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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem
1.1.1. Das unspezifische und spezifische Immunsystem

Das Immunsystem ist ein biologisches Abwehrsystem, das Gewebeschadigungen durch
Krankheitserreger oder durch entartete kdrpereigene Zellen verhindert. Im Laufe der
Evolution entwickelten héhere Vertebraten neben einem angeborenen, unspezifischen auch
ein spezifisches Abwehrsystem, das adaptive Immunsystem. Zum angeborenen,
unspezifischen Immunsystem gehdren die Oberflachenepithelien, welche die erste Barriere
gegen Infektionen bilden (Janeway & Travers, 2002), zellulare Elemente und molekulare
Bestandteile. Zu den zellularen Elementen gehdren phagozytierende Zellen (Makrophagen,
neutrophile Granulozyten, Monozyten), basophile und eosinophile Granulozyten, Mastzellen
und Leberzellen, welche Entzindungsmediatoren sezernieren, sowie nattrliche Killer (NK)
Zellen (Moonis etal., 1992). Zu den molekularen Bestandteilen des unspezifischen
Immunsystems gehéren von der Leber gebildete Akute-Phase-Proteine, das
Komplementsystem und Zytokine.

Zuséatzlich zum unspezifischen Immunsystem wird bei Eintritt von Fremdantigenen auch das
spezifische Immunsystem aktiviert. Die zelluldren Trager des spezifischen Immunsystems
erkennen Fremdantigene (Allogene) und kdnnen diese von kérpereigenen Substanzen
(Autogene) unterscheiden. An dieser spezifischen Abwehr sind zwei Klassen von
Lymphozyten beteiligt, B-Zellen und T-Zellen, welche auf ihrer Zelloberflache individuelle
Rezeptoren fir ein nahezu unbegrenztes, spezifisches Spektrum von Antigenen exprimieren.
B-Zellen erkennen Antigene auBerhalb von Kérperzellen (z.B. Bakterien) und differenzieren
nach dem Antigenkontakt Uber komplexe zellulare und molekulare Prozesse zu
Plasmazellen, welche Antikérper sezernieren. Dieser Prozess wird als humorale
Immunantwort bezeichnet. Im Gegensatz zu B-Zellen kénnen T-Zellen intrazellulare
Antigene detektieren. Dem spezifischen T-Zell Rezeptor (TZR) wird ein Antigen als
gebundenes Peptid auf den Molekilen des ,major histocompatibility complex“ (MHC) bzw.
Humanen Leukozyten Antigen (HLA) prasentiert (Zinkernagel & Doherty, 1974). Nach einem
Antigenkontakt entwickeln sich die naiven T-Zellen zu diversen Effektorzellen, die
unterschiedlich zur Abwehrreaktion beitragen. Den Effektorzellen werden weitere Antigene
von MHC-Molekilen zweier unterschiedlicher Klassen prasentiert. (i) Spezifische T-
Helferzellen (Th-Zellen), gekennzeichnet durch den Oberflachenmarker ,cluster of
differentiation 4 (CD4), erkennen Peptide von Krankheitserregern, die in Vesikel
aufgenommen wurden und Uber MHC-Klasse-II-Molekule présentiert werden. Sie lassen sich
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1 Einleitung

weiter in die zwei funktionell verschiedenen Th1- und Th2-Zellen aufteilen. Th1-Zellen bilden
Zytokine, wie Interleukin 2 (IL-2), Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) und Interferon y (IFN-y),
die fur die Entwicklung der zellularen Abwehr durch T-Killerzellen wichtig sind. Th2-Zellen
bilden u. a. die Zytokine IL-4 und IL-10, welche fir die Férderung der B-Zellaktivierung im
Rahmen der humoralen Abwehr essentiell sind (Refaeli & Abbas, 1998). (ii) Spezifische
zytotoxische T-Zellen (ZTL, T-Killerzellen) sind durch den Oberflachenmarker CD8
charakterisiert und erkennen u.a. virale Peptide, die von MHC-Klasse-I Molekilen
prasentiert werden.

Die zellvermittelte Zytotoxizitdt von ZTL und NK-Zellen wird durch zwei voneinander
unabhangige Mechanismen vermittelt. (i) Das Granula Exozytose System, bei dem Perforine
und Granzyme ausgeschuittet werden und (ii) das Fas Ligand/Fas Rezeptor-System (Henkart
1994; Kagi etal, 1994b; Lowin etal, 1994). Bei ZTL werden beide Prozesse
antigenspezifisch ausgeldst und fihren in der Zielzelle zu apoptotischen und nekrotischen
Schéadigungen (Green 1998). Neben der Bildung von B- und T-Effektorzellen entstehen bei
der akuten Immunantwort auch Gedachtniszellen, welche bei einer erneuten Infektion mit
demselben Erreger fir eine schnelle und wirkungsvolle Sekundarantwort zusténdig sind. Im
Gegensatz zu ZTL besitzen NK-Zellen keine antigenspezifischen Rezeptoren, sondern
zeichnen sich durch die Expression aktivierender und inhibitorischer Rezeptoren auf der
Zelloberflache aus. Die Interaktion der inhibitorischen Rezeptoren mit MHC-Klasse-I
Molekullen verhindert, dass eine Zelle getdtet wird. Bei Tumorzellen oder Virus-infizierten
Zellen ist die Expression der MHC-Klasse-I Moleklle haufig herabreguliert (Seliger et al.,
1996 und 1997). Diese Zellen exprimieren verstarkt Proteine, wie z.B. MIC-A, MIC-B und
ULBP1-3, die mit den aktivierenden Rezeptoren der NK-Zellen interagieren. Dies flhrt zur
Aktivierung der zytotoxischen NK-Zellen (Pezzutto et al., 1998). Es kommt zur Freisetzung
zytotoxischer Granula an der Oberflache der Zielzelle, die enthaltenen Effektorproteine
durchdringen die Zellmembran und Iésen den programmierten Zelltod aus (Janeway und
Travers 2002).

1.1.2. Die drei Hauptgruppen immunmodulatorischer Molekiile

Die drei Hauptgruppen immunmodulatorischer Molekile bestehen aus: (i) den Komponenten
der MHC-Klasse-I-Antigenprozessierungsmaschinerie (APM), (ii) den costimulatorischen
Molekdilen der B7-Familie und (iii) dem immunsuppressiven HLA-G Molekdl. In den nachsten
Abschnitten werden die Eigenschaften und die funktionelle Bedeutung dieser Gruppen
beschrieben.



1 Einleitung

MHC-Klasse-I Molekile prasentieren den ZTL antigene Peptidfragmente zytosolischen
Ursprungs. Es handelt sich demnach um Selbstpeptide, die den regularen zytoplasmatischen
Zellbestand widerspiegeln. Bei einer Infektion oder Tumorerkrankung werden dagegen auch
Peptide mikrobiellen, viralen bzw. tumorésen Ursprungs auf der Zelloberflache exprimiert
(York et al., 1999). MHC-Klasse-I Molekile stellen Immunrezeptoren dar, die sich aus einer
membranstéandigen a-Kette (schwere Kette) und einer daran nicht kovalent gebundenen (3-
Kette (leichte Kette, Bo-Mikroglobulin) zusammensetzen (Abb. 1.1). Beide Ketten werden im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert (Madden, 1995). Die a-Kette besteht aus
einer kurzen zytoplasmatischen, einer membrandurchspannenden sowie drei extrazellularen
Doméanen (oy - a3). Die beiden Doméanen a; und a, formen eine langliche
Peptidbindungsfurche, in welcher ein aus 8 - 10 Aminosduren bestehendes Peptid Uber
hydrophobe und ionische Wechselwirkungen nichtkovalent gebunden ist. Den gréBten Anteil
an der Wechselwirkung nehmen Bereiche der ai-Helix ein, die mit so genannten
»2Ankeraminosauren“ des  Peptids interagieren. Die  Tatsache, dass die
Peptidbindungsfurchen der einzelnen HLA-Allelprodukte jeweils charakteristische chemische
Verhaltnisse aufweisen, fihrt dazu, dass jedem Allel ein spezifisches ,Peptidmotiv®
zugewiesen werden kann (Falk et al., 1991).

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des
MHC-Klasse-I Molekiils.

Dargestellt ist ein MHC-Klasse-I Molekil, bestehend
aus der a-Kette und der B-Kette (B-Mikroglobulin: 3,-
MG). Die a-Kette setzt sich aus einem
zytoplasmatischen und einem
membrandurchspannenden  Bereich  sowie den
extrazellularen a; - az-Doméanen zusammen. ZM -
Zellmembran, ZP - Zytoplasma

ZP

Die Bildung der MHC-Klasse-I-Dimere erfolgt posttranslational und folgt einem komplexen
Ablauf, an dem mehrere Chaperone beteiligt sind. Dieses Dimer, das Chaperon Tapasin und
Jransporter associated with antigen processing” (TAP) sind wichtige Bestandteile des
MHC-Klasse-I-Peptid-Beladungskomplexes. Mittels des heterodimeren TAP, bestehend aus
den Untereinheiten TAP1 und TAP2, werden Proteasom-generierte Peptide ATP-abhéngig
vom Zytosol in das ER transportiert (Lankat-Buttgereit & Tampe, 2002). TAP vermittelt dabei
den Transport von Peptiden mit einer Lange von 8 - 12 Aminosauren. MHC-Klasse-I
Molekule préasentieren normalerweise Peptide mit einer Lange von 8 - 9 Aminosauren. Die
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1 Einleitung

Peptide werden von ER-residenten Proteasen verkirzt. Die so generierten Peptide werden
anschlieBend auf neu synthetisierte MHC-Klasse-l Molekile geladen und (ber den
Transgolgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert, wo sie als Erkennungsstrukturen fir
Peptid-spezifische ZTL fungieren (Bouvier, 2003).

Fir die Aktivierung naiver T-Zellen ist die alleinige Bindung ihrer antigenspezifischen
Rezeptoren sowie die Bindung der CD4- oder CD8-Corezeptoren an Peptid-MHC-Komplexe
nicht ausreichend. Eine antigenspezifische klonale Vermehrung naiver T-Zellen erfordert ein
weiteres, sogenanntes costimulierendes Signal, das von derselben antigenprésentierenden
Zelle (APZ) ausgesandt werden muss, auf der die T-Zelle ihr spezifisches Antigen erkennt
(Appleman & Boussiotis, 2003). APZ binden mit dem costimulatorischen B7-Molekul an das
CD28-Molekul der naiven T-Lymphozyten, die daraufhin das zytotoxische T-Lymphozyten
Antigen 4 (CTLA-4) exprimieren, das wiederum mit noch héherer Affinitdt an B7 bindet
(Freedman et al., 1987, 1989; Linsley et al.,, 1990, 1992). Die T-Zellen beginnen mit einer
starken Sekretion verschiedener Zytokine, wie z.B. IFN-y oder IL-2. Durch IFN-y kann die
Antigenprasentation der APZ erh6ht werden und IL-2 induziert eine zusétzliche T-Zell
Aktivierung (Gimmi et al., 1991; Kupier et al., 1994). Eine Antigenerkennung, bei der kein
costimulatorisches Signal vermittelt wird, fihrt bei den Lymphozyten zur Anergie (Gimmi
etal.,, 1993) mit nachfolgender Apoptose (Van Parijs & Abbas, 1996). Bisher wurden die
costimulierenden Molekile B7-1 und B7-2 am besten charakterisiert (Petroff & Perchellet,
2010). Diese B7-Glykoproteine und deren Rezeptor CD28 sind Homodimere, die zu einer
Immunglobulin-Superfamilie gehéren. Auf aktivierten T-Zellen werden weiterhin mit CD28
verwandte Proteine induziert, welche die costimulierenden Signale bei der Entwicklung der
T-Zell-Antwort verandern. Eines dieser Proteine ist das oben genannte CTLA-4, welches der
aktivierten T-Zelle ein inhibitorisches Signal aussendet, wodurch diese weniger sensitiv auf
eine Stimulation durch die APZ reagiert und die Menge des autokrinen T-Zell-
Wachstumsfaktors Interleukin-2 verringert wird. Ein weiteres mit CD28 verwandtes Protein,
der ,inducible costimulator of T cells* (ICOS), kann T-Zell-Antworten verstarken und bindet
an B7-H2. Somit entsteht zwischen APZ und T-Zellen ein costimulierender Dialog, bei dem
Uber zahlreiche Molekile aktivierende bzw. inhibitorische Signale ausgesendet und
empfangen werden (Janeway und Travers 2002). Neben den erwahnten Molekilen B7-1,
B7-2 und B7-H2 gibt es noch weitere Mitglieder der B7-Familie: B7-H1, B7-DC, B7-HS3,
B7-H4 und B7-H6, deren Rezeptoren teilweise noch nicht bekannt sind (Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der costimulatorischen Molekiile der B7-Familie und ihre
Liganden.

Dargestellt sind die costimulatorischen Moleklle der B7-Familie auf der Zelloberflache einer
antigenprasentierenden Zelle (APZ) und ihre Liganden auf der Zelloberflache einer T-Zelle. Der
Ligand von B7-H4 wurde bisher nicht identifiziert. CTLA-4 - zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4,
CD28 - ,cluster of differentiation“ 28, PD-1 - ,programmed cell death 1%, ICOS - ,inducible costimulator
of T cells®, TLT-2 - ,Triggering receptor expressed on myeloid cells (TREM)-like transcript 2*, Nkp30 -
Naturliches Killerzell-Protein 3.

Die Rolle dieser Molekile in der APZ/T-Zell-Wechselwirkung wird derzeit intensiv untersucht
(Petroff & Perchellet, 2010). Das Molektl B7-H1 wurde ebenfalls auf APZ identifiziert
(Freeman et al., 2000). B7-H1 bindet u. a. an den Rezeptor ,programmed cell death 1¢
(PD-1). Diese Bindung fuhrt zur Apoptose von T-Zellen (Dong et al,, 2002; Mazanet und
Hughes, 2002). B7-DC bindet ebenfalls an PD-1 und reduziert so eine T-Zell Aktivierung
vergleichbar mit der Bindung von B7-H1 (Sharpe und Freeman, 2002). Die Expression von
B7-DC kann auf APZ induziert werden, ist aber nicht auf diese Zellen beschrankt (Petroff &
Perchellet, 2010). B7-H3 wird konstitutiv auf vielen Tumorzelllinien exprimiert, wahrend die
Expression auf APZ durch Zytokine induziert werden kann. Durch die Interaktion von B7-H3
mit , Triggering receptor expressed on myeloid cells (TREM)-like transcript 2“ (TLT-2) wird die
T-Zell-Antwort stimuliert (Hashiguchi et al., 2008; Leitner etal., 2009). B7-H3 ist von
besonderem Interesse, da es sowohl stimulatorische als auch inhibitorische Eigenschaften
besitzt (Chapoval etal, 2001; Petroff etal, 2005). Der Rezeptor von B7-H4, dessen
Expression nicht so stark verbreitet ist, wurde bisher nicht identifiziert. Eine Induktion der
B7-H4-Expression wurde fir hdmatopoetische Zellen beschrieben. Das Molekul inhibiert das
Wachstum, die Zytokinsekretion und die Entwicklung der Zytotoxizitat von T-Zellen (Sica
et al., 2003). Das kurzlich identifizierte B7-H6-Molekul fungiert als aktivierender Ligand fir
den NK-Zellrezeptor Rezeptor Natirliches Killerzell-Protein 30 (NKp30) und scheint in die
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NK-Zell-vermittelte Lyse von Tumorzellen involviert zu sein. Die Expression dieses Molekils
konnte bisher nur in Tumorzellen jedoch nicht in Normalgewebe nachgewiesen werden
(Brandt et al., 2009).

Die Immunantwort von NK- und T-Zellen kann durch das Binden des ,nichtklassischen®
MHC-Klasse-I-Molekils HLA-G an inhibitorische Rezeptoren der NK- und T-Zellen inhibiert
werden (Adrian-Cabestre et al., 1999; Amiot et al., 2011; Gati et al, 2001; Moretta et al.,
1997; Pende et al., 1997). Im Vergleich zu dem ,klassischen* MHC-Klasse-I Molekl ist HLA-
G weniger polymorph und wird u.a. auf immunpriviligierten Organen, wie z.B. dem
Trophoblasten, der duBeren Schicht der Blastozyste, exprimiert. Vor diesem Hintergrund
wird dem HLA-G Molekil eine schitzende Funktion des Embryos vor den NK-Zellen der
mutterlichen Gebahrmutterschleimhaut zugesprochen (Lee etal., 1995/1998/2003). Die
Expression dieses Molekdls stellt eine Strategie von Tumoren dar, der Immunerkennung zu
entweichen (Amiot et al., 2011; Gati etal., 2001; Lesport et al., 2011; Li et al., 2010; Lin
etal., 2010; Seliger et al., 2003; Yan et al., 2010). HLA-G kann in sieben verschiedenen
SpleiBvarianten transkribiert werden, die flr vier membrangebundene Proteine (HLA-G1-G4)
und drei l6sliche Formen (HLA-G5-G7) kodieren (Carosella et al., 2003; Paul et al., 2000).

1.2. Mesenchymale Stammzellen
1.2.1. Generelle Eigenschaften mesenchymaler Stammzellen

Innerhalb des menschlichen Kérpers existieren ca. 200 unterschiedliche Zelltypen, deren
Ursprung die Zygote darstellt. Im Laufe der Embryonalentwicklung entstehen aus den
undifferenzierten Vorlauferzellen, den sogenannten Progenitorzellen, spezialisierte Zelltypen.
Wahrend diesem Prozess kénnen sich die jeweiligen Zellen entweder reproduzieren oder in
der Differenzierung voranschreiten. Diese Zellen werden als Stammzellen bezeichnet,
welche sich in ihrem Differenzierungspotential unterscheiden. Eine totipotente Stammzelle,
z.B. die Zygote, zeichnet sich durch die Fahigkeit aus, sowohl die der Plazenta zugehdrige
Trophoblastenhlle, als auch einen vollstindigen Embryo zu generieren (Carlson, 1999).
Pluripotente Stammzellen, wie z.B. die embryonalen Stammzellen (ES), bilden bis auf die
Trophoblasten alle Zellen der drei Keimblatter eines adulten Organismus. Multipotente
Stammzellen besitzen das Potential alle innerhalb eines Organkompartimentes notwendigen
gewebespezifischen Zellen zu bilden (Verfailie etal., 2002a). Zu den multipotenten
Stammzellen gehdren u. a. die mesenchymalen Stammzellen (MSC), welche erstmals 1968
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von Friedenstein et al,, beschrieben wurden. Es handelt sich hierbei um adhéarente,
morphologisch den Fibroblasten ahnliche Zellen. Aufgrund ihrer Adhdrenz und der fehlenden
Oberflachenmarker CD14, CD34 und CD45 lassen sie sich von den ebenfalls im
Knochenmark befindlichen multipotenten blutbildenden hamatopoetischen Stammzellen
unterscheiden. Ein MSC-spezifischer Marker ist derzeit nicht bekannt. Uber die Expression
der verschiedenen Oberflachenmarker CD51, CD54, CD73 und CD105 lassen sich MSC
u. a. aus Knochenmark, Fettgewebe, peripherem Blut und aus Nabelschnurblut isolieren
(Bieback etal., 2004; Colter etal, 2001; Park etal, 1999). Die Anzahl der MSC im
Knochenmark ist gering, sie betragt beim Neugeborenen etwa 10> MSC pro 10° kernhaltige
Zellen und nimmt mit zunehmendem Alter exponentiell ab (Caplan et al., 1994). Die in vitro-
Vermehrungskapazitdt der MSC hangt sowohl vom Alter als auch vom Zustand eines
Spenders ab (Digirolamo et al., 1999; Caplan et al., 1994).

Die Plastizitdt der MSC besteht in der Fahigkeit, sich zu Adipozyten, Chondrozyten,
Osteozyten, Tenozyten, Stromazellen, Skelettmuskelzellen, langsgestreifte Muskelzellen,
Herzmuskelzellen, Astrozyten und Oligodendrozyten zu differenzieren (Bennett et al., 1991;
Ferrari et al., 1998; Jaiswal et al., 1997; Kopen et al., 1999; Sanchez-Ramos et al., 2000;
Sekiya et al., 2004; Wakitani et al., 1995; Yoo et al., 1998; Young et al, 1998; Zhao et al.,
2002). Das Differenzierungspotential beschrankt sich demnach nicht nur auf mesenchymales
Gewebe, sondern es ist keimblattiiberschreitend. Aufgrund der Heterogenitat von MSC,
welche durch die unterschiedliche Expression von Differenzierungsantigenen deutlich wird,
ist das Differenzierungspotential der einzelnen Zellen verschieden. Beispielsweise l&sst sich
nur ein Drittel der MSC in Osteozyten, Chondrozyten und Adipozyten differenzieren,
wahrenddessen zwei Drittel der MSC Osteozyten und Chondrozyten bzw. nur Osteozyten
ausbilden kann. Versuche mit Einzelzellklonen aus MSC ergaben keine Klone, welche sich
ausschlieBlich in Adipozyten und Osteozyten oder Adipozyten und Chondrozyten
differenzieren lieBen, sondern stets eine Mischung von Zelltypen (Hicok et al., 1998; Dennis
etal., 1996).

Vor dem Hintergrund der Plastizitdt von MSC entwickelte sich in den letzten Jahren ein
starkes Interesse am Einsatz der MSC fir Transplantationen. MSC erscheinen sowohl far
Gewebetransplantationen, zellulare Therapien als auch fiir somatisch-gentherapeutische
Applikationen vielversprechend zu sein (Deans and Moseley, 2003). Die Bedeutung von
Immunbarrieren fir den Einsatz von MSC ist im Rahmen von Transplantationen jedoch
kritisch. Immunbarrieren beeinflussen u.a. den Einsatz autologer bzw. universeller
Spenderlinien und inwieweit fir den Kklinischen Einsatz potentielle toxische
Immunsuppressoren notwendig sind. Grundlage fir das Anwachsen von MSC im allogenen
Wirt ist die immunsupprimierende Aktivitdt der MSC. In experimentellen in vivo-Modellen
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konnte bereits gezeigt werden, dass MSC langfristig transplantiert werden kénnen und
in vivo ausdifferenzieren (Horwitz etal, 2002). Durch die klinisch nutzbaren
immunsuppressiven Effekte von MSC reduziert sich bei einer allogenen Transplantation die
Wahrscheinlichkeit und die Schwere der AbstoBungsreaktion und zeigt, dass MSC zwischen
HLA-inkompatiblen Individuen transplantierbar sind (Frassoni etal, 2002). Fir die
Applikation von MSC ist jedoch eine detaillierte Charakterisierung der immunregulatorischen
Aktivitdten und deren zugrunde liegenden Mechanismen kritisch. Die Abbildung 1.3 zeigt
wichtige immunmodulatorische Eigenschaften von MSC.

Inhibierung «._BZelle
I

Sekretion  ze|loberfliichenexpression

IDO-Expression  von von inhibitorischen .
HLA-G5 B7-H1 und B7-H4 Sekretlo_n und
keine Expression und PGE2 pMolekiilen Expression

von Galectin-1
und Galectin-3 auf

'\ % der Zelloberfliche
MSC
/ !

der costimulatorischen
Molekiile B7-1 und B7-2

Expression von MHC-Klasse-| Expression von MHC-Klasse-I-APM,
und MHC-Klasse-Il Molekiilen B7-H2 und B7-H3 sowie HLA-G vor
s g und nach der Differenzierung?
l Aktivierung

Expression dieser Molekiile in MSC
von kranken Spendern?

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des immunregulatorischen Potentials von mesenchymalen
Stammzellen.

Dargestellt sind bekannte immunsuppressive (rot) sowie immunaktivierende (griin) Eigenschaften von
mesenchymalen Stammzellen (MSC). Die in der Literatur als kontrovers beschriebene bzw. bisher
nicht untersuchte Expression immunmodulatorischer Moleklle ist dunkelblau hervorgehoben. NK-
Zelle - Natirliche Killerzelle, IDO - Indolamin 2,3-Dioxygenase, PGE-2 - Prostaglandin E2, MHC-
Klasse-I APM - MHC-Klasse-I-Antigenprozessierungsmaschinerie.

MSC bilden hohe Mengen des Enzyms Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO), welches
Tryptophan zu Kynurenin abbaut. Mit dem rapiden Abbau von Tryptophan wird die
Tryptophan-abhéngige Aktivierung von T-Zellen inhibiert. Zusétzlich induziert das
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entstehende Abbauprodukt Kynurenin die Erzeugung regulatorischer T-Zellen, welche
letztendlich fir die Immunsuppression verantwortlich sind (Chen et al., 2008; Di Lanni et al.,
2008; Meisel et al., 2004; Prevosto et al., 2007). Die Inhibierung der Immunantwort durch
MSC geht weiterhin auf die Sekretion von Prostaglandin E2 (PGE2) zurlick, welches die
Bildung von Interleukin-2 und Interferon-y durch T-Lymphozyten, sowie die Freisetzung von
Interleukin-18 und TNFa durch Makrophagen hemmt (Simmons et al., 2004). Uber die
Freisetzung von Prostaglandinen durch MSC wird die Lymphozytenproliferation inhibiert
(Rasmusson etal.,, 2005). Weitere Il6sliche Faktoren, die in die MSC-vermittelte
Immunsuppression involviert sind, sind z.B. der Hepatozyten Wachstumsfaktor TGF-B1,
Stickstoffmonoxid und IL-10 (Aggarwal und Pittenger, 2005; Beyth et al., 2005; Djouad et al.,
2003; Sato et al., 2006; Tse et al., 2003). Auch Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der
Regulation der MSC-vermittelten Immunsuppression. Die Prostaglandinproduktion der MSC
lasst sich durch TNF-a um den Faktor 100 erhéhen (Aggarwal & Pittenger, 2005). Ein
weiteres, in diesem Zusammenhang wichtiges Zytokin ist IFN-y. Dieses induziert die IDO-
und Prostaglandin-Freisetzung durch MSC (Aggarwal und Pittenger, 2005). Die Expression
von HLA-G5 Molekulen durch MSC inhibiert die zytotoxische Aktivitat von ZTL und NK-Zellen
(Nasef etal, 2007; Rizzo etal, 2008; Selmani etal, 2009). Durch die
Zelloberflachenexpression der coinhibitorischen Molekile B7-H1 und B7-H4 auf MSC wird
Uber Zell-Zell-Kontakt die Proliferation von T-Zellen supprimiert (Augello etal., 2005;
Krampera et al., 2003; Xue et al., 2010). Eine Inhibierung der T-Zellproliferation durch MSC
wurde mehrfach publiziert (Tse etal.,, 2003; Djouad et al., 2003; Krampera et al., 2003;
Le Blanc et al., 2003; Di Nicola et al., 2002). MSC exprimieren keine costimulatorischen B7-1
und B7-2 Molekile und sind somit in der Lage eine T-Zell Anergie zu induzieren (Glennie
et al., 2005; Majumdar et al., 2003). Neueste Studien postulieren, dass die Expression von
Galektinen (insbesondere Galektin-1 und -3) auf der Zelloberfliche von MSC sowie deren
Sekretion zur Inhibierung der T-Zell-Proliferation fihrt (Gieseke et al., 2010; Sioud et al.,
2010). B-Zellen werden ebenfalls durch MSC inhibiert (Djouad et al., 2003; Corcione et al.,
2006). Es wurde nachgewiesen, dass MSC das Wachstum von IL-2 und IL-15 aktivierten
NK-Zellen supprimieren kénnen (Spaggiari etal, 2006). MSC vermindern die TNF-a
Produktion der dentritischen Zellen, wodurch die Generierung und Funktion von APZ inhibiert
wird (Aggarwal und Pittenger, 2005). MSC supprimieren die Immunantwort in vivo (Le Blanc
et al., 2004).

Neben den erwdhnten immunsuppressiven Eigenschaften fungieren MSC aufgrund ihrer
starken MHC-Klasse-l und geringen MHC-Klasse-lIl Expression, welche durch IFN-y
hochreguliert werden kann, als antigenprasentierende Zellen und aktivieren somit die
T-Zell-Antwort (Stagg et al., 2006). In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwahnen,
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das MSC nicht in allen in vivo-Studien eine AbstoBungsreaktion verhindern, was in
Tierexperimenten gezeigt wurde. In einigen Studien konnte eine Inhibierung der T-
Zellproliferation und Zytokin-Produktion von T-Zellen durch MSC nachgewiesen werden. Der
Mechanismus dieser Inhibierung ist bis heute nicht vollstandig geklart (Sudres et al., 2006;
Mielcarek etal., 2011). MSC zeichnen sich durch die Zelloberflachenexpression von
vaskuldren Zelladh&sionsmolekilen (VCAM), intrazelluldaren Adhesionsmolekilen 1
(ICAM-1), aktivierten Leukozyten Zelladhasionsmolekilen (ALCAM), funktionellen
Lymphozyten Antigenen-3 (LFA3) und Integrinen aus. Uber diese Molekiile kdnnen MSC mit
T-Zellen interagieren (Chamberlain et al., 2007).

Analysen zur Expression, Regulation und Funktion weiterer wichtiger immunmodulatorischer
Moleklile, wie z.B. B7-H2 und B7-H3, HLA-G sowie MHC-Klasse-I APM in undifferenzierten
und differenzierten MSC fUhrten teilweise zu widersprichlichen Ergebnissen oder wurden
bisher nicht durchgefihrt. Alle Untersuchungen zum immunmodulatorischem Potential dieser
Zellen wurden an immortalisierten MSC bzw. an primaren MSC von gesunden Spendern
durchgefuhrt. Bisher gibt es keine Untersuchungen an primdren MSC von kranken
Spendern.

1.2.2. Adipogene und osteogene Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen

Als adipogene bzw. osteogene Differenzierung wird die Entwicklung von MSC in Fettzellen
bzw. in Knochenzellen bezeichnet. Die adipogene Differenzierung von MSC erfolgt in einem
Medium mit GlukoselberschuB in  Gegenwart von Insulin, Dexamethason,
3-Isobultyl-1-Methylxanthin, Pantothensdure und D-Biotin (Pittenger et al., 1999; Gimble
et al, 1992). Das Uberangebot an Glukose ist essentiell firr die Fettsynthese. Der Zusatz von
Insulin ~ fOhrt  zur Anregung der Glukose-Aufnahme durch Translokation des
Glukose-Transporters GLUT4. Weiterhin erfolgt eine Aktivierung der Glykolyse und Oxidation
von Pyruvat zu Acetyl-Coenzym A als Fettsdure-Baustein und die Initiation der
Fettspeicherung (Lehninger et al., 1994). Dexamethason ist ein kiinstliches, dem Cortisol
ahnliches Hormon, welches den ,peroxisome poliferator-activated receptor y“ (PPAPYy)
induziert und die Transkription von Genen der Adipogenese aktiviert (Schoonjans & Auwerx,
2000). Durch 3-Isobultyl-1-Methylxanthin wird die cAMP- und cGMP-Phosphodiesterase
gehemmt, was zu einer Erhéhung des cAMP-Spiegels und letztendlich zu einer verringerten
Proliferation und verstéarkten Differenzierung der Zellen fOhrt. Zusétzlich wird far die
adipogene Differenzierung Pantothensaure (Vitamin B5) und D-Biotin (Vitamin B7 oder
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Vitamin H) benétigt. Vitamin B5 ist wichtig fir die Bildung von Coenzym A, welches
seinerseits an der Synthese von Fetten beteiligt ist. Vitamin H ist die prosthetische Gruppe
der Carboxy-Transferasen, durch deren Aktion unter anderem in der Fettsdurebiosynthese
Kohlendioxid fixiert wird. Flr die Induktion der osteogenen Differenzierung wird Ascorbat,
B-Glycerophosphat und Dexamethason verwendet (Bellows et al., 1986; Jaiswal et al., 1997;
Maniatopoulos et al, 1988). Ascorbat stellt einen Co-Faktor dar, welcher an der
Hydroxylierung von Prolin und Lysin und damit an der Kollagensynthese beteiligt ist.
AuBerdem aktiviert Ascorbat die Synthese von Proteinen der Knochenmatrix (Beresford
etal., 1993). Wahrend B-Glycerophosphat als zuséatzliche Phosphatquelle dient, inhibiert
Dexamethason die Proliferation der MSC und ist am Mineralisierungsprozess beteiligt
(Baylink 1983; Bellows et al., 1990; Beresford et al., 1992; Haynesworth et al., 1992Db).

1.3. Der Keimzelltumor
1.3.1. Generelle Eigenschaften von Keimzelltumoren

Die haufigste Tumorerkrankung junger Manner stellt der nichtseminomatdse Keimzelltumor
(KZT) dar. KZT reprasentieren eine heterogene Gruppe von Tumoren, die sich unter
anderem durch Unterschiede in der Histopathologie auszeichnen. Die Zellen des KZT
besitzen Charakteristika von embryonalen Karzinomzellen (EC-Zellen). EC-Zellen
reprasentieren pluripotente Tumorstammzellen, die in unterschiedliche, somatische Derivate,
wie z.B. Tumore in fétalen Gonaden (Teratome) oder extraembryonale Gewebe wie
Chorionkarzinome und Dottersacktumore differenzieren kdbnnen (Andrews, 1998; Pera et al.,
1989) (Abb. 1.4).

Embryonales Karzinom

2T T

Extraembryonale Embryonale
Differenzierung Differenzierung
Dottersacktumor Chorionkarzinom Teratom FPolyembryom

nichtseminomattse Keimzelltumaore

Abb. 1.4: Entwicklung verschiedener Keimzelltumortypen (verdndert nach Miiller, 2005).
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Das kontrovers diskutierte Konzept der ,Tumorstammzelle® entstand mit der ersten
Identifizierung potentieller Tumorstammzellen durch Bonnet & Dick 1997 bei Studien an
Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML). Die Tumorstammzell-Hypothese
postuliert, dass nur eine kleine Subpopulation von Tumorzellen die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und Tumorinitiation besitzt und diese verantwortlich far die
Aufrechterhaltung des Tumorwachstums ist. Erste Untersuchungen zeigten, dass
Tumorstammzellen gegentber differenzierten Tumorzellen eine hohe Kapazitat zur
Invasivitat, Metastasierung und Angiogeneseinduktion besitzen (Balic et al., 2006; Bao et al.,
2006; Patrawala etal., 2006). Desweiteren Uberexprimieren sie antiapoptotische und
,multidrug resistance” Proteine. Somit kénnen diese Zellen bisherige Tumortherapien
Uberstehen. Gerade deshalb stellen Tumorstammzellen ein Ziel fiir mdgliche neue,
effizientere Tumortherapien dar. Analog zu Stammzellen scheinen Tumorstammzellen
jedoch eine Nische fir den Erhalt ihrer Proliferations- und Differenzierungsféhigkeit zu
bendtigen (Rizo et al., 2006). Wesentlich fur die Funktion dieser Nische ist die Expression
von stammzelltypischen Genen (Sneddon et al., 2006, Boccaccio et al., 2006). Gegenlber
differenzierten somatischen Zellen und differenzierten Tumorzellen unterliegen
Tumorstammzellen einer aberranten Immunregulation und kénnen das Tumorwachstum
propagieren (Atanackovic et al., 2007; Costa et al., 2006).

Die Zellen des KZT haben Eigenschaften von Tumorstammzellen und sind aufgrund ihrer
geringen MHC-Klasse-I-Expression immunpriviligiert. Deshalb stellen KZT-Zellen potentielle
Zielstrukturen fir die Behandlung von Tumorpatienten dar. Vor diesem Hintergrund ist das
Verstandnis der Expression und Funktion von immunologischen Molekulen der KZT-Zellen
essentiell. Bisher gibt es relativ wenige Untersuchungen zur Expression von
immunregulatorischen Molekillen in humanen KZT-Zelllinien. Es konnte gezeigt werden,
dass einige der undifferenzierten KZT-Zelllinien eine sehr geringe bzw. fehlende
MHC-Klasse-I-Oberflaichenexpression aufweisen (Wilson etal, 1994), was mit einer
Herabregulation einiger Komponenten der MHC-Klasse-l APM korrelierte (Seliger et al.,
1997). Die KZT-Zellen wurden nicht von CD8" zytotoxischen T-Zellen erkannt, wahrend der
Gentransfer von MHC-Klasse-I Molekilen zur Erkennung dieser Zellen durch ZTL fihrte.
Interessanterweise konnte die Expression von MHC-Klasse-I Zelloberflachenmolekilen in
einigen KZT-Zelllinien durch Interferon-y induziert werden. Es wurden bisher keine Studien
zur Immunogenitat von EC-Zellen gegenuber NK-Zellen verdéffentlicht. Neben der geringen
MHC-Klasse-I-Expression in KZT-Zellen bzw. EC-Zellen gibt es fast keine Informationen
Uber die Expression und die Funktion weiterer immunrelevanter Molekile, wie z.B. MHC-
Klasse-l APM, B7-H1 - H4 und HLA-G in undifferenzierten EC-Zellen. Auch Uber die
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Expression dieser Molekile wahrend der Differenzierung von EC-Zellen ist bisher nur wenig
bekannt, was in der Abbildung 1.5 zusammenfassend dargestellt ist.

o - geringe Expressionvon 5 i -
geringe NHC-Kiasse-l Molekiilen :
Immunogenitat ey
undiff. EC-Zelle )
\ Expressionvon

MHC-Klasse-l APM
Komponenten,
B7-H1 - H4 und HLA-G?

Induktion der Expressionvon
MHC-Klasse-1 APM Komponenten
wahrend der Differenzierung?

/
< diff. ECZelle >

?

Abb. 1.5: Schematische Darstellung des immunregulatorischen Potentials von Embryonalen
Karzinomzellen.

