reparatur nach jetzigem
Kenntnisstand in vier Schritte unterteilt werden: 1. Erkennung eines Replikationsfehlers
durch hMutSa oder hMutSf3, welche dann eine bewegliche Klammer (sliding clamp) um
den fehlerhaften Basenstrang bilden und diesen durch eine ATP-getriebene Seitwartsbewe-
gung von der DNA-Matrize 16sen. 2. Rekrutierung von hMutL, welches durch ein Mismatch-
Erkennungssignal an den distalen DNA-Strangbruch bindet, an dem die Basenexzision begin-
nen soll, und dort die DNA-Polymerase durch Exonuklease I und weitere an der DNA-Exzision
beteiligte Proteine ersetzt; 3. Exzision des DNA-Stranges, welcher das falsche Nukleotid
enthélt und 4. Resynthese des entfernten DNA-Abschnittes durch die DNA-Polymerase unter

Verwendung des verbliebenen DNA-Stranges als Vorlage'*1°.

Wenn Teile des menschlichen MMR-Systems ausfallen, etwa durch Mutation oder Promotor-
methylierung, bleiben Replikationsfehler der DNA-Polymerase unkorrigiert. Art und Ausmaf3
der genetischen Instabilitit, welche aus einem defekten MMR-System resultiert, hdngt auch
davon ab, welche hMutS- und hMutL-Proteine defekt sind. Eine teilweise Redundanz und
funktionelle Uberschneidung zwischen den o- und B-Untergruppen fiihrt zu unterschiedli-
chen Tumorphénotypen 68, Zellen mit einer defekten MMR entwickeln fast immer einen
mutator phenotype, welcher durch einen 100- bis 1000-fachen Anstieg spontaner Muta-
tionen gekennzeichnet ist'*!, Dieser Mutations-Phanotyp ist mit einer langen Reihe von
Krebserkrankungen assoziiert, wie dem kolorektalen Karzinom, Karzinomen des Magens,
des Endometriums und der Ovarien, des Pankreas, des Urogenitaltraktes, der Brust sowie

mit hamatologischen Erkrankungen?2-26,



Eine besondere Rolle spielt die MMR-Defizienz beim Lynch-Syndrom, frither als hereditéres
nicht-polyposes Kolonkarzinom (hereditary non-polyposis colorectal carcinoma, HNPCC)
bezeichnet. Bei dieser autosomal-dominant vererbten Erkrankung kommt es aufgrund einer
Keimbahnmutation in einem der bekannten MMR-Gene (hMSH2, hMSH6, hMLH1, hMLH3
und hPMS2) zu einem ausgepragten Mutationsphédnotyp. Patienten mit Lynch-Syndrom
haben ein stark erhohtes Krebsrisiko, insbesondere ein 80%-iges Risiko fiir die Entwicklung
eines kolorektalen Karzinoms und bei weiblichen Patienten zusatzlich ein 60%-iges Risiko fiir
die Entwicklung eines Endometriumkarzinoms und ein 25%-iges Risiko fiir ein Ovarialkar-
zinom?’. Wihrend beim Lynch-Syndrom nur ein Allel des betroffenen MMR-Gens erblich
bedingt mutiert ist und eine zusétzliche Verdanderung des anderen Allels durch somatische
Mutation oder Methylierung fiir die Krankheitsentstehung erforderlich ist, kommt es bei
einer erblich bedingten Mutation beider Allele zur Entwicklung von bosartigen Neubildungen
bereits in der frithen Kindheit?8-31,

1.1.3 DNA-Mikrosatelliten und Mikrosatelliteninstabilitat

DNA-Mikrosatelliten sind DNA-Abschnitte, in denen kurze (1-6 Basenpaare) Nukleotidse-
quenzen bis zu 100 Mal wiederholt werden und die daher als short tandem repeats bezeichnet
werden. Abhingig von der Anzahl verschiedener Basen innerhalb eines Repeats unterschei-
det man Mono-, Di-, Tri-, Tetra-, Penta- und Hexanukleoidrepeats. Typischerweise besteht
ein Mikrosatellit aus einer einzigen, stetig wiederholten Nukleotidsequenz. Werden diese
Wiederholungen durch eine eingestreute unterschiedliche Base unterbrochen, spricht man
von einem sogenannten imperfect repeat, bei eingestreuten ldngeren Basensequenzen von
interrupted repeats. Wechseln sich innerhalb eines Mikrosatelliten zwei oder mehr unter-
schiedliche Nukleotidsequenzen miteinander ab, wird das Ergebnis als zusammengesetzter
Mikrosatellit (compound microsatellite) bezeichnet®?.

DNA-Mikrosatelliten sind nicht zuféllig iiber das Genom verteilt. Sie konzentrieren sich
im Euchromatin, in dem die DNA in aufgelockerter Form vorliegt und in dem sich der
iiberwiegende Teil der Erbinformation befindet. Dieser Umstand macht Mikrosatelliten zu
einem wichtigen Werkzeug in der Kartierung von Genen. Aber auch innerhalb der aktiven
Genomabschnitte zeigen Mikrosatelliten eine Tendenz zur Ballung in bestimmten Regio-
nen. Liegen Mikrosatelliten in kodierenden DNA-Abschnitten, spricht man von kodierenden
Mikrosatelliten (coding microsatellites, cMS) 2.

Bei der DNA-Replikation kommt es in Mikrosatelliten im Vergleich zu anderen DNA-Abschnitten
tiberdurchschnittlich hdufig zu einem Abrutschen der DNA-Polymerase (slippage). Hierdurch
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werden repetitive DNA-Sequenzen unterschiedlicher Linge von der Polymerase {ibersprun-
gen, bis die Replikation zu einem spéateren Zeitpunkt wieder einsetzt. Aufgrund der sich
standig wiederholenden Nukleotidsequenz kommt es hierbei haufig nicht zu einer rele-
vanten Leserasterverschiebung und damit zu einem Abbruch der Replikation. Stattdessen
entsteht ein verkiirztes Genprodukt. Eine Anhdufung von solchen Replikationsfehlern in DNA-
Mikrosatelliten wird als Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI), MSI-Phinotyp oder replication
error (RER) - Phéinotyp bezeichnet und gilt als Charakteristikum einer defekten MMR 33,

Zum Nachweis eines defekten MMR-Systems im Rahmen der Diagnostik beim Lynch-Syndrom
wurde ein spezifisches Set von Mikrosatelliten-Loci (BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 und
D17S250) ermittelt, welche auf eine vermehrte Lingendnderung — und damit MSI — hin
untersucht werden kénnen. MSI tritt in bis zu 90% aller mit dem Lynch-Syndrom assoziierten
Neoplasien auf, einschliel8lich Tumoren des Kolorektums, des Endometriums, des Magens und
der Ovarien. Zudem wurde MSI in 15-20% der Félle sporadisch auftretender kolorektaler
und anderer Tumoren beobachtet®*. Nach international giiltiger Ubereinkunft wird eine
Instabilitdt in zwei oder mehr der fiinf genannten Loci oder 30%—-40% aller anderen unter-
suchten MSI-Loci als hochgradige Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI-high, MSI-H) definiert.
Eine Instabilitdt in nur einem von fiinf Markern wird als niedriggradige MSI (MSI-low, MSI-L)
bezeichnet. MSI-H wird im allgemeinen durch eine Mutation in hMLH1 und / oder hMSH2
verursacht, wahrend MSI-L {iberwiegend durch Mutationen in hMSH6 und / oder hPMS2
entsteht>>=38,

Neben dieser Funktion als diagnostischer Marker fiir die MMR-Defizienz wird dem MSI-
Phénotyp auch eine aktive Rolle in der Tumorentstehung zugeschrieben. Denn Frameshift-
Mutationen (FSM) in kodierenden Mikrosatelliten konnen hochstwahrscheinlich auch zu
einer Beeintrachtigung der Genfunktion fithren. Der Verdacht auf eine aktive Rolle in der Tu-
morigenese besteht bei cMS, deren Ursprungsgene eine Reihe von Voraussetzungen erfiillen:
1. eine hohe Mutationsfrequenz, 2. eine biallelische Inaktivierung, 3. eine funktionelle Rolle
des betroffenen Gens in einem Tumorsuppressor-Pathway, 4. das Auftreten von Verdnderun-
gen im selben Pathway in MSI-negativen Tumoren und 5. das Vorliegen von funktionellen
Suppressorstudien in vitro und / oder in vivo>3.

Es wurden bereits verschiedene Gene mit cMS identifiziert, welche den oben genannten Kri-
terien entsprechen. Diese sind an der Signaltransduktion (TGFBRII, IGFIIR, PTEN), apoptoti-
schen Vorgingen (BAX, Caspase-5), der posttranslationellen DNA-Reparatur (hMSH3, hMSH6,
MBD4), transkriptionaler Regulation (TCF—4) und der Immunabwehr (b2M) beteiligt. Die

Suche nach neuen Kandidaten fiir cMS mit den entsprechenden Kriterien wird durch die



Weiterentwicklung hochleistungsfahiger Datenbanken und verbesserter Suchalgoritmen ver-

einfacht3*4!,

Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass eine eingeschrankte MMR beziehungsweise der
MSI-Phinotyp neben der eben erwédhnten tumorigenen Wirkung auch einen entgegenge-
setzten, tumorprotektiven Effekt haben konnte. So haben beispielsweise sowohl sporadische
als auch erblich bedingte, MSI-positive kolorektale Karzinome eine bessere Prognose als
mikrosatelliten-stabile Tumore*?. Zudem konnte als Zeichen einer verstirkten Abwehrreak-
tion durch das korpereigene Immunsystem eine verstarkte Lymphozyteninfiltration in der

Umgebung MSI-positiver Tumorzellen nachgewiesen werden*=.

1.1.4 MMR-Defizienz und MSI in Leukamie- und Lymphomerkrankungen

Die Begriffe Leukdmie und Lymphom fassen eine Reihe von proliferativen Erkrankungen des
blutbildenden Systems zusammen, die in vielen Faktoren, wie den betroffenen Zelltypen,
der Atiologie und Pathogenese, der klinischen Symptomatik und dem Krankheitsverlauf teils
erhebliche Unterschiede aufweisen. Aus diesem Grunde sind auch entsprechende Studiener-
gebnisse nur zwischen gleichen oder eng verwandten Entititen vergleichbar. Eine Ubersicht
iiber vorhandene Studien zum Auftreten von MMR-defizienz und MSI in verschiedenen

Leukdmien und Lymphomen gibt Tabelle 1.1 auf Seite 9.

Es mehren sich Hinweise darauf, dass eine Reihe von hamatologischen Erkrankungen beson-
ders anfallig fiir MSI ist. So wurde ein hohes Mal3 an Instabilitidt in den nach Organ- und
Stammzelltransplantation auftretenden sogenannten Posttransplantations-myeloproliferativen
Erkrankungen, sowie der chemotherapie-assoziierten akuten myeloischen Leukdmie (t-AML)
und dem myelodysplastischem Syndrom (MDS) sowie HIV-assoziierten Lymphomen nachge-
wiesen**8, Den genannten Erkrankungen ist eine voriibergehende oder dauerhafte schwere
Immunsuppression gemeinsam, so dass ein direkter Zusammenhang zwischen der Immun-
kompetenz des Individuums und der Rate an MSI-positiven Neoplasien postuliert und ex-
perimentell teilweise auch schon bestitigt wurde*®. Aufgrund der sehr heterogenen Natur
hématologischer Erkrankungen iiberrascht es jedoch nicht, dass die nachgewiesenen Raten

an MMR-Defizienz und MSI zwischen den einzelnen Entititen stark variieren*-°.

Die chronische lymphatische Leukédmie (CLL) wurde von verschiedenen Autoren auf das
Vorliegen von MSI untersucht. Gartenhaus et al. fanden in Patientenproben von 29 CLL eine
MSI in 2 von 29 (7 %) untersuchten Proben®!. Volpe et al. untersuchten 9 Mikrosatelliten-Loci

in Tumormaterial von 23 Patienten (17 B-CLL, vier Haarzellleukdmien, einem Lymphom
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und einer T-CLL). Weil keine der untersuchten Proben eine MSI aufwies, schlussfolgerten
die Autoren, dass MSI nicht an der Entstehung dieser Erkrankung beteiligt sei®!. In der
B-CLL-Unterguppe einer Studie von Sanz-Vaqué et al. konnte MSI in drei von 24 Proben
nachgewiesen werden. In keinem Fall lag eine Instabilitdt in mehr als 30 % der zehn un-
tersuchten Marker vor; somit bestand auschlief3lich MSI-L. Alle drei von MSI betroffenen
Patienten zeigten interessanterweise einen auffallend schweren klinischen Verlauf mit starker
Symptomatik und einem diffusen Knochenmarksbefall. Die Autoren wiesen jedoch darauf
ihn, dass ein Zusammenhang von Krankheitsschwere und vorhandener MSI daraus nicht
abgeleitet werden konne®°. Niv et al. fanden in ihrer Untersuchung von 27 Patienten mit
B-CLL eine dhnliche Rate an MSI (4/27, 14.8%)*°. Im Jahr 2007 untersuchten Sellick et al.
982 B-CLL-Patienten auf das Vorliegen einer MSI. Unter Verwendung eines eingeschrankten
Markersets (BAT25 und BAT26) fanden sie eine Mikrosatelliteninstabilitdt in nur einem
Prozent der Falle. Eine Instabilitdt in beiden Markern (MSI-H) lag bei keinem der betroffenen

Patienten vor>?2.