Dargestellt ist das immunregulatorische Potential von Embryonalen Karzinomzellen (EC-Zellen).
Undifferenzierte EC-Zellen (undiff. EC-Zelle) exprimieren geringe Mengen an MHC-Klasse-1 Molekilen
und werden nicht durch zytotoxische T-Zellen erkannt. Die Immunogenitdt von EC-Zellen gegeniber
NK-Zellen wurde bisher nicht untersucht. Die Expression Komponenten der MHC-Klasse-|
Antigenprozessierungsmaschinerie (MHC-Klasse-I APM), B7-H1 - H4 und HLA-G in EC-Zellen wurde
kaum analysiert. Uber die Expression der MHC-Klasse-l APM wahrend der Differenzierung von EC-
Zellen (diff. EC-Zelle) gibt es ebenfalls wenige Informationen. NK-Zelle - Nat(rliche Killerzelle.

1.3.2. Somatische Differenzierung von Keimzelltumor-Zelllinien

Die Differenzierung von KZT-Zelllinien kann mit Hilfe von all-trans-Retinsaure (ATRA)
erfolgen (Andrews, 1984). Dabei handelt es sich um ein natdrliches Vitamin A-Derivat, das
der Gruppe der Retinoide angehért (Roberts, 1984). Retinoide sind Oxidationsprodukte des
Vitamin A und entstehen im menschlichen Kérper aus dem aufgenommenen Provitamin A
(B-Carotin). Durch die Enzyme Retinoiddehydrogenase und Retinaldehydrogenase wird
ATRA aus Vitamin A oxidativ gebildet (Lotan, 1995). Im menschlichen Kérper sind Retinoide
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essentiell fur die Zellproliferation, das Wachstum, die Differenzierung und die Embryogenese
(Maden, 2000; Sporn 1976). Die Rezeptoren fir Retinoide sind im Zellkern lokalisiert und
gehdren zur Superfamilie der nuklearen Rezeptoren. Retinoide entfalten ihre hormonelle
Wirkung direkt auf nukledrer Ebene und beeinflussen die Genexpression. Bisher sind mehr
als 530 Gene als direkte oder indirekte Ziele der Retinsdure beschrieben wurden (Campbell,
1999; Balmer & Blomhoff, 2002). Durch ATRA wird die Zellproliferation supprimiert, der
Zellzyklus-Arrests induziert und die Sensitivitat von Tumoren gegentiber Chemotherapeutika
sowie gegenlber T-Zell- und NK-Zell-vermittelter Lyse erhoéht. Daher erfolgt der Einsatz von
ATRA im Rahmen von Tumortherapien (Haque et al.,, 2006; Luo et al.,, 2005; Mathew &
Sharma, 2000; Pohl et al., 1993; Tao et al., 2006; Wang et al., 2000; Westervelt et al., 2003).
Neben Untersuchungen zur Chemoprevention des KZT durch eine ATRA-Behandlung, stellt
die Induktion der Differenzierung von KZT-Zellen ein wichtiges Modell zur Untersuchung von

in vitro Veranderung der Genexpression dar.

1.4. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Waéhrend die Biologie von MSC und KZT-Zellen gut charakterisiert ist, gibt es zum
immunregulatorischen Potential beider Zelltypen relativ wenige und zum Tell
widersprichliche Informationen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der
Expression immunmodulatorischer Molekile in  MSC von gesunden Spendern und von
Patienten mit malignen Erkrankungen bzw. Infektionen des Knochenmarks sowie in
undifferenzierten und zum Teil in differenzierten MSC und KZT-Zellen. Dabei wurden
insbesondere die Komponenten der MHC-Klasse-l APM, die costimulatorischen und
coinhibitorischen Molekulle B7-H1 - H4 und das nicht-klassische HLA-G-Antigen untersucht.
Neben Studien zu epigenetischen Veradnderungen beinhaltete das Vorhaben auch
Untersuchungen zur transkriptionellen und post-transkriptionellen Regulation dieser
Komponenten. Zur Analyse der immunmodulatorischen Funktion einiger Molekile sollten
NK- und T-Zell-vermittelte Immunantworten in Korrelation mit der Expression der
Komponenten bestimmt werden. Die Charakteristik der immunologischen Eigenschaften von
MSC sind fiir deren Einsatz im Rahmen von Transplantationen und der Gewebegeneration
unabdingbar. Die Untersuchung immunregulatorischer Molekle in Zelllinien von KZT soll als
Basis dienen, um der Tumortherapie mdgliche Ansatzpunkte zu erdffnen und das

immunologische Verstandnis fur diese Tumoren zu erweitern.
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2. Material

2.1. Zelllinien und primare Zellen

In der vorliegenden Studie wurden etablierte Zelllinien von KZT (Tab. 2.1) und MSC (Tab.
2.2) sowie primare MSC des Knochenmarks von 13 Spendern (MSCP91 - D83) und
Zellpellets von primaren MSC von finf Spendern (MSC 105 - 126) (Tab. 2.3) analysiert. Als
(NK-Zellen) sowie CD8*
peripherem Blut verschiedener Spender isoliert. Das periphere Blut wurde von der

Effektorzellen wurden Natirliche Killerzellen T-Zellen aus
Blutspende Kréllwitz (Einrichtung fir Transfusionsmedizin am Universitatsklinikum Halle-
Saale) bezogen.
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) ké&uflich erworben (DSMZ-Nummer: ACC Nr.
488). In den folgenden Tabellen sind die verwendeten KZT-Zelllinien sowie MSC-Linien und

Die NK-Zelllinie NK-92 wurde bei der Deutschen Sammlung von

primaren MSC, deren Ursprung sowie die entsprechenden Referenzen bzw. DSMZ-
Nummern aufgefthrt. Im Fall der KZT-Zelllinien sind die histologischen Eigenschaften der
urspringlichen Patiententumore angegeben.

Tab. 2.1: KZT-Zelllinien, Herkunft, histologische Eigenschaften und Referenzen

Zelllinie grsprung/Lokallsatlon und Histologie des Differenzierungsstatus | Referenzen
atiententumors

. . . Casper et al, 1987
H12.1 Testes:EC+TE+CC + S undifferenziert Mueller et al, 2003
H12.1D stabil differenzierte H12.1 differenziert Mueller et al, 2003
H12.5 Testes:EC+T+CC+S undifferenziert Casper et al., 1987

) . . Wang et al., 1980
2102EP Testes: TC + YST undifferenziert Andrews et al., 1980

. . . . Bronson et al., 1983

1777NRpmet | Retroperitoneale Metastase: EC differenziert Bronson et al., 1984
1411HP Retroperitoneale Metastase: EC+ TE +YST differenziert Yggg lzang et al.,
JAR Plazenta: CC differenziert DSMZ (ACC Nr. 462)
JEG-3 Plazenta: CC differenziert DSMZ (ACC Nr. 463)
Ntera-2 EC, TC undifferenziert DSMZ (ACC Nr. 527)

EC - Embryonales Karzinom, TE - Teratom, CC - Chorionkarzinom, S - Seminom, YST -
Dottersacktumor, TC - Teratokarzinom, DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen.

Die Zellinien H12.1, H12.1D, H12.5, 2102EP, 1777NRpmet und 1411HP wurden
freundlicherweise von der Klinik fir Innere Medizin IV der Martin-Luther Universitat Halle
(Leitung Prof. H.-d. Schmoll) zur Verfligung gestellt.
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Tab. 2.2: MSC-Linien, Herkunft und Referenzen

Zelllinie Herkunft Referenzen
L87 Knochenmark Thalmeier et al, 1994
V54-2 peripheres Blut Conrad et al, 2002

Die MSC-Linien wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe PD |. Teichert v. Littichau
(Kinderklinik der Technischen Universitat Miinchen) zur Verfligung gestellt.

Tab. 2.3: Primdre MSC aus Knochenmark, Eigenschaften des Knochenmarks und Art der

Erkrankung

MSCP91 E multiples Myelom

D2 E/T multiples Myelom

D17 G -

D24 E/T akute myeloische Leukamie
D25 E/T multiples Myelom

D26 T Knochentuberkulose

D38 E/T chronische lymphatische Leuk@mie
D39 G -

D53 E/T akute myeloische Leukéamie
D55 T Mantelzell-Lymphom

D66 E/T multiples Myelom

D77 E/T multiples Myelom

D83 E/T akute myeloische Leukéamie
MSC 105 G -

MSC 106 G -

MSC 113 G -

MSC 125 G -

MSC 126 G -

MSC - mesenchymale Stammzellen, E - Erkrankung des Knochenmarks, T - Chemotherapie, G -
gesundes Knochenmark.

Die 13 primaren MSC (MSC91 - D83) wurden aus dem Knochenmark von gesunden
Spendern bzw. von Spendern mit malignen Erkrankungen bzw. Infektion des Knochenmarks
isoliert und freundlicherweise von der Klinik fir Innere Medizin IV der Martin-Luther
Universitat Halle (Leitung Prof. H.-d. Schmoll) zur Verfigung gestellt. Desweiteren wurden
Zellpellets von primaren MSC, welche aus dem Knochenmark von finf gesunden Spendern
(MSC 105 — MSC 126) isoliert wurden, freundlicherweise von der Klinik fir Immunologie der
Karolinska Universitat Stockholm zur Verfligung gestellt.

16



2 Material

2.2. Gerate

Absaugpumpe
Agarosegelelektrophorese-
apparatur

Autoklav
CO,-Begasungsschrank

Durchflusszytometer
Einfrierboxen (-20 °C/-80 °C)
ELISA-Detektionsgerat
Fluoreszenzkamera

Fluoreszenzmikroskop mit
Kamera

Gefrierschrank (-20 °C)
Gefrierschrank (-80 °C)

Gelfotodokumentation

Kryoboxen

Kuhlschrank

Magnet fir die Zellseperation
Magneten

Magnetrlhrer

Mikroskop far die Zellkultur
Multikanalpipette, 50 - 300 pl

Polyacrylamid-Gelelektro-
phoreseapparaturen
PCR-Gerat

Photomoter
Pipetten

Pipettus
Real-time Geréat

Spannungsquelle far
Agarosegelelektrophorese

Spannungsquelle fir Polyacryl-

amid-Gelelektrophorese
Spannungsquelle fur
Blotapparatur

KNF Neuberger GmbH (Freiburg i. Br.)

Biometra biomedizinische Analytik GmbH (Géttingen);
Mini-SUB® CELL GT, Bio-Rad Laboratorien GmbH
(Minchen)

Highclave HV-85, HMC Europe GmbH (TUssling)

Shel Lab, Sheldon Manufacturing Inc. (Cornelius,
USA)

Epics XL MCL, Beckman/Coulter (Krefeld)

GLW® GmbH (Hannover)

MRX TC Il, Dynex Technologies GmbH (Berlin)

Luminescent image analyzer (LAS)-3000, Fuijifilm
Europe GmbH (Dusseldorf)

Leica DM IRB, Leica Microsystems GmbH (Wetzlar);
SPOT RT Monochrome, Diagnostic instruments,
Inc. (Sterling Heights)

Comfort, Liebherr International Deutschland GmbH
(Biberach an der Riss)

U535 Innova, New Brunswick Scientific GmbH (Edison,
USA)

Kodak Image station 440 CF, Carestream Health Inc.
(Rochester, USA)
Nalgene™, Nalge Europe Ltd. (Rochester, USA)

Profi Line, Liebherr International Deutschland GmbH
(Biberach an der Riss)
Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

RET basic C, KA® Werke GmbH & Co.KG (Staufen)
Telaval 3, Carl Zeiss AG (Jena)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)
Biometra biomedizinische Analytik GmbH (Géttingen)

Labcycler, SensoQuest (Géttingen)

BioPhotometer 6131, Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Pipetboy acu, IBS Integra Bioscience GmbH
(Fernwald)

Rotor Gene 2000 (Corbett Research, Sydney,
Australia)

PowerPac 300, Bio-Rad Laboratorien GmbH
(Miinchen); Hoefer Inc. (San Franzisko, USA)

Power Pack P25, Biometra biomedizinische Analytik
GmbH (Géttingen)

Power Pack Basic, Bio-Rad Laboratorien GmbH
(MUnchen)
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Sterilisator
Stickstofftank
Tank-Blot-Apparatur

Thermomixer
Trockenschrank
UV-Lampe
Vortexer

Waage
Wasserbad
Zahlkammer
Zellkultursterilbank

Zentrifugen

2.3.Verbrauchsmaterialien

Aluminiumfolie
Einmalsterilfilter, 0,22 pum

Einmalpipetten
FACS-R&éhrchen ohne Deckel
Glaspasteurpipetten

Glaswaren

Kanilen

KryogefaBe

MACS Seperation Columns
(MS, LS, LD Columns)
Nitrocellulosemembranen

Petrischalen 60/15 mm
Pipettenspitzen

ReaktionsgefaBe
Skalpelle

Spritzen

UV - Klvetten, mikro und

halbmikro
Whatman - Papier

ZellkulturgefaBe

Zellkulturflaschen/-platten

Venticell, MMM Medcenter Einrichtungen GmbH
(Gréfelfing)

Cryostorage system K Series, Taylor-Wharton
Deutschland GmbH (Husum)

Trans Blot Cell, Bio-Rad Laboratorien GmbH
(Mdinchen)

Thermomixer 5436, Eppendorf AG (Hamburg)

WS 200, MLW Labortechnik (llmenau)

Mighty Bright, Hoefer Inc. (San Franzisco, USA)

Zx® classic, UniEquip GmbH (Martinsried)

Analytical Plus, Ohaus® Corporation (Giessen)

Memmert GmbH & Co. KG (Schwabach)

Neubauer, Labor Optik GmbH (Friedrichsdorf)

Hera Safe, Heraeus Holding GmbH (Hanau)

Multifuge 3 S-R, Heraus (Berlin); Z 233 MK-2, Hermle
Labortechnik GmbH (Wehingen); Megafuge 3.0 R,
Heraeus Sepatech GmbH (Osterode)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Millipore GmbH (Eschborn)

Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Assistant — Glaswaren-Fabrik K. Hecht GmbH
(Sondheim/Rhén)
Duran Group GmbH (Mainz)

Microlance 3, Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Nunc GmbH & Co.KG (Wiesbaden)
Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach)

Protran® Transfer Membran, Whatman Inc.
(Clifton, USA)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Eppendorf AG (Hamburg), Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen)
Eppendorf AG (Hamburg)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
10 ml, B. Braun Melsungen AG (Melsungen)
Brand GmbH & Co.KG (Wertheim)

3 mm Chr Blotting-Paper, Whatman Inc. (Clifton, USA)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen), Nunc GmbH
& Co. KG (Wiesbaden)
Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz)
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2.4. Chemikalien

Acrylamid-L6ésung (40 %)

Agarose (electrophoresis grade)

Albumin Fraktion V

all-trans-Retinséaure

Ammoniumpersulfat

Ampicillin

Benzonase® Nuclease

BSA

L-Ascorbinsaure

Calciumchlorid

CFDA-SE

Cisplatin

D-Biotin

Dexamethason

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleosidtri-
phosphatgemisch

96 %-iger (v/v) Ethanol

70 %-iger (v/v) Ethanol (vergallt)

100 %-ige (v/v) Essigsaure

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure

FACS-Clean Solution

FACS-Flow Solution

FACS-Lysing Solution

FACS-Rinse Solution

FACS-Wash Solution

Ficoll-Paque™ PREMIUM

Fotales Kalberserum

Formaldehyd

B-Glycerophosphat

Glycin

Glycerin

Humanes Serum

Insulin

lonomycin

3-Isobutyl-1-Methylxanthine
Isopropanol

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol
Milchpulver
Natriumazid

AppliChem GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Novagen (Darmstadt)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Biomel GmbH (Dessau)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Qbiogene Inc. (Heidelberg)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH(Minchen)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg
GE Healthcare (Minchen)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
AppliChem GmbH (Darmstadt

AppliChem GmbH (Darmstadt
c. ¢. pro GmbH (Neustadt)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Merck KGaA (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

)
)
)
)

Minchen)

)
(
)
)

Difco/ Voigt Global Distribution Inc. (Lawrence, USA)

Merck KGaA (Darmstadt)
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Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
N,N-Dimethylformamid
Nonidet P40

Orange G
DL-Pantothensaure
Pferdeserum
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phorbol Myristat Azetat
Ponceau S
Proleukin®S

Pyronin B

Salzsaure
Schwefelsaure
Sucrose

Temed

Tris (ultra pure)
Tween-20

Triton-X-100
Valproinsdure
Wasserstoffperoxid

2.5. Komplettsysteme

BCA Protein Assay-Kit

CD8 MicroBeads (Magnetic cell
sorting)

DNase | (RNase-Free)

ECL Western Blot Kit

EpiTect® Bisulfite Kit

Human IFN-y ELSA Kit Il

IFN-y Secretion Assay

Invisorb® Spin Cell RNS Mini Kit

Invisorb® TwinSpin Cell RNS
Mini Kit

Lipofectamine Reagent™ 2000

NK Cell Isolation Kit, human

QlAquick PCR Purification Kit
QlAquick Gel Extraction Kit

RevertAid™ H Minus First
Strand cDNS Synthesis Kit

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Roche Holding Deutschland GmbH (Mannheim)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
c. ¢. pro GmbH (Neustadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Calbiochem/ Merck KGaA (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Chiron GmbH (Minchen)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Merck KGaA (Darmstadt)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Pierce Ltd. (Rockford, USA)
Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach)

New England BioLabs GmbH (Frankfurt am
Main)

Amersham, GE Healthcare (Minchen)
Qiagen GmbH (Hilden)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach)
Invitek (Berlin)

Invitek (Berlin)

GIBCO-Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach)
Qiagen GmbH (Hilden)

Qiagen GmbH (Hilden)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

20



2 Material

SYBR green kit Qiagen GmbH (Hilden)
Taq DNS Polymerase Kit Invitrogen GmbH (Darmstadt)
2.6. Enzyme
Benzonase-Nuclease Novagen/Merck KGaA (Darmstadt)
DNase | New England Biolabs Inc. (Frankfurt a. Main)
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs Inc. (Frankfurt a. Main)
konventionell
BstUI

2.7. Molekulargewicht- und Langenstandards

100 Bp-Marker Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
1 kB-Marker Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

2.8. Allgemeine Stammlosungen, Puffer und Medien
2.8.1. Puffer fur die Elektrophorese

Agarosegelelektrophorese

50 x TAE-Puffer 200 mM Tris (ultra pure)
5,7 % (v/v) Essigsaure
50 mM EDTA, pH 8,0

10 x Ladepuffer 250 mg Xylencyanol
250 mg Orange G
in 33 ml 150 mM Tris, pH 7,6
60 ml Glycerol
ad 100 ml H,O

Polyacrylamidgelelektrophorese

Trenngelpuffer 1,5 M Tris (ultra pure)
0,4 % (w/v) SDS
pH 8,8
Sammelgelpuffer 500 mM Tris
0,4 % (w/v) SDS
pH 6,8
10 x Laufpuffer 250 mM Tris
2 M Glycin
1 % (w/v) SDS
1 % (v/v) Glycerin
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2.8.2. Puffer fur die Durchflusszytometrie

FACS-Puffer

2.8.3. Puffer fiir die Proteinbiochemie

Probenpuffer
2 x SDS-Probenpuffer

Western Blot
Blotting-Puffer

10 x Waschpuffer (TBS)

1 x Waschpuffer (TBS-T)

Ponceau S-Lésung

Blockierungslésung A

Blockierungslésung B

Antikdrperlésung A

Antikdrperlésung B

2.8.4. Eukaryotische Kulturen

DMEM (hoch Glukose;
+ Phenolrot, Kultivierung
von Keimzelltumor-
Zelllinien)

DMEM (niedrig und hoch
Glukose;
+ Phenolrot, Kultivierung
von mesenchymalen
Stammzellen)

Dulbecco’s PBS (- Ca, -Mg)

EDTA-Trypsin

1 % FKS in PBS

0,1 g/ml Sucrose

10 % (w/v) SDS

0,12 M Tris, pH 6,8
1,2 % (w/v) Pyronin B

100 ml 10 x Laufpuffer
200 ml Methanol

ad 1 | Wasser

200 mM Tris

1,4 M NaCl

pH 7,6

100 ml 10 x Waschpuffer

0,1 % (v/v) Tween-20
ad 1 | Wasser

2 % (w/v) Ponceau S
in 30 % (v/v) Trichloressigsaure

10 % (v/v) Pferdeserum
5 % (w/v) Milchpulver
in 1 x Waschpuffer

5 % BSA
in 1 x Waschpuffer

2 % (w/v) Milchpulver in 1 x Waschpuffer

2 % (w/v) BSA in 1 x Waschpuffer

GIBCO-Invitrogen GmbH (Darmstadt)

Cell Concepts GmbH (Umkirch)

PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)
GIBCO-Invitrogen GmbH (Darmstadt)
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EMEM

Fetales Kéalberserum
(Kultivierung von
Keimzelltumor-Zelllinien)

Fetales Kéalberserum
(Kultivierung von
mesenchymalen
Stammzellen)

Humanes Serum

L-Glutamin

MEM Eagle Alpha Modification
MEM-NEAA
Natriumpyruvat
Penicillin/Streptomycin
(10.000 U/ml)
Pferdeserum
Streptavidin (10 mg/ml)
RPMI 1640

Optimem
Einfriermedium

Lonza GmbH, Wuppertal
GIBCO-Invitrogen GmbH (Darmstadt)

PAN Biotech GmbH (NUrnberg)

c. ¢. pro (Neustadt)

Biowhittaker Lonza GmbH (Wuppertal)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mlnchen)
GIBCO-Invitrogen GmbH (Darmstadt)
GIBCO-Invitrogen GmbH (Darmstadt)

PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)

c. ¢. pro GmbH (Neustadt)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

GIBCO-Invitrogen GmbH (Darmstadt)
GIBCO-Invitrogen GmbH (Darmstadt)
90 % (v/v) Fotales Kalberserum, 10 % (v/v) DMSO

2.8.4.1. Medien zur Induktion der Differenzierung

Differenzierung von embryonalen Karzinomzelllinien

RPMI 1640 mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin

+1;5; 10 bzw. 20 uM all-trans-Retinséaure

Die all-trans-Retinsdure wurde in einem 10 %igem Ethanol-Wasser-Gemisch resuspendiert,
anschlieBend 2 mM Stocklésungen aliquotiert und bei -20 °C lichtgeschitzt gelagert.

Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen
Adipogene Differenzierung (nach Pittenger et al., 1999; Gimble et al., 1992):

DMEM mit Glukosetberschuss (4,5 g/l), 15 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 1 % L-
Glutamin

+ 0,1 g/ml BSA (Sigma)

+ 0,17 uM Panthotensaure

+ 3,3 uM D-Biotin

+ 1 pg/ml Insulin

+ 0,1 mM 3-Isobultyl-1-Methylxanthin
+ 1 uM Dexamethason
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Osteogene Differenzierung (nach Bellows et al., 1986; Jaiswal et al., 1997; Maniatopoulos et
al., 1988):
DMEM mit 1g/l Glukose, 10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 1 % L-Glutamin

+ 50 pg/ml Ascorbat
+ 10 mM B-Glycerophosphat
+ 0,1 uM Dexamethason

2.9. siRNS

Die spezifischen, gegen B7-H3 gerichteten siRNS-Proben, die dazugehérigen siRNS
Kontrollen (hoch- und niedrig-GC-dsRNS) sowie die mit Fluorescein markierte dsRNA zur
Analyse der Transfektionseffiziens, wurden von der Firma Invitrogen bezogen (Tab. 2.4).

Tab. 2.4: Verwendete siRNS

siRNS-Bezeichnung siRNS-Sequenz

siRNA B7-H3 (1) 5 UCACAGCUCUGUUUGAUCUUUCUCC 3’
siRNA B7-H3 (2) 5 AAAUCCCGGAUGCUCACGAAGCAGG 3
siRNA B7-H3 (3) 5 AAACAAGCCCUGCUCGUUGGCCAU 3’

siRNS Kontrolle fir B7-H3 (1)-niedrig GC | 5 GGAGAAAGAUCAAACAGAGCUGUGA &

siRNS Kontrolle fiir B7-H3 (2+3)-hoch GC | 5 CCUGCUUCGUGAGCAUCCGGGAUUU 3

2.10. Primer

Die Primer wurden entsprechend des Verwendungszwecks mit unterschiedlichen
Eigenschaften generiert, wobei zwischen Detektionsprimern (Tab. 2.5.) und Primern fir die
Amplifizierung Bisulfit-behandelter DNS (Tab. 2.6.) unterschieden wurde. Die optimale
Primersequenz wurde mit verschiedenen Computerprogrammen (SECentral, Methprimer)
ermittelt, wobei ein GC-Gehalt von 40 % bis 60 % vorgegeben wurde.
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Tab. 2.5. Detektionsprimer

Primerbezeichnung | Primersequenz Tm FragmentgroBe
[*C] [Bp]

18S rRNS-FW 5 AGGGAATTCCCGAGTAAGTGCG & 60 104

18S rRNS-REV 5" GCCTCACTAAACCATCCAA 3

B-Aktin-FW 5 TCCTGTGGCATCCACGAAACT 3’ 58 239

B-Aktin-REV 5 GAAGCATTTGCGGTGGACGAT 3’

Bo-MG-FW 5 CTCGCGCTACTCTCTCTT 3 60 217

Bo-MG-REV 5" AAGACCAGTCCTTGCTGA 3’

AP-FW 5 TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA 3 60 454

AP-REV 5 ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC &

B7-H1-FW 5 TGTGCATGGAGAGGAAGACCTGAA 3 60 157

B7-H1-REV 5 ACCATAGCTGATCATGCAGCGGTA 3’

B7-H2-FW 5 CGTGTACATCCATAAACGGCTA 3 60 196

B7-H2-FW 5 CAGAAGCACGTTCTCTATGCA 3’

B7-H3-FW 5 TGTCTGTCTCATTGCACTGC 3 60 183

B7-H3-REV 5" CAGGCTATTTCTTGTCCATCAT 3

B7-H4-FW 5 GCAATTGCACTCATCATT & 60 216

B7-H4-REV 5 CTGCTCCGACAGCTCATCTT 3’

GAPDH-FW 5 GGACTCATGACCACAGTCCAT & 60 218

GAPDH-REV 5 AGGTCCACCACTGACACGTT 3

HLA-G.257 (+) 5 GGAAGAGGAGACACGGAACA 3 60 430-1000 (pan-

HLA-G.1225 () 5 TGAGACAGAGACGGAGACAT 3 Primer)

HC-FW 5" GCCTACGACGGCAAGGATTAC 3 60 252 (pan-Primer)

HC-REV 5 GGTGGCCTCATGGTCAGAGA 3’

Oct-3/4-FW 5 ATCCTCGGACCTGGCTAAG 3 60 741

Oct-3/4-REV 5 ACCACACTCGGACCACATC 3

Oct-4-FW 5 ACATCAAAGCTCTGCAGAAAGAACT 3 60 127

Oct-4-REV 5 CTGAATACCTTCCCAAATAGAACCC &

TAP1-FW 5GGAATCTCTGGCAAAGTCCA 3 60 331

TAP1-REV 5 TGGGTGAACTGCATCTGGTA 3

TAP2-FW 5" CCAAGACGTCTCCTTTGCAT & 60 184

TAP2-REV 5 TTCATCCAGCAGCACCTGTC &

Tapasin-FW 5 TGGGTAAGGGACATCTGCTC 3 60 214

Tapasin-REV 5" ACCTGTCCTTGCAGGTATGG 3

AP-Alkalische Phosphatase
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Tab. 2.6. Primer fiir die Amplifizierung Bisulfit-behandelter DNS

Primerbezeichnung | Primersequenz Tm | Fragment-
[°C] |gr6Be

[Bp]

B7-H1-MU1 5 GAAAATTGGATTGATATGTTTTATTTTTITG 3 57 |481

B7-H1-MLA 5" AACCCCAACAAATAATTAACTCTACTACCC 3’

B7-H1-MU2 5 GGTAAATTGGATTTGTTGTTTTGGGT & 60 |231

B7-H1-ML2 5" TCCTCTCTCCATCCCAAAAAAAAAA B

HLA-G COBRA 1035- |5 TTTTTATTAGGTGATAGGTTTTTAGAGAAG 3’ 58 456

FW

HLA-G COBRA 1491- |5 CTCTAACCCCTCCTACTCCACCCAC 3

REV

HLA-GNCOBRA 1134- |5 GTTAAGGATGGTGGTTATGGTATTT 3’ 60 |201

FwW

HLA-GnCOBRA 1335- |5 AAATACCTCATAAAATAAAAACCTAAAAAC 3

REV

2.11. Antikorper, Farbelésungen und Puffer

Durchflusszytometrie

7-AAD Staining Solution

Annexin V-FITC

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Annexin V Binding Buffer, 10x Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Concentrate
B7-H1-PE
B7-H2-PE
B7-H3-PE
B7-H3-unmarkiert
B7-H4-PE
CD3-PE
CD3-PerCP
CD4-PE
CD8-PE
CD14-PE
CD16-FITC
CD16-PE
CD45-PerCP
CD45-APC/H7
CD56-APC
HLA-G MEM-G/1
HLA-G MEM-G/9
HLA-ABC-PE

polyklonale anti-IgG-AK-

eBioscience (Frankfurt)

eBioscience (Frankfurt)

R&D Systems (Wiesbaden)

R&D Systems (Wiesbaden)
eBioscience (Frankfurt)

Beckmann Coulter (Krefeld)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Beckmann Coulter (Krefeld)
Beckmann Coulter (Krefeld)
Beckmann Coulter (Krefeld)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Dako Deutschland GmbH (Hamburg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Abcam (Cambridge), United Kingdom
Abcam (Cambridge), United Kingdom
eBioscience (Frankfurt)

Abcam plc (Cambridge, UK)

Lésung, FITC/PE-markiert
polyklonale anti-lgM/IgG-AK- Dianova GmbH (Hamburg)
Lésung, FITC-markiert

Isotypkontrollen
lgG;-unmarkiert

BD Pharmingen (Heidelberg)
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I9G-FITC
19G-PE
19G2.-PE
IgM

T-Zell-Aktivierung
CD3, Klon Okt3
Western Blot

Alkalische Phosphatase
(TRA-2-54)

B-Aktin-Antikérper, unmarkiert

B-Aktin-Antikérper, HRP-
konjugiert

B2-Mikroglobulin

Fettsdurebindeprotein 4
(ab13979)

GAPDH

HLA-G MEM-G/1

Beckmann Coulter (Krefeld)

Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Beckmann Coulter (Krefeld)

eBioscience (Frankfurt)

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)

Abcam plc (Cambridge, UK)
Abcam plc (Cambridge, UK)

Lampson et al., 1983
Abcam plc (Cambridge, UK)

Cell Signaling-New England BioLabs GmbH
(Frankfurt am Main)
Exbio (Praha, Tschechische Republik)

MHC-Klasse-| schwere Kette
(HC10)

Oct-3/4 (C-10)

Polyklonaler Ziege anti-Maus
Antikérper, HRP-konjugiert

Polyklonaler Schwein anti-
Hase Antikérper, HRP-

Stam et al., 1986; Perosa et al., 2003

Santa Cruz Biotechnoloy (Heidelberg)
Dako Deutschland GmbH (Hamburg)

Dako Deutschland GmbH (Hamburg)

konjugiert
TAP1 Wang et al., 2005
TAP2 Wang et al., 2005
Tapasin Temponi et al., 1989

2.12. Datenverarbeitungsprogramme

Acrobat Reader

Adobe Photoshop

Aida Image Analyzer V.4.11
CellQuestPro

Adobe Systems GmbH, Miinchen
Adobe Systems GmbH, Minchen
Raytest GmbH, Straubenhardt
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

DIVA Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Enhancer Scientific & Educational Software (Cary, USA)
Excel Microsoft Deutschland GmbH (UnterschleiBheim)
ImageReader - LAS 3000 Fujifilm Europe GmbH (Dusseldorf)

MetaView Leica Microsystems GmbH (Wetzlar)
MethPrimer frei verflgbar im ,world wide web*

OligoAnalyzer 3.0 frei verflgbar im ,world wide web*

Primer3oligo frei verflgbar im ,world wide web*

SeCentral Scientific & Educational Software (Cary, USA)
Word Microsoft Deutschland GmbH (UnterschleiBheim)
XnView frei verfligbar im ,world wide web*
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3. Methoden

3.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen
3.1.1. Kultivierung von adharent wachsenden Zellen

Die verwendeten humanen KZT-Zelllinien und MSC wurden als Monolayer unter
Standardbedingungen kultiviert (37 °C, 5 Vol.- % CO,). Alle zwei bis drei Tage wurden die
Zelllinien passagiert. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und durch Inkubation mit
1 - 2 ml EDTA-Trypsin abgeldst. Durch Zugabe des zweifachen Volumens an Medium wurde
die Reaktion abgestoppt. Die abgeldsten KZT- und MSC-Zelllinien wurden in Kulturmedium
suspendiert und ein Teil (1/4 bis 1/2) in neue Zellkulturflaschen Gberfihrt. Fir die Expansion
primérer MSC wurden 200 Zellen/cm? ausgesét. Bei Bedarf einer groBen Zellmenge wurden
die Zellen in entsprechend gréBere Zellkulturflaschen gesetzt und kultiviert.

3.1.2. Kultivierung von Suspensionszellen

Die Kultivierung von Suspensionszellen erfolgte unter den oben genannten
Standardbedingungen. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen fir 5 min bei 1400 rpm
zentrifugiert und in neuem Medium resuspendiert. 1/4 bis 1/2 der Zellsuspension wurde in
neue Zellkulturflaschen Uberfihrt. Die verwendeten NK- und T-Zellen benétigen IL-2, um in
sogenannte ,lymphokine-activated Killer cells“ (LAK) zu differenzieren (Whiteside, 2001).
Nach dem Wechsel des Kulturmediums wurde diesem 250 - 6000 U/ml IL-2 hinzugefigt.

3.2. Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden adharente Zellen durch Inkubation mit 1 - 2 ml EDTA-Trypsin
abgeldst und im jeweiligen Medium resuspendiert. Nach der Zentrifugation (5 min 1400 rpm)
wurden die Zellen in PBS gewaschen und erneut sedimentiert. AnschlieBend erfolgte die
Resuspension in Einfriermedium (FKS, 10 % DMSQO). Die Zellsuspension wurde in 1 ml
Kryordhrchen aliquotiert, in einer, mit Isopropanol gefillten, Einfrierbox bei -80 °C langsam
tiefgefroren und anschlieBend in flissigem Stickstoff bei -160 °C gelagert. Das Auftauen
erfolgte bei Raumtemperatur. Die Zellsuspension wurde in frischem Kulturmedium 1:10
verdlinnt, zentrifugiert (5 min, 1400 rpm), in PBS gewaschen und in 5 - 10 ml Medium
resuspendiert und ausgesat.

28



3 Methoden

3.3. Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau-Vitalfarbung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50 pl von den in Kultur-Medium resuspendierten Zellen
abgenommen und mit Trypanblau (1:1) gemischt. Diese Suspension wurde zwischen
Deckglas und Objekitrager einer Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Der Farbstoff
Trypanblau dringt nur in tote Zellen ein, deren Plasmamembran nicht mehr intakt ist. Daher
erscheinen lebende Zellen unter dem Mikroskop hell, wahrend tote Zellen blau angefarbt
sind. Es wurden lebende Zellen in vier Eckquadraten zu je 1 mm? ausgezahlt. Der Mittelwert
von vier Eckquadraten ergibt den Durchschnittswert fir 1 mm?. Bei einer Kammertiefe von

0,1 mm und einem Verdinnungsfaktor X konnte die Zellzahl wie folgt berechnet werden:

Zellen pro pl = ausgezahlte Zellen
Flache x Kammertiefe x Verdiinnungsfaktor X

3.4. Induktion der Differenzierung von Stammzellen
3.4.1. Adipogene und osteogene Differenzierung von MSC

Die Differenzierung der MSC erfolgte unter Verwendung der unter 2.8.4.1. beschriebenen
Differenzierungsmedien. Zur Induktion der Differenzierungen wurden 200 MSC pro cm? in
Zellkulturflaschen ausgesat und in DMEM (niedrig Glukose), versetzt mit 15 % FKS und 1 %
Penicillin/Streptomycin, bis zum Erreichen einer 90 - 100 %igen Konfluenz kultiviert.
AnschlieBend wurde das Normalmedium durch das jeweilige Differenzierungsmedium
ersetzt. Der Wechsel des Mediums erfolgte alle zwei bis drei Tage Uber einen Zeitraum von
drei bis vier Wochen bis die morphologischen Zeichen der Differenzierung lichtmikroskopisch
sichtbar wurden. Die Inkubation der undifferenzierten Kontrollzellen erfolgte in

Normalmedium ohne Zusatz differenzierungsinduzierender Substanzen.

3.4.2. Somatische Differenzierung der testikularen KZT-Zelllinie H12.1

Zur Induktion der Differenzierung der testikularen KZT-Zelllinie H12.1 wurden 2000 Zellen
pro cm? in Zellkultur-Flaschen ausgesat. Dem Medium wurden verschiedene Mengen an all-
trans-Retinsdure (ATRA) zugesetzt (Endkonzentration: 1; 5; 10 bzw. 20 uM). Die
verwendeten Konzentration an ATRA entsprachen zum Einen pharmakologischen ATRA-
Konzentrationen (1 - 10 uM) und Konzentrationen, welche bereits fir die Differenzierung von
embryonalen Stammzellen sowie Ntera-Zellen verwendet wurden (10 - 100 pM, in der
vorliegenden Arbeit 20 uM) (Andrews, 1984; Draper et al., 2002; Segaert et al., 1995). Als
Kontrollen dienten die jeweiligen Mengen an Ldsungsmittel (10 % ETOH in H,O) bzw.