Molenaar et al. wiesen zwar MSI in Mononukleotidrepeats aus Bax und TGFRII in fast
der Hélfte der von ihnen untersuchten 14 L/L-Zelllinien nach, nicht jedoch in 98 priméaren
Proben von Kindern mit ALL. Daraus schlossen sie, daf’ eine MMR-Defizienz in frisch iso-
lierten Leukadmiezellen sehr selten auftritt, betroffene Zellen jedoch bei der Etablierung
von entsprechenden Zelllinien positiv selektiert werden konnten®’. In einer im selben Jahr
erschienenen Studie fanden Reato et al. jedoch eine MSI in 9,7 % der 41 untersuchten
Falle von kindlicher ALL, so dass ein Auftreten von MSI zumindest in einem Subset der ALL

wahrscheinlich scheint.

MSI tritt vor allem in rasch expandierenden hdmatologischen Erkrankungen, wie der de novo
AML des alteren Patienten, oder der t-AML / MDS im Zusammenhang mit einer Chemothera-
pie oder ldngerfristiger Inmunsuppression auf*:*:62-%4 Das-Gupta et al. untersuchten elf
MSI-Marker in 71 Féllen von AML. MSI wurde in 44 % der untersuchten therapieassoziierten
AML sowie in 10% der Erkrankungen von Patienten iiber 60 Jahren nachgewiesen; nicht
jedoch in de novo AML bei jiingeren Patienten®. Rimsza et al. konnten in einer Studie mit
132 Fallen von de novo- und sekundarer AML keinen Fall von MSI nachweisen und postu-
lierten, dass MSI weder in neu aufgetretenen, noch in sekundéren oder rezidivierenden
AML-Erkrankungen eine Rolle spielt®. In einer Studie von Sill et al. wurde in 20 Proben
von Patienten mit AML, welche auf eine MSI in 12 Microsatelliten-Loci untersucht wurden,
ebenfalls keine MSI nachgewiesen®. Diesen Ergebnissen stehen mehrere Studien gegeniiber,
die auch bei der de novo AML teilweise hohe Raten an MSI feststellten. So lag der Anteil

von MSI-positiven de novo-Erkrankungen bei Tasaka et al. bei 12 %, im Falle von Krank-



heitsrezidiven sogar bei 35 %%”. Sheikhha et al. fanden MSI in 20,5 % der untersuchten
Fille von de novo AML®®, Nomededéu et al. untersuchten Material von 102 Patienten mit
de novo AML; MSI lag in 20 Féllen (19,6 %) vor. Hiervon waren 14 Fille MSI-H und 6 Fille
MSI-L. Bezugnehmend auf die vorangegangenen Studien von Rimsza und Sill kamen die
Autoren zu dem Schluss, dass MSI in de novo AML deutlich hdufiger vorkommt als zuvor

angenommen®’.

Die therapie-assoziierte akute myeloische Leukdmie und das mit ihr verwandte Myelodys-
plastische Syndrom gehoren zu den am besten auf das vorliegen von MSI untersuchten
hamatologischen Erkrankungen; gleichzeitig werden hier die hochsten Raten an MSI nachge-
wiesen. Offman et al. konnten zeigen, dass eine Immunsuppression die selektive Proliferation
MMR-defizienter myeloider Zellen begiinstigt und somit signifikant zur Entwicklung von
t-AML / MDS bei Patienten unter Thiopurin-basierter Chemotherapie beitragt. Ursachlich
koénnte die therapiebedingt fehlende Uberwachung der Himatopoese durch das Immun-
system sein*®. Interessanterweise wurde eine MSI auch in nicht neoplastisch verindertem
Epithelgewebe von Patienten nach allogener, nicht jedoch nach autologer himatopoetischer
Stammzelltransplantation nachgewiesen’®”!. MSI war in diesen Studien signifikant mit dem
Schweregrad einer graft-versus-host-disease (GvHD) korreliert; ihr Auftreten konnte auf
den chronischen Stress durch die Interaktion der Spenderzellen mit dem Empféngerepithel
zuriickgefiihrt werden. Ob diese immunologische Reaktion durch FSPs und ihre Prasentation
bedingt sein kdnnte, muss durch weitere Studien eruiert werden. Obwohl die Rate an MSI in
82 untersuchten Fillen von AML ingesamt hoch war (29.4% in AML, 21,4 % in MDS), fiel in
einer Studie von Sheikhha et al. vor allem der hohe Anteil von MSI-positiven sekundédren und
therapieassoziierten AML auf. So waren drei von sieben Proben (42,9 %) von sekundéarer
AML und acht von 17 Fallen (47,1 %) von t-AML MSI-positiv. Bei der de novo AML lag der
Anteil MSI-positiver Félle hingegen bei nur 20,5 %. Beim im Rahmen dieser Studie ebenfalls
untersuchten Myelodysplastischen Syndrom war dieser Unterschied noch deutlicher: Wah-
rend beide Fille von therapieassoziiertem MDS MSI-positiv waren, war dies nur in einem

von zwolf Fillen von de novo-MDS der Fall®®

. Die Studie gab einen weiteren Hinweis auf die
hohe Rate von MSI bei sekundéren und therapieassoziierten himatologischen Erkrankungen.
Auch eine Studie von Casorelli et al. diagnostizierte einen hohen Anteil von MSI-positiven
t-AML/MDS (16/25, 60 %) und ein fehlen MSI-positiver de novo Erkrankungen (0/28). In
der Gruppe der therapieassoziierten Erkrankungen wiesen Patienten, die mit Chemotherapie
behandelt wurden, deutlich hdufiger einen MSI-Phénotyp auf als solche mit alleiniger Be-
strahlung, was den bereits zuvor postulierten Zusammenhang von Chemotherapie mit einer

Mikrosatelliteninstabilitit untermauerte %*.



8 1 EINLEITUNG

Bedi et al. untersuchten 21 B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome auf das Vorliegen einer MSI.
Wiahrend sieben von 13 (53,8 %) der HIV-assoziierten Lymphome MSI-positiv waren, konnte
MSI in acht HIV-negativen Lymphompatienten nicht nachgewiesen werden*®. Duval et al. fan-
den einen MSI-Phénotyp in zwei Prozent (12/603) der Fille von Non-Hogdkin-Lymphomen.
Alle betroffenen Félle traten im Zusammenhang mit langerfristiger Immunsuppression durch
vorangegangene Organtransplantationen oder HIV-Infektionen auf. 364 Fille von spontanem
NHL waren hingegen siamtlich MSI-negativ?’. In einer Studie von Rimsza et al. trat MSI in
einer Subgruppe von Patienten mit Mantelzelllymphom ebenfalls nicht auf®. Zusammen-
fassend legen diese Untersuchungen den Schluly nahe, dass MSI in immunsupprimierten
Patienten mit Lymphomerkrankungen, analog zu t-AML / MDS ein durchaus haufig anzutref-
fendes Phdnomen ist und bei der Diagnostik und Therapie dieser Erkrankungen eine Rolle

spielen konnte.

Fiir die in der vorliegenden Arbeit nicht untersuchte chronischen myeloischen Leukédmie
(CML) wiesen Wada et al. eine hohe Rate von MSI (73,7 %) nach.

1.2 Immunologische Tumorbekampfung und Tumorvakzine

Ziel jeder Therapie maligner Erkrankungen ist die moglichst vollstdndige, selektive und
dauerhafte Eradikation von Tumorzellen, ohne unerwiinschte Nebenwirkungen auf gesundes
Gewebe hervorzurufen. Herkommliche Ansitze wie Chirurgie und Strahlentherapie errei-
chen diese Ziele nur teilweise, da sie auf eine lokale Tumorbekdmpfung beschrinkt sind
beziehungsweise das Tumorgewebe nicht selektiv genug angreifen konnen. Die verfiigbaren
Chemotherapeutika haben zumeist signifikante Nebenwirkungen. Immunologische Therapie-
ansitze hingegen versprechen durch Aktivierung des korpereigenen Immunsystems einen
gezielten Angriff auf entartete Korperzellen. Hierzu gilt es, immunologische Merkmale zu
finden, welche die Tumorzellen von gesundem Gewebe unterscheiden. Je spezifischer solche
Merkmale fiir die entarteten Zellen sind, und je mehr spezifische Merkmale bekannt sind,
desto hoher ist die Chance, einen Angriff hochselektiv sogar gegen geringe Restmengen von
Tumorzellen zu leiten, welche durch konventionelle Therapieformen nicht erreicht werden

oder gegen diese resistent geworden sind”>74.



Tabelle 1.1: Studien zu MSI in Leukdmien und Lymphomen

Studie Jahr  Erkrankung n MSI (%)
CLL
Gartenhaus et al.®* 1996 CLL 29 7
Volpe et al.>! 1996 CLL 23 0
Sanz-Vaqué et al.>® 2001 B-CLL 28 13
Niv et al. * 2005 B-CLL 27 14.8
Sellick et al. 2 2007 de novo B-CLL 982 1
CML
Wada et al. ®° 1994 CML 19 73.7
AML
Sill et al. % 1996 AML 20 0
Tasaka et al. %’ 1997 de novo AML 17 12
AML-Rezidiv 6 35
Rimsza et al. %° 2000 de novo AML /s-AML 132 0
Das-Gupta et al.®> 2001 AML 71 13
Sheikhha et al. ®® 2002 AML 44 20.5
Casorelli et al. ® 2003 de novo AML 28 0
Nomdedeu et al.®® 2005 de novo AML 102 19.6
t-AML / t-MDS
Ben-Yehuda et al.”? 1996 t-AML/t-MDS 16 94
Sheikhha et al. 8 2002 s-AML 7 42.9
t-AML 17 47.1
t-MDS 2 100
Casorelli et al. ** 2003 t-AML/MDS 25 60
Offman et al. *® 2004 t-AML/MDS 7 100
Rund et al. % 2005 t-AML/MDS 22 77
ALL
Molenaar et al.®” 1998 kindl. ALL 98 0
Reato et al.® 1998 kindl. ALL 41 9.7
NHL
Bedi et al. *° 1995 B-NHL 21 30
Sanz-Vaqué et al.>® 2001 B-NHL (MCL) 29 0
Duval et al.*’ 2004 NHL 603 2
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1.2.1 Mechanismen der Tumorantigen-vermittelten Immunantwort

Die Entdeckung von tumorspezifischen Antigenen (tumor associated antigens, TAA) eroffnete
neue Wege in der Entwicklung von effektiven Immuntherapien gegen maligne Erkrankungen.
TAA werden von Tumorzellen exprimiert und konnen eine humorale oder zellvermittelte
Immunantwort des Korpers gegen die entsprechende Zelle auslosen”>. Obwohl einige der be-
kannten TAA von mutierten Genen abgeleitet sind, handelt es sich zumeist um nicht mutierte
Genprodukte, wie etwa intrazelluldre Peptide, welche von Tumorzellen mithilfe von Molekii-
len des Haupthistokompatibilitdtskomplexes (major histocompatibility complex, MHC) an der
Zelloberflache exprimiert werden. Diese Antigen-Préasentation erfolgt durch die sogenannten
humanen Leukozytenantigene (human leukocyte antigen, HLA). Ein prasentiertes Antigen
kann dann von korpereigenen zytotoxischen T-Zellen (cytotoxic T-lymphocytes, CTL) erkannt
und auf verschiedene Weise bekdmpft werden. MHC- und HLA-Molekiile wurden zuerst im
Zusammenhang mit den menschlichen Blutgruppen entdeckt und katalogisiert. Es existieren
drei bekannte Untergruppen des MHC, welche sich in ihrer Struktur und dem Ausmalf3 ihrer
Expression in verschiedenen Korperzellen unterscheiden. Im MHC I werden die HLA-Klassen
HLA-A, HLA-B und HLA-C zusammengefasst, MHC II umfasst HLA-DR, -DP und -DQ. Der
MHC III besteht nicht aus HLA-Molekiilen, sondern beinhaltet Plasmaproteine, die an der
unspezifischen Immunabwehr beteiligt sind. Die Expression der Humanen Leukozytenantige-
ne ist hoch polymorph; daher werden die HLA-Klassen je nach Ausprdgung weiter unterteilt
nach Isotyp (z. B. HLA-A), dem exprimierten Allel (HLA-A02) und Suballel (HLA-A0201)
sowie bis zu fiinf zusitzlichen Ziffern, welche die Suballele weiter differenzieren. Die Mole-
kiile des MHC unterscheiden sich im Ausmaf3 ihrer Expression in verschiedenen Zelltypen
sowie in der Art der von ihnen prasentierten Antigene. MHC I-Molekiile werden von fast
allen zellkernhaltigen Korperzellen exprimiert und prasentieren korpereigene Antigene und
Peptide aus zuvor in die Zelle aufgenommenen und in Peptidfragmente aufgespaltenen
Pathogenen (z. B. Viren) an CD8-positive (CD8") CTL. Die Molekiile des MHC II werden
fast ausschlie3lich von sogenannten professionellen antigen-prasentierenden Zellen (anti-
gen presenting cells, APC) — wie B-Lymphozyten, dendritischen Zellen und Markophagen —
exprimiert. Deren Aufgabe ist es, ein Antigen aufzunehmen, es in kleine Molekiilabschnitte,
sogenannte Epitope, aufzuspalten und diese Epitope mit Hilfe der HLA an der Zelloberfla-
che zu présentieren, wo sie von CD4* T-Helferzellen erkannt werden, welche wiederum
andere Zellen des Immunsystems aktivieren’®’”. Die Mehrzahl der bekannten TAA werden
in Zusammenhang mit MHC I prasentiert und von spezifischen CD8" CTL erkannt. Jedoch
steigt auch die Zahl von bekannten TAA, welche durch HLA des MHC II présentiert und von

T-Helferzellen erkannt werden”’8.
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Warum Tumorzellen vom Immunsystem nicht regelhaft angegriffen werden, obwohl sie eine
Vielzahl von tumorspezifischen Antigenen exprimieren, ist eine der wichtigsten Fragen in
der Tumorimmunologie. Es wird angenommen, dass zur Erzeugung einer optimalen Immun-
antwort, insbesondere gegen schwach exprimierte Tumorantigene, mehrere verschiedene
Stimuli erforderlich sind. Neben der Aktivierung des T-Zell-Rezeptors auf der Tumorzel-
loberflache durch das an MHC-Molekiile gebundene Antigen ist ein zweites, sogenanntes
co-stimulatorisches Signal notwendig, welches aus einer Interaktion verschiedener Corezep-
toren auf der T-Zelle und der antigenprisentierenden Zelle besteht’®. Zu den bekannten
co-stimulatorischen Faktoren zdhlen die Interaktionspaare B7-CD28, CD40-CD40 Ligand,
und CD70-CD27. Ohne solche costimulatorische Faktoren kommt es zu einer Anergie der
T-Zellen und dadurch zu einer Immuntoleranz. Daher ist es notig, beim priming antigenspezi-
fischer T-Zellen fiir eine immunologische Therapie fiir das Vorhandensein der entsprechenden

costimulatorischen Faktoren zu sorgen’®7”.