29



3 Methoden

unbehandelte Zellen. Die Zellen wurden fir drei Tage unter Standardbedingungen (3.1.)
kultiviert, geerntet und die Zellzahl bestimmt (3.3.). AnschlieBend wurden erneut 2000 dieser
Zellen pro cm? in neue Zellkultur-Flaschen ausgesét und dem Medium die jeweiligen Mengen
an ATRA bzw. 10 % ETOH in H,O zugesetzt. Die dreitdgigen Ernteschritte wahrend des
Differenzierungsprozesses sollten ein Uberwachsen der unbehandelten und ETOH-
behandelten Zellen verhindern, da diese im Vergleich zu den ATRA-behandelten Zellen ein
starkeres Wachstum aufwiesen. Nach jedem Ernteschritt wurde die Zellzahl bestimmt und
grafisch als x-faches Wachstum dargestellt. Der Differenzierungsprozess galt als
abgeschlossen sobald die ATRA-behandelten Zellen ein x-faches Wachstum < 1 aufwiesen.
Weiterhin wurden nach jedem Ernteschritt Zellpellets fir eine RNS / DNS- (3.13.1.) und
Proteinisolierung (3.14.1.) gesammelt und bei -80 °C gelagert. Eine sofortige Analyse der
Proteinexpression sowie der Vitalitdt der Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie (3.12.)
ebenfalls nach jedem Ernteschritt durchgefihrt. Mit Hilfe der Lichtmikroskopie wurden die
morphologischen Veranderungen der Zellen am Ende des Differenzierungsprozesses
fotografisch festgehalten.

3.5. Behandlung von adharenten Zellen mit 5-Aza-2’-Deoxycytidin und
Valproinsaure

Vor der Behandlung wurden 2000 Zellen pro cm? in Zellkultur-Flaschen ausgesét und als
Monolayer Uber Nacht kultiviert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 0; 0,1; 0,5 und
1 mM Valproinsadure (VPA) und/oder 0; 0,5; 2,5; 5 und 10 uM 5-Aza-2’-Deoxycytidin (DAC)
far ein bis finf Tage behandelt. Das Medium wurde alle 24 h erneuert. Als Kontrollen wurden
unbehandelte Zellen mitgefiihrt. Die Zellen wurden nach ein bis finf Tagen geerntet und die
Zell-Pellets bis zur Analyse der DNS-Methylierung sowie Gen- und Proteinexpression bei
-80 °C gelagert.

Bei der Substanz 5-Aza-2’-Deoxycytidin (DAC) handelt es sich um ein chemisches Analogon
des Nukleosids Cytidin. Ist der Stoff in der Zelle vorhanden, wird er wahrend der DNS-
Replikation in diese eingebaut. DNS-Methyltransferasen katalysieren die Methylierung von
Cytidinen. DAC hingegen kann nicht von diesen Enzymen methyliert werden. Deshalb flhrt
eine DAC-Behandlung von Zellen zur Demethylierung. Findet eine Demethylierung an
bestimmten Stellen der Promotorregion eines Gens statt, kann dies die Induktion der
Transkription des Gens bewirken. In Tumoren sind oft Tumor-Suppressor-Gene methyliert,
welche im Normalgewebe in demethylierter Form vorliegen. Die demethylierende Substanz
DAC wird daher als Arzneistoff in der Chemotherapie von Tumoren verwendet (Christman
et al.,, 2002). Valproinsaure (VPA) hingegen hemmt die Histondeacetylasen. Diese Enzyme
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entfernen Acetylgruppen von acetyliertem Lysin auf dem N-terminalen Histonende. Durch die
Deacetylierung bekommt die Aminosaure Lysin wieder eine positive elektrische Ladung. Dies
erhéht die Affinitat des Histonendes flir das negativ geladene Phosphat-Gertist der DNS. In
Gegenwart von VPA sind die Histonenden acetyliert. Dies fuhrt zur Neutralisierung der
positiv geladenen Histone. Die DNS ist dadurch weniger kompakt, was die Genaktivitat
erhéht (Brehm et al., 1998).

3.6. Transfektion eukaryotischer Zellen mit siRNS

Die Transfektion eukaryotischer Zellen mit siRNS wurde mittels Lipofektion durchgefihrt.
Dazu wurde das Lipofectamine Reagent™ 2000 (Invitrogen) verwendet. Das Prinzip der
Lipofektion beruht auf dem Einbringen der Fremd-DNS bzw. -RNS mittels Lipidvesikeln, die
mit der Zellmembran fusionieren (Felgner etal., 1987; Hawley-Nelson etal., 1993). Es
wurden 2 x 10* = 1 x 10° Zellen in 2 ml Kulturmedium ohne Penicillin/Streptomycin in eine 6-
Loch-Platte ausgesét und tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO,-Gehalt inkubiert. Am folgenden
Tag wurden die adharenten Zellen in PBS gewaschen und frisches Medium ohne Antibiotika
zugegeben. Fir die Transfektion wurden pro 6-Loch je 100 pmol spezifische siRNS, siRNS
Kontrolle und mit Fluorescein-markierte dsRNS (zur Bestimmung der Transfektionseffizienz)
sowie 5 pl Lipofectamine Reagent™ 2000 mit Optimem-Medium auf 250 ul aufgefillt und
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden beide Lésungen 1:1 gemischt
und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Transfektionsansatz wurde vorsichtig
auf die Zellen gegeben und 4 - 6 h inkubiert (37 °C, 5 % CO,). Danach wurde das Medium
durch frisches Medium ersetzt. Nach 72 h wurden die transfizierten Zellen mittels
Trypsinierung geerntet und zur Analyse der Proteinexpression durchflusszytometrisch
untersucht (3.12.). Fir die spatere RNS-Isolierung und Untersuchung der Gen-Expression
wurden Zellpellets bei -80 °C gelagert.

3.7. Aufarbeitung von Blutkonzentraten

Fir die Isolierung peripherer Monozyten (PBMC) wurden Blutkonserven von gesunden
Spendern (Blutspende Krollwitz, Einrichtung  far  Transfusionsmedizin am
Universitatsklinikum Halle-Saale) mittels Leukozytenseparationsréhrchen und Ficoll™-
Gradient aufgearbeitet (Noble & Cutts, 1967). Es wurden 15 ml Ficoll-Reagenz in die
Roéhrchen vorgelegt und zentrifugiert (1 min, 1.000 x g). AnschlieBend wurden 30 ml EDTA-
Vollblut/PBS (1:1) zugegeben und fir 20 min ohne Bremse bei 800 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert. In diesem Schritt bildete sich ein Gradient aus. Das Serum wurde vorsichtig
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abgenommen und die PBMC-Fraktion in ein neues GefaB dekantiert. Die Lymphozyten einer
Blutkonserve wurden vereinigt und mehrmals mit PBS gewaschen. Nach der anschlieBenden
Zellzahl-Bestimmung (3.3.) wurden die Zellen sedimentiert, in Einfriermedium resuspendiert
und in flissigem Stickstoff bis zur Verwendung gelagert oder direkt die CD8" T-Zellen bzw.
NK-Zellen isoliert (3.8. bzw. 3.9.).

3.8. Isolierung CD8" T-Lymphozyten aus PBMC mittels magnetischer CD8
MicroBeads

Die magnetische Zell-Sortierung (MACS) wurde nach dem Protokoll der Firma Miltenyi
Biotec durchgefiihrt. Die PBMC wurden mit magnetischen CD8 MicroBeads inkubiert und
anschlieBend auf eine S&ule geladen, welche sich in einem magnetischen Feld befand.
Die magnetisch markierten CD8" Zellen verblieben auf der S&ule wéhrenddessen die
unmarkierten CD8 Zellen die Saule passieren konnten. Nach dem Entfernen der S&ule aus
dem magnetischen Feld konnten die CD8" Zellen von der Saule eluiert werden. Die Zellen
wurden anschlieBend hinsichtlich der CD8-Oberflachenexpression durchflusszytometrisch
analysiert (3.12.). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierten CD8" Zellen wiesen eine
Reinheit von 95 - 98 % auf.

3.9. Isolierung von NK-Zellen aus PBMC

Fir die Isolierung von NK-Zellen aus PBMC wurde der NK Cell Isolation Kit der Firma
Miltenyi Biotec verwendet. Die NK-Zellen wurden nach dem Prinzip der Negativ-Selektion
sortiert. Nicht-NK-Zellen wurden mit einem Biotin-konjugierten Cocktail gegen Linien-
spezifische Antigene und einem MicroBead-Cocktail indirekt magnetisch markiert und
im magnetischen Feld innerhalb einer Saule gehalten, wahrend die nicht-markierten NK-
Zellen von der Séaule eluiert werden konnten. Nach Farbung der Zellen mit verschiedenen
Antikdrper-Kombinationen (CD3 / CD4, CD3 / CD56, CD3 / CD16, CD56 / CD16, CD19 /
CD14) wurde die Reinheit der NK-Zellen durchflusszytometrisch untersucht (3.12.). Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierten NK-Zellen wiesen eine Reinheit von 95 - 98 %

auf.
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3.10. Aktivierung von NK-Zellen mit Interleukin-2 zur Generierung Lymphokin-
aktivierter Killer

Ein groBer Teil der natirlichen Killerzellen zeichnet sich durch die konstitutive Expression
des IL-2-Rezeptors (IL-2RB) aus. Die Stimulation der Zellen mit IL-2 resultiert in
einer Hochregulation ihrer zytolytischen Aktivitat. Zur Generierung der Lymphokin-aktivierten
Killer (LAK) wurden 1 - 1,5 x 10° NK-Zellen in 37 °C warmen RPMI-Medium mit
10 % humanem Serum und 6000 IU/ml IL-2 ausgesat und fir 72 h inkubiert (nach Whiteside,
2001). Die erfolgreiche Generierung der LAK war mikroskopisch anhand der Bildung von

Zellclustern zu sehen.

3.11. Chromfreisetzungsversuch

Die  spezifische Lyse von Zielzellen durch  Effektorzellen wurde  mittels
Chromfreisetzungsversuch nach Svedmyr & Jondal, 1975 nachgewiesen. Pro Loch einer 96-
Lochplatte wurden je 1 x 10* Effektorzellen in 3-fachen Ansitzen verwendet. Pro 3-fach
Ansatz wurde die spontane Lyse der Zielzellen ohne Effektoren sowie die Lyse der Zielzellen
durch Effektoren in den Effektor:Target-Verhédltnissen von maximal 40:1; 20:1 und 10:1
sowie 5:1; 2,5:1; 1,25:1 und mindestens 0,625:1 bis 0,3125:1 gemessen. Die Auswahl
bestimmter Verhaltnisse richtete sich nach der verfligbaren Zielzellzahl. Die maximale Lyse
der Zielzellen wurde durch die Zugabe von Triton®-X 100 ebenfalls im 3-fachen Ansatz
bestimmt. Zunachst wurde die Zellzahl der Zielzellen bestimmt, die Zellen zentrifugiert und
1 x 10° Zellen in 200 ul Medium resuspendiert. Dem Ansatz wurden 100 pCu °'Cr
zugegeben. AnschlieBend erfolgte eine einstiindige Inkubation der Zellen im Brutschrank.
Die Zellen wurden in warmem Medium 2 x gewaschen und bei 2100 U/min abzentrifugiert.
Danach wurden die Zellen in einer Konzentration von 2 x 10°ml Zellen in Medium
resuspendiert und je 50 ul in ein Loch einer 96-Lochplatte pipettiert, was 10* Zielzellen/Loch
entsprach. Parallel zu diesen Arbeitsschritten wurde die Zellzahl der Effektorzellen bestimmt
und diese entsprechend der verschiedenen Effektor:Ziel-Kombinationen in Medium
aufgenommen. Je 50 pl der verschieden konzentrierten Effektor-Suspensionen wurden auf
die entsprechenden L&écher verteilt. Als Negativkontrolle wurden jeweils 50 pl Medium
anstelle der Effektorzellsuspension zugegeben. Zur Bestimmung der maximalen Lyse
wurden je 50 pl einer 1 %igen Triton®X-100-Lésung des Detergenz Triton®-X-100 in die
vorgesehenen Loécher pipettiert. Nach erfolgter Messung der Radioaktivitdt wurde die
spezifische Lyse wie folgt berechnet:
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Spezifische Lyse (%) = Chromfreisetzung im Versuchsloch - spontane Chromfreisetzung
maximale Chromfreisetzung - spontane Chromfreisetzung

Die Chromfreisetzungsversuche wurden freundlicherweise von Frau Dagmar Quant (Institut

fir Medizinische Immunologie, halle) durchgefihrt.

3.12. Durchflusszytometrie (nach Janossy et al., 2004; Shapiro, 2003)

Die zu analysierenden Zellen wurden zunéachst in PBS/1 % FKS gewaschen und 100 pl der
Zellsuspension (ca. 10° Zellen) fir 15-30 min im Dunkeln bei 4 °C mit einem
direkt markierten bzw. unmarkierten Erstantikbrper inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen durch Zugabe von 2 ml PBS/1 % FKS gewaschen. Bei der Verwendung eines
unmarkierten Erstantikdrpers schloss sich eine weitere 15 - 30-minutige Inkubation der
Zellen mit einem Fluorochrom-markierten Zweitantikdrper bei 4 °C im Dunkeln an. Nach dem
erfolgten Waschschritt in 2 ml PBS/1 % FKS wurden die Zellen in 200 - 300 pl PBS/1 % FKS
aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert. Die Messung der Zellen wurde an
einem 3-Farb-Durchflusszytometer (Epics XL MCL, Beckman/Coulter, Krefeld) durchgefihrt.
Um eine statistische Auswertung zu ermdglichen, wurden 5.000 bis 10.000 Zellen gezéhlt.
Zur Abgrenzung einer bestimmten Zellpopulation in gemischten Zellkulturen wurden die
Zellen mit einem Antikdrper markiert, der sich gegen ein Zelltyp-spezifisches
Oberflachenmolekil richtet. Die Messdaten wurden in digitaler Form gespeichert und im
Anschluss an die Messung mit speziellen Programmen (CellQuestPro und DIVA, Becton
Dickinson) am Computer ausgewertet. Die Zellen wurden bezlglich der Expression des
jeweiligen Oberflachenmolekils entweder zweidimensional als Punkte im Dot Plot oder
im Histogramm Plot dargestellt. Im Gegensatz zum Dot Blot wird beim Histogramm Plot die
Anzahl und Starke der fluoreszierenden Zellen als Kurve abgebildet. Fiir einen relativen
Vergleich der Proteinexpression verschiedener Zellen wurden die ermittelten Werte der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) graphisch dargestellt.

3.12.1. Messung der Proliferation von T-Zellen mittels CFDA-SE-Markierung

Bei dieser Methode werden die T-Zellen mit dem Farbstoff Carboxyfluoresceindiacetat-
succinimidyl Ester (CFDA-SE) markiert. Die Substanz ist zunachst farblos und diffundiert
passiv in Zellen ein. Nach der Abspaltung der Acetatgruppen durch zytosolische Esterasen
wird es zu fluoreszierendem Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) umgewandelt.
Es kommt zur Bildung stabiler Konjugate der Succinimidyl Ester mit zytosolischen Aminen in
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der Zelle. Im Falle einer Zellteilung wird der Farbstoff zu gleichen Teilen an die Tochterzelle
verteilt, was die Bestimmung der Anzahl an Generationen wahrend der Zellteilung auf
Einzelzellebene erlaubt. Im Vergleich zur Ursprungszellgeneration nimmt die CFSE-Farbung
der Tochterzellgenerationen pro Zellteilung ab (Parish, 1999). Die Analyse sich teilender
Zellen erfolgt mittels Durchflusszytometrie (3.12.). Das Prinzip dieser Methode ist am Bespiel
einer Proliferationsmessung von T-Zellen in der Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abb. 3.1: T-Zell-Proliferation.

Gezeigt ist die Messung der Zellproliferation von peripheren Monozyten mittels Carboxyfluorescein
Succinimidyl Ester (CFSE)-Markierung. Der Dot Blot einer CFSE/CD4 Doppel-Markierung stellt die
Zunahme der T-Zell Proliferation dar (verandert nach Warrington et al., 2006).

Mit dieser Methode wurde die Proliferation von CD8" T-Zellen drei verschiedener Spender
nach 5-tagiger Kokultur mit undifferenzierten und differenzierten Zellen der embryonalen
Karzinomzelllinie H12.1 untersucht. Dazu wurden die H12.1 Zellen mit Trypsin von der
Zellkulturflasche abgeldst (3.1.1.) und in X-Vivo Medium 1 x gewaschen (1400 rpm, 5 min,
4 °C). AnschlieBend wurde die Zellzahl bestimmt (3.3.) und 2 x 10° Zellen in eine 24-Loch-
Platte in X-Vivo Medium mit 1 % humanen Serum ausgesét. Danach wurden die CD8" T-
Zellen der drei verschiedenen Spender rekultiviert (3.2.), 1 x in PBS/1 % FKS gewaschen
und maximal 107 Zellen mit 5 uM CFDA-SE fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden 1 - 2 ml 100 % FKS zugegeben und die Proben fiinf Sekunden auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden in 10 ml X-Vivo-Medium gewaschen und die Zellzahl bestimmt (3.3.). Danach
wurden 2 x 10° CD8* T-Zellen pro Spender in X-Vivo-Medium mit 1% FKS zu den bereits
ausgesaten H12.1 Zellen gegeben. Als Negativkontrolle dienten T-Zellen in Medium ohne
weitere Zuséatze. Die Positivkontrolle bestand aus T-Zellen, denen ein CD3-Antikérper (Klon
OKT3) (1 pg/ml) und Interleukin-2 (180 U/ml) zugesetzt wurde. Nach fiinf Tagen wurden die
nicht-adharenten T-Zellen aus der Zellkultur entnommen, 1 x in Medium und 1 x in PBS/1 %
FKS gewaschen und mit den Antikérpern CD8 und CD25 fiir 10 min auf Eis in PBS/1 % FKS
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inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde die Proliferation der CD8* T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie analysiert (3.12.).

3.12.2. Messung der Interferon-y Sekretion

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweit die Cokultur von
undifferenzierten und differenzierten embryonalen Karzinomzellen der Zelllinie H12.1 mit
allogenen CD8" T-Zellen zur IFN-y Sekretion der Effektorzellen fuhrt. Fur die Cokultur
wurden 1 x 10° undifferenzierte und differenzierte H12.1 Zellen sowie 1 x 10° T-Zellen pro
Loch in eine 96-Lochplatte ausgesét. Als Positivkontrolle wurden 2 x 10° T-Zellen pro Loch
ausgesat und dem Medium (RPMI + 5 % humanes Serum + 1 % Penicillin/Streptomycin)
10 pg/ul Phorbol Myristat Acetat (PMA) sowie 10 pg/ul lonomycin zugesetzt. Beide
Substanzen stimulieren die Protein-Kinase C (PKC) und regen auf diese Weise die
Zytokinproduktion, aber auch die Zellproliferation an (Mellor & Parker, 1998). Als
Negativkontrollen wurden jeweils 2 x 10° T-Zellen bzw. 2 x 10°H12.1 Zellen im oben
genannten Medium ohne Zusatze Kkultiviert. Alle Zellen wurden jeweils als Triplikate
ausgesat. Nach 16 h wurde die 96-Loch-Patte bei 1400 rpm fir 5 min zentrifugiert und
anschlieBend 110 ul des Zellkulturiiberstandes aus jedem Loch abgenommen und bei -80 °C
gelagert. Die Uberstande wurden fiir den IFN-y ELISA (3.14.5.2.) verwendet. Die
Bestimmung der IFN-y-Sekretion erfolgte mittels IFN-y Secretion Assay der Firma Miltenyi.
Die T-Zellen wurden durch Auf- und Abpipettieren abgenommen. Restliche Zellen wurden
durch Nachspllen mit kaltem Puffer (PBS, 1 % FKS, 2 mM EDTA) abgelést und
resuspendiert. Fir die CD8-Durchflusszytometrie wurden 100 - 200 pl der unstimulierten
und stimulierten T-Zellen verwendet. Die restlichen Zellen wurden bei 1400 rpm und 4 °C fir
10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in 90yl kaltem Medium
resuspendiert und 10 pl IFN-y catch reagent zugesetzt und gemixt. Nach einer 5-mindtigen
Inkubation auf Eis wurde 1 ml warmes Medium zugesetzt und die Proben fir 45 min bei
37 °C rotierend inkubiert. Danach wurden die Proben kurz auf Eis inkubiert und in 2 ml
kaltem Puffer bei 1400 rpm und 4 °C fir 10 min gewaschen. Das Zellpellet wurde in 90 pl
kaltem Puffer resuspendiert, in Messréhrchen Uberflihrt und pro Probe 10 pl FITC-markierter
IFN-y Detektionsantikérper und 5 ul PE-markierter CD8 Antikdrper zugesetzt. AnschlieBend
wurden die Proben gemixt und fir 10 min auf Eis inkubiert. Um tote Zellen bei der
Durchflusszytometrie auszuschlieBen, wurde den Proben je 5 pl der Substanz 7 Amino-
Aktinomycin D (7AAD) zugesetzt. Die Untersuchung der IFN-y Produktion durch CD8* T-
Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie, wobei die CD8" T-Zellen von den CD8 H12.1
Zellen mittels CD8-Farbung abgegrenzt wurden.
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3.12.3. Apoptose-Messung mittels Annexin V- und 7 Amino-Aktinomycin D-
Farbung

Zur Untersuchung der NK-Zell-vermittelten Lyse von undifferenzierten und
differenzierten H12.1 Zellen wurde der Anteil lebender, apoptotischer und nekrotischer H12.1
Zellen nach der Inkubation dieser Zellen mit der NK-Zelllinie NK-92 im Effektor zu Target
Verhéltnis 1:10 nach 3 h durchflusszytometrisch analysiert. hierfir wurde das Zellgemisch
(NK-92 und H12.1 Zellen) bei 1400 rpm fur 5 min zentrifugiert, das Zellpellet in 100 - 500 pl
Annexin V Binding Buffer resuspendiert und fiir 10 min bei 4 °C mit dem FITC konjugiertem
Annexin V Antikdrper und anschlieBend mit dem Farbstoff 7AAD inkubiert. Zur Abgrenzung
der H12.1 Zellen (CD56°) von den NK-Zellen (CD56") wurde das Zellgemisch zusatzlich mit
einem APC-konjugiertem CD56 Antikdrper geféarbt.

Die Annexin V/7AAD Doppelfarbung zur Bestimmung der Apoptose basiert auf folgendem
Prinzip: Phosphatidylserin (PS) befindet sich normalerweise auf der Innenseite der
Zellmembran einer lebenden Zelle. Wahrend der Apoptose (dem "programmierten Zelltod")
wird PS auf die AuBenseite der Membran transloziert. Annexin V bindet sich an PS. Durch
die Markierung von Zellen mit Annexin V-FITC erfolgt der Nachweis von apoptotischen
Zellen mittels Durchflusszytometrie. Werden Zellen nekrotisch und ihre Membran
durchléssig, kann Annexin V-FITC in die Zellen eindringen und sich an die Innenseite der
Membran binden. Daher kdnnen bei alleiniger Férbung von Zellen mit Annexin V-FITC
apoptotische nicht von nekrotischen unterschieden werden. Daher wird die Annexin V-
FITC Markierung mit einer 7AAD-Farbung kombiniert. Der Farbstoff 7AAD dringt nur in
Zellen ohne intakte Zellmembran, also in nekrotische bzw. tote Zellen ein. Lebende Zellen
sind daher Annexin-negativ und 7AAD-negativ, apoptotische Zellen sind Annexin-positiv und
7AAD-negativ, nekrotische Zellen sind Annexin-positiv und 7AAD-positiv. Annexin-negative
und 7AAD-positive Zellen werden zu den vollkommen nekrotischen bzw. toten Zellen gezahlt
(Vermes et al., 1995; Zelenin et al., 1985)

3.13. Methoden der Molekularbiologie
3.13.1. Isolierung von Nukleinsauren aus eukaryotischen Zellen

Die Isolierung von RNS aus eukaryotischen Zellen erfolgte mit dem Komplettsystem
Invisorb® Spin Cell RNS mini Kit nach den Herstellerangaben. Fiir die gleichzeitige Isolierung
von RNS und DNS aus einem Zellpellet wurde das Komplettsystem Invisorb® TwinSpin
Cell mini Kit verwendet. Die Integritdt der RNS wurde gelelektrophoretisch Gberprift. Die
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Konzentration der isolierten Nukleinsduren wurde photometrisch bestimmt (3.13.2.). Die
Lagerung der RNS erfolgte bei -80 °C. DNS wurde bei -20 °C gelagert.

3.13.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration der Nukleinsguren wurde photometrisch bestimmt. In MikrokUvetten wurde
die Konzentration der Nukleinsduren in einem 1:69-Verhaltniss in RNase-freiem Wasser
gemessen. Die Konzentration von RNS bzw. doppelstrangiger (ds) DNS liegt bei einer
Absorption (260 nm) von 1 bei 40 pg/ml bzw. 50 pg/ml. Unter Verwendung dieses
Verhéltnisses und des Verdinnungsfaktors kann die Konzentration der Nukleinsduren nach
folgender Gleichung berechnet werden (Sambrook et al., 1989).

C=Ax - VF-K

[c - Konzentration der DNS-Lésung (ug/ml; Az - Absorption bei 260 nm; VF -
Verdlnnungsfaktor; K - Konzentration RNS: Agso = 1 entspricht 40 pug/ml; dsDNS: Ayg = 1
entspricht 50 pg/ml]

3.13.3. Hydrolyse der DNS mittels DNase |

Vor der cDNS-Synthese wurden DNS-Kontaminationen der RNS mittels Hydrolyse entfernt.
Es wurde die DNase | der Firma New England BioLabs verwendet, wobei das vom Hersteller
empfohlene Protokoll modifiziert wurde. In einem finalen Volumen von 30 pl wurden 2 - 3 ug
RNS in 1x Reaktionspuffer mit 1 U DNase | fir 15 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend
wurde EDTA (Endkonzentration 5 mM) zugesetzt und die DNasel bei 75 °C fir
10 min hitzeinaktiviert. Der DNase I-Behandlung schloss sich eine photometrische
Konzentrationsbestimmung (3.13.2.) und eine Qualitatskontrolle durch Gelelektrophorese
(3.18.7) an. Zusétzlich wurde eine B-Aktin-PCR (3.13.5.) von den RNS-Proben durchgefihrt,

um eine DNS-Kontamination auszuschlieBen. Die RNS wurde bei -80 °C gelagert.

3.13.4. Erststrang-cDNS-Synthese durch reverse Transkription

Die cDNS wurde von der DNase I|-behandelten RNS mit Hilfe des RevertAid™ h minus First
Strand cDNS Synthesis Kit synthetisiert. In einem finalen Volumen von 12 ul wurden 0,5 ug
DNase |-verdaute RNS mit 1 pl Random hexamer Primer versetzt, mit Nuklease-freiem
Wasser aufgeflllt und fir 5min bei 70 °C inkubiert, was ein Binden der Primer an
die MAtrize ermdglichte. Im folgenden Schritt wurden Reaktionspuffer (einfache
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Endkonzentration), 20 Units RiboLock™ Ribonuclase-Inhibitor, 40 Units
RevertAid™ h minus M-MuLV-Reverse Transkriptase sowie 20 umol dNTPs zugegeben und
fir 15 min bei 25 °C inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 60 min bei 42 °C inkubiert und die
Enzyme in einem abschlieBenden Schritt (10 min, 70 °C) hitzeinaktiviert. Die Qualitat der
synthetisierten cDNS wurde mittels B-Aktin-PCR (3.13.5.) Gberprift. Die cDNS wurde bei
4 °C gelagert.

3.13.5. Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist ein Verfahren zur selektiven Amplifikation von
definierten Nukleinsduresequenzabschnitten mit einer Lange zwischen 0,1 und 40 kB aus
einem Gemisch von Nukleinsduremolekillen (Saiki et al, 1988). Es wurde die Tag-DNS-
Polymerase eingesetzt, welche den Einbau von 2000 bis 6000 neuer Basen pro Minute in die
DNS katalysiert (Wittwer et al., 1991). Die Bedingungen der Reaktionen fir die Tag-DNS-
Polymerase sind in den Tabellen 3.1 und 3.2 dargestellt, wobei die PCR-Protokolle in
Abhéangigkeit von den eingesetzten Primern und dem zu amplifizierenden Transkript

variieren.

Tab. 3.1: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes fiir die Taq-DNS-Polymerase

Komponente Volumen/25 pl-  Endkonzen-
Reaktion [ul] tration

10x Tag-PCR-Puffer (-MgCl,) 2,5 1x

10 mM dNTPs 0,5 je 0,2 mM

50 mM MgCl, 0,75 1,5 mM

50 pM Primer FW 0,25 0,5pM

50 pM Primer REV 0,25 0,5pM

Ausgangs-cDNS 1

Tag-DNS-Polymerase (5 U/pul) 0,25 1,25 Units

Nuklease-freies Wasser add 25

Tab. 3.2: Protokoll der PCR-Bedingungen fiir die Tag-DNS-Polymerase

Zyklusschritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min 1
Zyklische 95 °C 30 sec
Denaturierung
Annealing 58 °C/60 °C 30 sec 30-40
Zyklische Elongation 72 °C 30 sec
Finale Elongation 72 °C 10 min 1

4 °C oo
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3.13.6. ,,Echt-Zeit“-quantitative-PCR

Mit Hilfe der ,Echt-Zeit“-PCR kénnen Nukleinsduren nach dem Prinzip der herkémmlichen
PCR vervielfaltigt werden. Zuséatzlich ermdglicht die Methode eine Quantifizierung der
gewonnenen DNS in ,Echt-Zeit* durch die Messung der Fluoreszenz am Ende der
Elongation in jedem Zyklus. Die Anlagerung eines Fluoreszenzfarbstoffes in die kleine
Furche der doppelstrangigen DNS fihrt zum Fluoreszenzanstieg. Der freie
Fluoreszenzfarbstoff hingegen besitzt eine sehr schwache Fluoreszenz. In der vorliegenden
Arbeit wurden die PCR-Produkte mit Hilfe des interkalierenden DNS-Farbstoffes SYBR
Green | quantifiziert. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte
zu. Am Ende der Reaktion wird anhand von erhaltenen Fluoreszenzsignalen die
Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen. Der Beginn der
exponentiellen Phase ist durch den sogenannten ,take-off“-Punkt gekennzeichnet. Dieser
Punkt ist nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen erreicht, wenn die gemessene
Fluoreszenz 20 % der maximalen Fluoreszenz betrdgt. Das Ende der exponentiellen Phase
ist erreicht, wenn die Fluoreszenz maximal ist (100 %). Eine korrekte Quantifizierung der
gewonnenen DNS-Menge ist nur innerhalb dieser Phase mdglich, da wéhrend der Zeit die
optimalen Reaktionsbedingungen herrschen. In der ersten Phase der Amplifikation ist die
Template-Menge begrenzt und die Wahrscheinlichkeit, dass Template, Primer und
Polymerase miteinander reagieren, suboptimal. In der dritten Phase der Amplifikation steigt
die Menge der Produkte (DNS, Pyrophosphat, Monophosphatnucleotid) derart an, dass es
zur Hemmung durch diese kommt. Produkifragmente hybridisieren haufiger miteinander,
Substrate werden langsam verbraucht und letztendlich kommt es zur Zerstérung der
Polymerasen und Nucleotide durch Hitze. Ein exponentieller und daher quantifizierbarer
Anstieg findet sich nur in der Phase dazwischen. Nach abgelaufener PCR wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Durch eine kontinuierliche Temperaturerhéhung
denaturiert der Doppelstrang bei einer flir das Fragment spezifischen Schmelztemperatur.
Dabei wird das SYBR Green freigesetzt und es kommt zur Abnahme der Fluoreszenz. Da
die doppelstrangige DNS von spezifischen PCR-Produkten einen héheren Schmelzpunkt hat
als unspezifisch entstehende Primerdimere, ist eine Unterscheidung mdglich (Pfaffl, 2004).
Die Bedingungen der ,Echt-Zeit“-PCR sind in Tabelle 3.3 dargestellt.
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H 13

Zyklusschritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Halten der Temperatur 50 °C 2 min
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 1
Zyklische 95 °C 15 sec
Denaturierung 40
Annealing 60 °C 30 sec
Schmelzschritte 60-99 °C

4 °C oo

Um einen relativen Mengenvergleich verschiedener Proben durchzufiihren, wurden
Referenzgene gemessen. Dabei handelt es sich um Gene, deren Expression nahezu
gleichbleibend ist, z.B. B-Aktin, GAPDH und 18SrRNS. Die relativen Konzentrationen der
jeweiligen PCR-Produkte wurden mittels interner PC-Software (Rotorgene 2000) ermittelt
und anschlieBend auf die Expression eines konstanten Referenzgens bzw. auf den
Mittelwert verschiedener Referenzgene bezogen und grafisch als relative mRNS-Expression
dargestellt. Der Berechnung der relativen Konzentration der PCR-Produkte mittels interner
PC-Software lag folgendes mathematisches Prinzip zugrunde:

Comparative Konzentration (PCR-Produkt) = E%
[E - PCR-Effizienz; dC - Zykluszahl am ,take-off“-Punkt (Probe - Kontrolle)]

3.13.7. Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Fir den Nachweis und die Qualitédtskontrolle von Nukleinsduren sowie fir die Gelextraktion
wurde die Ethidiumbromid-Agarosegelelekirophorese angewendet. Es wurde fir 45 min 5V
pro 1 cm Lange der Gelkammer angelegt. Fir die Detektion wurde dem Gel Ethidiumbromid
(Endkonzentration 4 pg/ml) zugesetzt, welches in Nukleinsduren interkaliert. Der
Ethidiumbromid-DNS-Komplex fluoresziert nach Anregung mit UV-Licht. Als Laufpuffer
wurde 1 x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer verwendet. Die Proben wurden mit 10-fach
konzentriertem Auftragspuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als GrdBenstandard
wurde ein 100 Bp- oder 1 kBp-Marker eingesetzt. Vor der Auftrennung von RNS wurden
Gelkammer, -trager und -kamm fiir 30 min mit 3 %-igem Wasserstoffperoxid behandelt, was

RNase-Kontaminationen vermeiden sollte.
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3.13.8. Aufreinigung von DNS-Fragmenten

Nach enzymatischen Reaktionen war es notwendig die DNS fir weitere Schritte
aufzureinigen und/oder die Nukleinsduren aufzukonzentrieren. Fir die Aufreinigung von
DNS-Fragmenten wurde das QIlAquick Gel Extraction Kit bzw. das QIlAquick PCR
Purification Kit entsprechend den vorgegebenen Herstellerprotokollen fir die Mikrozentrifuge
verwendet. Die aufgereinigte DNS wurde gelelektrophoretisch und bildtechnisch
dokumentiert (3.13.7.) und nach photometrischer Konzentrationsbestimmung (3.13.2.) bei
-20 °C gelagert.

3.13.9. Untersuchung des Methylierungsstatus von DNS

Methylierungen der DNS sind haufig innerhalb sogenannter CpG Inseln zu finden (Christman
etal, 2002). Von den aufeinanderfolgenden Basen kann das Cytosin methyliert sein.
Mit Hilfe des Programms ,MethPrimer* (http://www.urogene.org/methprimer/) wurde die
Promotorregion des untersuchten Gens auf CpG-Inseln anaylsiert und Primer flir die
Amplifikation von Sequenzbereichen der Inseln generiert. Die DNS wurde aus den Zellen
isoliert (3.13.1.). AnschlieBend erfolgte eine Bisulfit-Behandlung der DNS mit Hilfe des
EpiTect® Bisulfite Kit der Firma QIAGEN. Die Inkubation der Ziel-DNS mit Sodium-Bisulfit
bewirkt eine Konvertierung von nicht-methylierten Cytosinen in Uracil, wobei methylierte
Cytosine nicht verédndert werden. Daher hat eine Bisulfit-Behandlung verschiedene DNS-
Sequenzen zur Folge, die spezifisch fir methylierte bzw. nicht-methylierte DNS sind (Tab.
3.4).

Tab. 3.4: Sequenzen methylierter und nicht-methylierter DNS vor und nach Bisulfit-
Behandlung.

original Sequenz nach der Bisulfit-Behandlung
nicht-methylierte DNS N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-U-G-N-U-G-N-U-G-N
methylierte DNS N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-C-G-N-C-G-N-C-G-N

N - Adenin, Thymidin oder Cytosin, C - Cytosin, G - Guanin

Ein wichtiger Schritt in der korrekten Analyse des Methylierungsmusters ist die komplette
Konversion von nicht-methylierten Cytosinen in Uracil. Dies wird durch die Inkubation der
DNS in einer hohen Bisulfit-Salz-Konzentration bei hohen Temperaturen und geringem pH-
Wert erreicht. Diese Bedingungen fuhren jedoch zu einer hohen DNS-Fragmentierung und
DNS-Verlust wahrend der Aufreinigung. Eine Aufreinigung ist jedoch notwendig, um Bisulfit-
Salze und weitere Chemikalien, die fir den Konvertierungs-Prozess benétigt werden, zu

entfernen. Eine Verunreinigung der DNS mit diesen Substanzen wiirde eine Sequenzierung
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erheblich stéren. Mit Hilfe des DNS-protect buffer wird der Abbau der DNS wahrend der
Konvertierung verhindert. Die Bisulfit-Reaktion wurde entsprechend der Herstellerangaben
vorbereitet. Danach erfolgte die Konversion unter den in Tab. 3.5 dargestellten Bedingungen.
AnschlieBend wurde die DNS in einer ,nested“ PCR amplifiziert, wobei die vom Programm
,MethPrimer“ generierten Primer zum Einsatz kamen. Bei der nested PCR handelt es sich
um zwei PCR-Reaktionen. Die erste PCR erfolgte unter dem Einsatz von zwei ,auBeren®
Primern. In der zweiten PCR-Reaktion wurden 5 pl der ersten PCR eingesetzt und mit dem
Primerpaar amplifiziert, welches innerhalb des ersten PCR-Produktes bindet. Die gereinigten
PCR-Produkte wurden entweder sequenziert und der Methylierungsstatus anhand der
Sequenzen ausgewertet (Bisulfit-Sequenzierung) oder mit Hilfe der ,combined bisulfite
restriction analysis® (COBRA) analysiert. Beim Verwenden der COBRA wurden die
aufgereinigten PCR-Produkte mit dem Restriktionsenzym BstUI inkubiert, welches in seiner
Erkennungssequenz ein CpG tragt. Somit wurde die DNS nur dann gespalten, wenn das
Cytosin des CpGs methyliert vorlag und damit nach der Bisulfit-Reaktion als Cytosin erhalten
geblieben war. Die Spaltung der DNS wurde gelelektrophoretisch analysiert.

Tab. 3.5: Protokoll der PCR-Bedingungen fiir die Bisulfit-Reaktion

Zyklusschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 99 °C 5 min
Inkubation 60 °C 25 min
Denaturierung 99 °C 5 min
Inkubation 60 °C 85 min
Denaturierung 99 °C 5 min
Inkubation 60 °C 175 min
Finaler

Temperaturhalteschritt 20 °C 10 min

3.13.10. Sequenzierung

Die Sequenzierung von PCR-Produkten wurde von der Firma Eurofins MWG Operon
(Martinsried) durchgeftihrt. Dafir wurden mindestens 30 ng gereinigte DNS pro 100 Bp PCR-
Produkt in 20 ul 5 mM Tris hCI (pH 8-9) sowie 10 ul des dazugehdérigen Primers mit einer
Konzentration von 10 pmol/ul eingeschickt. Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden
mit Hilfe des Programms ,Scientific and Educational Software® [SEcentral, Cary (USA)] mit
den in der NCBI-Datenbank eingetragenen Gensequenzen verglichen und ausgewertet.
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3.14. Methoden der Proteinbiochemie
3.14.1. Isolierung von Proteinen aus eukaryotischen Zellen

Die Zellen wurden nach Trypsinierung (3.1.1.) einmal mit PBS gewaschen (5 min, 400 x g),
und als Zellpellet bei -80 °C gelagert. Das Pellet wurde auf Eis aufgetaut und in je 200 -
500 ul 1 x SDS-Probenpuffer + 5 Units Benzonase lysiert. Nach 30-mindtiger Inkubation auf
Eis wurde das Lysat zentrifugiert (30 min, 13.000 rpm, 4 °C). Nach einer weiteren 5-
miniitigen Zentrifugation bei Raumtemperatur wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefa3 Uberfihrt, die Proteinkonzentration bestimmt (3.14.2.) und bei -20 °C

gelagert.

3.14.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentration der Proteine wurde mittels Bicinchonininsaure (BCA)-Test (Pierce® BCA
Protein Assay Kit) entsprechend der Herstellerangaben bestimmt. In alkalischer Ldsung
bilden Proteine mit Cu®*-lonen Komplexe (Biuret-Reaktion), wodurch die lonen zu Cu*
reduziert werden und daraufhin in der Lage sind, mit der Bicinchonininsaure einen violetten
Farbkomplex zu bilden. Die Intensitat der Farbung ist somit von der Menge an enthaltenem
Protein abhangig. Die Absorption bei 562 nm durch die Bildung des Chelatkomplexes aus
zwei BCA-Molekilen und einem Cu*-lon (Smith et al., 1987; Wiechelmann et al., 1988) wird
photometrisch gemessen.

3.14.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Proteinlésungen wurden mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ihrer
GroBe nach im elektrischen Feld in einem 10 - 12 %igen Trenngel mit 5 %igen Sammelgel
(Ldmmli, 1970) aufgetrennt. Die aufzutrennenden Proteinlésungen wurden mit 1 x SDS-
Probenpuffer, sowie mit 0,1 M B-Mercaptoethanol (Endkonzentration 0,01 M) versetzt und
erhitzt (5 min, 95 °C). Zur Abschatzung der ProteingréBe im Gel wurde ein Langenstandard
mitgeflhrt. FUr die Auftrennung im Sammelgel wurde eine Spannung von 70 - 80 V angelegt,
die beim Eintreten der Proben in das Trenngel auf 100 - 120 V erhéht wurde.

3.14.4. Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Tank-Blot-Verfahren bei
100 mA Uber Nacht auf eine Nitrozellulosemembran, die diese aufgrund hydrophober
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Wechselwirkungen bindet, transferiert (Towbin et al., 1979). Der Proteintransfer auf die
Membran wurde mit Ponceau S-Farbung nachgewiesen. Hierzu wurde die Membran mit
Aqua dest. gespilt und fir 2 min in Ponceau S-Lésung geschwenkt. Das Uberschissige
Ponceau S wurde mit Aqua dest. ausgewaschen bis die einzelnen Proteinspuren sichtbar

wurden.

3.14.5. Nachweis von Proteinen mittels Immundetektion

Die Immundetektion ist ein Epitop-spezifischer Nachweis, der sowohl im Western Blot als
auch im ,enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) angewandt wird.

3.14.5.1. Immunoblot-Technik (Western Blot)

Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (3.14.4.) wurde diese 3 x
5 min in 10 ml TBST-Puffer gewaschen und fir 1 - 2 h mit Blockierungslésung inkubiert.
Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBST wurde die Nitrozellulosemembran fiir 2 - 4 h
bei Raumtemperatur oder U.N. bei 4 °C in Primarantikérper-Ldsung eingelegt.
Uberschiissiger, nicht gebundener Antikdrper wurde durch dreimaliges Waschen entfernt
und die Membran zur Detektion des primaren Antikérpers 1 - 3 h in Sekundéarantikdrper-
Lésung eingelegt und abschlieBend dreimal in TBST gewaschen. Der Sekundarantikdrper ist
mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (,horse radish peroxidase®, HRP) konjugiert. Die
Farbung wurde mittels ECL Western Blot-Substrate entsprechend des Herstellerprotokolls
nachgewiesen und mit der Fluoreszenz-Kamera fotografiert.

3.14.5.2. ,,Enzyme-linked immunosorbent assay*

Der ELISA wurde verwendet, um die Aktivierung von CD8" T-Zellen durch undifferenzierte
und differenzierte Zellen der embryonalen Karzinomzelllinie H12.1 zu untersuchen. Aktivierte
T-Zellen produzieren u. a. IFN-y, welches in den Zellkulturiberstand sezerniert wird und im
ELISA detektiert werden kann. Zunachst wurden, wie unter 3.12.2. beschrieben, Cokulturen
der Target- und Effektorzellen angefertigt. Nach 16 h wurden die 96-Loch-Platten
zentrifugiert (1400 rpm, 5 min, 4 °C) und 100 - 300 pl der Kulturliberstdnde abgenommen.
Nach einer erneuten Zentrifugation der Uberstiande und Uberfiihrung dieser in neue
ReaktionsgefdBe wurden restliche Zellen entfernt. Die Zellkulturiberstdnde wurden bei
-80 °C gelagert. Zur Quantifizierung der in den Zellkulturiberstdnden vorhandenen IFN-y-
Menge wurde der OptEIA™ human IFN-y ELISA Kit Il nach den Herstellerangaben der Firma

Becton Dickinson verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1. Analyse des immunregulatorischen Potentials von MSC

Zur Charakterisierung des immunregulatorischen Potentials von MSC wurde die Expression
und zum Teil die funktionelle Bedeutung folgender immunmodulatorischer Molekile in
immortalisierten und primaren MSC untersucht: (i) die Komponenten der MHC-Klasse-1 APM,
(i) die Molekile B7-H1 - H4 und (iii) das nicht-klassische MHC-Klasse-I Molekil HLA-G.

4.1.1. Expression wichtiger Komponenten der MHC-Klasse-l APM in MSC von
kranken und gesunden Spendern

Zunachst wurde die mMRNS- und Proteinexpression der schweren Kette (HC) und der leichten
Kette (B.-Mikroglobulin) des MHC-Klasse-I Molekils in MSC mittels ,Echt-Zeit“-PCR und
Western Blot untersucht. Dafiir standen primare MSC von zwei gesunden Spendern (D17
und D39, Tab. 2.3), elf primare MSC von kranken Spendern (MSCP91 - D83, Tab. 2.3) sowie
zwei immortalisierte MSC (L87 und V54-2, Tab. 2.2) zur Verfigung.

In allen 15 MSC wurde eine heterogene mRNS-Expression von HC und B.-Mikroglobulin
detektiert (Abb. 4.1). Im Vergleich zu den primaren MSC zeichneten sich die beiden
immortalisierten MSC L87 und V54-2 durch eine gleichméaBig starke Proteinexpression der
beiden Molekille aus. Die MSC der beiden gesunden Spender D17 und D39 zeigten
ebenfalls keine Unterschiede in der Proteinexpression von HC und B.-Mikroglobulin. Die
Expression der beiden Proteine in den MSC der gesunden Spender D17 und D39 war jedoch
schwécher als in den immortalisierten MSC L87 und V54-2. Im Gegensatz zu den
immortalisierten MSC und den MSC der gesunden Spender wurde in den MSC der elf
kranken Spender eine sehr heterogene Proteinexpression der beiden Molekiile detektiert.
Bezogen auf die mRNS- und Proteinexpression von HC und [B.-Mikroglobulin in MSC
gesunder Spender (D17 und D39), ergab sich in einigen Fallen eine nicht-koordinierte
mRNS-/Proteinexpression. So wurde im Vergleich zu den MSC der gesunden Spender D17
und D39 in den MSC der kranken Spender D2 und D53 eine geringere mRNS-Expression,
jedoch eine starkere Proteinexpression von HC gemessen. Die MSC der kranken Spender
D38 und D53 wiesen eine nicht-koordinierte mRNS- und Proteinexpression von B,-MG im
Vergleich zu den MSC der gesunden Spender D17 und D39 auf. Es wurde eine koordinierte
MRNS-Expression von HC und B.-Mikroglobulin gemessen, d.h. Zellen welche die HC
starker bzw. schwacher exprimierten, zeigten auch eine starke bzw. schwache mMRNS-
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Expression von B.-Mikroglobulin. Wahrend L87 und V54-2 sowie die primaren MSC D38,
D53 und D77 eine relativ hohe HC- und B,-MG-Proteinexpression aufwiesen, konnte in D24,
D25 und D55 nur eine relativ geringe Proteinexpression beider Molekile detektiert werden.
Weiterhin exprimierten manche Zellen relativ viel HC und wenig B.-MG auf Proteinebene, wie
z.B. D2, D17 und D26. Generell war jedoch in allen mittel bis stark HC-exprimierenden
Zellen eine starke Proteinexpression von $,-MG zu sehen.

15 Abb. 4.1: Expression der
! schweren und leichten Kette des
MHC-Klasse-I| Molekiils in
primaren und immortalisierten
MSC.
Grafisch dargestellt ist die relative
mRNS-Expression der schweren
Kette des MHC-Klasse-I Molekils
(HC) (oben) und der leichten Kette
0 - des MHC-Klasse-l Molekils f,-
Mikroglobulin  (B>-MG) (unten) der
43kDa swwmem o - - e WO HC 00 (MSCP9T - D83) und der

42 kDa ----—--W- B-AKUN iy mortalisierten  MSC  L87  und

relative HC mRNS

Expression
o
3,
1

QOJ (O, /&Q‘L&Q”% PP V54-2, Die Fehlerbalken
Cg (Standardabweichung vom
A\ Mittelwert) ergeben sich aus drei

analysierten cDNS pro ,Echt-Zeit"-
PCR Experiment, exemplarisch ist
hier ein repréasentatives Beispiel von
drei unabhangigen ,Echt-Zeit*-PCR-
Experimenten gezeigt. Die

korrespondierende
Proteinexpression der schweren
Kette des MHC-Klasse-I Molekils
(HC) und B>-MG sowie des
Standardproteins B-Aktin ist unter
der jeweiligen ,Echt-Zeit“-PCR
0~ Grafik im Western Blot gezeigt. Es
14 kDa m=won com —wm o o amowwws 3-MG \yden 30pg  Gesamtprotein
42 kDa -—-"'--"-‘--"- B-Aktin gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es
o Q /61, q, q, ?"’69’56(’3@@"\’\ b?’ ist jeweils ein repréasentatives
Q QOO (0 Beispiel von mindestens zwei
@ unabhéngigen Western Blot
Experimenten gezeigt. MSC
gesunder Spender sind
unterstrichen und fett

gekennzeichnet.

-
- w
1

relative B,-MG
mRNS Expression
o
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Die Expression des MHC-Klasse-I Moleklls auf der Zelloberflache von MSC wurde
duchflusszytometrisch gemessen. Exemplarisch ist in Abbildung 4.2 die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) der MHC-Klasse-I Zelloberflachenexpression von MSC eines
gesunden Spenders (D17), eines kranken Spenders (D38) sowie von immortalisierten MSC
(L87) zu sehen. Bezogen auf die Isotypkontrollen (IK) wurden fir die beiden gesunden MSC
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folgende MFI fir MHC-Klasse-1 gemessen: D17 (MFI = 38 + 3,5) und D39 (MFI = 27,8 + 2,8).
Die MFI-Werte (MHC-Klasse-l/IK) der MSC kranker Spender ergaben einen Mittelwert von
31 £ 4, n = 4 und lagen somit im Bereich der MHC-Klasse-I-Expression der gesunden
Spender. Die immortalisierten MSC wiesen eine MFI (MHC-Klasse-I/IK) von 23 + 1,2 (L87)
und 11,4 £ 2,3 (V54-2) auf. Die im Vergleich zu den primaren MSC erhéhte $,-MG- und HC-
Proteinexpression der immortalisierten MSC L87 und V54-2 fihrte somit nicht zu einer
verstarkten Expression von MHC-Klasse-I Molekilen auf der Zelloberflache.

primare MSC-g (D17)

MHC-I/ IK = 38

Abb. 4.2: Expression des MHC-Klasse-I|
Molekiils auf der Zelloberflichen von
primaren und immortalisierten MSC.

Dargestellt sind die kombinierten

IK=3,2 Fluoreszenzhistogramme der
MHC-l = 121,5 unspezifischen Phycoerythrin (PE)-
konjugierten Isotypkontrolle (IK) (grau) und
des spezifischen PE-konjugierten
Antikérpers gegen MHC-Klasse-1 (weiB)
4 von primaren MSC des gesunden Spenders
10 10 (g) D17 (oben), des kranken Spenders (k)
D38 (mitte) und der immortalisierten MSC
primare MSC-k (D38) L87 (unten). Die Werte der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) von MHC-I und
MHC-1 / IK = 26.5 IK sowie deren Quotient sind im
' Histogramm angegeben. Es ist jeweils ein
IK=4,7 reprasentatives Beispiel von drei
MHC-| = 124,5 unabhangigen Messungen gezeigt. x-
Achse: logarithmische mittlere
Fluoreszenzintensitat (log MFI).
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Die mRNS- und Proteinexpression der Komponenten der MHC-Klasse-| APM TAP1, TAP2
und Tapasin wurde in den MSC mittels ,Echt-Zeit*-PCR und Western Blot analysiert. TAP1,
TAP2 und Tapasin wurden von den primaren MSC auf mRNS-Ebene schwach exprimiert,
wohingegen in den immortalisierten MSC L87 und V54-2 eine starke mRNS-Expression
dieser Moleklle detektiert wurde (Abb. 4.3). Auch auf Proteinebene wiesen die
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immortalisierten MSC eine starkere Proteinexpression von TAP1 und TAP2 im Vergleich zu
den primaren MSC auf. Im Vergleich zu den MSC der beiden gesunden Spender D17 und
D39 wurde in den primaren MSC der elf kranken Spender eine heterogene
Proteinexpression von TAP1, TAP2 und Tapasin detektiert. Wahrend die Proteinexpression
von TAP1 und TAP2 in einigen MSC kranker Spender (z.B. in MSCP91, D24, D25, D26, D55
und D66) mit der Proteinexpression dieser Molekile in den MSC der gesunden Spender D17
und D39 vergleichbar war, so wurde in den MSC der kranken Spender D38, D53 und D77
eine vergleichsweise starke Proteinexpression von TAP1 und TAP2 detektiert. Die
Proteinexpression von Tapasin verhielt sich ebenfalls heterogen. Die MSC-Linien L87 und
V54-2 sowie die primaren MSC der kranken Spender D2, D38, D77 und D83 wiesen eine
relativ starke Tapasin-Proteinexpression auf. Im Gegensatz dazu zeichneten sich die MSC
der Ubrigen kranken und gesunden Spender durch eine marginale Proteinexpression dieses
Molekuls aus.

In den meisten Fallen wurde eine koordinierte Proteinexpression von TAP1, TAP2 und
Tapasin detektiert. So wurde in den immortalisierten MSC L87 und V54-2 als auch in den
primaren MSC der kranken Spender D38, D53 und D77 eine relativ starke Proteinexpression
dieser Molekile gemessen, wahrend beispielsweise die MSC der kranken Spender
MSCP91, D24, D25 und D26 sowie die MSC der gesunden Spender D17 und D39 eine
schwache Proteinexpression dieser Molekdle zeigten.
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Interessanterweise zeichneten sich die primaren MSC der elf Spender mit malignen
Erkrankungen bzw. einer Infektion des Knochenmarks durch eine sehr heterogene
Proteinexpression der MHC-Klasse-l APM Komponenten aus. Hingegen war das
Proteinexpressionslevel dieser Molekile innerhalb der beiden immortalisierten MSC-Linien
sowie in den primdren MSC der zwei gesunden Spender anndhernd gleich. Diese
Ergebnisse lieBen vermuten, dass sich primare MSC kranker Spender generell durch eine
heterogene Expression der MHC-Klasse-l APM Molekile von primaren MSC gesunder
Spender unterscheiden. Zur Uberpriffung dieser Hypothese wurde die Expression der
genannten Molekile in fanf weiteren primaren MSC gesunder Spender (MSC 105 -
MSC 126, Tab. 2.3) untersucht. Um vergleichende Aussagen treffen zu kdnnen, wurden die
immortalisierten MSC L87 und V54-2 als Kontrollen mitgeflhrt.

Im Gegensatz zu den MSC kranker Spender wurde in den primaren MSC der gesunden
Personen MSC 105 - MSC 126 sowohl fir HC als auch fir B,-MG eine relativ homogene
mRNS- und Proteinexpression detektiert (Abb. 4.4). Die MSC 105 - 126 wiesen eine nahezu
gleich starke Proteinexpression wie L87 und V54-2 auf. Da die MSC der Spender MSC 105 —
MSC 126 als Zellpellets zur Verfiigung standen, konnte die Expression des MHC-Klasse-I
Molekdls auf der Oberflache dieser Zellen nicht untersucht werden.

2 Abb. 4.4: Expression der schweren und
leichten Kette des MHC-Klasse-l
Molekiils in primaren MSC gesunder
Spender sowie in immortalisierten MSC.
Grafisch dargestellt ist relative mMRNS-
Expression der schweren Kette des MHC-
Klasse-I Molekiils (HC) (oben) und der

0 - leichten Kette des MHC-Klasse-1 Molekdls
43 kDa ———- P - C Bo-Mikroglobulin -~ (B-MG)  (unten) der
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- U
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Auch TAP1 wurde von den primaren MSC der finf gesunden Spender MSC 105 - MSC 126
im Vergleich zu den primaren MSC der kranken Spender sowohl auf mRNS als auch auf
Proteinebene relativ homogen exprimiert (Abb. 4.5). Das mRNS-Expressionsniveau von
TAP2 der primaren MSC gesunder Spender dhnelte dem mRNS-Expressionsniveau dieses
Molekdils in primaren MSC kranker Spender: die immortalisierten MSC L87 und V54-2
zeichneten sich durch eine relativ starke mRNS-Expression von den primaren MSC der
gesunden Spender MSC 105 - 106 ab. Auf Proteinebene wurde wiederum eine im Vergleich
zu den primaren MSC der kranken Spender relativ homogene TAP2 Expression detektiert.
Tapasin wurde im Gegensatz zu den primaren MSC der kranken Spender auf mRNS-Ebene
relativ. homogen exprimiert, d.h. fur die primdren MSC gesunder Spender und fir die
immortalisierten MSC L87 und V54-2 konnte ein ahnliches Expressionslevel gemessen
werden. Wahrend in den MSC kranker Spender eine heterogene Proteinexpression von
Tapasin nachgewiesen wurde, so konnte in den MSC der gesunden Spender MSC 105 -
MSC 126 nur eine, im Vergleich zu den immortalisierten MSC L87 und V54-2, marginale
Proteinexpression dieses Molekuls detektiert werden.

Zusammenfassend konnte in MSC kranker Spender eine sehr heterogene Expression von
MHC-Klasse-I APM Molekilen detektiert werden, wahrend sich die MSC gesunder Spender
durch eine relativ. homogene Expression dieser Komponenten auszeichneten. Somit
bestétigen die Expressionsstudien von MHC-Klasse-I APM Molekilen in primaren MSC der
gesunden Spender MSC 105 - MSC 126 die oben genannte Hypothese. Demnach scheinen
sich MSC gesunder und kranker Spender sehr stark in ihrer Immunogenitdt zu
unterscheiden.
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4.1.2. Expression wichtiger Komponenten der MHC-Klasse-l APM in
undifferenzierten und differenzierten MSC

Es sollte untersucht werden in wie weit sich die Proteinexpression der APM-Molekulle nach
der Differenzierung von primaren MSC verandert. Daftr wurden 13 primare MSC (MSCP91 -
D83, Tab. 2.3) in adipogene und osteogene Richtung differenziert (3.4.1.).

Bei den MSC D39, D77 und D83 wurde nach einer ein- bis zweiwdchigen Inkubation in
adipogenem bzw. osteogenem Differenzierungsmedium ein Ablésen vom Flaschenboden
beobachtet. Die primaren MSC von zehn Spendern (MSCP91, D2, D17, D24, D25, D26,
D38, D53, D55 und D66) konnten erfolgreich differenziert werden. Die osteogene
Differenzierung dieser MSC konnte durch die Proteinexpression des Osteogenesemarkers
alkalische Phosphatase (AP) im Western Blot gezeigt werden. Eine Differenzierung der MSC
in Adipozyten wurde anhand der Proteinexpression des Adipogenesemarkers ,adipocyte
fatty acid binding protein“ (AFABP) nachgewiesen (Abb. 4.6). In den adipogen differenzierten
Zellen wurde auch die Proteinexpression der AP detektiert.

Waéhrend die undifferenzierten MSC eine spindelférmige Zellmorphologie aufwiesen, konnte
in osteogen differenzierten MSC eine Veranderung der Zellmorphologie und in adipogen
differenzierten MSC die Bildung von Lipidtrépfchen beobachtet werden (Abb. 4.6.).

95 kDa 1\

25 kDal T FABP
42 kD2 " -\ 0

undifferenziert  osteogen adipogen

Abb. 4.6: Differenzierung von priméaren MSC.

Die primaren MSC von zehn Spendern (MSCP91, D2, D17, D24, D25, D26, D38, D53, D55 und D66)
wurden nach einer 3- bis 4-wdchigen Inkubation in osteogenem bzw. adipogenem
Differenzierungsmedium (2.8.4.1.) hinsichtlich ihrer Zellmorphologie und Proteinexpression von
Differenzierungsmarkern lichtmikroskopisch und mittels Western Blot anaylsiert. Oben: Gezeigt sind
lichtmikroskopische Aufnahmen von undifferenzierten (VergréBerung: 100-fach), osteogen
(VergréBerung: 200-fach) und adipogen (VergréBerung: 630-fach) differenzierten primaren MSC.
Unten: Proteinexpression des Osteogenese-Markers Alkalische Phosphatase (AP), des Adipogenese-
Markers adipocyte fatty acid binding protein (AFAPB) sowie des Standardproteins B-Aktin in
undifferenzierten, osteogen und adipogen differenzierten MSC. Es wurden 30 ug Gesamtprotein
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel von zehn unabhéngigen
Versuchen.
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Die Proteinexpression wichtiger APM-Komponenten wurde in den primaren MSC der oben
genannten zehn Spender im undifferenzierten Zustand bzw. nach osteogener und
adipogener Differenzierung mittels Western Blot analysiert.

Im Vergleich zu ihrem undifferenzierten Zustand wiesen die MSC mancher Spender eine
erhdhte, konstante oder verringerte Expression der MHC-Klasse-l APM Komponenten nach
osteogener und/oder adipogener Differenzierung auf. In der Abbildung 4.7 ist jeweils ein
exemplarisches Beispiel einer erhdhten, konstanten und verringerten Expression des
jeweiligen MolekUls dargestellt. Die Mehrheit der differenzierten MSC zeichnete sich durch
eine erhdhte Expression der MHC-Klasse-l APM Komponenten im Vergleich zum
undifferenzierten Status aus. Wie in der Abb. 4.7A dargestellt ist, wurde in sieben von zehn
MSC (D17, D24, D26, D38, D53, D55 und D66) eine Hochregulation von HC nach der
Differenzierung detektiert, wohingegen die MSC der Spender MSCP91 und D25 eine
verringerte Expression nach der Differenzierung aufwiesen. Die MSC des Spenders D2
zeichneten sich sowohl vor als auch nach der Differenzierung durch eine homogene
Expression von HC aus. Eine erhdhte Expression von B,-MG wurde in acht von zehn MSC
(D2, D17, D24, D26, D38, D53, D55 und D66) nach der Differenzierung detektiert. Wahrend
sich die MSC des Spenders MSCP91 durch eine verringerte B.-MG-Expression nach der
Differenzierung auszeichneten, wurde in den MSC des Spenders D2 eine konstante B,-MG-
Expression im undifferenzierten und differenzierten Status detektiert (Abb. 4.7B). Die
Expression von TAP1 erhéhte sich in finf von zehn MSC (D17, D25, D53, D55 und D66)
nach der Differenzierung. Eine Verringerung der TAP1-Expression nach der Differenzierung
konnte in drei von zehn MSC (D2, D24 und D26) detektiert werden. In zwei von zehn MSC
(MSCP91 und D38) wurde eine konstante TAP1-Expression beobachtet (Abb. 4.7C). Ahnlich
wie TAP1 wurde auch TAP2 in finf von zehn MSC (MSCP91, D17, D24, D53 und D55) nach
der Differenzierung verstéarkt, in zwei von zehn MSC (D2 und D66) verringert und in drei von
zehn MSC (D25, D26 und D38) konstant exprimiert (Abb. 4.7D). Auch Tapasin wurde nach
der Differenzierung in funf von zehn MSC (MSCP91, D2, D17, D24 und D25) starker
exprimiert, wahrend sich die MSC der Spender D26, D53, D55 und D66 durch eine
verringerte Expression von Tapasin auszeichneten. In den MSC des Spenders D38 wurde
nach der Differenzierung eine verringerte Tapasin-Expression detektiert (Abb. 4.7E).
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Abb.: 4.7: Repréasentative Proteinexpression wichtiger MHC-Klasse-l APM-Komponenten in
undifferenzierten und differenzierten primaren MSC.

Dargestellt ist die Proteinexpression der schweren Kette (HC) (A), der leichten Kette B.-Mikroglobulin
(B2-MG) (B) des MHC-Klasse-I Molekiils sowie von TAP1 (C), TAP2 (D) und Tapasin (TAPS) (E) in
undifferenzierten (u), osteogen (o) und adipogen (a) differenzierten primaren MSC. Pro MHC-Klasse-|
APM Molekul ist jeweils ein reprasentatives Beispiel einer erhéhten (1), konstanten (—) bzw.
verringerten (]) Expression nach der osteogenen und/oder adipogenen Differenzierung gezeigt.
Neben den Pfeilen ist jeweils angegeben, in wie vielen MSC-Spendern (von insgesamt zehn) eine
erhdhte, konstante bzw. verringerte Expression der jeweiligen Molekille nach der Differenzierung
detektiert wurde.

4.1.3. Expression der costimulatorischen Molekiile B7-H1 - H4 in MSC

Die Expression von B7-H1 - H4 in MSC wurde auf mMRNS-Ebene mittels ,Echt-Zeit“-PCR und
auf der Zelloberflache mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht. Daflir standen priméare
MSC von zwei gesunden Spendern (D17 und D39, Tab. 2.3), von elf kranken Spendern
(MSCP91 - 83, Tab. 2.3) sowie von zwei immortalisierten MSC (L87 und V54-2, Tab. 2.2) zur
Verflgung.

Aufféllig war die im Vergleich zu den primaren MSC hohe B7-H1-mRNS-Expression der
immortalisierten MSC L87 und V54-2. Diese starke B7-H1-mRNS-Expression korrelierte mit
der hohen Expression des Moleklls auf der Zelloberflache der immortalisierten MSC, was in
der Abbildung 4.8A exemplarisch fur L87 gezeigt ist. Die niedrig B7-H1 mRNS-
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exprimierenden  primaren MSC  hingegen  wiesen eine  geringe  B7-H1-
Zelloberflachenexpression auf, was exemplarisch fir die MSC des gesunden Spenders D17
und des kranken Spenders D38 in der Abbildung 4.8A dargestellt ist. Bezogen auf die
Isotypkontrollen (IK) wurden fir die beiden MSC gesunder Spender folgende mittlere B7-H1
Fluoreszenzintensitaten gemessen: D17 (MFI = 1,8 £ 0,4) und D39 (MFI = 1,4 + 0,2). Die
MFI-Werte (B7-H1/IK) der MSC kranker Spender ergaben einen Mittelwert von 2,0 £ 0,5 (n =
10), wobei die MSC des Spenders D83 mit einem MFI-Wert (B7-H3/IK) von 1,3 + 0,3 die
geringste und die MSC des Spenders MSCP91 mit einem MFI-Wert (B7-H3/IK) von 3,2 £ 0,6
die héchste B7-H1-Expression aufwiesen. Die B7-H1-Expression der MSC kranker Spender
war somit gegenlber der B7-H1i-Expression gesunder Spender leicht erhdht. Die
immortalisierten MSC wiesen eine MFI der B7-H1/IK-Expression von 6,3 + 1,4 (L87) und
7,8 £ 2,2 (V54-2) auf, was wie bereits erwahnt mit der erhéhten mRNS-Expression von
B7-H1 im Vergleich zu den primaren MSC korrelierte. Auch das costimulatorische Molekul
B7-H2 wurde auf mRNS-Ebene von den immortalisierten MSC L87 und V54-2 relativ stark
exprimiert, wohingegen die primaren MSC eine weitaus geringere mMRNS-Expression des
Molekulls aufwiesen (Abb. 4.8B). Auf der Zelloberflache von L87 und V54-2 wurde eine
geringe B7-H2 Proteinexpression gemessen: MFI B7-H1/IK = 1,9 £ 0,2 (L87) bzw. 2,1 £ 0,5
(V54-2), was exemplarisch fir L87 in der Abb. 4.8B dargestellt ist. In keiner primaren MSC
konnte B7-H2 auf der Zelloberflache detektiert werden (MFI B7-H1/IK = 1), was am Beispiel
von D17 und D38 in Abbildung 4.8B zu sehen ist.
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Abb. 4.8: Expression von B7-H1 und B7-H2 auf mRNS- und Proteinebene in priméaren und
immortalisierten MSC.

Grafisch dargestellt ist die relative mRNS-Expression von B7-H1 (A) und B7-H2 (B) der priméren
(MSCP91 - D83) sowie der immortalisierten MSC L87 und V54-2. Die Fehlerbalken
(Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben sich aus drei analysierten cDNS pro ,Echt-Zeit“-PCR
Experiment, exemplarisch ist hier ein reprasentatives Beispiel von drei unabhéngigen ,Echt-Zeit"-
PCR-Experimenten gezeigt. Darunter sind die kombinierten Fluoreszenzhistogramme der
Phycoerythrin (PE)-konjugierten unspezifischen Isotypkontrolle (IK) (grau) und des spezifischen PE-
konjugierten Antikérpers gegen B7-H1 (A) bzw. B7-H2 (B) (weiB3) von primaren MSC des gesunden
Spenders (g) D17 (oben), des kranken Spenders (k) D38 (mittig) und der immortalisierten MSC L87
(unten) dargestellt. Die Werte der mittlere Fluoreszenzintensitéat (MFI) von B7-H1 (A) bzw. B7-H2 (B),
der IK sowie deren Quotient sind im Histogramm angegeben. Es ist jeweils ein reprasentatives
Beispiel von drei unabhangigen Messungen gezeigt. x-Achse: logarithmische mittlere
Fluoreszenzintensitat (log MFI).
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Im Vergleich zu den immortalisierten MSC L87 und V54-2 wurde die mRNS von B7-H3 in
den primaren MSC nahezu gleichermaBen stark exprimiert (Abb. 4.9). Die Expression von

B7-H3 auf der Zelloberflache verhielt sich sehr heterogen, so wurden fur die primaren MSC
gesunder Spender folgende B7-H3/IK MFI-Werte gemessen: 6,3 = 1,7 (D17) und 17 £ 3,6
(D39), was exemplarisch fir D17 in der Abb. 4.9 dargestellt ist. Die MFI-Werte (B7-H3/IK)
der MSC kranker Spender ergaben einen Mittelwert von 9,6 + 2,3 (n = 10), wobei die MSC
des Spenders D25 mit einem MFI-Wert (B7-H3/IK) von 1,4 £ 0,2 die geringste und die MSC
des Spenders D38 mit einem MFI-Wert (B7-H3/IK) von 48 + 3,6 die hbéchste B7-H3-
Expression aufwiesen. Die Expression von B7-H3 auf der Zelloberflache primarer MSC

kranker Spender ist exemplarisch fir D38 in der Abb. 4.9 gezeigt. Fir die immortalisierten
MSC wurden folgende MFI-Werte (B7-H3/IK) detektiert: 10,5 + 2,3 (L87) und 13,3 + 3,1
(V54-2), was exemplarisch fir L87 in der Abb. 4.9 zu sehen ist.
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Abb. 4.9: Expression von B7-H3 auf
mRNS- und Proteinebene in
primaren und immortalisierten MSC.
Grafisch dargestellt ist die relative
mRNS-Expression von B7-H3 der
primdren (MSCP91 - D83) sowie der
immortalisierten MSC L87 und V54-2.
Die Fehlerbalken (Standardabweichung
vom Mittelwert) ergeben sich aus drei
analysierten cDNS pro ,Echt-Zeit-PCR
Experiment, exemplarisch ist hier ein
reprasentatives  Beispiel von drei
unabhangigen ~Echt-Zeit-PCR-
Experimenten gezeigt. Darunter sind die
kombinierten Fluoreszenzhistogramme

der Phycoerythrin  (PE)-konjugierten
unspezifischen  Isotypkontrolle  (IK)
(grau) und des spezifischen PE-

konjugierten Antikérpers gegen B7-H3
(weiB) von primdren MSC des
gesunden Spenders (g) D17 (oben),
des kranken Spenders (k) D38 (mitte)

und der immortalisierten MSC L87
(unten) dargestellt. Die Werte der
mittleren  Fluoreszenzintensitat (MFI)

von B7-H3, der IK sowie deren Quotient
sind im Histogramm angegeben. Es ist
jeweils ein reprasentatives Beispiel von
drei unabhéangigen Messungen gezeigt.
x-Achse: logarithmische mittlere
Fluoreszenzintensitat (log MFI).
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Die Transkription von B7-H4-mRNS konnte mittels RT-PCR in keiner MSC detektiert werden.
Als Positivkontrolle diente die cDNS einer mit B7-H4 transfizierten Melanomzelllinie, in
welcher die mRNS-Expression von B7-H4 nachgewiesen werden konnte (nicht gezeigt).

41.4. Analyse der immunmodulatorischen Funktion der B7-H3-
Zelloberflachenexpression auf MSC

Innerhalb der Expressionsanalyse der costimulatorischen Molekule B7-H1 - H4 in MSC war
besonders die starke Expression von B7-H3 auffdllig. In wie weit die B7-H3-
Zelloberflachenexpression auf MSC die Immunantwort von T- und NK-Zellen beeinflusst
wurde bisher noch nicht untersucht.

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung des Molekils in MSC sollte die B7-H3-
Expression durch siRNS-Behandlung in den primaren MSC des gesunden Spenders D17,
des kranken Spenders D38 und in den immortalisierten MSC L87 herab reguliert werden.
Dafur wurden zun&chst drei verschiedene spezifisch gegen B7-H3 gerichtete siRNS, im
Folgenden mit (1), (2) und (3) bezeichnet (Tab. 2.4), an den immortalisierten MSC L87
getestet. Die L87-Zellen wurden wie unter 3.6. beschrieben mit den siRNS (1), (2) bzw. (3)
und mit den siRNS Kontrollen (Tab. 2.4) transfiziert. Die Effizienz der Transfektionen wurde
durchflusszytometrisch gemessen und lag zwischen 84 und 87 %. Die Expression von B7-H3
auf der Zelloberflache unbehandelter und transfizierter L87-Zellen wurde ebenfalls
durchflusszytometrisch bestimmt. Der MFI-Mittelwert (B7-H3/IK) unbehandelter und mit der
siRNS Kontrolle behandelter L87-Zellen lag bei 64,7 + 4,4. Nach Transfektion der L87-Zellen
mit den spezifischen siRNS ergaben sich folgende MFI-Werte (B7-H3/IK): 10,3 nach
Transfektion mit siRNS (1); 8,1 nach Transfektion mit siRNS (2) und 10,5 nach Transfektion
mit siRNS (3). Die B7-H3-Zelloberflachenexpression der L87-Zellen wurde mit der siRNS (2)
am starksten herab reguliert (von 100 auf 12,5 %). Die B7-H3-Expression der L87-Zellen
wurde durch die Transfektion mit den siRNS Kontrollen nicht beeinflusst.