Einen weiteren essentiellen Baustein fiir die Erzeugung einer effektiven antitumoralen Im-
munantwort in vivo stellen die Zellen des angeborenen Immunsystems dar. Bei Gefahr durch
Infektionserreger oder duldere Verletzungen werden verschiedene Mechanismen in Gang
gesetzt, welche die zellvermittelte Abwehr durch CTL erleichtern. Die Dendritischen Zellen
(dendritic cells, DC) haben die Aufgabe, Antigene aufzunehmen und durch Prasentation
an ihrer Zelloberfliche CTL zu einer Reaktion gegen das Antigen zu stimulieren. Nachdem
die dendritischen Zellen ein Antigen aufgenommen haben, kommt es zu einer vermehrten
Expression von MHC Klasse I und II — Molekiilen, Costimulatoren und Adhéisionsmolekii-
len. Zugleich wird durch vermehrte Ausschiittung von Zytokinen und Chemokinen eine
T-Zellproliferation und —aktivierung erreicht. In den lymphatischen Organen des Korpers
kommt es schlieBlich durch Ausschiittung von Interleukin 2 und Interleukin 12 zu einer wei-
teren Induktion der zellvermittelten Immunabwehr. Aus diesem Grund konnen Dendritische
Zellen in Studien dazu genutzt werden, tumorassoziierte Antigene effektiv zu prasentieren

und die zelluldre Immunabwehr zu induzieren”®.

Eine weitere Schliisselrolle bei der Tumorbekdmpfung durch das Immunsystem spielen
hochstwahrscheinlich die T-Helferzellen, insbesondere der an der Aktivierung Antigen-
prasentierender Zellen und der Modulation der zytotoxischen Immunantwort beteiligte
Subtyp Ty1. Studien legen nahe, dass ein antigenspezifisches priming sowohl von CTL als
auch von T-Helferzellen notwendig ist, um eine effektive Inmunantwort auszulosen. Aus
diesem Grund werden auch MHC II-restriktive Epitope aus tumorassoziierten Antigenen fiir

Tumorvakzinierungen herangezogen®.

Tumorvakzine sollen eine spezifische Immunantwort gegen TAA hervorrufen und so zur
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Zerstorung der antigentragenden malignen Zellen fiihren. In Analogie zu traditionellen
Vakzinen, zum Beispiel gegen virale Erkrankungen, wird dieser Ansatz als aktive spezifische
Immunotherapie bezeichnet, da das Immunsystem des Patienten entweder erstmals akti-
viert oder restimuliert wird, um eine Immunantwort gegen maligne Zellen hervorzurufen.
Experimentelle Studien legen nahe, dass durch die Tumorvakzinierung das Immunsystem
des Patienten in die Lage versetzt werden kann, Tumorzellen selektiv zu identifizieren und
anzugreifen®. Die bisher bekannten antigenspezifischen Vakzinen unterliegen zum grof3en
Teil der Einschrdnkung, dass nur ein einzelnes tumorspezifisches Antigen als Zielstruktur
dient. Nach einer vollstdndigen Elimination aller dieses spezifische Antigen exprimieren-
den Zellen besteht die Gefahr eines Erkrankungsrezidivs durch Tumorzellen, welche das
spezifische Antigen nicht langer exprimieren. Dariiber hinaus ist eine ausreichende Immuno-
genitdt des eingesetzten Antigens Voraussetzung fiir eine effektive Therapie. Im Gegensatz
hierzu bestehen sogenannte polyvalente Vakzine aus mehreren verschiedenen tumorspezifi-
schen Antigenen und kénnen so die genannten Einschrankungen moglicherweise umgehen.
Zudem wiére es durch Zusammenfassung mehrerer TAA unterschiedlicher Tumorentititen
zumindest theoretisch moglich, eine einzelne, gegen verschiedene maligne Erkrankungen
zugleich gerichtete Vakzine herzustellen. Eine der gro3ten Herausforderungen liegt daher
in der Identifikation von Tumorantigenen, welche in einer grof3eren Anzahl von Patienten
und Tumorentitdten nachweisbar sind und als Grundlage fiir eine mogliche polyvalente
Tumorvakzine dienen kénnen®2.

1.2.2 Frameshift-Neopeptide als Tumoantigene in MSI-positiven
Tumorerkrankungen

Durch Insertion oder Deletion einzelner Basenpaare kann es im Rahmen der DNA-Transkription
zu einer Verschiebung im Leseraster (frameshift) kommen. Es werden dann durch die DNA-
Polymerase zunéchst sinnlose Peptidabschnitte, welche als Frameshift-Neopeptide (frameshift

neopeptides, FSP) bezeichnet werden, synthetisiert. Die Genprodukte, bei deren Herstellung

es zu einer solchen Fehliibersetzung kommt, verlieren in den meisten Fillen ihre — unter

anderem tumorsupprimierende — Funktion®®. Da MMR-defiziente und MSI-positive Zellen

besonders héufig Leserasterverschiebungen erleiden und die betroffenen Gene im Prozess

der Karzinogenese positiv selektiert werden, konnte dieser Phénotyp nicht nur in der Tumo-
rentstehung, sondern auch in der Tumorprogression und potentiell auch bei der spateren

Metastasierung eine Rolle spielen?’.

Andererseits konnte in Studien gezeigt werden, dass FSP eine immunogene Wirkung entfalten
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und damit einen tumorprotektiven Effekt haben konnten®*. FSP werden in gesunden Korper-
zellen mit einer funktionierenden MMR nur in seltenen Ausnahmefillen, in MMR-defizienten
Zellen jedoch iiberdurchschnittlich haufig exprimiert. Potentielle FSP-Sequenzen kénnen da-
bei mittels bioinformatischer Methoden aus dem menschlichen Genom vorhergesagt werden;
eine Liste von codierenden Mikrosatelliten in Kandidatengenen, welche in MSI-H kolorek-
talen Karzinomen besonders haufig mutiert waren, wurde in neuerer Zeit veroffentlicht und
in einer frei zugénglichen Datenbank stindig aktualisiert (www.seltarbase.org)*°. Ausge-
hend von der Annahme, dass FSP vom Immunsystem als Antigene erkannt und durch den
MHC an der Zelloberflidche préasentiert werden, gelang es, synthetisch hergestellte FSP zur
Differenzierung von CD8" CTL zu nutzen. Diese FPS-spezifischen CTL konnten kolorektale
Karzinomzellen, welche die dem jeweiligen FSP zugrundeliegende Mutation trugen, erkennen
und durch Zelllyse effektiv zerstoren 84. In weiteren Studien an MMR-defizienten Tumorzell-
linien konnte bereits mehrfach die Expression von FSP nachgewiesen werden, welche von
im oben geschilderten Verfahren hergestellten CTL erkannt und lysiert werden konnten3+%°.
Dariiber hinaus konnte auch eine FSP-bedingte Induktion der humoralen Immunantwort in

menschlichen Sera experimentell bewiesen werden°.

1.2.3 Immuntherapie fir Leukamie- und Lymphomerkrankungen

Im Vergleich zu soliden Tumoren haben hdmatologische Neoplasien einige Eigenschaften, die
sie zu idealen Kandidaten fiir eine vakzinbasierte Immuntherapie machen kdnnten. Tumorma-
terial ist leicht erhaltlich, und durch herkémmliche Therapien kann die Tumorlast bis in einen
Bereich reduziert werden, in dem ein giinstiges Verhaltnis von Effektor- zu Zielzellen besteht.
Hinzu kommt, dass viele Leukdmie- und Lymphomzellen von Zellen des Immunsystems
abstammen und daher verstirkt antigenprisentierende Eigenschaften haben”®. Der soge-
nannte graft-versus-leukemia Effekt, durch den die AML mittels Stammzelltransplantation
geheilt werden kann, ist ein Indiz dafiir, dass das Immunsystem in der Lage ist, Neoplasien
des hamatopoietischen Systems zu bekidmpfen®!. Eine gezielte Immunotherapie himatolo-
gischer Erkrankungen erfordert die Identifikation von TAA welche 1. leukdmie-spezifisch
sind, 2. in den meisten Leukdmiezellen einschlielflich der entsprechenden Stammzellen
exprimiert werden, 3. eine Bedeutung in der Entstehung des Leukdmie-Phanotyps haben und
4. moglichst hoch immunogen sind °>?. Immunotherapien stellen eine vielversprechende
Behandlungsoption fiir hdmatologische Erkrankungen dar, und eine steigende Anzahl von
Angriffspunkten konnte bereits identifiziert werden”*7>9%94%5 S0 sind die allogene Stamm-
zelltransplantation und die Transfusion von Spenderlymphozyten wirksame Therapien fiir

die akute myeloische Leukdmie; Antikérper-Therapien zeigen eine gute Wirksamkeit beim
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Non-Hodgkin-Lymphom, und es konnte nachgewiesen werden, dass menschliche T-Zellen
auch chemotherapieresistente Zelllinien aus CML und Multiplen Myelomen (MM) lysieren
kénnen”®.

1.3 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, dass MSI-induzierte Frameshift-Neopeptide
spezifische Tumorantigene in MSI-positiven hdmatologischen Erkrankungen darstellen und
von der zelluldren Immunabwehr des menschlichen Korpers erkannt und angegriffen werden.
Sie konnten daher das Spektrum immunologischer Angriffspunkte signifikant erweitern und
als Grundlage fiir die Entwicklung T-Zell-basierter Tumorvakzine und anderer zelluldrer

Therapien dienen.



2 Material und Methoden

2.1 Gerate
Tabelle 2.1: Gerite

Gerét Hersteller
Analysewaage Sartorius (Gottingen, Deutschland )
Elekrophoresekamera Kodak (Stuttgart, Deutschland)
Tischzentrifuge Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Durchflusszytometer Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA)
Kapillarsequenzierer Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)
12-Kanalpipette, elektronisch Thermo Scientific (Waltham, USA)
Thermocycler Stratagene (Boblingen, Deutschland)
Vortexer IKA (Staufen, Deutschland)
ELISpot-Lesegerét Zeiss Kontron (Gottingen, Deutschland)

Mehrfachproben-Gammazéhler LKB-Wallac (Stockholm, Schweden)




16

2 MATERIAL UND METHODEN

2.2 Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Chemikalien

Hersteller

Dulbecco’s PBS (1x) ohne Ca & Mg
DMEM / Ham’s F-12 mit L-Glutamin

RPMI 1640 mit L-Glutamin

NuPAGE X-Cell Elektrophoresekammer

NuPAGE Bis-Tris Gel
NuPAGE MES Laufpuffer
IL-2

IL-4

IL-7

Interferon-y

Fotales Kalberserum
NBT/BCIP
Chemoluminiszenz-Reagenz
Tag-Polymerase
dNTP-Mix

Tween

DMSO

L-Glutamin

37% Formaldehyd
Bovines Serumalbumin (BSA)
CaCl,

Zitronensaure

Ethanol

Gel-Dry Drying Solution
MgCl,

Milchpulver

Oligo(dT) Primer

Penicillin / Streptomycin (100 x)

Zellkulturflaschen

PAA (Colbe, Deutschland)

PAA

PAA

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen

Invitrogen

PromoCell (Heidelberg, Deutschland)
Cellgenix (Freiburg, Deutschland)
Cellgenix

Cellgenix

Invitrogen

Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Amersham (Freiburg, Deutschland)
Invitrogen

Invitrogen

Sigma-Aldrich

Merck (Darmstadt, Deutschland)
PAA

Carl Roth GmbH (Karsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich

Merck

Merck

Merck

Invitrogen

Merck

Carl Roth GmbH

Invitrogen

PAA

Greiner Bio-One (Niirtigen, Deutschland)
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2.3 Kits

Tabelle 2.3: Kits

Kit

Hersteller

DNeasy Blood & Tissue Kit
BigDyeTerminator v1.1 Sequencing Kit Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

2.4 Eukaryonte Zelllinien

Tabelle 2.4: Eukaryote Zelllinien

Zelllinie Dignitéat Acc-no. Referenzen

CTV-1 AML DSMZ ACC 40 Chen et al., Gann (Jpn. J. Cancer Res.) 75: 660-664 (1984)
CTV-2 AML n. a. Chen et al., Gann (Jpn. J. Cancer Res.) 75: 660-664 (1984)
NALM6 pra-B-ALL DSMZ ACC 128 Hurwitz et al., Int. J. Cancer 23: 174-180 (1979)

HSB-2 T-ALL DSMZ ACC 435 Adams et al., Cancer Res. 28: 1121-1125 (1968)

RAJI Burkitt Lymphom DSMZ ACC 319 Pulvertaft, Lancet I: 238-240 (1964)