Die spezifisch gegen B7-H3 gerichtete siRNS (2), im Folgenden als B7-H3 siRNS
bezeichnet, wurde zur Transfektion der primaren MSC des gesunden Spenders D17, des
kranken Spenders D38 und der immortalisierten MSC L87 verwendet. Nach der siRNS-
Behandlung wurde die Expression von B7-H3 auf mRNS-Ebene mittels ,Echt-Zeit“-PCR und
auf Proteinebene mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. In den mit B7-H3 siRNS
transfizierten MSC wurde die B7-H3-mRNS-Expression von 100 % auf 20-30 % herab
reguliert. Die Zelloberflachenexpression von B7-H3 konnte nach der B7-H3 siRNS-
Behandlung der MSC von 100 % auf 10-15 % gesenkt werden. Die Expression von MHC-
Klasse-I Molekulen auf der Zelloberflache der MSC wurde durch die Transfektionen nicht
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beeinflusst. Diese Ergebnisse sind exemplarisch fir die immortalisierten MSC L87 in der
Abb. 4.10 dargestellt.
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Abb. 4.10: Expression von B7-H3 und MHC-Klasse-l L87 nach siRNS-Behandlung.

A - Dargestellt ist die relative B7-H3-mRNS-Expression unbehandelter, mit der siRNS Kontrolle und
mit B7-H3 spezifischer siRNS behandelter L87 Zellen. Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom
Mittelwert) ergeben sich aus drei analysierten cDNS pro ,Echt-Zeit“-PCR Experiment, exemplarisch ist
hier ein reprasentatives Beispiel von drei unabhangigen ,Echt-Zeit*-PCR-Experimenten gezeigt. B -
Dargestellt sind die kombinierten Fluoreszenzhistogramme der Phycoerythrin (PE)-konjugierten
Isotypkontrolle (IK) (grau) und des PE-konjugierten B7-H3 bzw. HLA-ABC (MHC-I) Antikdrpers (weiB)
unbehandelter (schwarze Linie), mit der siRNS Kontrolle behandelter (blaue Linie) sowie mit der
spezifischen B7-H3 siRNS behandelter (rote Linie) L87-Zellen. Die Werte der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) von IK, B7-H3 und MHC-I sind im Histogramm angegeben. x-Achse:
logarithmische mittlere Fluoreszenzintensitat (log MFI).

4.1.4.1. Untersuchung der funktionellen Bedeutung von B7-H3 fiir die Lyse von
MSC durch zytotoxische T-Lymphozyten

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung von B7-H3 fur die ZTL-vermittelte Lyse von
MSC wurde die B7-H3-Zelloberflachenexpression der primaren MSC D38 und der
immortalisierten MSC L87 mittels siRNS von 100 % auf 10 - 12 % verringert. Eine durch die
Transfektion veranderte Expression von MHC-Klasse-| Molekllen auf der Zelloberflache der
MSC konnte durchflusszytometrisch ausgeschlossen werden. Die MSC wurden mit
100 pCu *'Cr markiert und anschlieBend mit ,melanoma-associated antigen recognized by
T cells 1% (MART1)-spezifischen positiven ZTL in verschiedenen Effektor:Target-
Verhéltnissen (40:1 bis 1,25:1) far 4 h kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Messung der
spezifischen Lyse der MSC mit Hilfe des Chromfreisetzungsversuchs (3.11.) Die
zytotoxischen Eigenschaften der verwendeten MART1-spezifischen ZTL wurden durch
Cokulturen mit MART1-gepulsten HLA-A2 positiven Tumorzellen (Positivkontrolle) und mit
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Tyrosinase-gepulsten HLA-A2 positiven Tumorzellen (Negativkontrolle) Gberprift. Es handelt

sich hierbei um Tumorzellen, die mit den Antigenen MART1 bzw. Tyrosinase behandelt

wurden. Diese Antigene werden den ZTL auf MHC-Klasse-|I Molekiilen prasentiert (Dagmar

Quant, persoénliche Mitteilung). Die MART1- und Tyrosinase-gepulsten Tumorzellen sowie

die MART1-spezifischen ZTL wurden freundlicherweise von Frau Dagmar Quant (Institut fur

Medizinische Immunologie, Halle) zur Verfigung gestellt. In der Abb. 4.11 sind die

Ergebnisse des Chromfreisetzungsversuchs dargestellit.
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Abb. 4.11: ZTL-vermittelte Lyse von MSC.

Dargestellt ist die prozentuale ZTL-vermittelte
Lyse von mit B7-H3 siRNS (rote Linie) und mit
siRNS Kontrolle (schwarze Linie) behandelten
primdren MSC des Spenders D38 und
immortalisierten MSC L87 sowie von MART1-
gepulsten (MART) und Tyrosinase-gepulsten

(Negativkontrolle) Tumorzellen Zu
unterschiedlichen Effektor:Target Verhéltnissen
(Effektor:Target). Die Fehlerbalken

(Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben
sich aus drei Messungen. Es ist jeweils ein
exemplarisches Beispiel von zwei unabhangigen
Experimenten gezeigt.
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Von den MART1-gepulsten Tumorzellen (Positivkontrolle) wurden maximal 80 % durch die
ZTL lysiert. Die ZTL-vermittelte Lyse der Tyrosinase-gepulsten Tumorzellen
(Negativkontrolle) lag unter 1 %. Im Vergleich zur Positivkontrolle wurden die MSC D38 und
L87 nur marginal von den ZTL lysiert. Von den MSC, die mit der siRNS-Kontrolle bzw. mit
der B7-H3 siRNS transfiziert wurden, wurden maximal 4 - 5% durch die ZTL lysiert. Mit
abnehmendem Effektor:Target Verhaltnis verringerte sich die ZTL-vermittelte Lyse der MSC
auf 0 - 1 %. Die Unterschiede der ZTL-vermittelten Lyse von D38 sowie L87 lagen nach
Transfektion mit der siRNS Kontrolle bzw. mit B7-H3 siRNS jeweils unter 2 %. Die
verringerte B7-H3-Zelloberflachenexpression hatte somit keinen Einfluss auf die ZTL-
vermittelte Lyse der MSC.

4.1.4.2. Untersuchung der funktionellen Bedeutung von B7-H3 fiir die Lyse von
MSC durch NK-Zellen

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung von B7-H3 fiir die NK-Zell-vermittelte Lyse
von MSC wurde zunédchst die Lyse von sieben verschiedenen primaren MSC und von
immortalisierten MSC L87 durch NK-Zellen gemessen. AnschlieBend sollten einige MSC fir
die B7-H3 siRNS-Transfektion und weitere Zytotoxizitdtsexperimente mit NK-Zellen
ausgewahlt werden. Als Effektoren kamen frisch isolierte, mit IL-2 aktivierte NK-Zellen (3.10.)
von drei verschiedenen Spendern zum Einsatz. Die Reinheit der NK-Zellen wurde
durchflusszytometrisch Gberprift. 95 - 98 % der isolierten NK-Zellen wiesen einen NK-Zell-
typischen Phanotyp auf: CD3"/ CD4", CD3 / CD56*, CD3 / CD16", CD56* / CD16*, CD19 "/
CD14).

Die mit 100 puCu *'Cr markierten primaren MSC der gesunden Spender D17 und D39, der
kranken Spender D38, D53, D66, D77 und D83 sowie die immortalisierten MSC L87 wurden
mit frisch isolierten und aktivierten NK-Zellen von drei unabh&ngigen Spendern in
verschiedenen Effektor:Target-Verhéltnissen (20:1 bis 0,625:1) fur 4 h kultiviert und die NK-
Zell-spezifische Lyse mittels Chromfreisetzung gemessen (3.11.).

Alle MSC wurden von den NK-Zellen der verschiedenen Spender lysiert (Abb. nicht gezeigt).
Die Werte der maximalen Lyse lagen bei einem Effektor:Target Verhéltnis von 20:1 im
Bereich von 40 - 95%. Mit abnehmendem Effektor:Target Verhéltnis (auf 0,625:1)
verringerte sich die ZTL-vermittelte Lyse der MSC auf 5 - 30 %. Auffallig waren die im
Vergleich zu den immortalisierten MSC L87 hohen spontanen Lyseraten der primaren MSC
(L87 < 10 %, primare MSC 17 - 33 %). Aufgrund hoher spontaner Lyseraten (> 20 %) der
primaren MSC D53, D66, D77 und D83 wurden flr weitere Zytotoxizitatsexperimente die
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primaren MSC des gesunden Spenders D17 und des kranken Spenders D38 (spontane Lyse
< 20 %) sowie die immortalisierten MSC L87 ausgewahlt.

Die B7-H3-Zelloberflachenexpression dieser Zellen wurde durch siRNS-Transfektion von
100 % auf 10 - 12% herab reguliert. Eine durch die Transfektion verénderte
Zelloberflachenexpression von MHC-Klasse-l Molekilen auf den MSC konnte
durchflusszytometrisch ausgeschlossen werden. Die MSC wurden mit 100 pCu *'Cr markiert
und fir 4 h mit frisch isolierten und aktivierten NK-Zellen von drei Spendern inkubiert.
AnschlieBend wurde die NK-Zell-vermittelte Lyse der MSC mit Hilfe des
Chromfreisetzungsversuchs gemessen (3.11.).

In der Abbildung 4.12A sind die prozentualen NK-Zell-vermittelten Lyseraten der priméren
MSC D17 und D38 sowie der immortalisierten MSC L87 durch frisch isolierte aktivierte NK-
Zellen von drei Spendern dargestellt. Wahrend die Werte der maximalen Lyse der priméren
MSC des gesunden Spenders D17 im Bereich von 40 - 60 % lagen, betrug die maximale
Lyse der primaren MSC des kranken Spenders D38 55 - 75 %. Von den immortalisierten
MSC L87 wurden maximal 55 - 65 % lysiert. Wiederum konnte mit abnehmendem
Effektor:Target Verhaltnis (10:1 auf 0,625:1) eine Verringerung der ZTL-vermittelten Lyse der
MSC auf 8 - 23 % (D17), auf 18 - 25 % (D38) und auf 15 - 30 % (L87) gemessen werden.
Interessanterweise wurden die mit B7-H3 siRNS transfizierten MSC stérker durch die NK-
Zellen lysiert als die MSC nach der siRNS Kontroll-Behandlung, was in der Abbildung 4.12B
exemplarisch fur das Effektor:Target Verhaltnis 5:1 gezeigt ist. Im Vergleich zu den MSC,
welche mit der siRNS Kontrolle transfiziert wurden, erhéhte sich die NK-Zell-vermittelte
prozentuale Lyse nach der B7-H3 siRNS-Behandlung von D17 um 33 %, von D38 um 11 %
und von L87 um 15 %.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Herabregulation der B7-H3-
Zelloberflachenexpression von 100 % auf 10 - 12 % zur Erhéhung der NK-Zell-vermittelten
Lyse der MSC D17, D38 und L87 um 11 - 33 % fuhrte.
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Abb. 4.12: NK-Zell-vermittelte Lyse von MSC.
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A - Dargestellt ist die prozentuale NK-Zell-vermittelte Lyse von primaren MSC des gesunden

Spenders D17 und des kranken Spenders D38 sowie von

immortalisierten

MSC L87 zu

unterschiedlichen Effektor:Target Verhéltnissen (Effektor:Target). Als Effektoren wurden NK-Zellen
verwendet, welche von drei unabh&ngigen Spendern, wie unter 3.9. und 3.10. beschrieben, isoliert
und mit IL-2 aktiviert wurden. Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben sich
aus drei Messungen. B — Gezeigt ist die prozentuale NK-Zell-vermittelte Lyse von mit siRNS Kontrolle
(weiBer Balken) und mit B7-H3 siRNS (schwarzer Balken) behandelten primaren MSC des gesunden
Spenders D17 und des kranken Spenders D38 sowie immortalisierten MSC L87 im Effektor:Target
Verhaltnis von 5:1. Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben sich aus den
Messungen der Lyse von MSC unter Verwendung der NK-Zellen von drei unabhangigen Spendern.
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4.1.5. Expression des immunsuppressiven nicht-klassischen MHC-Klasse-I
Molekiils HLA-G in MSC

Die Immunantwort von T-Zellen und NK-Zellen wird durch u.a. durch das immunsuppressive
Molekldl HLA-G beeinflusst. Wie bereits unter 1.1. beschrieben, inhibiert HLA-G die
zytotxische Aktivitdt von T- und NK-Zellen und wird deshalb als ,immunsuppressiv*
bezeichnet. Die Expression von HLA-G auf MSC kénnte somit ein Grund fir deren
Immunsuppressivitat darstellen.

Vor diesem Hintergrund sollte innerhalb der vorliegenden Arbeit die mRNS- und
Proteinexpression von HLA-G in MSC mittels RT-PCR, Western Blot und
Durchflusszytometrie untersucht werden. Dafiir standen die primaren MSC von 13 Spendern
(MSCP91 - D83, Tab. 2.3) und die immortalisierten MSC L87 und V54-2 (Tab. 2.2) zur
Verfigung. Fur die Amplifikation der flnf verschiedenen Isoformen des HLA-G Molekils
(HLA-G1 - G5) wurden pan-spezifische Primer verwendet.

Wie in Abb. 4.13A zu sehen ist, konnte die mMRNS-Expression der HLA-G Isoform 1 bzw. 5 in
D53 detektiert werden. Die mRNS-Expression weiterer Isoformen wurde nicht
nachgewiesen. Trotz Erhéhung der PCR-Zykluszahl von 35 auf 45 konnte in den Ubrigen
MSC keine HLA-G-mRNS Expression detektiert werden. Eine HLA-G-Proteinexpression von
D53 konnte weder mittels Western Blot (Abb. 4.13B) noch mit Hilfe der Durchflusszytometrie
(Abb. 4.13C) detektiert werden. Als Positivkontrolle diente die Chorionkarzinomzelllinie
JEG-3, deren HLA-G-Proteinexpression sowohl im Western Blot als auch
durchflusszytometrisch nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.13B, C).

66



4 Ergebnisse

980 Bp ' HLA-G1/5  39kDa  WEHLA-G1/5
HLA-G2/4
42 kDa S— G-Aktin
430 Bp, : HLA-G3 —
230 B et e - - - 3-ALN P §<,C°'
D A D O DD DD DA DA D
O T I I FIFFS PP
&
C o D53 o JEG-3
2 8
= K =38
K| 89 HLA-G=37 24 IK=4,1
3 o o] MHLA-G = 17,44
< T
& &
o o

100 10" 102 103 10?4 109 10" 102 10° 10?4

log MFI

Abb. 4.13: Expression von HLA-G auf mRNS- und Proteinebene in MSC.

A - Dargestellt ist ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender HLA-G Amplikons der 15
primaren MSC. Sichtbar sind die Amplikons HLA-G1 bzw. HLA-G5 mit einer GréBe von ~1000 Bp
(oben). Unterhalb ist ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender 3-Aktin Amplikons mit einer
GréBe von 239 Bp gezeigt. B - Dargestellt ist die Expression von HLA-G1/5 in D53 und JEG-3 auf
Proteinebene im Western Blot unter Verwendung des HLA-G spezifischen Antikdrpers MEM-G/1,
welcher die denaturierte schwere Kette des HLA-G Molekils erkennt. Die Expression des
Standardproteins B-Aktin ist unter dem Western Blot gezeigt. Es wurden 30 ug Gesamtprotein
gelelektrophoretisch aufgetrennt. C — Gezeigt sind die kombinierten Fluoreszenzhistogramme der
Fluorescein-isothiocyanat (FITC)-konjugierten Isotypkontrolle (IK) (grau) und des FITC-konjugierten
sekundaren Antikdrpers gegen HLA-G (MEM-G/9) (weiB) von D53 und JEG-3. Der Antikérper
MEM-G9 erkennt die native Form von HLA-G auf der Zelloberflache. Die Werte der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) von IK und HLA-G sind im Histogramm angegeben. Es ist jeweils ein
reprasentatives Beispiel von drei unabh&ngigen Experimenten gezeigt. x-Achse: logarithmische
mittlere Fluoreszenzintensitat (log MFI).

Mit Ausnahme von D53 wurde in keiner der untersuchten MSC die Expression von HLA-G
auf mRNS-Ebene detektiert. Eine geringe bzw. fehlende mRNS-Expression eines Molekdls
kann in verschiedenen Regulationsmechanismen begriindet sein. Neben der Acetylierung
von Histonen gehért auch die Methylierung der DNS zu den epigenetischen
Regulationsmechanismen. Durch eine DNS-Methylierung kann unter Umstanden die
Transkription von Genen abgeschaltet werden (Christman et al., 2002).

Mit Hilfe des Programms ,MethPrimer* (http://www.urogene.org/methprimer/) wurde die
DNS-Sequenz des HLA-G Gens auf Bereiche hin analysiert, die einen CpG-Anteil von Uber
50 % aufweisen (CpG-Insel). linnerhalb der ersten 1000 Bp der DNS-Sequenz des HLA-G
Gens konnte eine CpG-Insel mit einer GroBe von 824 Bp detektiert werden (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Lokalisation der CpG Insel innerhalb der DNS-Sequenz des HLA-G Gens.
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung von CpGs Uber die 3363 Bp lange DNS-Sequenz des HLA-G
Gens. Der DNS-Bereich mit einem CpG-Gehalt von Uber 50 % ist als CpG Insel grau hervorgehoben.

Der Methylierungsstatus der CpG-Insel des HLA-G Gens wurde mit Hilfe der COBRA-
Technik analysiert (3.13.9.). Die DNS der immortalisierten MSC L87 und V54-2 (Tab. 2.2)
sowie der primaren MSC der 13 Spender MSCP91 - D83 (Tab. 2.3) wurde isoliert und mit
Bisulfit behandelt, wobei jedes nicht-methylierte Cytosin in Uracil konvertiert wird und
methylierte Cytosine erhalten bleiben. AnschlieBend erfolgte die Amplifikation der Bisulfit-
behandelten DNS mit den vom ,MethPrimer® Programm generierten Primern. W&hrend
dieser Reaktion wird jedes Uracil in Thymin konvertiert. Danach wurden die aufgereinigten
PCR-Produkte mit dem Restriktionsenzym BstUl inkubiert und gelelektrophoretisch
analysiert. Falls eine CpGpCpG-Region (Erkennungssequenz von BstUI) innerhalb des
amplifizierten DNS-Bereichs methyliert vorliegt, wirden methylierte Cytosine erhalten bleiben
und das PCR-Produkt wird durch BstUI gespalten. Eine nicht-methylierte CoGpCpG-Region
lage nach der Bisulfit-Behandlung der DNS und anschlieBender PCR als TpGpTpG-Sequenz
vor und wurde nicht von BstUI gespalten werden.

Die PCR-Produkte der primaren MSC aller 13 Spender wurden nicht von BstUI gespalten,
was exemplarisch fir die MSC eines Spenders in der Abb. 4.15A zu sehen ist. Die BstUI-
Restriktion der PCR-Produkte der immortalisierten MSC L87 und V54-2 Kkonnte
nachgewiesen werden, was exemplarisch fur L87 in der Abb. 4.15A gezeigt ist. Demzufolge
konnte von der Methylierung einer CpGpCpG-Region des amplifizierten Bereichs der CpG-
Insel des HLA-G Gens in den immortalisierten MSC L87 und V54-2 ausgegangen werden,
wahrenddessen diese Region in den untersuchten priméaren MSC nicht-methyliert vorlag.

Um die Reversion der DNS-Methylierung innerhalb der CpG Insel des HLA-G Gens zu
untersuchen, wurden die immortalisierten MSC L87 und V54-2 mit verschiedenen
Konzentrationen an 5-Aza-2’-Deoxycytidin (DAC) behandelt (3.5) und die DNS dieser Zellen
mittels HLA-G COBRA untersucht. Auch nach der DAC-Behandlung wurde das PCR-Produkt
von BstUI gespalten (4.15A). Die Behandlung der Zellen mit DAC fiihrte demnach nicht zur
Demethylierung der CpGpCpG-Region(en). Im nachsten Schritt wurden die immortalisierten
MSC L87 und V54-2 mit verschiedenen Konzentrationen an DAC in Kombination mit 1mM
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Valproinsdure (VPA) behandelt (3.5.), um eine Demethylierung der DNS und veranderte
Acetylierung von Histonen zu untersuchen. Nach Behandlung der immortalisierten MSC L87
und V54-2 mit 0,5 pM DAC in Kombination mit 1 mM Valproinsédure, konnte nach drei und
funf Tagen bei beiden Zelllinien eine partielle jedoch keine vollstadndige Restriktion der PCR-
Produkte detektiert werden, was exemplarisch fiir L87 in der Abb. 4.15B dargestellt ist.

Von den DAC/VPA-behandelten immortalisierten MSC wurde die HLA-G-mRNS-Expression
mittels RT-PCR zu den unterschiedlichen Zeitpunkten (Tag 0 - 5) untersucht. Nach 3-tagiger
DAC/VPA-Behandlung konnte die Expression der HLA-G-mRNS Isoformen HLA-G1 bzw. 5,
HLA-G2 bzw. 4 und HLA-G3 in L87 und V54-2 detektiert werden. Die Expression dieser
mRNS Isoformen verringerte sich nach 5-tdgiger DAC/VPA-Behandlung. Dieser Effekt ist
exemplarisch fir L87 in der Abb. 4.15B zu sehen.

primdare MSC  immortalisierte  immortalisierte
(D17) MSC (L87) MSC (L87) + DAC

~200 Bp HLA-G
COBRA
e
- + - +
BstUI
B DAC/VPA-Behandlung in Tagen
0 1 3 5

980 Bp A ~ = HLA-G1/5
~ HLA-G2/4

430 Bp HLA-G3

230 Bp s sss—— S— e (3-Aktin

~200 Bpam 7-“ HLA-G COBRA

T T T
BstUI

Abb. 4.15: Untersuchung der Methylierung und Acetylierung des HLA-G Gens in MSC auf DNS-
und RNS-Ebene.

A - Dargestellt sind 1,5 %ige TAE-Agarosegele mit aufgetrennten BstUI-Restriktionsprodukten der
HLA-G COBRA der primaren MSC D17 (links), der immortalisierten MSC L87 (mitte) und der mit 5-
Aza-2’-Deoxycytidin (DAC) behandelten immortalisierten MSC L87 (rechts). B - oben: Gezeigt ist ein
1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender HLA-G Amplikons der unbehandelten und mit 0,5 pM
DAC und 1 mM Valproinsdure (VPA) fir ein bis finf Tage behandelten immortalisierten MSC L87.
Sichtbar sind die Amplikons HLA-G1 bzw. HLA-G5 mit einer GréBe von 980 Bp (oben), sowie HLA-G2
und HLA-G4 mit einer GroBe von 500 bis 800 Bp und HLA-G3 mit einer GréBe von 430 Bp. mittig:
Dargestellt ist ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender B-Aktin Amplikons mit einer GroBe
von 239 Bp. unten: Dargestellt ist ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel mit aufgetrennten BstUI-
Restriktionsprodukten der HLA-G COBRA von unbehandelten und mit 0,5 puM DAC und 1 mM
Valproinsdure (VPA) fir ein bis flinf Tage behandelten immortalisierten MSC L87. Es ist jeweils ein
reprasentatives Beispiel von zwei unabhéngigen Experimenten gezeigt.
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In den immortalisierten MSC L87 und V54-2 konnte nach ein- bis 5-tdgiger DAC/VPA-
Behandlung keine  HLA-G-Zelloberflachenexpression  mittels  Durchflusszytometrie
nachgewiesen werden, was exemplarisch fir L87 nach 5-tdgiger DAC/VPA-Behandlung in
Abb. 4.16A gezeigt ist. Auch im Western Blot wurde fir L87 und V54-2 keine Induktion der
HLA-G-Proteinexpression nach ein- bis 5-tagiger DAC/VPA-Behandlung detektiert, was
exemplarisch fir L87 nach 5-tadgiger DAC/VPA-Behandlung in der Abb. 4.16B dargestellt ist.
Als Positivkontrolle wurde die Chorionkarzinomzelllinie JEG-3 verwendet, deren HLA-G-
Proteinexpression sowohl mittels Durchflusszytometrie als auch im Western Blot
nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.16A und B).

A immortalisierte Abb. 4.16: Untersuchung der DAC/VPA-
MSC (L87) vermittelten Modulation der Methylierung
IK=32 und Acetylierung des HLA-G Gens in
HLA-G = 2,75 immortalisierten MSC auf Proteinebene.
HLA-G = 3,3 A - Geze]gt sind die komblnlertfen
Fluoreszenzhistogramme der Fluorescein-
isothiocyanat (FITC)-konjugierten
Isotypkontrolle (IK) (grau) und des FITC-
konjugierten sekundaren Antikdrpers gegen
L AT s o HLA-G (MEM-G/9) _ (weiB) _von
10° 10" 10 10° 10 unbehandelten (schwarze Linie) und flr finf
JEG-3 Tage mit 5-Aza-2’-Deoxycytidin (DAC) und
1 mM Valproinsaure (VPA) behandelten
- (rote Linie) immortalisierten MSC L87 sowie
IK=4,3 der unbehandelten Chorionkarzinomzelllinie
HLA-G = 20,3 JEG-3. Die Werte der mittleren
Fluoreszenzintensitdit (MFI) von IK und
HLA-G sind im Histogramm angegeben. Es
ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von
zwei unabhangigen Experimenten gezeigt. x-
Achse: logarithmische mittlere
Fluoreszenzintensitdt (log MFI), B -
log MFI Dargestellt ist die Expression von HLA-G1/5
von unbehandelten sowie fir finf Tage mit
B DAC/VPA behandelten immortalisierten MSC
immortalisierte MSC L87 und der unbehandelten
(L87) JEG-3 Chorionkarzinomzelllinie JEG-3 auf

Proteinebene im Western Blot unter
39 kDa - HLA-G1/5 Verwendung des HLA-G spezifischen

. Antikérpers MEM-G/1. Die Expression des
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unabhéngigen Experimenten gezeigt.

Demnach fihrte die DAC/VPA-Behandlung der immortalisierten MSC L87 und V54-2 zur
Acetylierung von Histonen und zur Demethylierung der CpGpCpG-Regionen innerhalb der
CpG-Insel des HLA-G Gens, wodurch die mRNS Transkription, jedoch nicht die
Proteinexpression von HLA-G induziert wurde.
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4.2. Analyse des immunregulatorischen Potentials von KZT-Zelllinien

Es sollte die Expression der drei Hauptgruppen immunmodulatorischer Molekile (MHC-
Klasse-l APM, costimulatorische Molekile B7-H1 - H4 und immunsuppressives Molekul
HLA-G) in neun KZT-Zelllinien mit unterschiedlichem Differenzierungsstatus (Tab. 2.1)
untersucht werden. Von Interesse war weiterhin, in wie weit die Expression dieser Molekdle
mit dem Differenzierungsstatus der KZT-Zelllinien korreliert. Im Mittelpunkt stand die
differenzierungsabhangige Expression und funktionelle Bedeutung der MHC-I-Klasse-APM
Komponenten in der undifferenzierten KZT-Zelllinie H12.1 nach Differenzierung mit all-trans-

Retinsaure.

4.2.1. Expression des embryonalen Transkriptionsfaktors Oct-4 in KZT-
Zelllinien

Zu Beginn sollte der Differenzierungsstatus der neun KZT-Zelllinien Gberpraft werden. Hierfur
wurde die Expression des embryonalen Transkriptionsfaktors Oct-4 untersucht. Oct-4 gehért
zur Gruppe der Oktamer-bindenden POU-Transkriptionsfaktoren und ist in die Regulation der
zellularen Pluripotenz involviert (Pesce et al., 1998; Pesce &Scholer, 2001; Hay et al., 2004;
Rajpert-De Meyts et al., 2004). Da die Expression des Molekils im Zuge der somatischen
Differenzierung ausgeschaltet wird, stellt Oct-4 einen Marker fir den undifferenzierten
Zustand dar (Schoorlemmer et al., 1995).

Die Expression von Oct-4 wurde auf mRNS-Ebene mittels RT-PCR und auf Proteinebene im
Western Blot untersucht. Im Vergleich zu den differenzierten KZT-Zellinien JEG-3, JAR,
H12.1D, 1411HP und 1777NRpmet wurde Oct-4 von den undifferenzierten Zelllinien Ntera,
2102EP, H12.5 und H12.1 sowohl auf mRNS als auch auf Proteinebene stark exprimiert
(Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Expression von Oct-4 auf mRNS- und Proteinebene in KZT-Zelllinien.

Im oberen Bereich ist ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender Oct-4 Amplikons mit einer
Gr6éBe von 741 Bp sowie ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender B-Aktin Amplikons mit
einer GroBe von 239 Bp gezeigt. Darunter ist die Proteinexpression von Oct-4 sowie des
Standardproteins B-Aktin im Western Blot dargestellt. Die Detektion von Oct-4 erfolgte unter der
Verwendung des Antikérpers Oct-3/4 (C-10), welcher spezifisch gegen die Isoform 1 von Oct-4
gerichtet ist. Es wurden 30 pug Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist jeweils ein
reprasentatives Beispiel von mindestens zwei unabhdngigen RT-PCR bzw. Western Blot
Experimenten.

4.2.2. Expression wichtiger Komponenten der MHC-Klasse-l APM in KZT-
Zelllinien

Die mRNS- und Proteinexpression von B,-MG, HC, TAP1, TAP2, Tapasin sowie die
Expression des MHC-Klasse-I Molekuls auf der Zelloberflache von KZT-Zelllinien wurde
mittels RT-PCR, Western Blot und Durchflusszytometrie untersucht.

Die KZT-Zelllinien zeigten eine heterogene mMRNS-Expression von HC sowie eine
heterogene Expression des MHC-Klasse-I Molekils auf der Zelloberflache (Abb. 4.18).
Waéhrend die JAR-Zelllinie HC schwach auf mRNS-Ebene exprimierte, konnte in den Ubrigen
KZT-Zelllinien eine starke HC-mRNS-Expression detektiert werden. Bezogen auf die
Isotypkontrollen lagen die MFI-Werte der MHC-Klasse-I Zelloberflachenexpression der
differenzierten KZT-Zelllinien JEG-3 und 1411HP sowie der undifferenzierten KZT-Zelllinie
H12.5 im Bereich von 62,0 - 107,8. Fir die undifferenzierten KZT-Zelllinien Ntera, 2102EP
und H12.1 sowie flr die differenzierten KZT-Zelllinien H12.1D und 1777NRpmet wurden
MFI-Werte (MHC-I/IK) von 8,1 - 27,1 gemessen. Auf den JAR-Zellen konnte keine MHC-
Klasse-lI Zelloberflachenexpression detektiert werden, was mit der schwachen HC-mRNS-
Expression dieser Zelllinie korrelierte. Es ist zu betonen, das im Fall des Zellsystems H12.1
(undifferenziert) und H12.1D (differenziert) eine Zunahme der MHC-Klasse-I-mRNS- und
Zelloberflachenexpression gemessen wurde: MFI (MHC-I/IK) = 11,5 (H12.1) bzw. H12.1D
(27,1).
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Abb. 4.18: Expression von HC auf mRNS-Ebene und Zelloberflaichenexpression von MHC-
Klasse-l Molekiilen in KZT-Zelllinien.

Im oberen Bereich ist ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender Amplikons der schweren
Kette des MHC-Klasse-I Molekils (HC) mit einer GréBe von 252 Bp sowie ein 1,5 %iges TAE-
Agarosegel korrespondierender B-Aktin Amplikons mit einer GréBe von 239 Bp gezeigt. Es ist jeweils
ein exemplarisches Beispiel von drei unabhangigen RT-PCR-Experimenten dargestellt. Darunter sind
die Quotienten der mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) des MHC-Klasse-1 Molekuls (MHC-1) und
der Isotypkontrolle (IK) der KZT-Zelllinien grafisch dargestellt. Zur durchflusszytometrischen Messung
der MHC-Klasse-I Zelloberflaichenexpression kam der spezifisch gegen MHC-Klasse-l gerichtete
Phycoerythrin (PE)-konjugierte Antikérper HC zum Einsatz. Die Fehlerbalken (Standardabweichung
vom Mittelwert) ergeben sich aus drei unabhangigen durchflusszytometrischen Messungen.

MFI MHC-I / IK

Die APM-Komponenten B,-MG, TAP1, TAP2 und Tapasin wurden in den KZT-Zelllinien
ebenfalls heterogen exprimiert (Abb. 4.19). Im Vergleich zu den undifferenzierten KZT-
Zelllinien Ntera, 2102EP, H12.1 und der differenzierten KZT-Zelllinie 1777NRpmet konnte in
den differenzierten KZT-Zelllinien JEG-3, JAR, H12.1D und 1411HP eine hohe
Proteinexpression aller vier APM-Komponenten detektiert werden. Auf mRNS-Ebene konnte
dieses Proteinexpressionsniveau in den meisten Fallen bestatigt werden. Auffallig war die
gegeniber der undifferenzierten EC-Zelllinie H12.1 deutlich erhéhte Proteinexpression von
B-MG, TAP1, TAP2 und Tapasin in der differenzierten EC-Zelllinie H12.1D. Auf mRNS-
Ebene konnten in diesem Fall keine starken Expressionsunterschiede detektiert werden.
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Abb. 4.19: Expression von B.-Mikroglobulin, TAP1, TAP2 und Tapasin auf mRNS- und
Proteinebene in KZT-Zelllinien.

Im oberen Bereich sind 1,5 %ige TAE-Agarosegele korrespondierender Amplikons von .-
Mikroglobulin (B,-MG), TAP1, TAP2 und Tapasin mit einer GréBe von 217 Bp, 331 Bp, 184 Bp und
214 Bp sowie ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender 3-Aktin Amplikons mit einer GréBe
von 239 Bp gezeigt. Im unteren Bereich ist die Proteinexpression des jeweiligen MHC-Klasse-I| APM
Molekiils und des Standardproteins B-Aktin im Western Blot dargestellt. Es wurden 30 ug
Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zur Detektion der APM-Proteine kamen die unter
2.11. aufgelisteten Antikérper zum Einsatz. Es ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von mindestens
zwei unabhangigen RT-PCR bzw. Western Blot Experimenten gezeigt.

4.2.3. Somatische Differenzierung und Expressionsanalyse wichtiger
Komponenten der MHC-Klasse-l APM der testikularen KZT-Zelllinie H12.1

Far die Untersuchung der Expression und funktionellen Bedeutung der MHC-Klasse-1 APM-
Komponenten wahrend der Differenzierung von KZT-Zellen wurde die undifferenzierte
testikulare KZT-Zelllinie H12.1 als Modellsystem herangezogen. Die Zelllinie wurde mit
verschiedenen Konzentrationen (1; 5; 10 und 20 pM) der differenzierungsinduzierenden
Substanz all-trans-Retinsdure (ATRA) behandelt (3.4.2) und die Expression der APM-
Komponenten im Laufe der Differenzierung analysiert. Fir alle ATRA-Konzentrationen
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wurden vergleichbare Ergebnisse erhalten. Im Folgenden sind die Untersuchungen und
Expressionsanalysen exemplarisch fur die Differenzierung von H12.1 mit 10 uM ATRA
gezeigt.

Wahrend der 12-tdgigen ATRA-Behandlung von H12.1 wurden die Zellen nach jedem
Ernteschritt (alle drei Tage) gezahlt. Zu Beginn der ATRA-Behandlung und nach jedem
Ernteschritt erfolgte die Aussaht von 2000 Zellen pro cm?. Die wahrend der Behandlung
ermittelten Zellzahlen wurden auf diese ,Ausgangszellzahl® bezogen und als x-faches
Wachstum grafisch dargestellt (Abb. 4.20). Wahrend sich die Zellzahl ATRA-behandelter
sowie unbehandelter und mit dem L&sungsmittel ETOH-behandelter H12.1 Zellen wahrend
des Differenzierungsprozesses im Durchschnitt vervierfachte, wurde fir die ATRA-
behandelten Zellen ab dem neunten Tag ein 1,5-faches Wachstum ermittelt. Ab dem
zwolften Tag konnte kein weiteres Wachstum der ATRA-behandelten Zellen bestimmt
werden und die Differenzierung galt als abgeschlossen. Somit wurde ab dem neunten Tag
ein antiproliferierender Effekt von ATRA auf die H12.1 Zellen beobachtet.
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Abb. 4.20: x-faches Wachstum der Zelllinie H12.1 wahrend des Differenzierungsprozesses.

Die 12-tdgige Behandlung der H12.1 Zellen mit 10 uM ATRA erfolgte wie unter 3.4.2. beschrieben.
Die Zellzahl wurde zum Zeitpunkt ,null Tage® sowie nach jedem 3-tdgigem Ernteschritt bestimmt und
auf die ,Ausgangszellzahl® von 2000 Zellen pro cm? bezogen. Grafisch dargestellt ist das x-fache
Wachstum unbehandelter (weiBBe Balken), ETOH behandelter (graue Balken) und ATRA behandelter
(schwarze Balken) H12.1 Zellen wahrend des Differenzierungsprozesses. Die Zellzahlen wurden
jeweils dreimal unabhangig bestimmt, woraus sich die entsprechenden Fehlerbalken
(Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben.