SW-480 Kolonkarzinom DSMZ ACC 313 Leibovitz et al., Cancer Res. 36: 4562-4569 (1976)

RKO Kolonkarzinom ATCC CRL-2577 Brattain et al., Cancer Metastasis Rev. 3: 177-191 (1984)
CCRE-CEM T-ALL DSMZ ACC 240 Foley et al., Cancer 18: 522-529 (1965)

MOLT-3 T-ALL DSMZ ACC 84 Minowada et al., J Natl Cancer Inst 49: 891-895 (1972)
MOLT-4 T-ALL DSMZ ACC 362 Minowada et al., J Natl Cancer Inst 49: 891-895 (1972)
MOLT-14 T-ALL DSMZ ACC 437 Drexler et al., Hematol Oncol 7: 115-125 (1989)

DG-75 Burkitt Lymphom DSMZ ACC 83 Ben-Bassat et al., Int J Cancer 19: 27-33 (1977)

DAUDI Burkitt Lymphom DSMZ ACC 78 Klein et al., Cancer Res 28: 1300-1310 (1968)

T2 B-LCL DSMZ ACC 598 Salter et al., Inmunogenetics 21: 235-246 (1985)
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2.5 Antikorper

2.5.1 Monoklonale Primarantikérper

Tabelle 2.5: Monoklonale Primérantikorper

Antikorper Klon Hersteller

Maus-anti-human-MLH1 G168-15 BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Maus-anti-human-MSH2 G219-1129 BD Biosciences
Maus-anti-human-HLA-A0201 BB7.2 BD Biosciences

Maus-anti-human-MHC I W6/32 BD Biosciences

Kaninchen-anti-human-IFN-y (biotinyliert) 7-B6-1 Mabtech




19

2.5.2 Sekundarantikorper

Tabelle 2.6: Sekundarantikorper

Antikorper Hersteller

Ziege-anti-Maus-IgG-FITC Dianova (Hamburg, Deutschland)

2.6 Synthetische Peptide

2.6.1 Synthetische Frameshift-Neopeptide

Tabelle 2.7: Synthetische Frameshift-Neopeptide

Name Sequenz Acc. no. Protein Referenz

FSP02 '!-RLSSCVPVA AAA61164 TGFB-RII(-1) Linnebacher et al., 2001

FSP06 28-SILYKSPFPL  U77413 OGT(-1) Ripberger et al., 2003

FSP11 °8TLSPGWSAV U79260 FTO(-1) Linnebacher et al., 2010

FSP26 ©7-FLIIWQNTM U28015 Caspase-5(-1) Schwitalle et al., 2004

FSP31 4°2.IVSRTLLLV J04810 MSH3(-1) Garbe et al., 2011
2.6.2 Primer

Eine Ubersicht iiber die fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) benutzten Primer gibt

Tabelle 2.8 auf der nichsten Seite.

2.7 Zellkultur von Leukamie- und Lymphomazelllinien

2.7.1 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die in einem Kryorohrchen bei —80 °C bzw. —130 °C gelagerten Zellen wurden im Wasserbad
bei 37 °C ziigig aufgetaut, in 7,5 ml vorgewdrmtem Medium aufgenommen und in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10 min bei 1200 rpm



2 MATERIAL UND METHODEN

20

Tabelle 2.8: PCR-Primer

Gene Alt. Name Acc.-no. Repeat Position Sense Antisense

CASP5 U28015 Al0 179 CAgAgTTATgTCTTAggTgAAgE ACCATgAAgAACATCTTTgCCCAg
MSH3 J04810 A8 1202 AgATgTgAATCCCCTAATCAAgEC ACTCCCACAATgCCAATAAAAAT
TGFBR2 M85079 Al0 709 gCTgCTTCTCCAAAETgCAT CAgATCTCAggTCCCACACC
KIAA1052 AB028975 All 689 gTCAACTTCTggggCCATTA ACTCACCAgCgAACTTTTgg
KIAA1268 PARP14 AB033094 Al0 1985 TCCTCTETTTTgCAggAgTg TgggATTTAgCCTTgACAgC
DKFZp762 RCC2 AB040903 A10 64 TgTATCTggTgAgTgggCTg ggAgTgATgAgAAACCgEgAg
KIAA1503 DNAH2 ENSG00000183914 T10 7587322 TgCAgCTCTCCCAAGAATTT gAggTggggAgAgACAAAAA
KIAA1655 AB051442 T12 2647 gCAgCCTCTCACTCCACTTT ggAgAATTgCTTgAACCCAg
UST3 SLC22A9 AB062418 All 1096 gCgCCTACAgTgCCTACTCT gCATgTggAgCATTTCACAC
AIM2 AF024714 Al0 1263 TTCTCCATCCAggTTATTAAggC TTAgACCAgTTggCTTgAATTg
PRKWNK1 KDP AJ296290 Al0 1739 AgTTggTACgggAggAgCA ggAgCTgCTTgATTCCTgTC
MYOS50 KIF5A AF063608 T10 387 TCAAgCTggAgCCTgACTTT TCAAgCCTTAgAgCTTCCCA
MBD4 MED1 AF072250 Al10 1106 TgACCAgTgAAgAAAACAECC gTTTATgATgCCAgAAZTTTTTTg
SEC63 AF100141 Al0 1596 AgTAAAggACCCAAgAAAACTEC TgCTTTTETTTCTgTTgCTTTg
PRO0529 AF111848 T10 1973 gCTgACAgTgggAATgTgAC CACAAggCTgTgCTCTCTCA
TMBIM4 loc51643 AF113127 T10 554 TgTAgCAgTAAATCATTAgAggAAgTAAg CggCTAAgACCAACTCCATT
ASTE1 HTO001 AF113539 All 1048 ATATgCCCCCgCTgAAATA TTggTgTgTgCAgTggTTCT
MRPL2 AF132956 C12 978 gCTTCTgCCCAAAgCTgATA AgTCTgTACCATCCCCTCCC
RNASET2 FLJ20378 AKO000385 T17 816 ggTACATTCCCCAAggTCATT ggCAACAAgAgCAAAACTCTg
ZNF294 FLJ11053 AKO001915 All 1695 AAgCCgAAgAgCTCATTgAA CAgTTgTTAATTCCCAgCCTTC
MIS18BP1 FLJ11186 AK002048 All 716 TggAACCACAgAAAAZTggA CATCTgACTggAATgATTTgTTg
QY96NL9 NDUFB5  AKO055159 T14 690 TTTCCCTAATTATggTTgAgCA AgATCACCTCCAgACTgggT,
FLJ25378 AKO058107 T12 376 TTggTggAATCTgTggTCAA gAgATggTggAggTTgCAET
PMS1 BC008410 All 642 CTCAgAAACCTTCACATCTTggT CTTTATCAggACCAAgCCCA
GOSR1 BC012620 T13 410 TgCATACATTACAgCggCAT gTgCACATATCCAATgCAgg
ZNF99 C19o0rf9 BC021822 T16 494 CAAATgTgAAgAATgTggCAA ggAggTTgAggCCAgAgAAT
MARCKS  KCS D10522 All 823 gACTTCTTCgCCCAAggC gCCgCTCAgCTTgAAAgZA

TAF1B TFSL1C L39061 All 289 ACCCAAATAAAAgCCCTCAAC CTACTTAAAATTCCATTCCATZTCC
ARHGAP1 U62794 All 54 gCTgAgATCACACTCCAgCC ATggACAACTCAggAgCAgg

OGT HRNT1 U77413 T10 339 TCACTTTTggCTggTCAgAg gggAgggAAAggAggTAAAgG

FTO U79260 U79260 T15 755 TTTgTTATATCCCATTAggTgCC AgCCTggTgACAgAgTgAgAC
FBXO46 HPDMPK  Y10936 T14 710 gCTTgATCCTgTTgATTTTCTACTC CTgAATggAgAAgAAAGTgAgATg




21

abzentrifugiert, nach Absaugen des Uberstands in 10 ml frischem Medium resuspendiert
und in eine kleine Zellkulturflasche iiberfiihrt. Zum Einfrieren wurden ca. 5 x 10° Zellen in
1,3 ml Einfriermedium aufgenommen, in ein Kryorohrchen tiberfiihrt und in einer Isopropa-
nolbox {iber 8-12 h bei —80 °C langsam abgekiihlt. Die Langzeitlagerung erfolgte in einem
Fliissigstickstofftank.

2.7.2 Kultivierung

Die verwendeten Leukdmie- und Lymphom (L/L)-Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen
entweder in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) oder in Roswell Park Memorial
Institute Medium (RPMI) 1640 mit 10 % fotalem Kélberserum und 2 mM L-Glutamin bei 37
°C in mit Wasserdampf abgeséttigter Atmosphére mit 5 % v / v CO, kultiviert.

2.7.3 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitatsrate

Zur Zellzahlbestimmung wurden 50 ul der Zellsuspension im Verhéltnis 1:2 mit Tryptanblau-
Losung gemischt und in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Nach Auszédhlen von 2 x
16 diagonal gegeniiberliegenden Feldern ergibt die Multiplikation der gezahlten Zellen mit
100 die Zellzahl pro Milliliter. Die Vitalitatsrate der Zellkultur ergibt sich aus der Formel: %
lebende Zellen = (ungefirbte Zellen / gefdrbte + ungefdrbte Zellen) x 100.

2.7.4 Zellpassage

Abhéngig von der Proliferationsrate wurden die in Suspension wachsenden Leukdmie- und
Lymphomzellen ein- bis zweimal pro Woche passagiert. Nach Berechnung der Zellzahl wurde
eine definierte Menge zellhaltigen Mediums abgenommen und verworfen und das verbliebene

Volumen im Verhaltnis von 1:3 bis 1:15 mit frischem, vorgewadrmten Medium aufgefiillt.
2.8 System zur Zellkultur von CD40-Ligand-aktivierten
menschlichen B-Zellen

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMC)
wurden mit stabil CD154 exprimierenden NIH / 3T3-Zellen (t-CD154) stimuliert. Mit einer
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lethalen Strahlendosis (60 Gy) bestrahlte t-CD154 wurden iiber Nacht auf 6-well-Platten
mit 0,4 x 10> Zellen / well kultiviert. Nach Waschen mit PBS wurden anschlieRend PBMC
in einer Konzentration von 2 x 10° Zellen / ml in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM) unter Zugabe von 2 ng / ml IL-4, 5,5 x 107 M Cyclosporin A, 10 % humanem
Antikorperserum, 5 mg / ml Insulin, 50 mg / ml Transferrin und 15 mg / ml Gentamicin
hinzugefiigt. Im Abstand von 3 bis 5 Tagen wurden die Zellen auf neue Platten mit frischen,
bestrahlten t-CD154 iiberfiihrt.

2.9 Induktion von peptidspezifischen zytotoxischen

T-Lymphozyten

CD40 exprimierende B-Zellen eines HLA-A0201-positiven Spenders wurden fiir 1 h mit
10 mg / ml synthetischem Frameshift-Peptid und 3 mg / ml humanem (32-Mikroglobulin
in serumfreiem IMDM bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Waschen zur
Entfernung von iiberschiissigem Peptid wurden die Zellen mit 30 Gy bestrahlt und im
Verhéltnis von 4:1 zu CD3-positiven autologen T-Zellen in IMDM mit 10 % humanem AB-
Serum, Supplementen (1:100) und humanem IL-7 (10 ng / ml) hinzugefiigt. Anschlie3end
wurde die Zellsuspension in einer Dichte von 2 x 10° Zellen / well in 1 ml Medium auf
24-well-Platten ausplattiert. Nach 3 Tagen in Kultur wurde 1 ml Medium hinzugefiigt. Zur
Restimulierung der T-Zellen wurde dieses Vorgehen wochentlich wiederholt. IL-2 (10 IU / ml)
wurde erstmals an Tag 21 hinzugefiigt, an Tag 24 erneut gegeben und ab Tag 27 statt IL-7
eingesetzt.

2.10 Durchflusszytometrie

Die Expression von HLA-A2 und MHC-I auf den untersuchten Leukdmie- und Lymphomzellli-
nien wurde durch extrazelluldre Firbung mit den primdrem monoklonalen Antikérpern BB7.2
und W6/32 (beide aus Hybridomiiberstand), gefolgt von FITC-konjugiertem Anti-Maus-I1gG
und anschliel3ender Durchflusszytometrie (FACS) gemessen. Als Negativkontrolle dienten

Zellen ohne Erstantikorper bzw. isotyp-identische monoklonale Antikorper.
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2.11 MMR-Genexpressionsanalyse mittels Western Blot

Fiir das Immunoblotting wurden Leukdmie- und Lymphomzellen in SDS-Probenpuffer (0,25
M Tris-HCI pH 6,8, 20 % Glycerin, 4 % SDS und 10 % [3-Mercaptoethanol) lysiert. Glei-
che Mengen jedes Zelllysates wurden auf einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
und mittels Elektroblotting auf Nitrozellulose transferiert. Die Blots wurden anschlie3end
mit den in Blockpuffer (Tris-Puffer, 0,1 % Tween-20, 5 % fettarme Trockenmilch) gelosten
monoklonalen Antikérpern anti-hMLH1 und anti-hMSH2 inkubiert. Zur verbesserung der
Chemolumineszenz wurde nach dem Waschen als Sekundarantikoper ein mit Meerrettich-

peroxidase konjugierter Kaninchen-anti-Maus-IgG-Antikorper eingesetzt.

2.12 DNA-Fragmentlangenanalyse

2.12.1 gDNA-Isolation

Die Gewinnung von gDNA aus den untersuchten Zelllinien erfolgte unter Einsatz eines ent-
sprechenden Kits (DNeasy Blood & Tissue Kit). Circa 3 x 10° Zellen wurden zunéchst fiir 5 min
bei 1200 rpm zentrifugiert und das entstandene Zellpellet in PBS-Puffer auf ein Zielvolumen
von 200 ul resuspendiert. Nach Hinzufiigen von 20 ul Proteinase K und 200 ul Puffer A2 wur-
den die Proben 10 min lang bei 70 °C im Thermomixer geschiittelt, anschliefend 200 ul 100
%-iges Ethanol hinzugefiigt und erneut geschiittelt. Die entstandene Mischung wurde dann
in die im Kit enthaltenen Zentrifugenréhrchen pipettiert und diese auf 2-ml-Sammelréhrchen
aufgesteckt. Nach 1 min Zentrifugieren bei 8000 rpm wurden die Sammelréhrchen verworfen
und durch neue ersetzt. Nach Hinzufiigen von 500 ul des mitgelieferten Puffers AW1 wurde
erneut fiir 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert, das Sammelréhrchen verworfen und nach
Hinzufligen von 500 yl Puffer AW2 mit einem neuen Sammelréhrchen fiir 3 min bei 14000
rpm zentrifugiert. Die Zentrifugenrohrchen wurden auf 2-ml-Eppendorfrohrchen platziert,
200 pl Puffer AE direkt in die Sdulenmembran pipettiert und nach 1 min Inkubationszeit das

Eluat bei 8000 rpm auszentrifugiert.

2.12.2 DNA-Konzentrationsbestimmung und Verdiinnung

DNA-Konzentrationen wurden durch Verdiinnung im Verhaltnis 1:50 mit H,O und anschlie-

Bende Absorptionsmessung bei 260 nm Wellenldnge im Spektrophotometer bestimmt. Eine
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Absorption von 1 entsprach hierbei einer ungefdhren Konzentration von 50 ug / ml DNA,

die Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand der Algorithmen des Photometers.

2.12.3 Herstellung einer DNA-Masterplatte

Zur Herstellung einer DNA-Masterplatte im 96-well-Format wurden die praparierte gDNA auf
eine einheitliche Konzentration von 50 ug / ml verdiinnt und anschlieend mit je 60 ul / well
auf eine PCR-Reaktionsplatte aufgetragen. Die Platte wurde mit einem Folienschweil3gerat

versiegelt und diente im Folgenden der Herstellung von Arbeitskopien.

2.12.4 Polymerase-Kettenreaktion

Zur PCR-Amplifikation der gDNA wurden 2 yl der DNA-Matrize (10 ng gDNA) aus dem
vorherigen Schritt pro well von der DNA-Masterplatte in 96-well PCR-Platten pipettiert. Die
PCR-Reaktion wurde mit einem Gesamtvolumen von 5 ul / well mit 10 ng gDNA, 0,5 ul 10x
Reaktionspuffer, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,3 uM jedes Primers sowie 0,02 U Tag-DNA-
Polymerase und aqua ad 5 pl unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: Denaturierung
bei 94 °C fiir 5 min, 35 Zyklen bei 94 °C fiir je 52 sek, Annealing bei 60 °C fiir 79 sek,
Verldngerung der Primerstréange bei 72 °C fiir 42 sek und abschlieRende Verldngerung bei 72
°C fiir 7 min.

2.12.5 Fragmentlangenbestimmung mittels Genanalysegerat

Die Fragmentldngenbestimmung der amplifizierten gDNA wurde mittels eines ABI3100-
Genanalysesystems durchgefiihrt. Hierzu wurden 2 pl des entsprechend verdiinnten PCR-
Produktes mit 0,125 pl eines Langenstandards (Rox500) und 12 ul Formamid eingesetzt.

2.12.6 Auswertung der Fragmentanalyse mittels Genescan Analysis
Software

Zur Analyse der Fragmentldngen wurden die Ergebnisse der Kapillarelektrophorese mittels
der GeneScan Analysis Software ausgewertet. Hierbei wurde von einer MSI ausgegangen,

wenn in L/L-Zellinien gegeniiber den bekanntermaf3en Mikrosatelliten-stabilen Kontrollen
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ein neu aufgetretenes Amplimer detektiert wurde oder Amplimere sigifikant kleiner oder
grofSer als beim Wildtyp waren. Signifikanz war definiert als: Verhéltnis der Peak-Areale von
untersuchten Zelllinien und Kontrollen von < 0,5 oder > 2.

2.13 Enzyme-linked Immunospot (ELISpot) assay

Zur quantitativen Bestimmung der zelluldren Immunantwort spezifischer T-Lymphozyten
auf Einzelzellebene wurden enzymgekoppelte Immunospot-Assays in Anlehnung an friihere
Veroffentlichungen durchgefitht®. 96-well Nitrozelluloseplatten wurden dazu mit 100 pl /
well PBS angefeuchtet, mit einer Losung aus anti-humanem-IFN-y-Antikorper beschichtet,
tiber Nacht bei 4 °C inkubiert und anschlieffend mit 200 pl / well serumhaltigem Medium
geblockt. Leukdmie- und Lymphomzellen wurden als Zielzellen (Targets) mit jeweils 3 x
10* Zellen / well in 100 ul Medium als Tripletts ausplattiert und Effektorzellen (CTLs) mit
3 x 10® Zellen / well hinzugefiigt. Als Positivkontrolle wurden FSP direkt zu Targets und
Effektorzellen hinzugefiigt, als Negativkontrolle Effektorzellen ohne Targets auspipettiert.
Anschliel3end erfolgte eine Inkubation tiber Nacht bei 37 °C und 5% CO,. Nach Waschen
mit PBS + 0,05% Tween wurde 4 h mit 100 ul / well mit biotinyliertem Kaninchen-anti-
humanem IFN-y monoklonalem Antikorper inkubiert, erneut gewaschen und mit einem
Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Konjugat fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einem weiteren Waschschritt mit PBS ohne Zusatz von Tween wurden die Platten mit 50 pul /
well BCIP/NBT-Substrat-Losung ca. 1 h bei Raumtemperatur entwickelt und die Reaktion
anschliel3end mit reichlich Wasser abgestoppt. Nach dem Trocknen wurden die Spots mit

einem speziellen Auswertungsmikroskop gezahlt.

2.14 *'Chrome-Release-Assay

Zum Nachweis einer Antigen-spezifischen Lyse durch T-Effektorzellen wurden >!Cr-Release-
Assays durchgefiihrt. Die als immunologische Targets fungierenden Leukdmie- und Lym-
phomzellen wurden fiir 1 h mit 100 mCi °!'Cr-Natriumchromat bei 37 °C inkubiert und
anschlieRend mit 10° Zellen pro well in jeweils 3 wells auf einer 96-well-Platte ausplattiert.
Unterschiedliche Mengen von CTL (1:100, 1:30, 1:10, 1:3) wurden bis zu einem Endvo-
lumen von 200 pl hinzugefiigt und bei 37 °C fiir 4 h, in einigen Experimenten fiir 12 h
inkubiert. Um die Spontan- und Maximallyse zu bestimmen, wurden in einigen wells >!Cr-
Natriumchromat-gelabelte Zielzellen ohne Zusatz von Effektorzellen bzw. unter Zusatz von 1
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%-igem NP-40-Puffer ausplattiert. Nach Zentrifugieren der Platten wurde zellfreier Uberstand
(100 ul / well) abgenommen und dessen Radioaktivitdt im Mehrfachproben-Gammazahler

gemessen. Das Ausmalf’ der Lyse wurde dabei prozentual wie folgt bestimmt:

100 % x (experimentelle Lyse — Spontanlyse) / (Maximallyse — Spontanlyse).



3 Ergebnisse

3.1 Expression von hMLH1 und hMSH2 in Leukamie- und

Lymphomzelllinien

Mittels Immunoblotting (s. Abschnitt 2.11 auf Seite 23) wurde die Expression der Gene
hMLH1 und hMSH2 in L/L-Zelllinien untersucht (s. Abb. 3.1 auf der nichsten Seite). Eine
Ubersicht iiber die Ergebnisse bietet Tabelle 3.1 auf der nichsten Seite. Der grofte Teil der
Zelllinien (CTV-1, CTV-2, DG-75, HSB-2, MOLT-14, MOLT-3 und NALM6) exprimierte
nachweisbare hMLH1-Level. Ein Verlust der hMLH1-Expression wurde in den Zelllinien CCRF-
CEM und REH beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde hMSH2 nur in drei Zelllinien exprimiert
(CCRE-CEM, MOLT-3 und REH). T2 wurde nicht als eigenstédndige Zelllinie gewertet, da
es sich um eine Fusion von CCRE-CEM und einer EBV-transformierten B-Zelllinie handelt.
B-LCL sind typischerweise nicht MSI-positiv und verfiigen iiber ein funktionierendes MMR-

System.

3.2 HLA-A2- und MHC-I-Status von Leukamie- und

Lymphomazelllinien

Da die Antigenprasentation und -erkennung im Kontext der verwendeten Spenderlympho-
zyten und FSP an die Expression von MHC I und HLA-A2 gebunden ist, wurden die in der
Studie zum Einsatz kommenden L/L-Zelllinien auf das Vorhandensein der entsprechenden
Genprodukte auf der Zelloberflache hin untersucht. Hierzu diente die fluoreszenzaktivierte
Durchflusszytometrie, welche in der in Abschnitt 2.10 auf Seite 22 geschilderten Weise
durchgefiihrt wurde. Die Ergebnisse fiir die eingesetzten L/L-Zelllinien sind in Tabelle 3.2 auf
Seite 29 dargestellt. Alle untersuchten Zelllinien exprimierten MHC I. CCRE-CEM, MOLT-3

und REH exprimierten kein HLA-A2 und konnten daher im Weiteren als Negativkontrollen

27
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Tabelle 3.1: Expression von hMLH1 und hMSH2 in Leukdmie- und Lymphomzelllinien

hMLH1 hMSH2
Zelllinie Immunoblot Literatur Immunoblot Literatur
CCRE-CEM - —2697 + +53
CTV-1 + n. a. - n. a.
CTV=-2 + n. a - n. a.
DG-75 + n. a. - n. a.
HSB-2 + n. a. - >3
MOLT-14 + n. a - +3
MOLI=-3 + n. a. + n. a.
NALMG6 + +97,%8 - +53
REH - ~97 + +°3
T2 + n. a + n. a.
=
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Abbildung 3.1: Ermittlung der Expression der Gene hMLH1 und hMSH2 in den untersuchten
L/L-Zelllinien durch Immunoblotting
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Tabelle 3.2: Expression von MHC I und HLA-A2 in Leukdmie- und Lymphomzelllinien

Zelllinie MHCI HLA-A2

CCRF-CEM
CTV-1
CTV=2
HSB-2
MOLT-14
MOLT-3
NALM6
REH
DG-75

T2

++ S+t
|

fiir die HLA-A2-Restriktion der FSP-Antigenprasentation fungieren. Alle iibrigen Zelllinien
exprimierten HLA-A2 und standen daher fiir weitere Experimente zur Verfiigung.

3.3 Mutationsprofil kodierender Mikrosatelliten in
L/L-Zelllinien

Zum Nachweis von Frameshift-Mutationen wurden 33 ¢cMS in MSI-positiven Zelllinien mittels
DNA-Fragmentlangenanalyse (s. Abschnitt 2.12 auf Seite 23) untersucht. Eine beispielhafte
Ausgabe der verwendeten Genescan Analysis Software zeigt Abb. 3.2 auf der nachsten

Seite.

Zur Bestétigung der Mikrosatelliten-Instabilitdt der Untersuchten L/L-Zelllinien dienten neben
den bekannten und auch fiir das Bethesda-Panel (s. Abschnitt 1.1.3 auf Seite 3) verwendeten
Markern BAT25 und BAT26 der Marker CAT25. Dieses T,s-Mononucleotidrepeat aus dem
CASP2-Gen ist hochspezifisch fiir das Vorliegen einer MSI und kann daher in Verbindung
mit den eben genannten zwei Markern dazu dienen, mit gegeniiber dem vollstindigen
Bethesda-Panel deutlich reduziertem Aufwand zuverlissig eine MSI zu diagnostizieren®®.

Alle ausgewdhlten Zelllinien wiesen eine hochgradige MSI auf (s. Tabelle 3.3 auf Seite 31).

30 der 33 untersuchten Genloci zeigten eine Instabilitdt in mindestens einer L/L-Zelllinie
(Tabelle 3.4 auf Seite 32). Durch Baseninsertionen verldngerte Allele wurden je nach An-
zahl der iiberzédhligen Basen mit +1, +2 und so weiter gekennzeichnet, Basendeletionen

mit -1, -2 usw. Unverdnderte Fragmentldngen entsprachen dem Wildtyp (wt). CTV-2 und
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Bat25 Cat25 MSH3 Caspb
PBL wt o wt wt l
'i
1 -3 1 ¥
REH wit/-1 1
A, o
Nalm6é -2 -5 wi/-1 wii-1
A, e
DG-75 -6 | -9 wt wt

Abbildung 3.2: Beispielhafte Auswertung einer DNA-Fragmentldngenanalyse zur Ermittlung
von MSI in L/L-Zelllinien. Die Marker BAT25 und Cat25 dienen der Diagnose von MSI,
MSHS3 und Casp5 tragen kodierende Mikrosatelliten. Die Zahl der hinzugekommenen oder
fehlenden Basen ist gekennzeichnet. wt = Wildtyp.
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Tabelle 3.3: Expression von MSI-Markern in ausgewéhlten Zelllinien

Zelllinie BAT25 BAT26 CAT25

CCRE-CEM -2 del -6
CTV-1 -2 del -3
CTV=2 -1 del -3/-10
HSB-2 -2 del -2
MOLT-14 wt -2 -4
MOLT-3 -1 -3 -3
NALM6 -2 -5 -5
REH -1 del -3
DG-75 -6 del -9
T2 -1 -4 wt/-4

NALMS6 schienen mit je 24 / 33 veranderten Loci die mikrosatelliten-instabilsten Zelllinien
zu sein, wiahrend MOLT-14 die geringste Mutationsrate (9 / 33) aufwies. Insgesamt war
eine MSI sehr héufig in den untersuchten Leukédmie- und Lymphomzelllinien festzustellen.
Deletionen kamen haufiger vor als Insertionen. Fiir jede der untersuchten Zelllinien konnte

ein individuelles Muster der cMS-Instabilitat dargestellt werden.