Wahrend der Behandlung von H12.1 mit ATRA bzw. der korrespondierenden
Lésungsmittelmenge ETOH, wurden die zytotoxischen Effekte dieser Substanzen
untersucht. Nach jedem 3-tdgigem Ernteschritt von H12.1 erfolgte eine 5-minltige Inkubation
der Zellen mit dem Farbstoff 7AAD und eine anschlieBende durchflusszytometrische
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Analyse. Da der Farbstoff nur in lebende Zellen eindringt, steht der Prozentsatz 7AAD-
positiver Zellen fir den Anteil der toten Zellen. Als Positivkontrolle wurden H12.1 Zellen fur
24 h mit 1 mM des Chemotherapeutikums Cisplatin behandelt. Zu Beginn der ATRA-
Behandlung (Tag 0) betrug der Anteil toter Zellen 1,5 - 2%. Im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen konnten nach drei, sechs, neun und zwélf Tagen keine erhodhten
zytotoxischen Effekte nach ATRA- bzw. ETOH-Behandlung gemessen werden. Der Anteil
toter Zellen lag sowohl nach ATRA- bzw. ETOH-Behandlung als auch bei unbehandelten
Zellen zwischen 3 - 6 % (Tag 3), 3-8 % (Tag 6), 4 - 9% (Tag 9) und 12 - 18 % (Tag 12).
Nach der Behandlung der H12.1 Zellen mit Cisplatin wurden 42 - 47 % 7AAD-positive Zellen
detektiert. In der Abbildung 4.21 ist der Anteil lebender und toter Zellen nach der jeweiligen
12-tagigen Behandlung von H12.1 sowie nach der Behandlung von H12.1 Zellen mit 1 mM
Cisplatin dargestellt.
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Abb. 4.21: Anteil lebender und toter H12.1 Zellen nach Abschluss der Differenzierung.

Die 12-tdgige Behandlung der H12.1 Zellen mit 10 uM ATRA erfolgte wie unter 3.4.2. beschrieben.
AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, mit dem Farbstoff 7-Amino-Aktinomycin D (7AAD) geféarbt
und durchflusszytometrisch untersucht. Der Prozentsatz lebender (7AAD negativ) und toter Zellen
(7AAD positiv) von unbehandelten, mit ETOH bzw. ATRA und Cisplatin (Positivkontrolle) behandelten
Zellen ist im jeweiligem Dot Blot angegeben. Es ist jeweils ein représentatives Beispiel von drei
unabhangigen Experimenten gezeigt. x-Achse: logarithmische mittlere Fluoreszenzintensitat (log MFI)
von 7AAD.
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Die morphologischen Veranderungen der Zellen wurden nach Abschluss des
Differenzierungsprozesses lichtmikroskopisch festgehalten (Abb. 4.22). Im Vergleich zu den
unbehandelten und ETOH-behandelten Kontrollzellen wiesen die ATRA-behandelten Zellen
einen geringeren Konfluenzgrad auf (Kontrollzellen 80 - 90 % Konfluenz, ATRA behandelte
Zellen 20 - 30 % Konfluenz). Weiterhin zeichneten sich die Kontrollzellen durch ein
geringeres Zytoplasma:Kern Verhaltnis als die ATRA-behandelten Zellen aus. Zudem konnte
nach der Differenzierung eine Zunahme der ZellgrdBe beobachtet werden.

sunbehgrlqglt —— -
f\n«i f?n **‘N br?«}‘f T‘f- ' : 5

‘ﬂ. w

Abb. 4.22: Morphologle unbehandelter bzw. ETOH-behandelter H12.1 Kontrollzellen und ATRA-
behandelter H12.1 Zellen nach Abschluss der Differenzierung.

Gezeigt sind jeweils zwei exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter (links), mit
ETOH-behandelter (mitte) und mit ATRA-behandelter (rechts) H12.1 Zellen nach dem Abschluss der
Differenzierung (nach zwolf Tagen). VergrdBerung: 100-fach.

Zur Untersuchung der erfolgreichen Differenzierung von H12.1 wurde die Expression der
beiden Marker Oct-4 und Alkalische Phosphatase (AP) auf mMRNS-Ebene mittels ,Echt-Zeit*-
PCR und auf Proteinebene im Western Blot analysiert. Als Kontrolle wurde die differenzierte
Zelllinie H12.1D verwendet. Es ist bekannt, dass beide Marker in undifferenzierten
embryonalen Karzinomzellen exprimiert werden. Die Expression der Molekile wird im Laufe
der Differenzierung herab reguliert (Damjanov et al., 1993; Schoorlemmer et al., 1995).
Wahrend Oct-4 auf mRNS- und Proteinebene von den Kontrollzellen relativ gleichméBig
exprimiert wurde, nahm die Expression des Markers in ATRA-behandelten Zellen im Laufe
des Differenzierungsprozesses ab. Im Vergleich zu den fur zwdlf Tage mit ATRA
differenzierten H12.1 Zellen konnte fur die Zelllinie H12.1D eine geringe mRNS-Expression
aber keine Proteinexpression von Oct-4 detektiert werden (Abb. 4.23).
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Abb. 4.23: Expression von Oct-4 wahrend der Behandlung der H12.1 Zellen mit ATRA bzw.
ETOH.

Grafisch dargestellt ist die Oct-4-mRNS-Expression unbehandelter (weie Balken), ETOH-behandelter
(graue Balken) und ATRA-behandelter (schwarze Balken) H12.1 Zellen zu den Zeitpunkten null, drei,
sechs, neun und zwdlf Tage sowie der differenzierten Kontrollzelllinie H12.1D (dunkelgrauer Balken).
Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben sich aus drei analysierten cDNS pro
,Echt-Zeit-PCR Experiment. Exemplarisch ist hier ein représentatives Beispiel von drei unabh&ngigen
,Echt-Zeit-PCR-Experimenten gezeigt. Darunter ist die korrespondierende Proteinexpression von
Oct-4 und des Standardproteins Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) im Western
Blot gezeigt (K = unbehandelte Kontrollzellen, E = ETOH-behandelte Zellen, A = ATRA behandelte
Zellen). Die Detektion von Oct-4 erfolgte unter der Verwendung des Antikdrpers Oct-3/4 (C-10),
welcher spezifisch gegen die Isoform 1 von Oct-4 gerichtet ist. Es wurden 30 pg Gesamtprotein
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von drei
unabhéngigen Western Blot Experimenten.

Auch der Marker AP wurde in den Kontrollzellen relativ gleichm&Big auf mRNS- und
Proteinebene exprimiert, wohingegen die Expression des Molekils in den ATRA-
behandelten Zellen stark abnahm. Im Vergleich zu den undifferenzierten H12.1 Zellen
zeichnete sich die differenzierte Kontrollzelllinie H12.1D durch eine geringere Expression von
AP auf mRNS-Ebene aus. Eine Proteinexpression von AP wurde in den H12.1D-Zellen nicht
detektiert (Abb. 4.24). Somit konnte unter dem Einsatz verschiedener ATRA-Konzentrationen
(1, 5, 10 und 20 pM) nach zwdélf Tagen eine Differenzierung der H12.1 Zellen erreicht
werden, welche durch die nahezu vollstdndige Herabregulation der Expression von Oct-4
und AP gekennzeichnet war.
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Abb. 4.24: Expression der Alkalischen Phosphatase wahrend der Behandlung der H12.1 Zellen
mit ATRA bzw. ETOH.

Grafisch dargestellt ist die mRNS-Expression der Alkalischen Phosphatase (AP) unbehandelter
(weiBe Balken), ETOH-behandelter (graue Balken) und ATRA-behandelter (schwarze Balken) H12.1
Zellen zu den Zeitpunkten null, drei, sechs, neun und zwdlf Tage sowie der differenzierten
Kontrollzellinie H12.1D (dunkelgrauer Balken). Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom
Mittelwert) ergeben sich aus drei analysierten cDNS pro ,Echt-Zeit*-PCR Experiment. Exemplarisch ist
hier ein reprasentatives Beispiel von drei unabhangigen ,Echt-Zeit-PCR-Experimenten gezeigt.
Darunter ist die korrespondierende Proteinexpression der AP und des Standardproteins
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) im Western Blot gezeigt (K = unbehandelte
Kontrollzellen, E = ETOH-behandelte Zellen, A = ATRA behandelte Zellen). Die Detektion der AP
erfolgte unter der Verwendung des Antikdrpers Alkalische Phosphatase (TRA-2-54). Es wurden
30 ug Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist jeweils ein repréasentatives Beispiel
von drei unabhangigen Western Blot Experimenten.

Im Laufe des Differenzierungsprozesses von H12.1, d.h. zum Zeitpunkt ,null Tage“ sowie
nach jedem Ernteschritt (nach drei, sechs, neun und zwdlf Tagen) wurde die mRNS- und
Proteinexpression der MHC-Klasse-l APM Komponenten mittels ,Echt-Zeit“-PCR,
Durchflusszytometrie und Western Blot analysiert.

Die mRNS- und Proteinexpression von HC und die Zelloberflachenexpression des MHC-
Klasse-l Molekils wahrend der Differenzierung von H12.1 sind in Abb. 4.25 dargestellt.
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Abb. 4.25: Expression von MHC-Klasse-l wiahrend der Differenzierung von H12.1 mit ATRA.

A - Grafisch dargestellt ist die mMRNS-Expression der schweren Kette des MHC-Klasse-I Molekils
(HC) unbehandelter (weiBe Balken), ETOH-behandelter (graue Balken) und ATRA-behandelter
(schwarze Balken) H12.1 Zellen zu den Zeitpunkten null, drei, sechs, neun und zwdlf Tage sowie der
differenzierten Kontrollzelllinie H12.1D (dunkelgrauer Balken). Die Fehlerbalken (Standardabweichung
vom Mittelwert) ergeben sich aus drei analysierten c¢cDNS pro ,Echt-Zeit“-PCR Experiment.
Exemplarisch ist hier ein reprasentatives Beispiel von drei unabhangigen ,Echt-Zeit“-PCR-
Experimenten gezeigt. B - Dargestellt sind die Quotienten der mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI)
des MHC-Klasse-l Molekils (MHC-I) und der Isotypkontrolle (IK) unbehandelter (weiBe Balken),
ETOH-behandelter (graue Balken) und ATRA-behandelter (schwarze Balken) H12.1 Zellen zu den
Zeitpunkten null, drei, sechs, neun und zwélf Tage sowie der differenzierten Kontrollzelllinie H12.1D
(dunkelgrauer Balken). Zur  durchflusszytometrischen Messung der MHC-Klasse-I
Zelloberflachenexpression kam der spezifisch gegen MHC-Klasse-I gerichtete Phycoerythrin (PE)-
konjugierte Antikérper HC zum Einsatz. Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom Mittelwert)
ergeben sich aus drei unabhangigen durchflusszytometrischen Messungen. C - Gezeigt ist die
korrespondierende Proteinexpression der schweren Kette des MHC-Klasse-l Molekils (HC) sowie des
Standardproteins Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) im Western Blot (K =
unbehandelte Kontrollzellen, E = ETOH-behandelte Zellen, A = ATRA behandelte Zellen). Die
Detektion von HC erfolgte unter der Verwendung des Antikérpers HC10. Es wurden 30 ug
Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von
drei unabhangigen Western Blot Experimenten.
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Wahrend in den unbehandelten H12.1 Zellen auf mRNS-Ebene eine relativ homogene HC-
Expression gemessen wurde, so konnte in den mit ETOH- und mit ATRA behandelten H12.1
Zellen eine Zuhnahme der mRNS-Expression dieses Molekiils detektiert werden, welche
nach 12-tdgiger Behandlung mit der HC-mRNS-Expression der differenzierten Zelllinie
H12.1D vergleichbar war. Im Laufe der Behandlung der H12.1 Zellen mit ATRA konnte eine
Erhéhung der Proteinexpression von HC und eine Zunahme der Expression des MHC-
Klasse-l Molekdls auf der Zelloberflache detektiert werden. Die unbehandelten Kontrollzellen
zeigten eine relativ gleichméaBige und die mit ETOH behandelten H12.1 Zellen eine leicht
erhéhte MHC-Klasse-lI Zelloberflachenexpression. Der gréBte Unterschied in der MHC-
Klasse-1 Zelloberflachenexpression von unbehandelten bzw. mit ETOH behandelten H12.1
Zellen und mit ATRA behandelten H12.1 Zellen war nach neun Tagen erkennbar. Wahrend
die MFI-Werte (MHC-Klasse-I/IK) der unbehandelten und mit ETOH behandelten H12.1
Zellen im Bereich von 3,7 bis 4,7 lagen; so wurde fiir die mit ATRA behandelten H12.1 Zellen
ein MFI-Wert (MHC-Klasse-I/IK) von 8,7 gemessen (Abb. 4.25).

Desweiteren wurde die Expression der leichten Kette des MHC-Klasse-I Molekils .-
Mikroglobulin wahrend der Differenzierung von H12.1 untersucht. Auf mRNS-Ebene konnte
in den ATRA-behandelten Zellen eine bis zu 5-fache Erhéhung der B,-MG-Expression nach
neun und zwolf Tagen gemessen werden. In den unbehandelten Kontrollzellen wurde eine
1,5- bis 2-fache Erhéhung der mRNS-Expression dieses Molekils nach neun und zwdlf
Tagen detektiert. Die mit ETOH-behandelten Zellen wiesen eine 2,2- bis 2,7-fach erhdhte
mRNS-Expression nach drei bis zwolf Tagen auf. Die B,-MG-mRNS-Expression der
differenzierten Zelllinie H12.1D war mit der mRNS-Expression dieses Molekuls in
unbehandelten H12.1 Zellen vergleichbar. Die Proteinexpession von B,-MG erhéhte sich im
Laufe der Differenzierung der H12.1 Zellen, wobei nach neun Tagen bereits eine starkere
Expression als in den H12.1D Zellen detektiert wurde. Die unbehandelten und mit ETOH
behandelten Kontrollzellen zeichneten sich durch eine schwache B,-MG-Proteinexpression
aus (Abb. 4.26).
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Abb. 4.26: Expression von B.-Mikroglobulin wahrend der Differenzierung von H12.1 mit ATRA.
Grafisch dargestellt ist die Bo-Mikroglobulin (B>-MG)-mRNS-Expression unbehandelter (weiBe Balken),
ETOH-behandelter (graue Balken) und ATRA-behandelter (schwarze Balken) H12.1 Zellen zu den
Zeitpunkten null, drei, sechs, neun und zwélf Tage sowie der differenzierten Kontrollzelllinie H12.1D
(dunkelgrauer Balken). Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben sich aus drei
analysierten cDNS pro ,Echt-Zeit“-PCR Experiment. Exemplarisch ist hier ein représentatives Beispiel
von drei unabhangigen ,Echt-Zeit-PCR-Experimenten gezeigt. Darunter ist die korrespondierende
Proteinexpression von B,-MG und des Standardproteins (-Aktin im Western Blot gezeigt (K =
unbehandelte Kontrollzellen, E = ETOH-behandelte Zellen, A = ATRA behandelte Zellen). Die
Detektion von B,-MG erfolgte unter der Verwendung des unter 2.11. angegebenen spezifischen .-
MG Antikérpers. Es wurden 30 ug Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist jeweils
ein reprasentatives Beispiel von drei unabhangigen Western Blot Experimenten.

Neben der Untersuchung der Expression von HC, B.-MG und des MHC-Klasse-I Molekiils
auf der Zelloberflache wahrend der Differenzierung von H12.1, wurde die Expression von
TAP1 und TAP2, analysiert. Es konnte eine, im Vergleich zu den H12.1 Kontrollzellen und
der differenzierten Zelllinie H12.1D, deutliche Erhéhung der TAP1-mRNS-Expression in
Laufe der ATRA-Behandlung von H12.1 detektiert werden. Nach 9- und 12-tdgiger ATRA
Behandlung wurde eine 10- bis 12-fache Erhéhung der mRNS-Expression dieses Molekils
gemessen. Die Proteinexpression dieses Moleklls erhdhte sich ebenfalls wéhrend der
ATRA-Behandlung und war nach 9- bis 12-tagiger Behandlung mit der TAP1-Expression von
H12.1D vergleichbar. In den Kontrollzellen wurde das Protein gleichbleibend schwach
exprimiert (Abb. 4.27).
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Abb. 4.27: Expression von TAP1 wéahrend der Differenzierung von H12.1 mit ATRA.

Grafisch dargestellt ist die TAP1 mRNS-Expression unbehandelter (weiBe Balken), ETOH-behandelter
(graue Balken) und ATRA-behandelter (schwarze Balken) H12.1 Zellen zu den Zeitpunkten null, drei,
sechs, neun und zwdlf Tage sowie der differenzierten Kontrollzelllinie H12.1D (dunkelgrauer Balken).
Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben sich aus drei analysierten cDNS pro
,Echt-Zeit-PCR Experiment. Exemplarisch ist hier ein représentatives Beispiel von drei unabh&ngigen
,Echt-Zeit-PCR-Experimenten gezeigt. Darunter ist die korrespondierende Proteinexpression von
TAP1 und des Standardproteins 3-Aktin im Western Blot gezeigt (K = unbehandelte Kontrollzellen, E =
ETOH-behandelte Zellen, A = ATRA behandelte Zellen). Die Detektion von TAP1 erfolgte unter der
Verwendung des unter 2.11. angegebenen spezifischen TAP1-Antikérpers. Es wurden 30 ug
Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von
drei unabhangigen Western Blot Experimenten.

Far TAP2 konnte eine bis zu 3-fach erhdhte mRNS-Expression in den ATRA-behandelten
Zellen nach neun bis zwdlf Tagen beobachtet werden. In den mit ETOH behandelten Zellen
wurde eine bis zu 2-fach erhdhte mRNS-Expression dieses Molekils nach zwdlf Tagen
gemessen. Die unbehandelten Zellen zeichneten sich durch eine gleichbleibende schwache
TAP2-mRNS-Expression aus. Die Proteinexpression von TAP2 stieg wahrend der
Differenzierung von H12.1 deutlich auf das TAP2 Proteinexpressionsniveau der
differenzierten Zelllinie H12.1D an, wahrend in den Kontrollzellen eine gleichbleibend
schwache Proteinexpression detektiert wurde (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Expression von TAP2 wéahrend der Differenzierung von H12.1 mit ATRA.

Grafisch dargestellt ist die TAP2-mRNS-Expression unbehandelter (weiBe Balken), ETOH-
behandelter (graue Balken) und ATRA-behandelter (schwarze Balken) H12.1 Zellen zu den
Zeitpunkten null, drei, sechs, neun und zwdlf Tage sowie der differenzierten Kontrollzelllinie H12.1D
(dunkelgrauer Balken). Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben sich aus drei
analysierten cDNS pro ,Echt-Zeit“-PCR Experiment. Exemplarisch ist hier ein représentatives Beispiel
von drei unabhangigen ,Echt-Zeit“-PCR-Experimenten gezeigt. Darunter ist die korrespondierende
Proteinexpression von TAP2 und des Standardproteins B-Aktin im Western Blot gezeigt (K =
unbehandelte Kontrollzellen, E = ETOH-behandelte Zellen, A = ATRA behandelte Zellen). Die
Detektion von TAP2 erfolgte unter der Verwendung des unter 2.11. angegebenen spezifischen TAP2-
Antikérpers. Es wurden 30 pg Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist jeweils ein
reprasentatives Beispiel von drei unabhangigen Western Blot Experimenten.

Desweiteren wurde die Expression des Chaperons Tapasin wahrend der Differenzierung
untersucht. Wie in Abb. 4.29 zu sehen ist, konnte in ATRA behandelten Zellen eine bis zu
6,5-fache Erhéhung der Tapasin-Expression auf mMRNS-Ebene nach neun Tagen detektiert
werden, wahrend die Kontrollzellen eine gleichbleibend schwache mRNS-Expression
zeigten. Im Vergleich zu den H12.1 Kontrollzellen, wies die H12.1D Zelllinie eine 4,5-fache
Tapasin-mRNS-Expression auf. Auf Proteinebene konnte eine deutliche Erhéhung der
Tapasin-Expression in den mit ATRA behandelten H12.1 Zellen detektiert werden, welche
nach neun und zwdlf Tagen mit der Expression des Molekils in H12.1D Zellen vergleichbar
war. Unbehandelte und mit ETOH behandelte H12.1 Zellen hingegen zeichneten sich durch
eine schwache Tapasin-Proteinexpression aus.
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Abb. 4.29: Expression von Tapasin wahrend der Differenzierung von H12.1 mit ATRA.

Grafisch dargestellt ist die Tapasin mRNS-Expression unbehandelter (weiBe Balken), ETOH-
behandelter (graue Balken) und ATRA-behandelter (schwarze Balken) H12.1 Zellen zu den
Zeitpunkten null, drei, sechs, neun und zwélf Tage sowie der differenzierten Kontrollzelllinie H12.1D
(dunkelgrauer Balken). Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben sich aus drei
analysierten cDNS pro ,Echt-Zeit“-PCR Experiment. Exemplarisch ist hier ein représentatives Beispiel
von drei unabhangigen ,Echt-Zeit*-PCR-Experimenten gezeigt. Darunter ist die korrespondierende
Proteinexpression von Tapasin (TAPS) und des Standardproteins Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) im Western Blot gezeigt (K = unbehandelte Kontrollzellen, E = ETOH-
behandelte Zellen, A = ATRA behandelte Zellen). Die Detektion von TAPS erfolgte unter der
Verwendung des unter 2.11. angegebenen spezifischen TAPS-Antikdrpers. Es wurden 30 pg
Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von
drei unabhangigen Western Blot Experimenten.

424. Bedeutung der differenzierungs-vermittelten @ Erh6hung der
Zelloberflachenexpression von MHC-Klasse-l Molekillen auf H12.1 Zellen fir
die Immunantwort

Nach 9-tagiger Differenzierung der embryonalen Karzinomzelllinie H12.1 konnte eine
Zunahme der Proteinexpression von HC, B.»-MG, TAP1, TAP2 und TAPS sowie eine
Verdopplung der MHC-Klasse-| Zelloberflachenexpression detektiert werden. Die MFI-Werte
(MHC-I/IK) der H12.1 Kontrollzellen lagen im Bereich von 3,7 bis 4,7 und der MFI-Wert
(MHC-I/IK) der mit ATRA differenzierten H12.1 Zellen lag bei 8,7 £ 0,23 (Abb. 4.30).
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Abb. 4.30: Expression von MHC-Klasse-l Molekiilen auf
IK =54 der  Zelloberfliche  von undifferenzierten und
MHC-I = 20,0 differenzierten H12.1 Zellen.

MHC-1 =254 Dargestellt sind die kombinierten Fluoreszenzhistogramme
der Phycoerythrin (PE)-konjugierten Isotypkontrolle (IK)
(grau) und des PE-konjugierten spezifischen Antikérpers
gegen MHC-Klasse-l (MHC-I) (weiB) unbehandelter
(schwarze Linie), mit ETOH behandelter (blaue Linie) sowie
mit ATRA behandelter (rote Linie) H12.1 Zellen nach neun
Tagen. Die Werte der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI)
von IK und von MHC-Klasse-l sind im Histogramm
1()0 101 1()2 103 104 angegeben. Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel von drei
unabhangigen Experimenten. x-Achse: logarithmische
log MFI mittlere Fluoreszenzintensitat (log MFI).
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Im  Folgenden  sollte  untersucht werden, inwieweit die Zunahme  der
Zelloberflachenexpression von MHC-Klasse-I Molekilen auf differenzierten H12.1 Zellen
eine Bedeutung fir die Aktivierung allogener CD8" T-Lymphozyten sowie der NK-Zell-
vermittelten Lyse hat.

4.2.4.1. Bedeutung der erhohten Zelloberflachenexpression von MHC-Klasse-I
Molekiilen auf differenzierten H12.1 Zellen fiir die Aktivierung allogener CD8" T-
Zellen

Wie bereits unter 1.1. beschrieben, fihrt die Bindung von antigenspezifischen Rezeptoren
sowie des CD8-Corezeptors der T-Zellen an  Peptid-MHC-Komplexe  der
antigenprasentierenden Zelle und ein costimulierendes Signal zur T-Zell-Aktivierung. Es
wurde vermutet, dass die erhéhte Proteinexpression der MHC-Klasse-I APM Komponenten
sowie die Verdopplung der MHC-Klasse-lI Zelloberflachenexpression der differenzierten
H12.1 Zellen zu einer verbesserten Antigenprozessierung sowie Antigenprasentation auf der
Zelloberflache fihrt, was sich auf die Aktivierung von CD8" T-Zellen auswirken kénnte.
Neben der Ausschiittung von Perforinen und Granzymen zeichnen sich aktivierte CD8" T-
Zellen durch die Produktion von IFN-y aus. Desweiteren kommt es nach der Aktivierung von
CD8" T-Zellen zur verstarkten Proliferation dieser Lymphozyten.

Deshalb wurde untersucht, in wie weit die erhéhte Expression von MHC-Klasse-l APM
Komponenten der differenzierten H12.1 Zellen zur Induktion bzw. Erhéhung der Aktivitat von
allogenen CD8" T-Zellen fuhrt. Die Isolierung von CD8" T-Zellen erfolgte mittels magnetischer
Zell-Sortierung (MACS). AnschlieBend wurde die Reinheit der isolierten T-Zellen mittels
CD8-Farbung durchflusszytometrisch analysiert. Unter den isolierten Zellen konnten 95-98 %
CD8" T-Zellen detektiert werden.
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Zuné&chst wurde die IFN-y-Produktion der CD8" T-Zellen nach 16 h Cokultivierung mit
undifferenzierten und differenzierten H12.1 Zellen unter Verwendung des IFN-y-Assays
(3.12.2.) gemessen. Es wurden Cokulturen allogener CD8" T-Lymphozyten (Reinheit 95 -
98 %) von drei Spendern und unbehandelten sowie fir neun Tage mit ETOH behandelten
und mit 10 uyM ATRA differenzierten H12.1 Zellen hergestellt. Zur Vermeidung von
zytotoxischen Nebeneffekten durch ATRA bzw. ETOH wurden die mit ETOH- und ATRA
behandelten H12.1 Zellen vor der Cokultivierung mit den CD8" T-Zellen mehrmals mit PBS
gewaschen. Als Positivkontrolle wurden die CD8" T-Lymphozyten mit 10 pg/ul PMA sowie
10 pg/ul lonomycin aktiviert. Die Kultivierung von CD8" T-Zellen in Medium ohne weitere
Zusatze diente als Negativkontrolle (unstimulierte CD8" T-Zellen). In der Abbildung 4.31 sind
die Ergebnisse exemplarisch fir einen T-Zell-Spender dargestellt.
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Abb. 4.31: Prozentualer Anteil IFN-y-produzierender allogener CD8+ T-Zellen nach
Cokultivierung mit undifferenzierten und differenzierten H12.1 Zellen.

In den jeweiligen Dot Blots ist der prozentuale Anteil IFN-y negativer (links) sowie IFN-y positiver
(rechts) CD8" T-Zellen nach 16 h Cokultivierung mit undifferenzierten H12.1 Zellen (neun Tage
unbehandelt bzw. mit ETOH behandelt) sowie mit differenzierten H12.1 Zellen (neun Tage mit 10 uM
ATRA behandelt) gezeigt. Als Negativkontrolle wurden unstimulierte CD8" T-Zellen (16 h Kultivierung
in Medium ohne weitere Zuséatze) und als Positivkontrolle fir 16 h mit 10 pg/ul Phorbol Myristat Acetat
(PMA) sowie mit 10 pg/ul lonomycin stimulierte CD8" T-Zellen verwendet. Es ist exemplarisch ein
reprasentatives Beispiel von drei unabhdngigen Experimenten (drei unabhéngige T-Zell-Spender)
gezeigt. y-Achse: logarithmische mittlere  Fluoreszenzintensitdt (log MFI) der CD8-
Zelloberflachenexpression [CD8-Phycoerythrin (PE)], x-Achse: log MFI von IFN-y-Fluorescein-
isothiocyanat (FITC).
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Sowohl nach Kultivierung der CD8" T-Lymphozyten von drei verschiedenen Spendern mit
undifferenzierten H12.1 Kontrollzellen als auch nach der Inkubation mit differenzierten H12.1
Zellen wurde keine IFN-y-Produktion der CD8" T-Zellen detektiert (0,4 £ 0,1 % IFN-y positive
CD8" T-Zellen). Wahrend in den unstimulierten CD8" T-Lymphozyten (Negativkontrolle)
ebenfalls keine IFN-y-Produktion gemessen wurde (0,3 * 0,1 % IFN-y positive CD8" T-
Zellen), konnte in den mit 10 pg/ul PMA sowie in den mit 10 pg/ul lonomycin stimulierten
CD8" T-Zellen (Positivkontrolle) eine deutliche Produktion des Zytokins detektiert werden
(71 £5 % IFN-y positive CD8" T-Zellen).

Nach der oben beschriebenen 16-stiindigen Cokultivierung von CD8* T-Zellen mit
undifferenzierten und mit differenzierten H12.1 Zellen sowie nach der Aktivierung der CD8*
T-Zellen mittels PMA und lonomycin (Positivkontrolle) wurde das durch die CD8" T-Zellen
sekretierte IFN-y im Zellkulturliberstand mit Hilfe des IFN-y-ELISA (3.14.5.2.) gemessen.
Waéhrend in den Zellkulturiberstanden der jeweiligen Cokulturen bzw. der Negativkontrolle
(CD8" T-Zellen im Medium ohne Zusatze) kein IFN-y detektiert werden konnte, wurde im
Zellkulturtberstand der Positivkontrolle 14,2 £ 0,1 pg/ml IFN-y gemessen (Abb. 4.32).
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Abb. 4.32: IFN-y im Zellkulturiiberstand allogener CD8" T-Zellen nach Cokultivierung mit
undifferenzierten und differenzierten H12.1 Zellen.

Grafisch dargestellt ist die Menge an IFN-y im Zellkulturiiberstand nach 16 h Kultivierung der CD8" T-
Zellen von drei unabh&ngigen Spendern mit undifferenzierten H12.1 Zellen (neun Tage unbehandelt
bzw. mit ETOH behandelt) sowie mit differenzierten H12.1 Zellen (neun Tage mit 10 uM ATRA
behandelt). Als Negativkontrolle wurden unstimulierte CD8" T-Zellen (16 h Kultivierung in Medium
ohne weitere Zusatze) und als Positivkontrolle fur 16 h mit 10 pg/ul Phorbol Myristat Acetat (PMA)
sowie mit 10 pg/ul lonomycin stimulierte CD8" T-Zellen verwendet. Die Fehlerbalken
(Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben sich aus drei unabhangigen Experimenten (drei
unabhangige T-Zell-Spender).
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Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Proliferation von CD8" T-Zellen drei
verschiedener allogener Spender durch eine 5-tdgige Cokultivierung mit undifferenzierten
und differenzierten H12.1 Zellen induziert wird. Die Proliferation der CD8" T-Zellen wurde mit
Hilfe der unter 3.12.1. beschriebenen CFDA-SE-Markierung gemessen. Das Prinzip dieser
Methode besteht darin, dass im Gegensatz zu nicht proliferierenden CSFE-gefarbten Zellen,
proliferierende CSFE-gefarbte Zellen den Farbstoff zu gleichen Teilen an die Tochterzellen
verteilen, was durchflusszytometrisch anhand der Bildung von CSFE-gefarbten
Zellgenerationen detektiert werden kann, die eine verringerte CSFE-Farbung als die
Ursprungszellen aufweisen.

Zuné&chst wurden die CD8" T-Zellen mit dem Farbstoff CFSE gefarbt und anschlieBend fir
funf Tage mit undifferenzierten (neun Tage unbehandelt bzw. mit ETOH behandelt) und
differenzierten (neun Tage mit 10 pM ATRA behandelt) H12.1 Zellen kultiviert. Als
Positivkontrolle wurden die CD8" T-Zellen fiir finf Tage mit 1 ug/ml eines CD3-Antikérpers
(Klon OKT3) sowie 180 U/ml Interleukin-2 stimuliert. Die Negativkontrolle bestand aus CD8"
T-Zellen, die fur finf Tage in Medium ohne weitere Zusatze kultiviert wurden.

In der Abb. 4.33 ist der prozentuale Anteil proliferierender sowie nicht proliferierender CD8"
T-Zellen nach der 5-tagigen Cokultur mit unbehandelten bzw. mit ETOH behandelten und mit
ATRA differenzierten H12.1 Zellen sowie der unstimulierten und stimulierten (IL-2 + CD3)
CD8" T-Zellen exemplarisch fir einen T-Zell-Spender gezeigt. Nach der 5-tagigen
Cokultivierung von CD8" T-Zellen drei verschiedener allogener Spender mit undifferenzierten
H12.1 Zellen proliferierten 10 + 3 % der CD8" T-Zellen. Die Cokultur von CD8" T-Zellen mit
differenzierten H12.1 Zellen flhrte zu einem Anteil von 22 + 2 % proliferierender CD8" T-
Zellen. Von den mit IL-2 und CDS3 stimulierten CD8" T-Zellen proliferierten 96 + 2 %
(Positivkontrolle), was durchflusszyotometrisch an der Bildung von CFSE-gefarbten
Zellgenerationen nachgewiesen werden konnte. Der Prozentsatz proliferierender Zellen der
unstimulierten Negativkontrolle betrug 0,5 + 0,2 %. Somit konnte nach der Inkubation der
CD8" T-Zellen mit undifferenzierten und differenzierten H12.1 Zellen fir keinen T-Zell-
Spender eine deutliche Proliferation anhand der Bildung von Tochterzellgenerationen
detektiert werden.
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Abb. 4.33: Proliferation allogener CD8+ T-Zellen
nach Cokultur mit undifferenzierten und
differenzierten H12.1 Zellen.

In den jeweiligen Dot Blots ist der prozentuale Anteil
proliferierender (links) und nicht-proliferierender
(rechts) CD8" T-Zellen eines allogenen Spenders
nach 5-tdgiger Kultivierung mit undifferenzierten
H12.1 Zellen (neun Tage unbehandelt (u) bzw. mit
ETOH (E) behandelt) sowie mit differenzierten H12.1
Zellen (neun Tage mit 10 uM ATRA (A) behandelt)
dargestellt. Als Positivkontrolle wurden fur finf Tage
mit 1 ug/ml eines CD3-Antikérpers (Klon OKT3)
sowie 180 U/ml Interleukin-2 stimulierte (stim.) CD8"
T-Zellen und als Negativkontrolle unstimulierte
(unstim.) CD8" T-Zellen nach 5-tagiger Kultivierung in
Medium ohne weitere Zusétze verwendet. Die
Tochterzellgenerationen der stimulierten CD8* T-
Zellen sind mit Pfeilen markiert. Es ist ein
reprasentatives Beispiel von drei unabh&ngigen
Versuchen gezeigt. y-Achse: logarithmische mittlere
Fluoreszenzintensitat  (log MFI) der CD8
Zelloberflachenexpression  [CD8-  Phycoerythrin
(PE)], x-Achse: logarithmische mittlere
Fluoreszenzintensitat (log MFI) von
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CSFE).
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4.2.4.2. Bedeutung der erhohten Zelloberflachenexpression von MHC-Klasse-I
Molekiilen auf differenzierten H12.1 Zellen fir die NK-Zell-vermittelten Lyse

Wie unter 1.1.1. beschrieben, fuhrt die Bindung von inhibitorischen Rezeptoren der NK-
Zellen an MHC-Klasse-I Molekile der antigenprasentierenden Zelle zur Suppression der
zytotoxischen Aktivitat der NK-Zellen. Demnach sollte eine erhdhte
Zelloberflachenexpression von MHC-Klasse-1 Molekilen die antigenprasentierende Zelle vor
der Lyse durch NK-Zellen schitzen. Im Folgenden sollte untersucht werden, inwieweit sich
die erhdhte MHC-Klasse-l Zelloberflachenexpression differenzierter H12.1 Zellen auf die
zytotoxische Wirkung von NK-Zellen auswirkt. Neben der Interaktion von inhibitorischen
Rezeptoren auf NK-Zellen mit MHC-Klasse-l Molekilen kann die zytotoxische Aktivitat dieser
Zellen durch die Bindung ihrer aktivierenden Rezeptoren mit den Liganden MICA, MICB
sowie ULBP1-3 erhdht werden (Pezzutto et al., 1998). Falls die Differenzierung der H12.1
Zellen zu einer veranderten Expression dieser Liganden flhrt, hatte dies womdglich einen
Einfluss auf die zytotxische Aktivitdt der NK-Zellen. Daher wurde zunéchst die
Oberflachenexpression dieser Liganden in unbehandelten H12.1 Zellen und nach einer 9-
tagigen Differenzierung von H12.1 Zellen mit 10 uM ATRA bzw. Behandlung mit ETOH
untersucht.

Wie in Abb. 4.34 zu sehen ist, konnte sowohl auf den undifferenzierten (neun Tage
unbehandelt bzw. mit ETOH behandelt) als auch auf den mit ATRA-differenzierten H12.1
Zellen keine Expression von MICA und ULBP1 - 3 detektiert werden. MICB wurde von den
undifferenzierten Zellen auf der Zelloberflache exprimiert. Nach der Differenzierung konnte
eine Abnahme der MICB-Oberflachenexpression um 34,7 + 0,1 % gemessen werden (MFI
MICB/IK undifferenzierte Zellen = 2,6 * 0,3; differenzierte Zellen = 1,7 £ 0,2). Mit Ausnahme
von MICB konnte somit der Einfluss der NK-Zell-Liganden MICA und ULBP1 - ULBP3 auf die
NK-Zell vermittelte Lyse von undifferenzierten und differenzierten H12.1 Zellen
ausgeschlossen werden. Die verringerte Zelloberflachenexpression von MICB und/oder die
erhéhte Expression von MHC-Klasse-lI Molekilen auf der Zelloberflache von differenzierten
H12.1 Zellen kdnnten mdoglicherweise zur verminderten Zytotoxizitdt der NK-Zellen
gegeniber den H12.1 Zellen flhren.
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Abb. 4.34: Expression von MICA und MICB sowie ULBP1 - 3 auf der Zelloberfliche
undifferenzierter und differenzierter H12.1 Zellen.