Unter den fiinf Kandidaten, die fiir die folgenden immunologischen Untersuchungen ver-
wendet wurden (s. Tabelle 3.5 auf Seite 33), war das am haufigsten mutierte Gen FTO (fat
mass and obesity-associated gene), welches auf Chromosom 16q12.2 liegt. Mindestens ein
Allel war in allen untersuchten Zelllinien instabil (9 / 9). Das entziindungsassoziierte Gen
Casp5 war in 7 von 9 Zelllinien instabil. Etwa die Halfte der untersuchten Zelllinien zeigte
eine Instabilitdt von cMS der MMR-Gene MSH3 und TGF(RII. Im Gegensatz hierzu war OGT

nur in REH verandert.

3.4 Erkennung von cMS-instabilen Zelllinien durch

FSP-spezifische T-Zellen

Mittels eines enzymgekoppelten Immunoassays (s. Abschnitt 2.13 auf Seite 25) wurde
die IFN-y-Sekretion FSP-spezifischer T-Zellen (s. Abschnitt 2.9 auf Seite 22) in Gegenwart
von MSI-positiven L/L-Zellen, welche die korrespondierende Frameshift-Mutation tragen
und somit potentiell das entsprechende FSP exprimieren, untersucht. Hierzu dienten FSP-
spezifische T-Zellen eines HLA-A0201-positiven Spenders, welche in der Literatur ausfiihrlich
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Tabelle 3.4: Mutationsstatus mikrosatelliten-instabiler Genloci in Leuk&dmie- und Lymphomzelllinien

Locus
Zelllinie KIAA1052 KIAA1268 DKFZp762 KIAA1503 KIAA1655 SLC22A9 AIM2 PRKWNK1 MY050 MBD4 SEC63 PRO0529 loc51643 HTO001
CCRE-CEM wt wt -1 wt wt -1 wt/-1 wt wt wt/-1  wt wt wt/-1 wt
CTV-1 wt/-2 wt wt wt -2 wt/-1 wt/-1 wt wt wt/-1  wt wt/-1 2/-1/wt wt/-2
CTV-2 wt/-2 wt wt wt -2 wt/-1 -1 wt wt/-1  -1/+1 wt/-1  wt/-1 wt/-1 wt/-2
DG-75 wt/-1 wt wt wt -1 wt/-1 wt/-1  wt wt wt wt/-1  wt wt wt/-1
HSB-2 wt/-1 wt wt wt wt wt/-1 wt wt wt wt/-1  wt wt wt -1
MOLT-14 wt wt wt wt -1/wt wt wt wt wt wt wt wt wt/+1 wt
MOLT-3 wt wt wt wt -1/wt wt/-1 +2 wt wt/-1  wt wt wt/-1 wt wt/-1
NALM-6 wt/-1 wt wt/-1 wt -1 -1 -1/wt - wt wt/-1  wt wt/-1  wt/-1 wt/-1 -1
REH wt wt wt wt 1/wt/+1 -1 wt wt wt/-1  wt wt wt/-1 wt del
T2 wt wt wt wt wt wt/-1 wt wt wt wt wt wt wt/-1 wt/-1
Frequenz (n) 5/9 0/9 2/9 0/9 7/9 8/9 6/9 0/9 4/9 4/9 3/9 5/9 5/9 7/9
Frequenz (%) 55,6 0,0 22,2 0,0 77,8 88,9 66,7 0,0 444 444 333 556 55,6 77,8

Locus
Zelllinie FLJ11186 Q96NL9 FLJ25378 PMS1 GOSR1 C190RF9 KCS TFSL1C ARHGAP1 HPDMPK loc5129 MRPL2 FLJ20378 FLJ11053
CCRE-CEM  wt wt/-1 -2 wt/-1 3 1/-2 1 1 2 3 wt/-1  -2/-3 -1 1
CTV-1 wt wt -2 wt/-1 -1 wt/-1 -1 wt wt/-1 -2 wt/-2 -2 del wt
CTV-2 wt/-1 wt/-1 -2 wt wt/-2  wt/-2 -1 wt wt -2 wt/-1 wt/-2 -1 wt/-1
DG-75 wt/-1 wt/-1 wt/-2 wt/-1 wt/-2  wt/-1 wt wt/-1 wt/-2 wt/-1 wt -1 -1 wt/-1
HSB-2 wt/+1 wt/-1 wt/-2 wt wt/-1  wt -1 -1 wt/-1 wt wt -2 del wt
MOLT-14 wt wt/+1  wt wt wt -1 wt wt wt wt wt wt/-2 -1 -1
MOLT-3 wt wt/-1 wt wt del wt/-1 del wt/-1 wt -1 wt -2 wt/-1 wt/-1
NALM6 wt/-1 wt/-1 -1 wt -1/-3 wt wt/-1 wt/-2 wt -5 wt/-1 -2 -2 wt
REH wt wt/-1 wt wt wt wt/-1 wt wt wt wt wt del wt/-1 wt
T2 wt wt wt/-1 wt/-1/+1  wt wt/-2 wt wt/-1 wt wt/-1/-3  wt/-1 wt/+1  del wt
Frequenz (n) 4/9 8/9 6/9 3/9 7/9 7/9 6/9 5/9 4/9 6/9 4/9 9/9 9/9 5/9
Frequenz (%) 44.4 88,9 66,7 33,3 778 77,8 66,7 55,6 44,4 66,7 44,4 100 100 55,6
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Tabelle 3.5: Mutationsstatus bekannter FSP-Ursprungsgene in untersuchten Zelllinien

Zelllinie TGFBRII OGT FTO CASP5 MSH3 verind. Loci
CCRE-CEM wt/-1 wt  wt/-1  wt/-1 wt 21/33
CTV-1 wt wt  -2/-5  wt/-1  wt/-1 21/33
CTV=2 wt wt  wt/-3  wt/-1  wt/-1 24/33
HSB-2 wt wt 1 a1 wt/-1 20/33
MOLT-14 wt/-1 wt  wt/-1 wt wt 9/33
MOLT-3 wt wt -1 -1 wt/-1 18/33
NALM6 wt/-1 wt -1 wt /-1 wt/-1 24/33
REH wt/+1  wt/-1 -1 wt/-1  wt/-1 13/33
DG-75 wt/-1 wt  wt/-3 wt wt 20/33
T2 wt wt  wt /-1 wt wt 12/33

Frequenz (n) 5/9 1/9 9/9 7/9 6/9
Frequenz (%) 55,6 11,1 100 77,8 66,7

charakterisiert wurden®*87:8%19 Thre FSP-spezifitit wurde wihrend der Zellpassagierung re-
gelmaig mittels IFN-y-ELISpot unter Verwendung von exogen peptidbeladenen T2-Zielzellen
sichergestellt. Unbeladene und mit irrelevantem Peptid beladene T2-Zellen dienten in den
Experimenten als Negativkontrollen. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.3 auf Seite 35 zusammen-
gestellt.

T-Zellen, welche gegen FSP02, ein Neopeptid aus TGFBRII(-1) gerichtet sind, zeigten sich
hochreaktiv gegen die Zelllinien DG-75, NALM6 und MOLT-14. Diese Zellen sind samtlich
HLA-A2-positiv und exprimieren TGFRRII(-1). Die eingesetzten T-Zellen waren auf3erdem
hoch reaktiv gegen exogen FSP-beladene T2-Zellen. Eine Reaktion gegen die TGFRRII(—
1)-positive, jedoch HLA-A2-negative Zelllinie CCRF—-CEM war nicht nachzuweisen. Dies
demonstriert die HLA-A2-Restriktion der FSP02-spezifischen T-Zellen und bestitigt vor-
angegangene Ergebnisse mit dieser Zelllinie®*. Die HLA-A2-positiven, aber TGFRRII(wt)
CTV=1-Zellen riefen keine Reaktion durch spezifische T-Zellen hervor (Schaubild A in Abb. 3.3
auf Seite 35).

Als néchstes wurde die Erkennung von FTO(-1) durch spezifische T-Zellen untersucht (Abbil-
dung 3.3 B). Hier konnte zwar eine Reaktivitdt FSP11-spezifischer T-Zellen gegen peptidbe-
ladene T2-Zellen nachgewiesen werden; eine messbare Reaktivitit gegen HLA-A2-positive
und FTO(-1) exprimierende Zellen bestand jedoch nicht.

Die HLA-A2-positiven, Casp5(-1) exprimierenden Zelllinien HSB-2, CTV-1 und NALM6
wurden von FSP26-spezifischen T-Zellen erkannt (Abbildung 3.3 C). Die Reaktivitdt war



34 3 ERGEBNISSE

spezifisch, da weder MOLT-3 noch CCRF-CEM erkannt wurden, welche zwar die (-1)-
Variante von Casp5, nicht jedoch HLA-A2-exprimieren. CTV-2, eine HLA-A2-positive und

Casp5(-1)-exprimierende Zelllinie, wurde wider Erwarten nicht erkannt.

Ein dhnliches Muster zeigte sich beim Einsatz FSP31-spezifischer T-Zellen (Abbildung 3.3 D).
Dieses Frameshift-Neopeptid ist abgeleitet von der mutierten Form des MMR-Proteins MSH3.
Die stirkste IFN-y-Sekretion wurde erneut gegen exogen peptidbeladene, HLA-A2-positive
T2-Zellen beobachtet. Eine spezifische Erkennung wurde jedoch auch gegen die MSH3(-1)-
exprimierenden Zelllinien CTV-2, NALM6 und CTV-1 beobachtet. Eine Reaktivitit gegen die
MSH3(-1)-tragenden, aber HLA-A2-negativen MOLT-3 Zellen oder die HLA-A2-positiven,
jedoch MSH3(wt) Zelllinie DG-75 bestand nicht, was als weiteres Indiz fiir die Spezifitat der

Reaktion gewertet werden konnte.

3.5 Lyse cMS-instabiler L/L-Zelllinien durch FSP-spezifische
T-Zellen

Das zytotoxische Potential FSP-spezifischer T-Zellen wurde durch >!Cr-Release-Assays be-
stimmt, welche in der in Abschnitt 2.14 auf Seite 25 geschilderten Weise durchgefiihrt wurden.
Die Experimente wurden mit Casp5(-1)- und MSH3(-1)-spezifischen T-Zellen durchgefiihrt,
da diese zuvor die stirkste Reaktivitit gegen Zielzellen gezeigt hatten. Einen Uberblick iiber
die Ergebnisse gibt Abb. 3.4 bis 3.5 auf den Seiten 37-38.

Die stérkste Lyse durch FSP26-spezifische T-Zellen wurde bei der Zelllinie HSB-2 beobachtet
(Abb 3.4 D). Gleichermal3en fiihrte die Inkubation dieser T-Zellen mit radioaktiv markierten
CTV-1- und NALM6-Zellen zu einer effektiven Zelltotung mit bis zu 35% Effektivitat (E:T
Verhiltnis 100:1, Abb 3.4 A + C). Wie aufgrund der geringen IFN-y-Sekretion in den vor-
angegangenen Experimenten zu vermuten war, lysierten FSP26-spezifische T-Zellen CTV-2
nur marginal (Abb. 3.4 B). Die Reaktion war jedoch hochspezifisch, da keine Aktivitdt gegen
Raji (HLA-A2-negativ, Casp5(-1), Abb 3.4 E) und die CRC-Zelllinie SW480 (HLA-A2-positiv,
Casp5(wt), Abb 3.4 F) zu beobachten war.

In einem weiteren Assay wurde die Funktion FSP31-spezifischer T-Zellen untersucht (Abb. 3.5
auf Seite 38). Substanzielle lytische Aktivitdt war gegen CTV-1 und NALM6 (jeweils 45%
maximale Lyse, Abb. 3.5 A 4+ C) zu beobachten. Interessanterweise wurden die zuvor durch
FSP26-spezifische T-Zellen nur wenig lysierten CTV-2-Zellen in diesem Falle hocheffektiv
zerstort (Abb. 3.5 B). HSB-2-Zellen mit MSH3 (-1 / wt) wurden ebenfalls lysiert (Abb 3.5
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Abbildung 3.3: Interferon (IFN)-y-enzymgekoppelter Immunospot Assay (ELISpot). Die
Abbildung zeigt die Zahl der IFN-y-sezenierenden T-Zellen gegen A FSP02 aus TGFbRII(-1),
B FSP11 aus FTO(-1), C FSP26 aus Casp5(-1) und D FSP31 aus MSH3(-1). Gezeigt werden
Mittelwert und Standardabweichung aus jeweils drei wells.
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D), so dass MSH3(-1) als weiteres immunologisches Target fiir spezifische zytotoxische
T-Lymphozyten angesehen werden muss. Eine unspezifische lytische Aktivitdt konnte ausge-
schlossen werden, wiahrend die HLA-A2-Restriktion FSP31-spezifischer T-Zellen durch die
fehlende Reaktivitiat gegen die CRC-Zelllinien SW480 (HLA-A2-positiv, MSH3(wt), Abb. 3.5
E) und RKO (HLA-A2-negativ, MSH3(-1), Abb. 3.5 F) bestitigt wurde.
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Abbildung 3.4: Spezifische Lyse untersuchter MSI-positiver Zielzellen durch FSP26-
spezifische T-Zellen im >!Cr-Release Assay. Gezeigt wird die Lyse der Zielzellen bei un-
terschiedlichen Effektor-Zielzellenverhéltnissen (effektor:target ratio, E:T) als Mittelwert mit
Standardabweichungen aus jeweils drei simultanen Messungen. A-D Spezifische Lyse von
HLA-A2-positiven, Casp5(-1)-Zelllinien. Die HLA- und MSH3-Spezifitdt wird durch die feh-
lende Reaktion gegen die kolorektalen Karzinomzelllinien SW480 (HLA-A2 pos., MSH3(wt)
und Raji (HLA-A2 neg., Casp5(-1)) bestétigt (E + F).
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Abbildung 3.5: Spezifische Lyse untersuchter MSI-positiver Zielzellen durch FSP31-
spezifische T-Zellen. Details s. Abb. 3.4 auf Seite 37. Die HLA-A2- und FSP31-Spezifitat
der gezeigten lytischen Aktivitat gegen MSH3(-1)-Zelllinien (A-D) wird durch die fehlende
Reaktion gegen SW480 (HLA-A2 pos., MSH3(wt)) und RKO (HLA-A2 neg., MSH3(-1))
bestatigt (E + F).
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4.1 MMR-Defizienz und MSI untersuchter L/L-Zelllinien

Genetische Instabilitit ist einer der grundlegenden Mechanismen der Krebsentstehung %191,

Eine Inaktivierung des MMR-Systems erhoht die Rate an Spontanmutationen bei der DNA-
Replikation um ein Vielfaches. Die Inaktivierung des MMR-Systems durch Keimbahnmutatio-
nen ist Ausloser des Lynch-Syndroms. Somatische Inaktivierungen des MMR-Systems durch
Promotermethylierung des hMLH1-Gens verursachen zusétzlich bis zu 15 % sporadischer

Tumore des Kolorektums, des Magens und des Endometriums22-26:102,

Der Funktionsverlust eines oder mehrerer MMR-Gene (hMSH1, hMSH2, hMSH6, hMLH1 oder
hPMS1) fithrt zu Mikrosatelliteninstabilitét. Fiir verschiedene Erkrankungen wurden dabei
charakteristische Ausfallsmuster beschrieben. So ist der Verlust von hMLH1 die Ursache fiir
die Entstehung des MSI-Phanotyps in sporadischen MSI-positiven kolorektalen Karzinomen,
wéhrend in HNPCC-assoziierten Tumoren die hMSH2-Defizienz ungeféahr gleich haufig wie
hMLH1-Defizienz auftritt. Fiir MSI-positive hdmatologische Erkrankungen ist die Datenlage
uneinheitlich. Die Deaktivierung von hMSH2 scheint haufiger ursachlich zu sein als die von
hMLH1°%%.

Die von uns verwendeten Leukdmie- und Lymphomzelllinien wurden bisher nur zum Teil
auf die Expression der MMR-Gene hin untersucht. Daher {iberpriiften wir zunéchst die
Expression von hMLH1 und hMSH2 mittels Immunoblotting (s. Tabelle 3.1 auf Seite 28).
Die gewonnenen Daten unterstiitzen die Annahme, eine fehlende hMSH2-Expression stelle
eine hdufigeren Pathomechanismus fiir die Entstehung von Mikrosatelliten-Instabilitit in
L/L-Zellen dar. So fehlte eine hMLH1-Expression in nur zwei von zehn Zelllinien, wihrend
hMSH2 in sieben von zehn Zelllinien ausgefallen war. Die Ergebnisse stimmten weitgehend

64,103-106 {jberein. T2 wies als Hybrid

mit den aus der Literatur bekannten Expressionsmustern
einer normalerweise nicht MMR-defizienten, EBV-transformierten B-Zelllinie mit CCRF-CEM
erwartungsgemal$ eine Expression beider MMR-Gene auf. Die Expression von hMSH2 war in

den Zelllinien MOLT-14 und NALM-6 war — im Gegensatz zu den bisher veroffentlichten

39



40 4 DISKUSSION

Tabelle 4.1: Ubersicht iiber die vorhandenen Studien zu MSI in L/L-Zelllinien

Studie Erkrankungen Zelllinien (n) MSI (%) Marker (n)
Molenaar et al.>”  ALL 14 50 5
Inoue et al.>> T-ALL 91 12 15
Kodera et al. *'# verschiedene 57 21 29
Ham et al. '*® verschiedene 50 26 7
vorliegende Studie verschiedene 9 100 33

Ergebnissen — supprimiert. Moglicherweise ist dies durch die rasante Zunahme spontaner
Mutationen nach Ausfall eines MMR-Gens erklarlich, welche im Laufe der Zellpassagen zu

einem sekundéaren Ausfall anderer MMR-Gene fithren konnte.

Da die Antigenprasentation und -erkennung der eingesetzten FSP durch die L/L-Zellen
im Kontext von MHC I und HLA-A0201 erfolgen muR®*, wurden die Zelllinien mittels
FACS-Zytometrie auf die Expression der relevanten Oberflichenmarker hin untersucht (s.
Abschnitt 3.2 auf Seite 27 und Tabelle 3.2 auf Seite 29). Alle untersuchten Zelllinien wie-
sen eine MHC I-Expression auf und waren damit grundsétzlich zur Présentation von FSP
in der Lage. CCRF-CEM, MOLT-3 und REH exprimierten kein HLA-A0201 und konnten
daher fiir die weiteren Experimente als Negativkontrollen der HLA-A0201-spezifischen

FSP-Antigenprésentation dienen.

Eine Instabilitdt von Mikrosatelliten in kodierenden DNA-Abschnitten kann zur Expression
fehlerhafter und in ihrer Funktion eingeschréankter Genprodukte fiihren. Tritt eine fehlerhafte
Expression in direkt oder indirekt an der Tumorentstehung beteiligten Genen auf, kann
dies die Entstehung maligner Erkrankungen zur Folge haben. Kodierende Mikrosatelliten
mit einer nachgewiesen hohen Mutationsfrequenz in malignen Erkrankungen, welche in
mit der Tumorentstehung in Verbindung gebrachten Genen lokalisiert sind, werden als real
common target genes bezeichnet*® und kénnen mittels bioinformatischer Methoden aus dem
menschlichen Genom vorhergesagt werden*®*. Durch Mutation verkiirzte Genprodukte
aus diesen Genen spielen mutmaRlich eine Rolle in der MSI-bedingten Karzinogenese !°7-11°,
Im Kontext des kolorektalen Karzinoms zédhlen zu den betroffenen Genen beispielsweise

TGFRRII, Bax, AIM2 und TCF4 17113,

Art und Ausmal? der MSI in Leukémie- und Lymphomzelllinien wurden in mehreren Studien

untersucht. Eine Ubersicht der verfiigbaren Arbeiten gibt Tabelle 4.1.

Die MSI-Raten schwankten zwischen 12 %°° und ungefihr 50 %°>’. Molenaar et al., fanden

MSI in der Hélfte der von ihnen untersuchten ALL-Zelllinien, wiesen jedoch darauf hin,
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dass in der parallel durchgefiihrten Untersuchung an Patientenmaterial in 98 Proben keine
MSI nachgewiesen werden konnte. Hieraus schlul3folgerten sie, dass erst die Etablierung
von Zelllinien aus primdrem Tumormaterial zur MSI fiihrt. Kodera et al. untersuchten 57
Zelllinien verschiedener hamatologischer Erkrankungen und setzten hierbei ein Panel von
21 MSI-Markern ein. Sie fanden MSI in 26 % der untersuchten Zelllinien, wobei akute

Leukdmien und Non-Hodgkin-Lymphome iiberdurchschnittlich hédufig betroffen waren.

In der vorliegenden Studie wurden mittels DNA-Fragmentldngenanalyse (s. Abschnitt 2.12
auf Seite 23) neun bekanntermalfsen MSI-positive L/L-Zelllinien auf MSI in 33 kodierenden
Mikrosatelliten untersucht. Alle untersuchten L/L-Zelllinien waren unter Verwendung eines
hochspezifischen Markersets®® MSI-H (s. Tabelle 3.3 auf Seite 31). In allen untersuchten
L/L-Zelllinien waren mindestens 9/33 Mikrosatelliten-Marker instabil. Interessanterweise
lieRen sich keine klaren Unterschiede in den Mutationsfrequenzen bestimmter Zielgene in
L/L-Zelllinien im Vergleich zu MSI-positiven kolorektalen Karzinomzellen nachweisen. So
waren unter den am haufigsten mutierten cMS solche Marker zu finden, die bereits fiir das
kolorektale Karzinom als real common target genes identifiziert wurden: TGFBRII®**, Caspase-
587, FTO® und MSH3'%. Diese mutierten Gene sind an der Signaltransduktion (TGFPRII),
Entziindungsreaktionen (Caspase-5) und der DNA-Reparatur (MSH3) beteiligt®®; FTO scheint
eine Rolle im Energiemetabolismus zu spielen'!® und ist in kolorektalen Karzinomzelllinien
hochfrequent mutiert. Der an der Proteintranslokation und -modifikation (OGT3) beteiligte
und beim kolorektalen Karzinom hoch mutierte cMS aus OGT®® war hingegen nur in einer

von neun L/L-Zelllinien verandert.

Die hohe Ubereinstimmung hochfrequent mutierter cMS fiir das kolorektale Karzinom und
die untersuchten L/L-Zelllinien iiberrascht insofern, als sowohl fiir hdmatologische als auch
fiir gastrointestinale Neoplasien in vorangegangenen Studien individuelle Mutationsprofile
mit nur geringen Uberschneidungen nachweisbar zu sein schienen®>'%4, Sollten sich die in
der vorliegenden Studie gemessenen Mutationsfrequenzen fiir die oben genannten, vom
kolorektalen Karzinom bekannten cMS auch an primarem hdmatoonkologischem Tumorma-
terial bestdtigen, konnte dies eine hochinteressante Grundlage fiir eine polyvalente Vakzine

gegen diese, gegebenenfalls sogar gegen weitere Tumorentitidten darstellen.

Die cMS aus MRP-L2 und FLJ20378 waren in allen untersuchten Zelllinien mutiert und
konnten interessante diagnostische und therapeutische Optionen fiir hdmatologische Erkran-
kungen bieten. MRP-L2 (mitochondrial ribosomal protein L2) ist an der Proteinsynthese in
Mitochondrien beteiligt und noch wenig erforscht; eine Rolle in der Entstehung von Krank-
heiten konnte bisher nicht nachgewiesen werden''”'18, FL.J20378 ist ein hypothetisches

Protein und bedarf ebenfalls weiterer Untersuchungen sowohl hinsichtlich seiner Funktion
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als auch der Rate an MSI in anderen Erkrankungen. Die hohe Mutationsfrequenz dieser cMS
in L/L-Zelllinien mufd im Rahmen weiterer Untersuchungen auch bei priméren Leukémie-
und Lymphomzellen und gegebenenfalls anderen Malignomen nachgewiesen werden, damit

diesen eine Rolle bei einer moglichen Vakzinierungsstrategie zukidme.

In einem Teil der untersuchten Zelllinien waren zu unterschiedlichen Untersuchungszeitpunk-
ten auffillige Unterschiede in den Mutationsprofilen zu beobachten. Wenn gDNA derselben
Zelllinie nach einigen weiteren Zellpassagen erneut untersucht wurde, zeigten sich in diesen
Fillen zuséatzliche Mutationen. Mikrosatelliten-instabile Tumorzellen entwickeln bekannter-
malen zusitzliche Mutationen im Laufe ldngerer Zellkultur'®. Ob dieses Phinomen lediglich
auf die unnatiirlichen Bedingungen einer Zellkultur zuriickzufiihren ist, oder auch eine Rolle
in vivo spielt, ist weitgehend unbekannt. Eine Hypothese ist, dass L/L-Zellen im Laufe der
Tumorprogression auch in vivo durch eine Art Selektionsdruck innerhalb des Tumors neue
Mutationen erwerben, dhnlich wie fiir einzelne kolorektale Karzinome gezeigt. Dies sollte
in zukiinftigen klinischen Studien beriicksichtigt werden. Fiir die weiteren immunologi-
schen Experimente wurden zu einem definierten Zeitpunkt eingefrorene Zellpopulationen

genutzt.

4.2 Expression und immunogene Wirkung von FSP in

MSI-positiven L/L-Zelllinien

Mikrosatelliten-instabile Tumore weisen Eigenschaften auf, die die Vermutung nahelegen, dass
durch MSI eine verstarkte antitumorale Immunantwort im menschlichen Korper ausgelost
wird. So wurde eine vermehrte peritumorale Lymphozyteninfiltration bei MSI-positiven
Tumoren nachgewiesen. Diese weisen dariiber hinaus eine hohere Apoptoserate und eine
geringere Metastasierungstendenz auf und haben eine ingesamt bessere Prognose als MSS-
Tumore %7122, Ob die erhéhte Apoptoserate und das verbesserte Uberleben eine Folge der
verstidrkten Lymphozyteninfiltration ist, oder davon unabhingige Geschehen darstellen, ist
noch nicht abschlieend geklart.