Dargestellt sind die kombinierten Fluoreszenzhistogramme der Phycoerythrin (PE)-konjugierten
Isotypkontrolle (IK) (grau) und des PE-konjugierten spezifischen Antikérpers gegen MICA, MICB und
ULBP1 - 3 (weiB) unbehandelter (schwarze Linie), mit ETOH behandelter (blaue Linie) sowie mit
ATRA behandelter (rote Linie) H12.1 Zellen nach neun Tagen. Die Werte der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) von IK und von MICA und MICB bzw. ULBP1 - 3 sind im jeweiligen
Histogramm angegeben. Gezeigt ist ein représentatives Beispiel von drei unabhangigen
Experimenten. x-Achse: logarithmische mittlere Fluoreszenzintensitat (log MFI).

Zur Analyse der Zytotoxizitdt von NK-Zellen gegeniiber H12.1 wurden Cokulturen der
allogenen NK-Zelllinie NK-92 mit unbehandelten, fir neun Tage mit ETOH behandelten und
mit 10 uM ATRA differenzierten H12.1 Zellen im Effektor:Target Verhéltnis 10:1 angefertigt.
Als Kontrolle wurden H12.1 Zellen ohne Zusatz der NK-92 Zellen inkubiert. Nach 3 h wurde
der Anteil lebender, apoptotischer und nekrotischer H12.1 Zellen mittels Annexin/7AAD-
Farbung durchflusszytometrisch untersucht. Das Prinzip dieser Methode wurde unter 3.12.3.
beschrieben. Zur Abgrenzung der H12.1 Zellen (CD56°) von den NK-Zellen (CD56%) wurde
das Zellgemisch zusétzlich mit einem Allophycocyanin (APC)-konjugiertem CD56-Antikérper
gefarbt.

In der Abb. 4.35 ist die zytotoxische Wirkung von NK-92 auf H12.1 zu sehen, wobei
exemplarisch ein reprasentatives Beispiel von drei unabhangigen Messungen gezeigt ist.
Nach 3-stiindiger Kultivierung undifferenzierter H12.1 Zellen ohne NK-92 Zellen wurde ein
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Anteil von 77 + 5 % lebender Zellen (Annexin und 7AAD negativ), 12 + 3 % apoptotischer
Zellen (Annexin positiv, 7AAD negativ) und 9 + 4 % nekrotischer Zellen (Annexin und 7AAD
positiv) gemessen. Von den differenzierten H12.1 Zellen konnten 84 + 3 % lebende, 7 £ 4 %
apoptotische und 6 + 2% nekrotische Zellen detektiert werden. Nach 3-stindiger
Kultivierung von undifferenzierten H12.1 Zellen mit den NK-92 Zellen wurde ein Anteil von 20
* 4 % lebender, 60 + 5 % apoptotischer und 18 + 3 % nekrotischer H12.1 Zellen detektiert.
Von den differenzierten H12.1 Zellen konnten nach der 3-stiindigen Kultivierung mit NK-92
Zellen 21 £ 3 % lebende, 59 + 4 apoptotische und 17 = 4 % nekrotische H12.1 Zellen
gemessen werden.

Somit wurden keine Unterschiede in der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat der NK-92 Zellen
gegenlber undifferenzierten und differenzierten H12.1 Zellen gemessen. Die oben genannte
Hypothese einer Verringerung der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitdt gegentber
differenzierten H12.1 Zellen aufgrund der erhéhten Expression von MHC-Klasse-I Molekilen
sowie der verringerten MICB-Zelloberflachenexpression auf differenzierten H12.1 Zellen
konnte somit nicht bestatigt werden.
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Abb. 4.35: Apoptose undifferenzierter und differenzierter H12.1 Zellen nach Cokultur mit NK-92.
Far neun Tage unbehandelte (u), mit ETOH behandelte (E) sowie mit ATRA differenzierte (A) H12.1
Zellen wurden ohne NK-92 Zellen (- NK-92) und mit NK-92 Zellen (+ NK-92) im Effektor:Target
Verhéltnis von 10:1 kultiviert. Nach 3 h wurde die Apoptose der H12.1 Zellen mittels Annexin/7-Amino-
Aktinomycin D (7AAD)-Farbung durchflusszytometrisch untersucht (3.12.3.). In den jeweiligen Dot
Blots ist der prozentuale Anteil lebender H12.1 Zellen (Annexin und 7AAD negativ: linker unterer
Einzelquadrant), apoptotischer H12.1 Zellen (Annexin positiv und 7AAD negativ: linker oberer
Einzelquadrant) und nekrotischer H12.1 Zellen (Annexin und 7AAD positiv: rechter oberer
Einzelquadrant) zu sehen. Es ist ein exemplarisches Beispiel von drei unabhéngigen Versuchen
gezeigt. y-Achse: logarithmische mittlere Fluoreszenzintensitat (log MFI) von Annexin-Fluorescein-
isothiocyanat (Annexin-FITC).

94



4 Ergebnisse

4.2.5. Expression der costimulatorischen Molekiile B7-H1 - H4 in KZT-Zelllinien

Die Expression der costimulatorischen Moleklle B7-H1, B7-H2, B7-H3 und B7-H4 wurde auf
mRNS-Ebene mittels RT-PCR und auf Proteinebene mit Hilfe der Durchflusszytometrie in
neun KZT-Zelllinien (Tab. 2.1) untersucht.

In der Abb. 4.36 ist die Expression der Molekile in den neun KZT-Zelllinien dargestellt.
Wahrend in sechs von neun KZT-Zelllinien (JEG-3, Ntera, H12.5, H12.1, H12.1D und
1777NRpmet) eine Expression von B7-H1 auf mRNS-Ebene nachgewiesen wurde, konnte in
den Zelllinien JAR, 2102EP und 1411HP keine mRNS-Expression dieses Moleklils detektiert
werden. Auf Proteinebene wurde nur in den Zelllinien JEG-3 und H12.1D die
Zelloberflachenexpression von B7-H1 detektiert (MFI B7-H1/IK = 3,3 £ 0,2 (JEG-3) und 3,2 +
0,3 (H12.1D)(Abb. 4.36A). Die Expression von B7-H2 mRNS konnte in allen neun KZT-
Zelllinien nachgewiesen werden. Wahrend die Zelllinie JAR eine hohe Proteinexpression von
B7-H2 zeigte (MFI B7-H2/IK = 7,5 + 1,3), lagen die MFI-Werte (B7-H2/IK) der Zelllinien
JEG-3, H12.5 und H12.1 im Bereich von 2,4 bis 5. Auf der Zelloberflache der Zelllinien Ntera,
2102EP, H12.1D und 1411HP wurde eine geringe Expression des Molekils detektiert (MFI
B7-H2/IK von 1,1 bis 2,3) (Abb. 4.36B). Ebenso wurde B7-H3 auf mRNS-Ebene von allen
analysierten KZT-Zelllinien exprimiert. Die MFI-Werte der B7-H3-Zelloberflachenexpression
(B7-H3/IK) der KZT-Zelllinien lagen im Bereich von 2,4 bis 9; wobei die Zelllinie JEG-3 die
geringste (MFI B7-H3/IK = 3 + 0,6) und JAR die starkste (MFlI B7-H3/IK = 7,8 + 1,2)
Expression aufwies (Abb. 4.36C). Die mRNS-Expression von B7-H4 konnte in vier von neun
KZT-Zelllinien (JEG-3, JAR, H12.5 und H12.1) detektiert werden. In keiner der untersuchten
Zelllinien wurde eine B7-H4-Zelloberflachenexpression nachgewiesen (Abb. 4.36D). Als
Positivkontrolle diente eine mit B7-H4 transfizierte Melanomzelllinie, deren B7-H4-
Expression detektiert werden konnte (nicht gezeigt).
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Abb. 4.36: Expression der costimulatorischen Molekiile B7-H1 - H4 in KZT-Zelllinien.

Dargestellt ist die Expression von B7-H1 (A), B7-H2 (B), B7-H3 (C) und B7-H4 (D) in neun KZT-
Zelllinien. Im oberen Bereich ist jeweils ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender Amplikons
von B7-H1 bzw. B7-H2, B7-H3 und B7-H4 mit einer GréBe von 157 Bp bzw. 196 Bp, 183 Bp und
216 Bp sowie ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender 3-Aktin Amplikons mit einer GréBe
von 239 Bp gezeigt. Es ist jeweils ein exemplarisches Beispiel von drei unabhangigen RT-PCR-
Experimenten abgebildet. Darunter sind die Quotienten der mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI)
von B7-H1, H2, H3 bzw. -H4 und Isotypkontrolle (IK) der KZT-Zelllinien grafisch dargestellt. Zur
durchflusszytometrischen Messung der B7-H1 - H4-Zelloberflachenexpression kamen die unter 2.11.
genannten spezifisch gegen B7-H1 - H4 gerichteten Phycoerythrin (PE)-konjugierten Antikérper zum
Einsatz. Die Fehlerbalken (Standardabweichung vom Mittelwert) ergeben sich aus drei unabhangigen
durchflusszytometrischen Messungen. Der Bereich unterhalb der cut-off-Linie entspricht der MFI der
unspezifischen Isotypkontrolle (MFI = 1) bzw. einer unspezifischen Bindung des B7-H1 - H4
Antikérpers (MFI > 1).

In den KZT-Zelllinien JAR, 2102EP und 1411HP konnte keine B7-H1-mRNS-Expression
detektiert werden. Ebenso wurde keine mRNS-Expression von B7-H4 in den Zelllinien Ntera,
2102EP, H12.1D, 1777NRpmet und 1411HP gemessen. Die fehlende bzw. geringe mRNS-
Expression der Moleklle in einigen Zelllinien kann in unterschiedlichen epigenetischen
Regulationsmechanismen begriindet sein. Ein wichtiger Regulationsmechanismus ist die
Methylierung der DNS. Mit Hilfe des Programms ,MethPrimer*
(http://www.urogene.org/methprimer/) wurde die DNS-Sequenz des B7-H1- und des B7-H4-
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Gens auf Bereiche hin analysiert, die einen CpG-Anteil von Uber 50 % aufweisen (CpG-
Insel). Wahrend fir B7-H4 keine CpG Insel detektiert werden konnte, wurde 184 Bp
stromaufwarts des B7-H1 Gens eine CpG Insel nachgewiesen, die 97 Bp der B7-H1 Gen-
Sequenz beinhaltet (Gesamtlange 281 Bp) (Abb. 4.37A). Mittels COBRA (3.13.9.) wurde
innerhalb dieser CpG-Insel ein DNS-Bereich amplifiziert, welcher 18 CpGs beinhaltet. Die
PCR-Produkte wurden sequenziert und der Methylierungsstatus der B7-H1 CpG Insel in den
neun KZT-Zelllinien analysiert. In Abb. 4.37B sind die 18 CpGs der CpG Insel von B7-H1 als
Késtchen dargestellt. WeiBe Kastchen reprasentieren nicht-methylierte CpGs, graue
Késtchen stellen methylierte CpGs dar. Wéhrend fur die Zelllinien JEG-3, Ntera, H12.5 und
1411HP keine Methylierungen detektiert wurden, konnten in den Zelllinien 2102EP, H12.1
sowie 1777NRpmet eine von 18 und in H12.1D finf von 18 methylierte CpGs nachgewiesen
werden. In der Zelllinie JAR waren alle 18 CpGs methyliert.
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Abb. 4.37: Lokalisation und Methylierungsstatus der CpG Insel von B7-H1.

A - Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der CpGs innerhalo der DNS-Sequenz 500 Bp
stromaufwarts und innerhalb der ersten 2000 Bp des B7-H1-Gens. Der DNS-Bereich mit einem CpG-
Anteil von Uber 50 % ist als CpG Insel grau hervorgehoben. Die CpG Insel umfasst die ersten 97 Bp
des B7-H1 Gens sowie einen 184 Bp groBen DNS-Bereich stromaufwarts des B7-H1 Gens. B -
Gezeigt ist der Methylierungsstatus der 18 CpGs innerhalb der CpG Insel von B7-H1 in neun KZT-
Zelllinien. WeiBe Kastchen reprasentieren nicht-methylierte CpGs, graue Kastchen stellen methylierte
CpGs dar. Die Untersuchung des Methylierungsstatus der 18 CpGs der B7-H1 CpG Insel wurde
zweimal mittels Bisulfitsequenzierung analysiert und fihrte zum gleichen Ergebnis.
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Zur weiteren Analyse einer mdglichen Regulation der B7-H1-mRNS-Expression durch DNS-
Methylierung wurde die Zelllinie JAR fir vier Tage mit 0; 0,5; 2,5; 5 und 10 pM DAC
behandelt (3.5.) und anschlieBend der Methylierungsstatus der CpGs mittels
Bisulfitsequenzierung (3.13.9.) untersucht. Wie in Abb. 4.38A dargestellt ist, fihrte die
Behandlung der Zellen mit 0; 5 und 10 puM DAC zu keiner Demethylierung, wéhrend nach
der Behandlung von JAR mit 0,5 pM DAC 17 von 18 CpGs demethyliert wurden. Unter dem
Einsatz von 2,5 uM DAC erfolgte eine Demethylierung von 15 der 18 CpGs. Somit fihrte
eine 4-tdgige Behandlung der Zelllinie JAR mit 0,5 pM DAC zur fast vollstdndigen
Demethylierung der CpGs innerhalb der CpG-Insel des B7-H1 Gens.

AnschlieBend erfolgte eine 5-tdgige Behandlung der JAR Zellen mit 0,5 pM DAC sowie die
Erstellung einer Zeitkinetik. Nach eintdgiger DAC Behandlung wurde eines der 18 CpG-
Oligonukleotide demethyliert. Eine 2- und 3-tdgige DAC Behandlung fuhrte zur
Demethylierung von 16 der 18 CpGs und nach vier und finf Tagen lagen alle 18 CpGs
demethyliert vor. Parallel dazu wurde die Expression von B7-H1 auf mRNS- und
Proteinebene untersucht. Bereits nach einer eintdgigen Behandlung der Zelllinie JAR mit
0,5 pM DAC konnte die Expression von B7-H1 auf mRNS-Ebene induziert werden. Uber
den Verlauf der Behandlung bis zum flnften Tag erfolgte ein Anstieg der B7-H1-mRNS-
Expression. Die Induktion der B7-H1-Proteinexpression auf der Zelloberflache war nach zwei
Tagen detektierbar und erreichte nach vier bis funf Tagen ihr Maximum (Abb. 4.38B).
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Abb. 4.38: Methylierungsstatus der CpG-Insel des B7-H1 Gens und Expression von B7-H1 nach
Behandlung von JAR Zellen mit 5-Aza-2’-Deoxycytidin.

A - Gezeigt ist der Methylierungsstatus der 18 CpGs innerhalb der CpG-Insel von B7-H1 in JAR Zellen
nach 4-tagiger Behandlung mit 0 bis 10 pM 5-Aza-2’-Deoxycytidin (DAC) (oben) sowie nach
Behandlung mit 0,5 pM DAC fir 0 bis 5 Tage. Die Untersuchung des Methylierungsstatus der 18
CpGs der B7-H1 CpG Insel wurde zweimal mittels Bisulfitsequenzierung analysiert und fUhrte zum
gleichen Ergebnis. B - Im oberen Bereich ist ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender
Amplikons von B7-H1 mit einer GréBe von 157 Bp sowie ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel
korrespondierender -Aktin Amplikons mit einer Gr6Be von 239 Bp nach Behandlung der JAR Zellen
mit 0,5 pM 5-Aza-2’-Deoxycytidin fir null bis finf Tage gezeigt. Darunter sind die Quotienten mittleren
Fluoreszenzen (MFI) von B7-H1 und der Isotypkontrolle (IK) nach Behandlung der JAR-Zellen mit
0,5 uM DAC far null bis fiinf Tage grafisch dargestellt. Die Fehlerbalken ergeben sich aus drei
unabhangigen durchflusszytometrischen Messungen. Der Bereich unterhalb der cut-off-Linie
entspricht der MFI der unspezifischen Isotypkontrolle (MFI = 1) bzw. einer unspezifischen Bindung des
B7-H1 Antikérpers (MFI > 1).
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Wie oben beschrieben konnte nach 4- bis 5-tagiger Behandlung der Zelllinie JAR mit 0,5 pM

DAC die maximale Induktion der Proteinexpression von B7-H1 auf der Zelloberflache erreicht
werden. Der MFI-Wert (B7-H1/IK) von unbehandelten JAR-Zellen lag bei 1,04 £ 0,2 und stieg
nach der 4- bis 5-tdgigen Behandlung auf 2,2 + 0,3. Diese B7-H1-Proteinexpression der
JAR-Zellen war mit der Proteinexpression des Molekils auf der B7-H1-positiven Zelllinie
JEG-3 vergleichbar (MFI B7-H1/IK = 2,7 + 0,4) (Abb. 4.39).
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Abb. 4.39: Proteinexpression von B7-H1 auf der
Zelloberflache unbehandelter und mit 5-Aza-2’-
Deoxycytidin behandelter JAR- sowie JEG-3-
Zellen.

Gezeigt sind die kombinierten
Fluoreszenzhistogramme der Phycoerythrin (PE)-
konjugierten Isotypkontrolle (IK) (grau) und des PE-
konjugierten B7-H1  (MEM-G/9) (weiB) von
unbehandelten, und far finf Tage mit 0,5 uM 5-Aza-
2’-Deoxycytidin (DAC) behandelten JAR-Zellen sowie
der unbehandelten Chorionkarzinomzelllinie JEG-3.
Die Werte der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI)
von IK und B7-H1 sind in den jeweiligen
Histogrammen angegeben. ). Es ist jeweils ein
reprasentatives Beispiel von drei unabhéngigen
Experimenten gezeigt. x-Achse: logarithmische
mittlere Fluoreszenzintensitat (log MFI).
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4.2.6. Expression des nicht-klassischen MHC-Klasse-l Molekiils HLA-G in KZT-
Zelllinien

Mittels RT-PCR und Western Blot wurde die mRNS- und Proteinexpression des
immunsuppressiven Molekils HLA-G in neun KZT-Zelllinien (Tab. 2.1) untersucht. Wie in
Abb. 4.40A zu sehen ist, konnte in den undifferenzierten EC-Zelllinien 2102EP, H12.5 und
H12.1 sowie in der differenzierten Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 die mRNS-Expression
der HLA-G Isoformen HLA-G1/5, HLA-G2/4 und HLA-G3 detektiert werden. Die
undifferenzierte EC-Zelllinie Ntera exprimierte HLA-G1/5 auf mRNS-Ebene. Fir die
differenzierten EC-Zelllinien H12.1D, 1411HP und 1777NRpmet sowie fir die differenzierte
Chorionkarzinom-Zelllinie  JAR konnte keine HLA-G-mRNS-Expression nachgewiesen
werden. Auf Proteinebene wurde nur in der Zelllinie JEG-3 die Expression von HLA-G1/5
detektiert.

Mit Ausnahme von JEG-3 konnte in keiner differenzierten KZT-Zelllinie die Expression von
HLA-G auf mRNS-Ebene nachgewiesen werden. Da zum Zeitpunkt der experimentellen
Untersuchungen zur HLA-G Expression der vorliegenden Arbeit fir die Zelllinien JAR und
JEG-3 bereits die Methylierung der DNS als Ursache der fehlenden HLA-G-mRNS-
Expression beschrieben wurde (Moreau et al., 2003; Mouillot, G. et al., 2005), stellte sich die
Frage inwiefern die HLA-G-mRNS-Expression der differenzierten KZT-Zelllinien H12.1D,
1411HP und 1777NRpmet durch diesen Mechanismus reguliert wird. Wie bereits unter 4.1.5.
beschrieben, konnte mit Hilfe des Programms www.methprimer.de eine 824 Bp lange CpG-
reiche Region (CpG-Insel) innerhalb der DNS Sequenz des HLA-G Gens detektiert werden.
Die Analyse des Methylierungsstatus dieser CpG-Insel erfolgte mit Hilfe der COBRA-Technik
(3.13.9.). Fir die Restriktion des amplifizierten Produktes der Bisulfit-DNS wurde das Enzym
BstUI (Erkennungssequenz: CpGpCpG) verwendet. Wie in Abb. 4.40B zu sehen ist, konnte
fur die Zelllinien JAR und H12.1D eine vollstéandige und fir die Zelllinien JEG-3, Ntera, H12.1
und 1411HP eine partielle Methylierung einer CpGpCpG-Region nachgewiesen werden. Die
Zelllinien 2102EP, H12.5 und 1777NRpmet wiesen keine Methylierung einer CpGpCpG-
Region auf. Somit korrelierte der Methylierungsstatus des HLA-G Promoters mit Ausnahme
von 1777NRpmet mit dem Transkriptionslevel der untersuchten KZT-Zelllinien.
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Abb. 4.40: Expression und Methylierung von HLA-G in KZT-Zelllinien.

A - Im oberen Bereich ist ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender HLA-G Amplikons der
KZT-Zelllinien dargestellt. Sichtbar sind die Amplikons HLA-G1 bzw. HLA-G5 mit einer GrdBe von
~1000 Bp, HLA-G3 mit einer GréBe von 430 Bp und HLA-G2/4 (zwischen 430 Bp und 980 Bp).
Unterhalb ist ein 1,5 %iges TAE-Agarosegel korrespondierender 3-Aktin Amplikons mit einer GréBe
von 239 Bp gezeigt. Im unteren Bereich ist die Expression von HLA-G1/5 der KZT-Zelllinien auf
Proteinebene im Western Blot dargestellt. Es wurde der HLA-G spezifische Antikérper MEM-G/1
verwendet, welcher die denaturierte schwere Kette des HLA-G Molekiils erkennt. Die Expression des
Standardproteins B-Aktin ist unter dem Western Blot gezeigt. Es wurden 30 ug Gesamtprotein
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Expression des Standardproteins 3-Aktin ist unter dem Western
Blot gezeigt. Es wurden 30 pug Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es ist jeweils ein
exemplarisches Beispiel von drei unabhdngigen Experimenten gezeigt. B - Dargestellt ist ein
1,5 %iges TAE-Agarosegel mit aufgetrennten BstUI-Restriktionsprodukten der HLA-G COBRA der
KZT-Zelllinien. Gezeigt ist ein exemplarisches Bespiel von zwei unabhangigen Experimenten.

Zur weiteren Untersuchung der Methylierung von HLA-G in KZT-Zelllinien wurde die Zelllinie
H12.1D, welche eine vollstandige Methylierung einer CpGpCpG-Region innerhalb der CpG-
Insel von HLA-G zeigte, mit verschiedenen Konzentrationen an DAC und VPA sowie mit
Kombinationen dieser Substanzen fir ein bis flinf Tage behandelt (3.5.), was jedoch weder
zur Demethylierung der CpGpCpG-Region noch zur Induktion der HLA-G-mRNS-Expression
fOhrte.
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5. Diskussion

5.1. Das immunregulatorische Potential von MSC

Die immunmodulatorischen Eigenschaften von MSC werden in der Literatur kontrovers
diskutiert. Dennoch stehen MSC im Mittelpunkt der regenerativen Medizin und werden
bereits seit einigen Jahren im Rahmen von Transplantationen, zur Behandlung von
AbstoBungsreaktionen und Autoimmunkrankheiten sowie zur Geweberegeneration
eingesetzt (Ball et al., 2008; Horwitz et al., 1999; Joo et al., 2010; Koc et al., 1998; Kurtzberg
et al., 2009; Lazarus et al., 1995; Le Blanc et al., 2004; Li et al., 2010; Ringdem et al., 2006;
Uccelli et al., 2006; Zappia et al., 2005). Auf der einen Seite besitzen MSC die einzigartige
Fahigkeit die Funktion vieler Immunzellen, wie z.B. T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und
antigenprésentierende Zellen, zu supprimieren, was bereits unter 1.2.1. beschrieben wurde.
Andererseits belegen auch einige Studien, dass MSC die Immunantwort in Abh&ngigkeit des
Stimulus inhibieren und/oder aktivieren kénnen und als antigenprésentierende Zellen
gegenliber CD4+ und CD8+ T-Zellen agieren (Chan et al., 2006; Morandi et al., 2008;
Krampera et al., 2006; Klyushnenkova et al., 2005; Rasmusson et al., 2005). Dazu zahlt z.B.
die IFN-y-vermittelte Hochregulation von MHC-Klasse-l und -Il Molekilen wahrend einer
AbstoBungsreaktion und die damit verbundene Induktion der Prasentation antigener Peptide
durch MSC (Shlomchik WD, 2007; Stagg et al., 2006; Welniak et al., 2007). Die Lyse von
MSC durch spezifische zytotoxische T-Lymphozyten wurde 2008 durch Morandi et al.,
beobachtet. Weiterhin konnte in Tiermodellen gezeigt werden, dass MSC nach allogener
Transplantation AbstoBungsreaktionen auslésen (Mielcarek et al., 2011; Nauta et al., 2006;
Inoue et al., 2006; Poncelet et al., 2007). Desweiteren wurde nach der Transplantation von
Knochenmark in Mause eine AbstoBungsreaktion trotz gleichzeitiger Administration von MSC
beobachtet (Sudres et al., 2006). Derartige Erkenntnisse zeigen, dass die immunologischen
Eigenschaften von MSC noch nicht eindeutig aufgeklart sind und MSC trotz allem fir die
oben genannten medizinischen Zwecke eingesetzt werden.

Vor diesem Hintergrund sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit das immunmodulatorische
Potential von MSC hinsichtlich der Expression und Funktion der immunregulatorischen
Molekile der MHC-Klasse-I-APM, der B7-H1 - H4 Moleklle und des nicht klassischen
MHC-Klasse-I Molekiils HLA-G charakterisiert werden.
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5.1.1. Expression wichtiger Komponenten der MHC-Klasse-I-APM in MSC
gesunder und kranker Spender

Die Expression von Komponenten der MHC-Klasse-I-APM in primaren MSC gesunder
Spender ist relativ gut charakterisiert (Goétherstrom et al.,, 2003; Le Blanc et al., 2003;
Morandi et al., 2008; Niemeyer et al., 2004/2007). Uber die Expression dieser Molekiile in
primaren MSC kranker Spender gibt es bisher keine Informationen. Vor dem Hintergrund das
bereits autologe und allogene MSC-Transplantationen genutzt werden um eine Reihe von
Krankheiten zu behandeln (Bang et al., 2005; Chen et al., 2006; Garcia-Olmo et al., 2005;
Katritsis et al., 2005; Le Blanc et al., 2004; Reinders et al, 2010; Ringden et al., 2007;), ist
eine detaillierte Charakterisierung der Expression von Molekilen der MHC-Klasse-I-APM
auch in primaren MSC kranker Spender unabdingbar. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde die Expression dieser Molekile in primaren MSC von sieben gesunden Spendern, von
elf Spendern mit malignen Erkrankungen bzw. Infektionen des Knochenmarks sowie von
zwei immortalisierten MSC untersucht.

In Ubereinstimmung mit den Literaturdaten (Le Blanc et al., 2003; Morandi et al., 2008)
konnte auch innerhalb der vorliegenden Arbeit die Expression der MHC-Klasse-I-APM
Komponenten HC, B.-MG, TAP1, TAP2 und TAPS fir alle sieben MSC gesunder Spender
sowie flr zwei immortalisierte MSC nachgewiesen werden. Es ist jedoch zu betonen, dass
sich die MSC der gesunden Spender MSC105 - 126 (Tab. 2.3.) durch eine sehr schwache
Proteinexpression von Tapasin auszeichneten. Auch fir die elf MSC der kranken Spender
konnte die Expression der oben genannten Molekile detektiert werden. Die detektierte
Expression von MHC-Klasse-I-APM Komponenten in den untersuchten MSC stellt deren
immunsuppressiven Phanotyp deutlich in Frage.

Interessanterweise wurde fir die MSC der gesunden Spender ein relativ homogenes
Expressionslevel der genannten Molekile nachgewiesen. Im Vergleich zu den MSC von
gesunden Spendern zeichneten sich die MSC der Spender mit malignen Erkrankungen bzw.
Infektionen des Knochenmarks durch ein heterogenes Expressionslevel von Komponenten
MHC-Klasse-I-APM aus. Es kann somit vermutet werden, dass maligne Erkrankungen bzw.
Infektionen des Knochenmarks das Expressionsprofil von Komponenten der MHC-Klasse-I-
APM und damit mdéglicherweise auch die Immunogenitdt der aus dem Knochenmark
isolierten MSC verandern. Eine veranderte Expression, Prozessierung und/oder Prasentation
von MHC-Klasse-lI Molekilen in Cytomelgalie-Virus (CMV)-infizierten Zellen und in maligne
entarteten Zellen wurde bereits beschrieben (Lilley & Ploegh, 2005; Restifo et al., 1993;
Rotem-Yeduhar et al., 1994; Seliger et al., 1996 und 1997). Es sollten daher MSC weiterer
Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und Therapien des Knochenmarks sowie MSC
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gesunder Spender hinsichtlich der Expression und Funktion von MHC-Klasse-l APM
Molekilen untersucht werden. Vor der Verwendung von MSC im Rahmen allogener
Transplantationen missten maligne Erkrankungen und Infektionen des Knochenmarks der
MSC Spender ausgeschlossen werden. Ebenso ist der Einsatz von MSC kranker Spender
fr autologe Transplantationen kritisch. Eine veranderte Immunogenitat der MSC kénnte die
Schwere der AbstoBungsreaktion erhéhen bzw. vermindern.

5.1.2. Expression wichtiger Komponenten der MHC-Klasse-I-APM in
undifferenzierten und differenzierten MSC

Das Ziel von MSC-basierten Zelltherapien ist unter anderem die Differenzierung von MSC in
einen spezifischen Zelltyp, welcher fur die Regenerierung von verletztem oder zerstértem
Gewebe bzw. Zellen benétigt wird (Marlies et al., 2010). Vor diesem Hintergrund ist eine
detaillierte ~ Charakterisierung  der  immunmodulatorischen  Eigenschaften  von
undifferenzierten versus differenzierten MSC wichtig.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war eine mogliche Veranderung des
Proteinexpressionslevels von MHC-Klasse-I-APM Komponenten nach osteogener und
adipogener Differenzierung der MSC von Interesse. Es ist zu betonen, dass in dieser Arbeit
nach adipogener Differenzierung auch osteogen differenzierte Zellen generiert wurden und
somit die Expressionsstudien der adipogen differenzierten MSC nicht 100 %ig von den
osteogen differenzierten MSC abgegrenzt werden konnten. Eine derartige Mischung von
Zelltypen nach der Differenzierung von MSC wurde bereits beschrieben und ist auf deren
Heterogenitat zurlickzuftihren (Hicok et al., 1998; Dennis et al., 1996).

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde nach osteogener und/oder adipogener
Differenzierung von primaren MSC in den meisten Fallen eine im Vergleich zum
undifferenzierten Status der MSC erhdhte Proteinexpression von MHC-Klasse-l APM
Molekulen detektiert. Eine Hochregulation der MHC-Klasse-| Molekiile auf der Zelloberflache
wurde bisher fir MSC nach ihrer Differenzierung in Osteozyten, Chondrozyten und
Adipozyten beschrieben (Le Blanc et al., 2003). Inwieweit die Differenzierung von MSC auch
funktionell deren immunregulatorisches Potential verandert, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht analysiert. Aufgrund der in dieser Dissertation generierten Daten
kann eine Veranderung der Immunogenitdt von MSC nach deren Differenzierung nicht
ausgeschlossen werden. Vor dem Hintergrund, dass der Einsatz von MSC zur
Geweberegeneration eine in vitro bzw. in vivo Differenzierung dieser Zellen voraussetzt, sind

weitere funktionelle Untersuchungen zur Immunogenitdt von undifferenzierten versus

105



5 Diskussion

differenzierten MSC unabdingbar. Eine Veranderung der Immunogenitdt wurde bisher flr
chondrogen, jedoch nicht fiir osteogen oder adipogen differenzierte MSC aus Ratten
beschrieben. Die Cokultur von chondrogen differenzierten MSC mit humanen dendritischen
Zellen fuhrte im Vergleich zur Cokultur mit undifferenzierten MSC zu einer 4- bis 8-fach
erhdhten Proliferation der Lymphozyten. Dieser Effekt war jedoch von der Expression der
MHC-Klasse-I-APM unabh&ngig und wurde vielmehr auf die Hochregulation der
costimulatorischen Moleklle B7-1 und B7-2 zuriickgefuhrt, welche neben der Prasentation
antigener Peptidfragmente Uber MHC-Klasse-Molekiile das zweite Signal zur vollstandigen
Aktivierung der T-Zellen aussenden (Chen et al., 2007). Die Expression von B7-1 und B7-2
in MSC nach deren Differenzierung wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht. Es ist méglich, dass sich die immunsuppressiven Eigenschaften der MSC nach
der Differenzierung nicht veréndern, wie es auch bereits im Rahmen der
Proliferationssuppression aktivierter PBMC fir MSC aus dem Knochenmark und aus
Fettgewebe vor und nach ihrer osteogenen bzw. adipogenen und chondrogenen
Differenzierung beschrieben wurde (Le Blanc, 2003; Goétherstrém et al., 2003; Niemeyer
et al., 2004/2007).

5.1.3. Expression der costimulatorischen Molekiille B7-H1 - H4 in MSC - Die
funktionelle Bedeutung von B7-H3

Innerhalb der letzten Jahre erweiterte sich die Anzahl der B7-Familienmitglieder von den
costimulatorischen Liganden B7-1 und B7-2 auf die Moleklle B7-H1, B7-DC, B7-H2, B7-H3,
B7-H4 und B7-H6 (Brandt et al, 2009; Flies et al., 2007; Greenwald et al., 2005). Die
fehlende Zelloberflachenexpression von B7-1 und B7-2 auf MSC ist unter anderem fir die
immunsuppressiven Effekte der MSC verantwortlich (Aggarwal et al., 2005; Di Nicola et al.,
2002). Im Gegensatz zu B7-1 und B7-2 gibt es relativ wenig Daten zur Expression und
Funktion der B7-H1 - H4 Molekule in MSC (Flies et al., 2007; Greenwald et al., 2005). Bisher
wurde die Expression und coinhibitorische Funktion von B7-H1 und B7-H4 in MSC
beschrieben (Augello et al., 2005; Ni et al., 2009; Rameshwar, 2008; Sheng et al., 2008; Xue
et al., 2009).

In Korrelation mit den Literaturdaten konnte in der vorliegenden Arbeit die Expression von
B7-H1 in MSC auf mRNS- und Proteinebene nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu Xue
et al., welche 2009 sowohl eine starke B7-H4 mRNS- als auch Proteinexpression in MSC
nachweisen konnten, wurde in der vorliegenden Arbeit keine mMRNS-Expression von B7-H4
in allen 15 untersuchten MSC detektiert. Die mMRNS-Expression dieses Molekils konnte in
einer mit B7-H4 transfizierten Melanomzelllinie (Positivkontrolle) gezeigt werden. Neben B7-
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H1 und B7-H4 erfolgten innerhalb der vorliegenden Arbeit erstmalig Expressionsstudien von
B7-H2 und B7-H3 in MSC. B7-H2 wurde lediglich auf mRNS-Ebene in den primaren MSC
nachgewiesen. Das Molekll wurde nur von den immortalisierten MSC L87 und V54-2 auf
MRNS-Ebene und auf der Zelloberflache exprimiert. Interessanterweise konnte in dieser
Arbeit erstmalig die die mRNS- und Proteinexpression von B7-H3 nachgewiesen werden.
Aus diesen Ergebnissen ergeben sich eine Vielzahl mdéglicher transkriptioneller, post-
transkriptioneller und post-translationeller Regulationsmechanismen, welche die Expression
der B7-H1 - H4 Molekile steuern kdnnten, die jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht naher
untersucht wurden. Wahrend die bereits beschriebene Expression des coinhibitorischen B7-
H1 Molekils mit der immunsuppressiven Wirkung der MSC korreliert, passt die fehlende
Expression des inhibitorischen B7-H4 Molekdls nicht in diesen Kontext. Jedoch erscheint die
fehlende Expression des coaktivierenden Molekils B7-H2 in den primaren MSC fir deren
immunsuppressive Rolle sinnvoll.