Die durch MMR-Defizienz hervorgerufene MSI fiihrt aufgrund von Frameshift-Mutationen
in kodierenden Mikrosatelliten zur Bildung von verkiirzten Frameshift-Neopeptiden. Nach
Proteindegradation dieser von der Zelle als fremd erkannten Peptide im Proteasom werden

FSP-Epitope iiber Molekiile des MHC an der Zelloberflache préasentiert und kénnen dort
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vom Immunsystem erkannt werden. Dieser Vorgang konnte einer der Griinde fiir die be-
schriebene Immunreaktion gegen MSI-positive Tumore sein®. Tougeron et al. zeigten einen
direkten Zusammenhang zwischen tumorinfiltrierenden Lymphozyten und hochgradiger MSI
in kolorektalen Neoplasien. Schwitalle et al. gelang es, spezifische T-Zellen gegen Frameshift-
Mutationen im peripheren Blut von HNPCC-Gentrdagern nachzuweisen. Thr Vorkommen
war dabei unabhiingig vom Vorhandensein manifester Tumore®®. Des Weiteren gelang auch
der Nachweis einer FSP-spezifischen Reaktion durch T-Helferzellen® sowie von humoralen

Reaktionen gegen mutierte cMS als weiterem wichtigen Baustein der Immunogenitét %123,

Unter Verwendung eines Systems zur Induktion FSP-spezifischer T-Zellen gelang es in der
Vergangenheit wiederholt, eine spezifische Immunreaktion gegen FSP-exprimierende kolo-
rektale Karzinomzellen und -zelllinien nachzuweisen. Hierzu wurden mogliche Frameshift-

124125 quf ihre Bin-

Sequenzen aus real common target genes mittels zweier Datenbanken
dungsfiahigkeit an MCH- und HLA-A0201-Molekiile untersucht. Sequenzen, fiir die eine
hohe Bindungsfiahigkeit vorhergesagt wird, haben dabei eine gréRere Chance, durch die
erwahnten Molekiile als Antigen prasentiert zu werden. Die entsprechenden Peptide wurden
synthetisch hergestellt und dienten zur Induktion FSP-spezifischer T-Zellen. Anschlief3end
konnte die immunogene Wirkung der synthetischen FSP durch Nachweis der Erkennung
und effektiven Lyse sowohl exogen peptidbeladener als auch die zugrundeliegende Mutation
spontan exprimierender kolorektaler Tumorzellen bestétigt werden34+8%100:116.126 Eine (Jber-
sicht tiber die in dieser Studie untersuchten cMS, fiir die spezifische T-Zellen und synthetische
Frameshift-Peptide fiir weitere Experimente zur Verfiigung standen, gibt Tabelle 3.5 auf

Seite 33.

Um zu ermitteln, ob die von uns untersuchten L/L-Zelllinien FSP nicht nur exprimieren,
sondern auch an FSP-spezifische zytotoxische T-Zellen prasentieren, mallen wir die Interferon-
v-Sekretion der entsprechenden T-Zellen mittels Immunospot-Assays wie in Tabelle 3.1 auf
Seite 28 beschrieben. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.3 auf Seite 35 dargestellt. Sie legen inge-
samt eine HLA-restriktive Erkennung natiirlich exprimierter, prozessierter und prisentierter
Frameshift-Neopeptide in Leukdmie- und Lymphomzellen durch FSP-spezifische T-Zellen
nahe. Einzelne Ergebnisse tiberraschten jedoch. So wurden CTV-2-Zellen zwar von FSP31-,
nicht jedoch von FSP26-spezifischen T-Zellen erkannt. Als Ursache kommen unterschiedliche
Proteinexpression oder eine unterschiedlich starke Antigenprisentation in Frage. Interessan-
terweise wurde die Zelllinie HSB-2 in einigen Experimenten von FSP31-spezifischen T-Zellen
erkannt, in anderen jedoch nicht, obwohl sie HLA-A2-positiv sind. Wie oben beschrieben,
beobachteten wir wiederholt Unterschiede im Mutationsstatus kodierender Mikrosatelliten

nach langerer Zellkultur als Indiz fiir eine Akkumulation von Replikationsfehlern. Im Falle
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von MSH3 konnte die unregelmaf3ige Erkennung bis zum Mutationsstatus von MSH3 zuriick-
verfolgt werden. HSB-2-Zellen mit MSH3(-1/wt) wurden von FSP31-spezifischen T-Zellen
erkannt, HSB-2 mit MSH3(wt) jedoch nicht. Ein anderes unerwartetes Ergebnis war die
fehlende Erkennung von FTO(-1) in den L/L-Zelllinien, obwohl das immunogene Potential
dieses T-Zell-Epitops bereits fiir verschiedene kolorektale Karzinomzelllinien beschrieben
wurde®. Eine weitere mogliche Erklarung kénnte auch eine schwiichere MHC- und HLA-
A0201-Bindung der betroffenen FSP bieten. Die MHC-Bindungsfahigkeit hat groen Einfluf3

auf das immunogene Potential prisentierter Antigene'%’.

Mittels °!Chrome-Release-Assays untersuchten wir die Fihigkeit der eingesetzten FSP-spezifischen
T-Zellen, L/L-Zelllinien mit der zugrundeliegenden Mutation in vitro zu lysieren. Hierbei
kamen solche T-Zellen zum Einsatz, die im vorangegangenen Experiment die héchste IFN-v-
Sekretion gezeigt hatten. Mehrere Zelllinien wurden effektiv lysiert, und sowohl die Spezifitat

als auch die HLA-A0201-Restriktion der Reaktion konnten mittels nicht mutierten respektive
HLA-A0201-negativen Kontrollen bestitigt werden. Sowohl Caspase-5(-1)-spezifische als
auch MSH3(-1)-spezifische T-Zellen lysierten die Zelllinien CTV-1, HSB-1 und NALM®6, was
diese Frameshift-Mutationen zu interessanten immunologischen Targets macht. Eine effek-
tive MSH3(-1)-spezifische Lyse wurde auRerdem gegen CTV-2 beobachtet, obwohl zuvor
keine starke INF-y-Sekretion beobachtet wurde.

4.3 Fazit

Die vorliegende Arbeit stellt einen Versuch dar, die vielversprechenden Ergebnisse der oben
dargestellten Studien vom kolorektalen Karzinom auf hdmatologische Erkrankungen zu
iibertragen. Wenngleich fiir Leukdmien und Lymphome kein gesicherter Zusammenhang zwi-
schen MMR-Defizienz und Krankheitsentstehung, wie etwa beim Lynch-Syndrom, existiert,
ist die Rate an MMR und MSI fiir bestimmte Untergruppen, wie der therapie-assoziierten
Leukédmie und dem Myelodysplastischen Syndrom sowie fiir bestimmte Lymphome, etwa im
Zusammenhang mit HIV-Infektionen oder nach Organtransplantation, hoch. Diesen Erkran-
kungen ist eine langerfristige Inmunsuppression gemein. Die malignen Zellen zirkulieren
im Blut oder sind in den lymphatischen Organen angesiedelt und sind daher stirker als bei
soliden Tumoren dem Immunsystem des Korpers ausgesetzt. Dies 1a(3t nicht nur die Annahme
zu, dass eine immunologische Tumorvakzine gegen antigenprisentierende Zellen solcher
Erkrankungen eine grolde Zahl von Tumorzellen erreichen und bekdmpfen konnte, sondern

wirft auch die Frage auf, inwiefern immunogene Frameshift-Peptide direkt an der Entstehung



45

dieser Erkrankungen beteiligt sein konnten. Maletzki et al. schlagen ein Modell der L/L-
Pathogenese vor, in dem MMR-defiziente und mikrosatelliten-instabile Vorldauferzellen bei
funktionierendem Immunsystem anhand exprimierter FSP erkannt und in Schach gehalten
werden. Bei Immunsuppression im Rahmen der oben genannten Erkrankungen konnte diese
Uberwachungsfunktion verloren gehen und es zu einer Expansion solcher Zellen kommen.
Dies wiirde auch erkldren, warum MMR-Defizienz und MSI nur selten in primaren Leukémie-

und Lymphomerkrankungen nachweisbar ist 28,

Frameshift-Peptide weisen einige einzigartige Eigenschaften auf, die sie zu potentiell per-
fekten Tumorantigenen machen konnten. FSPs gelten fiir das menschliche Immunsystem
als korperfremd (non-self) und werden nur von mikrosatelliten-instabilen Zellen exprimiert.
Mehrere immunogene FSP entstehen aus direkt oder indirekt an der Tumorentstehung
und -progression beteiligten Genen. Zudem kann eine einzelne Tumorentitédt potentiell
eine grofde Zahl unterschiedlicher FSP-Tumorantigene exprimieren, was einer Resistenz-
bildung entgegengewirken kénnte. Verglichen mit klassischen Tumorantigenen wird eine
starke zytolytische Antwort bei Patienten mit MSI-positiven Tumoren deutlich einfacher
hervorgerufen. FSP-spezifische Zellen des Immunsystems sowie FSP-spezifische Antikorper
der humoralen Abwehr konnen im Blut von HNPCC-Patienten ohne Tumormanifestation
sowie von gesunden Personen nachgewiesen werden. Bereits bestehende, FSP-spezifische
Immunantworten miissen somit prinzipiell nur reaktiviert werden. Zusammengenommen
bilden diese Eigenschaften eine exzellente Basis fiir die Entwicklung hochindividualisierter
Multipeptid-Vakzine gegen MSI-positive Erkrankungen. FSPs konnten als spezifische Anti-
gene in MSI-positiven hdmatologischen Erkrankungen vielversprechende immunologische

Zielstrukturen darstellen.

In unserer Studie wurden zunéchst Leukdmie- und Lymphomzelllinien unterschiedlicher En-
titat auf das Vorliegen von MMR-Defizienz und MSI untersucht. Anschliefend dienten solche
Zelllinien, die eine MSI in kodierenden Mikrosatelliten aus an der Tumorigenese beteiligten
Genen (real common targets) aufwiesen, als immunologische Ziele fiir eine FSP-spezifische
Erkennung und Lyse durch spezifische zytotoxische T-Zellen. Fiir diese Untersuchungen

bedienten wir uns eines fiir das kolorektale Karzinom erfolgreich etablierten Modells®*.

Im Ergebnis konnten erstmals durch Mikrosatelliteninstabilitat induzierte Frameshift-Neopeptide
als leukdmie- und lymphomspezifische Tumorantigene bestitigt werden. Es konnte dariiber
hinaus gezeigt werden, dass 1. Frameshift-Neopeptide haufig in MSI-positiven Leukadmie-
und Lymphomzelllinien exprimiert werden, dass 2. die entsprechenden Peptide von der
Zelle im Kontext mit HLA-Molekiilen prasentiert werden, und somit 3. eine funktionelle

Erkennung von Leukdmie- und Lymphomzellen durch FSP-spezifische T-Zellen erlauben.
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Diese Ergebnisse erweitern die bisher gemachten Erfahrungen mit FSPs als Tumorantigene

bei kolorektalen Karzinomzellen 8>87-8%9>

und zeigen erstmals, dass ausgewahlte Frameshift-
Neopeptide ein verbindendes Charakteristikum verschiedener MSI-positiver Tumorentitdten
darstellen konnen. Weitere Studien an primadrem Leukdmie- und Lymphommaterial sind
notig, um herauszufinden, ob Frameshift-Neopeptide echte immunologische Targets fiir
die Therapie dieser Erkrankungen darstellen. Im Lichte des offensichtlichen Zusammen-
hangs von MSI-positiven Tumoren und einer Immunsuppression des Patienten, zum Beispiel
nach Chemotherapie, Organtransplantation oder durch eine Virusinfektion, kime auch ei-
ne prophylaktische Impfung prédisponierter Patienten mit einer polyvalenten Vakzine in
Betracht.
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A Thesen

1. Mismatch-repair-defiziente Leukdmie- und Lymphomzelllinien (L/L-Zelllinien) wei-
sen eine hohe Zahl an Basenpaarungfehlern in DNA-Mikrosatelliten (Mikrosatelliten-
Instabilitdt, MSI) auf.

2. MSIwird in L/L-Zelllinien ungleich haufiger durch einen Ausfall des MMR-Gens hMSH2
als durch Ausfall von hMLH1 verursacht.

3. Mehrere in L/L-Zellen hochfrequent mutierte kodierende Mikrosatelliten (coding
microsatellites, cMS) liegen in direkt oder indirekt an der Tumorentstehung beteiligten

Genen, was eine Beteiligung der MSI an der Tumorentstehung denkbar scheinen lasst.

4. In Zelllkultur kommt es im Laufe der der Zeit zu einer Verstdrkung der MSI, was auf

eine fehlende Kontrolle durch das Immunsystem zuriickzufiihren sein konnte.

5. Durch Leserasterverschiebungen in cMS kommt es zur Bildung von verkiirzten Frameshift-
Neopeptiden (FSP), welche von den betroffenen Zellen als korperfremd erkannt und

in einer HLA-A201-restriktiven Weise an der Zelloberflache préasentiert werden.

6. Entsprechend FSP-spezifisch differenzierte zytotoxische T-Zellen kénnen solche Zellen

in vitro erkennen und zerstoren.

7. FSP stellen daher tumorspezifische Antigene fiir MSI-positive hdmatologische Erkran-

kungen dar und konnten als Grundlage fiir eine immunologische Tumorvakzine dienen.

8. Eine L/L-Zelle kann mehrere FSP présentieren, was die immunogene Wirkung erhéhen

und einer Resistenzbildung entgegenwirken konnte.

9. Das Mutationsprofil MSI-positiver L/L-Zelllinien weist Ubereinstimmungen mit dem
MSI-positiver kolorektalenr Karzinome und Karzinomzelllinien auf, so dal? eine poly-

valente Vakzinierung gegen mehrere Tumorentititen zugleich moglich scheint.

10. Weitere Studien sowohl in vitro als auch in vivo sind notwendig, um weitere immuno-
gene Frameshift-Mutationen in Zelllinien und primarem Tumormaterial verschiedener

Malignome zu identifizieren.
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