Von den B7-H1 - H4 Molekilen wurde B7-H3 am starksten auf der Zelloberflache aller
untersuchten MSC exprimiert, wodurch im Rahmen dieser Arbeit besonderes Interesse an
dessen immunregulatorischer Funktion in MSC geweckt wurde. Interessanterweise wurde
sowohl humanes als auch murines B7-H3 bisher als coaktivierendes aber auch als
coinhibitorisches Molekil beschrieben (Boenisch et al., 2008; Castriconi et al, 2004;
Hofmeyer et al., 2008; Leitner et al., 2009; Ling et al., 2003; Prasad et al., 2004; Suh et al.,
2003; Sun et al., 2003; Tran et al., 2008; Xu et al., 2006; Zang et al., 2007; Zhang et al.,
2008). Zur immunregulatorischen Funktion von B7-H3 in MSC gibt es bisher keine
Informationen.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde das immunmodulatorische Potential der B7-H3-
Expression auf MSC beziglich der Aktivierung der Immunantwort von CD8+ T-Zellen sowie
NK-Zellen untersucht. Uber die Wechselwirkungen von MSC und T-Zellen sowie NK-Zellen
gibt es bereits eine Vielzahl an Informationen. Es wurden zahlreiche Studien verdffentlicht, in
denen MSC die Proliferation von T-Zellen supprimieren und deren Immunantwort inhibieren
(Di Nicola et al., 2002; Djouad et al., 2003; Krampera et al., 2003; Tse et al., 2003;
Rasmusson et al, 2003; Potian et al., 2003). MSC kénnen jedoch auch von T-Zellen lysiert
werden (Morandi et al., 2008). Uber die Wechselwirkung von MSC und NK-Zellen gibt es
ebenfalls viele Informationen. Es wurde beschrieben, dass MSC durch allogene NK-Zellen
nicht lysiert werden (Rasmusson et al., 2003; Suzdatlseva et al., 2008). Desweiteren wurde
die Lyse von MSC durch aktivierte, jedoch nicht durch frisch isolierte nicht-aktivierte NK-
Zellen nachgewiesen (Sotiropoulou et al., 2006). Die Lyse von MSC durch aktivierte allogene
und autologe NK-Zellen sowie eine Inhibierung der Proliferation und Zytotoxizitat von NK-
Zellen durch MSC wurde von Spaggiari et al., 2006 beobachtet. Innerhalb dieser Studie
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wurde die NK-Zell vermittelte Lyse der MSC auf die Interaktion von aktivierenden NK-Zell-
Rezeptoren NKp30, NKG2D und DNAM-1 mit verschiedenen Liganden der MSC (u.a.
Nectin-2, ULBPs und MICA) zuriickgefuhrt. Desweiteren wurde gezeigt, dass die NK-Zell-
vermittelte Lyse der MSC nicht durch die Interaktion von inhibitorischen NK-Zell-Rezeptoren
(KIRs) mit MHC-Klasse-I Molekdilen auf der Zelloberflache der MSC verringert wird.

Um den Einfluss der B7-H3-Expression von MSC auf deren Lyse durch zytotoxische CD8+
T-Zellen sowie NK-Zellen zu untersuchen, wurde die Zelloberflachenexpression von B7-H3
in der MSC-Linie L87 und in prim&ren MSC der zwei Spender D17 und D38 mittels siRNS-
Behandlung auf 10 - 15 % gesenkt.

Die Untersuchung der ZTL-vermittelten Lyse von L87 wund D38 wurde in
Chromfreisetzungsversuchen untersucht. Die MSC L87 und D38 wurden nach der
Behandlung mit einer siRNS Kontrolle nicht durch die T-Zellen lysiert, was die bereits
beschriebene immunsuppressive Wirkung von MSC gegenlber T-Zellen bestétigt. Auch
nach der Behandlung mit spezifischer siRNS gegen B7-H3 konnte keine Induktion der Lyse
gemessen werden. Fir dieses Ergebnis gibt es verschiedene Erklarungen. Zum Einen
kénnte die Reduktion der B7-H3-Zelloberflachenexpression auf den MSC von 100 % auf 10 -
15 % nicht ausreichend gewesen sein, um Veranderungen in der Immunantwort von T-Zellen
detektieren. Mdoglicherweise ist schon die Expression geringer Mengen an B7-H3
ausreichend um einen bestimmten immunregulatorischen Effekt der T-Zell-Antwort zu
erzielen. Auf der anderen Seite kann nicht ausgeschlossen werden, dass B7-H3 die
Immunantwort der verwendeten T-Zellen nicht moduliert. Eventuell ist die B7-H3-Expression
auf MSC gegenilber anderen Immunzellen, wie z.B. CD4+ T-Zellen von Bedeutung. Die B7-
H3-vermittelte Inhibierung der Proliferation sowie Reduktion der Zytokin-Produktion von
CD4+ und CD8+ T-Zellen wurde bereits fir andere Zellsysteme beschrieben (Leitner et al.,
2009). Mdoglicherweise kommt der B7-H3-Expression auf MSC auch eine andere, von der T-
Zell-immunologie unabhéngige Rolle zu, wie z.B. die bereits beschriebene Beteiligung von
B7-H3 an der osteogenen Differenzierung und Knochenmineralisierung (Suh et al., 2004).
Desweiteren konnte innerhalb der vorliegenden Arbeit die bereits beschriebene Lyse von
MSC durch aktivierte frisch isolierte NK-Zellen bestétigt werden. Die Herabregulation der B7-
H3-Expression von primaren MSC der Spender D17 und D38 sowie der immortalisierten
MSC L87 fuhrte zur Erhdhung der NK-Zell-vermittelten Lyse der MSC um 11 - 33 %. Somit
kann vermutet werden, dass die starke Expression von B7-H3 auf MSC die NK-Zell-
vermittelte Lyse der MSC inhibiert und damit einen wichtigen Teil der immunsuppressiven
Wirkung von MSC einnimmt. Interessanterweise wurde bereits eine protektive Rolle der B7-
H3-Expression auf Neuroblastomzellen gegenliber der NK-Zell-vermittelten Lyse
beschrieben (Castriconi et al., 2004).
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B7-H3 als immunsuppressives Molekul von MSC - da dieser Effekt bisher nur in priméren
MSC von zwei Spendern und in immortalisierten MSC der Zelllinie L87 beobachtet wurde, ist
es unabdingbar weitere MSC zu untersuchen. Eine Desweiteren sollte die NK-Zell-vermittelte
Lyse von MSC nach einer Uberexpression von B7-H3 in diesen Stammzellen untersucht
werden. Eine durch B7-H3 Uberexpression verringerte NK-Zell-vermittelte Lyse der MSC
wirde die immunsuppressive Rolle dieses Molekils bestatigen. Vor dem Hintergrund der
maoglichen inhibitorischen Wirkung der MSC-spezifischen B7-H3-Expression auf NK-Zellen,
kénnten B7-H3-Uberexprimierende MSC im Rahmen von Transplantationen eingesetzt
werden, was moglicherweise zur Verringerung von AbstoBungsreaktionen fuhrt.

5.1.4. DNS-Methylierung und Histon-Acetylierung als moégliche Mechanismen in
der Regulation der HLA-G-Expression in MSC

HLA-G inhibiert die zytotoxische Aktivitdt von NK- und T-Zellen (Adrian-Cabestre et al., 1999;
Gati et al.,, 2001; Moretta et al., 1997; Pende et al., 1997) und kdnnte damit zum
immunsuppressiven Potential der MSC beitragen. Vor diesem Hintergrund wurde die HLA-G-
Expression von MSC innerhalb vieler Arbeitsgruppen untersucht. Diese Studien fihrten zu
widersprichlichen Ergebnissen. In fetalen MSC der Leber wurde die mRNS- und
Proteinexpression von HLA-G beschrieben, wahrend adulte MSC des Knochenmarks HLA-G
lediglich auf mRNS-Ebene aber nicht auf Proteinebene exprimierten (Gotherstrém et al.,
2005). Die mRNS Expression von HLA-G in fetalen MSC des Knochenmarks konnte durch
Chen et al., 2006 gezeigt werden. Auf der anderen Seite konnten Nasef et al., im Jahr 2007
die Expression von HLA-G auf mRNS- und Proteinebene auch in adulten MSC des
Knochenmarks detektieren. Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass HLA-G
in die MSC-vermittelte Inhibierung der Lymphozytenproliferation involviert ist. Die Expression
von HLA-G in MSC des Nabelschnurblutes wurde erstmalig von La Rocca et al., 2008
nachgewiesen. Der Nachweis der Sekretion der Isoform HLA-G5 durch adulte MSC des
Knochenmarks erfolgte von Selmani et al., 2008. Die HLA-G5 Sekretion flhrte zur
Suppression der Funktion von T-Zellen und NK-Zellen. Weiterhin konnten Morandi et al.,
2008 die Oberflachenexpression sowie Sekretion von HLA-G von adulten MSC des
Knochenmarks zeigen. Im gleichen Jahr jedoch wurden von Rizzo et al., keine I6slichen
HLA-G Isoformen im Zellkulturiberstand von adulten MSC des Knochenmarks detektiert.
Auch mittels Immunzytochemie wurden keine HLA-G positiven MSC nachgewiesen. Im
Gegensatz dazu konnten Selmani et al., 2009 sowohl HLA-G mRNS als auch eine intra- und
extrazellulare HLA-G Proteinexpression in adulten MSC des Knochenmarks nachweisen. Auf
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der anderen Seite konnte in adulten MSC des Knochenmarks und des Fettgewebes sowohl
intra- als auch extrazellular keine HLA-G Proteinexpression detektiert werden. Die
Expression des Molekils wurde durch Progesteron induziert (lvanova-Todorova et al., 2009).
Letztendlich fUhrten zahlreiche Untersuchungen zur HLA-G-Expression in MSC zu
verschiedenen Ergebnissen. Bisher gibt es wenige Informationen zur Regulation der HLA-G-
Expression in MSC. Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
Expression und Regulation von HLA-G in MSC untersucht. Dafir standen priméare MSC des
adulten Knochenmarks von zwei gesunden Spendern, elf Spendern mit malignen
Erkrankungen bzw. Infektionen des Knochenmarks und zwei immortalisierte MSC zur
Verflgung.

In den MSC eines kranken Spenders konnte die Expression von HLA-G auf mRNS- jedoch
nicht auf Proteinebene gezeigt werden. Die MSC der zehn weiteren kranken Spender und
der zwei gesunden Spender sowie der zwei immortalisierten MSC zeigten keine mRNS-
Expression dieses Molekuls. Die fehlende Proteinexpression von HLA-G in adulten MSC
wurde, wie bereits oben erwéhnt, auch von Gétherstérm et al., 2005 und lvanova-Todorova
et al., 2009 beobachtet. Eine derart geringe Frequenz der HLA-G mRNS-Expression adulter
MSC ist bisher noch nicht beschrieben worden. Fir die immortalisierten MSC L87 und V54-2
konnte innerhalb dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, das die HLA-G mRNS-Expression
durch Methylierung und Acetylierung reguliert wird, da nach Behandlung dieser Zellen mit
DAC und VPA die HLA-G mRNS-Expression induziert sowie DNS-Bereiche der HLA-G
Promoter-Region demethyliert wurden, wahrenddessen die alleinige DAC-Behandlung keine
Effekte zeigte. Die Regulation der HLA-G-Expression durch derartige epigenetische
Mechanismen wurde bisher flr die KZT-Zelllinien JEG-3, JAR und Ntera sowie flr Lungen-,
Dickdarm- und Nierentumore beschrieben (Dunker et al., 2008; Holling et al, 2009;
Menendez et al., 2008; Mouillot, G. et al., 2005; Moreau et al., 2003; Polakova et al., 2009;
Rouas-Freiss et al., 2003; Suérez-Alvarez et al, 2010). Mit Ausnahme von embryonalen
Stammzellen konnte in normalem nicht-malignem Gewebe bzw. Zellen bisher keine bzw.
eine gering frequentierte HLA-G-Methylierung detektiert werden (Dunker et al., 2008;
Menendez et al., 2008; Suarez-Alvarez et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde durch
DAC und VPA Behandlung von L87 und V54-2 die HLA-G mRNS Expression, jedoch nicht
die HLA-G Proteinexpression induziert. Ebenso konnte in den primaren MSC eines kranken
Spenders die Expression von HLA-G auf mRNS,- aber nicht auf Proteinebene nachgewiesen
werden, wahrend in 14 von 15 untersuchten primaren MSC keine HLA-G mRNS detektiert
wurde. Somit scheinen weitere transkriptionelle, post-transkriptionelle und translationelle
Regulationsmechanismen in die Kontrolle der HLA-G-Expression von MSC involviert zu sein.
Derartige Kontrollmechanismen der HLA-G-Expression wurden bereits postuliert. Dazu
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zahlen zum Einen die mRNS-Instabilitdt durch einen 14 Bp Insertions- bzw. Deletions-
Polymorphismus (Chen et al., 2008; Hviid et al., 2003 und 2004; Rousseau et al., 2003) und
zum Anderen mikro-RNSs (Tan et al.,, 2007; Veit und Chies, 2009). 2010 konnte von Zhu
et al.,, gezeigt werden, dass die Expression von HLA-G durch die mikro-RNS miR152
reduziert wird, wodurch sich die NK-Zell vermittelte Lyse von JEG-3 Zellen erhdhte.
Desweiteren kann die HLA-G Transkription durch die Bindung von Transkriptionfaktoren, wie
z.B. ,cAMP responsive element binding protein 1“ (CREB1), ,interferon regulatory factor*
(IRF) 1, ,heat shock transcription factor* (HSF) 1, ,RAS response element binding protein 1*
(RREB-1) sowie ,progesterone response element® reguliert werden. In diesem
Zusammenhang wird die Expression von HLA-G durch Umwelteinflisse wie Stress,
Nahrstoff- und Sauerstoffmangel, Hormone (z.B. Progesteron) sowie Zytokine (z.B.
Interferone, TNF-a und TGF-B) kontrolliert (Flajollet et al., 2009; Gobin et al., 2002; He et al.,
2010; Ibrahim et al., 2000; Lefebvre et al., 2001; Moreau et al., 1997; Yie et al., 2006). Als
weitere Regulationsmdglichkeit der HLA-G-Expression wurde die Nitrierung des HLA-G
Proteins beschrieben (Diaz-Lagares et al., 2009).

Aufgrund der fehlenden HLA-G-Proteinexpression der innerhalb der vorliegenden Arbeit
untersuchten MSC, kann keine Aussage Uber die funktionelle Bedeutung von HLA-G in MSC
getroffen werden. Interessanterweise konnte jedoch erstmalig fir immortalisierte MSC
gezeigt werden, dass epigenetische Mechanismen an der Regulation der HLA-G-Expression
beteiligt sind.

5.2. Das immunregulatorische Potential von KZT-Zelllinien

KZT-Zelllinien besitzen Charakteristika von Tumorstammzellen (Andrews, 1998; Pera et al.,
1989). Im Gegensatz zu differenzierten somatischen Zellen und differenzierten Tumorzellen
unterliegen Tumorstammzellen unter anderem einer aberranten Immunregulation und
kénnen das Tumorwachstum propagieren (Atanackovic et al., 2007; Costa et al., 2006).
Tumorstammzellen stellen deshalb ein Ziel fir mdgliche neue, effizientere Tumortherapien
dar. Vor diesem Hintergrund sind Untersuchungen zur Expression, Regulation und Funktion
immunmodulatorischer Moleklle in diesen Zellen essentiell. Zum immunregulatorischen
Potential von KZT-Zelllinien gibt es wenige Informationen, weshalb die Untersuchung des
immunogenen Charakters von Modellzelllinien des KZT innerhalb der vorliegenden Arbeit

von Interesse war.
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5.2.1. Die Bedeutung des Differenzierungsstatus von KZT-Zelllinien fiir die
Expression wichtiger Komponenten der MHC-Klasse-I-APM

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde die Expression der wesentlichen Komponenten
der MHC-Klasse-I-APM (HC, B.-MG, TAP1, TAP2 und Tapasin) sowie die
Zelloberflachenexpression des  MHC-Klasse-l Molekils in  KZT-Zelllinien  mit
unterschiedlichem Differenzierungsstatus analysiert. Als Differenzierungsmarker diente der
embryonale Transkriptionsfaktor Oct-3/4, dessen Expression in undifferenzierten, nicht aber
in differenzierten KZT-Zellen nachgewiesen wurde (Schoorlemmer et al., 1995).

Die Untersuchung der mRNS-Expression von HC und der Expression von MHC-Klasse-|
Molekllen auf der Zelloberfliche von KZT-Zelllinien ergab keinen Hinweis auf eine
differenzierungsabhangige  Expression mit Ausnahme der EC-Zellinien H12.1
(undifferenziert) und H12.1D (differenziert). Im Vergleich zu H12.1D wurden in H12.1
geringere Mengen an HC-mRNS sowie MHC-Klasse-I Molekilen auf der Zelloberflache
nachgewiesen. In den Ubrigen KZT-Zelllinien wurde sowohl die mRNS von HC als auch das
MHC-Klasse-I-Molekul auf der Zelloberflache heterogen und in den meisten KZT-Zellen
diskoordiniert exprimiert, was auf transkriptionelle, post-transkriptionelle oder post-
translationelle Regulationsmechanismen hindeutet. Beispielsweise wurde in der Zelllinie JAR
eine sehr schwache HC-mRNS Expression nachgewiesen, was auf den bereits fir diese
Zelllinie beschriebenen epigenetischen Regulationsmechanismus der DNS-Methylierung des
MHC-Klasse-I Promoters zurlickzufiihren ist (Boucraut et al., 1993). Auf der anderen Seite
zeigten die Zelllinien Ntera, 2102EP, H12.1 und 1777NRpmet eine relativ starke HC-mRNS
Expression, jedoch eine im Vergleich zu den Ubrigen Zelllinien schwache Proteinexpression
von MHC-Klasse-| Molekilen auf der Zelloberflache (MFI < 20). Dieses Phanomen kdnnte in
post-transkriptionellen und post-translationellen Regulationsmechanismen begriindet sein.
Dazu zahlen u.a. RNS-Edition, RNS-Interferenz und Proteinmodifikationen (z.B.
Ubiquitinierung). Derartige Regulationsmechanismen wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht weiter analysiert wurden. Die Zelllinien JEG-3, H12.5, H12.1D und 1411HP
zeichneten sich durch eine koordiniert starke HC-mRNS sowie MHC-Klasse-I-
Zelloberflachenexpression aus (MFI = 20).

Die Expressionsuntersuchungen von B,-MG, TAP1, TAP2 und Tapasin ergaben ebenfalls
Hinweise auf verschiedene Regulationsmdglichkeiten der Expression. Generell wurde eine
heterogene und diskoordinierte mMRNS- und Proteinexpression der Molekule nachgewiesen.
Beispielsweise wurde in der Zelllinie 1777NRpmet eine im Vergleich zu den tbrigen KZT-
Zelllinien schwache mRNS- und Proteinexpression von B.-MG, TAP1 und TAP2 detektiert,
was auf eine epigenetische Regulation, wie z.B. DNS-Methylierung, Histondeacetylierung
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oder Wechselwirkung von Transkriptionsfaktoren schlieBen Iasst. Eine epigenetische
Regulation der Expression von Komponenten der MHC-Klasse-I-APM wurde bereits fir
humane embryonale Stammzellen und fir induzierte Stammzellen beschrieben (Suarez-
Alvarez et al., 2010). Derartige Regulationsmechanismen der Expression von Komponenten
der MHC-Klasse-I-APM in KZT-Zelllinien wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
genauer untersucht.

Aufféllig war weiterhin die relativ starke mRNS-Expression jedoch geringe Proteinexpression
von Tapasin in den Zelllinien Ntera, 2102EP, H12.5 und H12.1, was wiederum auf die oben
genannten Regulationsmechanismen, wie z.B. Proteinmodifikation durch Ubiquitinierung
hinweisen kdnnte. Eine Differenzierungsabhangigkeit der Expression der APM-Komponenten
war jedoch nur far H12.1 und H12.1D zu sehen, wobei die Unterschiede besonders auf
Proteinebene deutlich wurden. Wahrend die Komponenten in der undifferenzierten Zelllinie
H12.1 sehr schwach exprimiert wurden, zeigte die differenzierte Zelllinie H12.1D eine starke
Expression der Molekdle.

Die Expression von Komponenten der MHC-Klasse-I-APM wurde bisher nur in wenigen
humanen und murinen EC-Zellen untersucht. In den Studien wurden geringe bzw. nicht
detektierbare MHC-Klasse-I-Oberflachenexpressionen beschrieben (Croce et al., 1981;
Andrews et al., 1981). Beispielsweise weist die humane EC-Zelllinie 577LM eine geringe,
aber durch IFN-y induzierbare Expression von MHC-Klasse-1 und TAP1 auf (Seliger et al.,
1997). Die geringe MHC-Klasse-I-Zelloberflachenexpression der humanen EC-Linie Ntera
wurde mit der fehlenden TAP1-mRNS Expression dieser Zelllinie in Verbindung gebracht.
Nach IFN-y Behandlung konnte die mRNS- und Proteinexpression dieser Molekiile wieder
induziert werden, was fur eine transkriptionelle Modulation spricht (Wilson et al., 1994). Auch
in der vorliegenden Arbeit wurde in den Ntera-Zellen eine schwache Expression von TAP1
auf  mRNS- und Proteinebene detektiert, was die geringe MHC-Klasse-I-
Zelloberflachenexpression begrinden koénnte. Weiterhin wurde gezeigt, dass sich die
Mehrheit der untersuchten KZT-Zelllinien durch eine geringe MHC-Klasse-I-
Zelloberflachenexpression auszeichnet. Dieses Phanomen beschrénkt sich nicht nur auf
KZT-Zelllinien, sondern tritt auch bei anderen Tumoren, wie z.B. dem Lungenzellkarzinom
und dem Nierenzellkarzinom sowie bei Virus-infizierten Zellen auf (Garrido et al., 2010; Lilley
& Ploegh, 2005; Restifo et al., 1993; Rotem-Yeduhar et al.,, 1994). Humane und murine
Tumorzellen zeichnen sich durch effiziente Mechanismen aus, die eine MHC-Klasse-I-
Zelloberflachenexpression und somit das Erkennen durch zytotoxische T-Zellen verhindern.
Dazu =zahlen strukturelle Alterationen oder Fehlregulationen der Transkription und
Translation der MHC-Klasse-I-APM Komponenten, die zu einer verringerten Expression und
Funktionalitdt dieser Molekile fuhren (Restifo et al, 1993; Rotem-Yeduhar et al., 1994;
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Seliger et al., 1996 und 1997). Die Gruppe um Suarez-Alvarez brachte 2010 die geringe
Expression von MHC-Klasse-l Molekllen auf humanen embryonalen und induzierten
pluripotenten Stammzellen mit der reduzierten bzw. fehlenden Expression von Komponenten
der MHC-Klasse-I-APM in Verbindung. Auch innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde fir die
untersuchten KZT-Zelllinien eine geringe Expression einiger Komponenten der
MHC-Klasse-I-APM nachgewiesen, was die verminderte Expression von MHC-Klasse-I
Molekulen auf der Zelloberflache begriinden kénnte. Somit ist es nicht verwunderlich, das in
den untersuchten KZT-Zelllinien, welche sich durch eine geringe MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression auszeichnen (Ntera, 2102EP, H12.1 und 1777NRpmet), auch eine
schwache Proteinexpression von TAP1, TAP2 und Tapasin (in Ntera), .-MG und Tapsin (in
2102EP), sowie B.-MG, TAP1, TAP2 und Tapasin (in H12.1 und 1777NRpmet) detektiert
wurde. Eine Ausnahme bildet hier die Zelllinie JAR, deren fehlende MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression wie oben beschrieben, auf einer Methylierung der MHC-Klasse-I-
Promoter-DNS beruht. Auf der anderen Seite wurde in den KZT-Zelllinien JEG-3, H12.5,
H12.1D und 1411HP eine starkere MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression detektiert, was in
der hdheren Proteinexpression mehrerer Komponenten der MHC-Klasse-I-APM begrindet
sein kénnte. Eine starke Expression von MHC-Klasse-l wurde bereits flr die JEG-3 Zellen
nachgewiesen (Kawata et al., 1984; Rinke de Wit et al., 1989).

Waéhrend die heterogene Expression der MHC-Klasse-I Komponenten der APM in humanen
EC-Zellen in den verschiedenen oben genannten Mechanismen begriindet zu sein scheint,
gibt es fur murine EC-Zellen hinsichtlich der Regulationsmechanismen mehr Informationen.
Die fehlende bzw. geringe HC-mRNS-Expression der undifferenzierten murinen EC-Linie F9
wurde zum Einen mit einer erhéhten Sensitivitat der MHC-Klasse-I-Gene gegenliber DNase |
im Vergleich zu differenzierten F9-Zellen (Croce et al., 1981) und zum Anderen mit dem
Binden von nur in undifferenzierten F9-Zellen vorhandenen Transkriptionsfaktoren an negativ
regulatorische Elemente des MHC-Klasse-I-Gens begriindet (Flanagan et al., 1991). Damit
scheint die Expression der Komponenten der MHC-Klasse-I-APM in EC-Zellen durch einen
weiteren wichtigen Mechanismus - der Differenzierung - reguliert zu werden, worauf im
Folgenden weiter eingegangen wird.

Die innerhalb der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse zur Expression wichtiger
Komponenten der MHC-Klasse-I-APM in humanen KZT-Zelllinien korrelierten mit bereits
publizierten Expressionsdaten anderer Zellsysteme. Besonders interessant erschien hierbei
die mdgliche differenzierungsabhéangige Regulation der Expression von MHC-Klasse-I-
Komponenten der APM in den Zelllinien H12.1 und H12.1D.
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5.2.2. Die Rolle der ATRA-vermittelten Differenzierung fiir die Immunogenitat
der testikularen KZT-Zelllinie H12.1

Differenzierungsinduzierende Substanzen, wie Derivate von Vitamin-D und Vitamin-A, haben
eine groBe Bedeutung in der Tumortherapie (Haque et al., 2006; Luo et al., 2005; Reichrath,
2001). Durch die Behandlung mit ATRA konnte bei einer Vielzahl verschiedener Tumore die
Proliferation gehemmt, die Apoptose induziert oder die Sensitivitdt gegenlber zytotoxischen
T-Zellen erh6ht werden (Easwaran et al.,, 1999; Hong et al., 1994; Kelloff et al., 1999; Nicke
et al., 1999; Raffo et al., 2000; Satake et al., 2003; Shah et al., 2003; Vertuani et al., 2003;
Zhang et al., 2003).

Auf Grund ahnlich ablaufender Differenzierungsvorgange in nichtseminomatésen KZT-Zellen
und in der normalen Embryogenese sind diese Tumorzellen nicht nur unter
tumorbiologischen, sondern auch unter stammzellbiologischen und entwicklungsbiologischen
Aspekten von Interesse. Mit den von nichtseminomatésen KZT abgeleiteten EC-Zelllinien
stehen Zellsysteme fir Studien von molekularen Ereignissen einer frilhen Embryogenese
sowie fur Untersuchungen zur Immunologie des KZT zur Verfigung (Andrews, 1998; Roach
etal., 1993).

Um zu untersuchen in wieweit die Differenzierung testikuldrer KZT-Zellen deren
Immunogenitat verandert, wurde die undifferenzierte EC-Zelllinie H12.1 als Modellsystem
herangezogen und fur zwolf Tage mit pharmakologischen ATRA-Konzentrationen (1 - 10 pM)
und ATRA-Konzentrationen, welche bereits fir die Differenzierung von embryonalen
Stammzellen sowie Ntera-Zellen eingesetzt wurden (10 - 100 uM, in der vorliegenden Arbeit
20 pM) (Andrews, 1984; Draper et al., 2002; Segaert et al, 1995) behandelt. Alle
verwendeten ATRA-Konzentrationen flihrten nach neun bis zwdélf Tagen zur Differenzierung
der H12.1 Zellen, welche durch die bereits beschriebene Herabregulation der
Differenzierungsmarker Oct-4 und Alkalische Phosphatase gekennzeichnet war (Damjanov
et al., 1993; Schoorlemmer et al., 1995). Der antiproliferative Effekt von ATRA war nach
einer 9-tagigen Behandlung der H12.1 Zellen mit den verschiedenen Konzentrationen der
differenzierungsinduzierenden Substanz erkennbar. Fir die murine EC-Zelllinie F9 wurde
eine Inhibition der Proliferation durch 10 pM ATRA bereits nach 24 h beschrieben (Atencia
et al., 1994), wahrend dieser Effekt bei humanen Brustkrebszellen schon nach einer 24-
stindigen Behandlung mit 1 uM ATRA zu sehen war (Seewaldt et al, 1995). Demnach
scheint die antiproliferative Wirkung von ATRA nicht nur konzentrations- und zeitabh&ngig
sondern auch zelltypspezifisch zu sein. Nach 12-tdgiger Behandlung der H12.1 Zellen mit 1 -
10 uM ATRA wurde in unbehandelten, mit ETOH behandelten und mit ATRA behandelten
H12.1 Zellen kein Unterschied im Prozentsatz toter Zellen detektiert, wodurch eine
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zytotoxische Wirkung von ATRA ausgeschlossen werden konnte. Zur Induktion der Apoptose
kann hier keine Aussage getroffen werden, da innerhalb der vorliegenden Arbeit der
Prozentsatz toter Zellen mittels 7AAD-Farbung gemessen wurde. Durch eine Doppelfarbung
der Zellen mit 7AAD und Annexin V kénnte die Induktion der Apoptose durch ATRA
untersucht werden. Es ist jedoch zu vermuten, das wahrend der Differenzierung der H12.1
Zellen mittels ATRA apoptotische Zellen entstehen, was neben murinen EC-Zellen (Atencia
et al, 1994) auch fur metastasierende Melanomzellen (Zhang et al, 2003) und
Brustkrebszellen (Seewaldt et al., 1995) gezeigt wurde. Phanotypisch unterschieden sich die
differenzierten Zellen durch den geringeren Konfluenzgrad und das gréBere Zytoplasma-
Kern-Verhaltnis deutlich von den undifferenzierten Zellen. Derartige morphologische
Veranderungen nach ATRA-induzierter Differenzierung wurden ebenfalls bei der murinen
EC-Linie F9 (Atencia et al., 1994) beschrieben. Im Laufe der Differenzierung humaner
Brustkrebszellen hingegen wurden phénotypisch Eigenschaften der Apoptose, wie nukleare
Kondensation, zytoplasmatische Vakuolisierung, Verlust der Adh&arenz und Schrumpfen der
Zellen beobachtet (Seewaldt et al.,, 1995). Derartige apoptotische Veranderungen wurden
wahrend der Differenzierung der H12.1 Zellen nicht festgestellt, was wiederum darauf
schlieBen lasst, das gewisse ATRA-vermittelte anti-Tumor-Effekte zelltypspezifisch zu sein
scheinen.

Wie bereits erwahnt, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Veranderung der
Expression von Komponenten der MHC-Klasse-I-APM wahrend der Differenzierung von
H12.1 Zellen untersucht. Im Vergleich zu unbehandelten H12.1 Zellen wurde sowohl in
differenzierenden ATRA behandelten H12.1 Zellen als auch in ETOH behandelten H12.1
Zellen eine geringe Erhéhung der HC und B.-MG mRNS-Expression nachgewiesen.
Méglicherweise wurde dieser Effekt stressbedingt durch ETOH hervorgerufen. Das
Phanomen einer ETOH-induzierten Erhdhung der Expression von MHC-Klasse-lI Molekilen
wurde bereits flr verschiedene humane und murine Zellen beschrieben (Parent et al., 1987;
Ruhland et al., 1991; Singer et al., 1989). Innerhalb der vorliegenden Arbeit war dieser Effekt
nur auf mMRNS-Ebene nachweisbar. Eine Zunahme der Proteinexpression von HC- und (.-
MG sowie eine erhdhte Expression von MHC-Klasse-I Molekilen auf der Zelloberflache
wurde nur in differenzierenden und nicht in ETOH behandelten bzw. in unbehandelten Zellen
beobachtet, was auf eine differenzierungsabhangige Regulation der Proteinexpression
dieser Molekdlle schlieBen Iasst.

MHC-Klasse-I Moleklle werden auf der Zelloberfliche als heterotrimere Komplexe
exprimiert, die sich aus der schweren Kette HC, einem integralen Membranprotein, der
leichten Kette B.-MG und einem Peptid zusammensetzen (Bjorkman und Parham, 1990;
Cresswell et al., 1974; Townsend und Bodmer, 1989). Zudem ist die Assoziation von HC mit
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Bo-MG Voraussetzung fur die Stabilitdt des MHC-Klasse-l Molekdils (Krangel et al., 1979).
Neben der Expression und Assoziation von HC und B,-MG ist weiterhin das Beladen des
MHC-Klasse-I Molekils mit Peptidfragmenten essentiell, da nicht beladene MHC-Klasse-I
Molekdlle instabil sind (Townsend et al., 1989; Ljunggren et al., 1990; Parker et al., 1992) und
somit nicht auf die Zelloberflaiche gelangen. Die erhéhte MHC-Klasse-I-
Zelloberflachenexpression differenzierter H12.1 Zellen kénnte demnach aus der verstarkten
HC- und B,-MG-Proteinexpression wahrend der Differenzierung der H12.1 Zellen resultieren,
was jedoch nicht ausschlieBt, dass weitere Faktoren der MHC-I-Klasse APM in diesen
Prozess involviert sind. Daflr spricht, dass sich die differenzierenden H12.1 Zellen durch
eine starke Erhdhung der mRNS und Proteinexpression von TAP1, TAP2 und Tapasin
auszeichnen. Der Transporter TAP, bestehend aus den Untereinheiten TAP1 und TAP2 ist
fir den ATP-abhangigen Transport antigener Petidfragmente aus dem Zytosol in das ER
verantwortlich (Elliott et al., 1995; Hammond et al., 1995; Kaer et al., 1992; Wei et al., 1992).
Es ist beschrieben, dass eine verminderte TAP1-Proteinexpression eine geringe
Proteinexpression von TAP2 mit sich zieht (Seliger et al., 2001). TAP1 scheint fur die
Stabilitat von TAP2 und damit fUr die Funktionalitdt des TAP-Transporters essentiell zu sein
(Seliger et al., 2001; Vos et al., 2000). Im Vergleich zu TAP1 wurde wéahrend des
Differenzierungsprozesses von H12.1 eine wesentlich geringere Hochregulation der TAP2
mRNS-Expression beobachtet. Desweiteren war die stark zunehmende Proteinexpression
von TAP1 und TAP2 auffallig. Somit wirde sich die vermutete stabilisierende Wirkung von
TAP1 auf TAP2 im Rahmen einer post-translationellen Regulation bestatigen,
wahrenddessen die Expression von TAP1 auf transkriptioneller Ebene reguliert zu sein
scheint.

Neben dem Transporter TAP kommt besonders dem Chaperon Tapasin eine Schllisselrolle
innerhalb des Peptidbeladungskomplexes zu (Garbi et al., 2000; Rizvi und Raghavan, 2010;
Williams et al., 2002). Auf der einen Seite bildet Tapasin mit einer weiteren Komponente der
APM, der Thiol-Oxidoreduktase Endoplasmatisches Retikulum Protein 57 (ERp57) ein
Heterodimer, welches die Rekrutierung und Peptidbeladung von MHC-Klasse-I-Molekilen
beeinflussen kann (Rizvi et al., 2011; Stepensky et al., 2007). In Abwesenheit von Tapasin
katalysiert ERp57 die Reduktion der ap-Disulfidbriicke der MHC-Klasse-I-
Peptidbindungstasche, wodurch die Beladung von MHC-Klasse-I Molekilen mit Peptiden
verhindert wird (Kienast et al., 2007). Desweiteren ist Tapasin an der Selektion von
geeigneten Peptiden fiir das MHC-Klasse-I Molekl beteiligt (Koch et al., 2004). Weiterhin ist
fir das Chaperon Tapasin ebenfalls eine stabilisierende Rolle des TAP-Transporters
beschrieben worden (Garbi et al., 2003; Lehner et al., 1998; Raghuraman et al., 2002; Tan
et al, 2002). Tapasin hat eine groBe Bedeutung fir die T-Zell-Aktivierung (Belicha-
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Villanueva et al., 2008). Innerhalb dieser Studie wurde gezeigt, dass eine Zunahme der TAP-
Expression die MHC-Klasse-I-Expression nicht verstarkt, wahrend die Uberexpression von
Tapasin bei geringer TAP-Aktivitdt zu einer starken Erhdéhung der MHC-Klasse-I-
Zelloberflachenexpression fuhrt. Die erhéhte Proteinmenge von Tapasin in differenzierenden
H12.1 Zellen kénnte somit TAP1 und TAP2 im Rahmen einer post-translationellen
Regulation stabilisieren, was einen weiteren Grund fir deren erhdhte Proteinexpression
wahrend der Differenzierung der H12.1 Zellen darstellen wirde.

Die beschriebenen Eigenschaften der MHC-Klasse-I-APM-Komponenten und ihre erhdhte
Expression in differenzierenden H12.1 Zellen machen somit die Zunahme der MHC-Klasse-I-
Zelloberflachenexpression in diesem Zellsystem versténdlich, was hier noch einmal kurz

zusammengefasst werden soll:

(i) Durch ATRA-Behandlung steigen die Proteinmengen an HC, B.-MG, TAP1, TAP2
und Tapasin in differenzierenden H12.1 Zellen, was mdglicherweise zu erhdhten
Expresion von MHC-Klasse-| Molekiilen auf diesen Zellen fihrt.

(ii) Durch eine ATRA-vermittelte transkriptionelle Regulation erhdht sich besonders stark
die  mRNS-Expression von TAP1 in differenzierenden H12.1 Zellen, was
maoglicherweise auch die Zunahme der TAP1-Proteinexpression erklaren kdnnte.
Vermehrt vorhandene TAP1 Proteine stabilisieren TAP2, was eventuell die erhdhte
TAP2 Proteinexpression begriindet.

(iii) Durch die Zunahme der Proteinexpression von Tapasin in differenzierenden H12.1
Zellen wird der MHC-Klasse-| Peptidbeladungskomplex stabilisiert und die Beladung
von MHC-Klasse-lI Molekilen mit Peptidfragmenten begulnstigt, was letztendlich zur
vermehrten Expression von MHC-Klasse-lI Molekilen auf der Zelloberflache fuhren
kdnnte.

Die Modulation der Expression von MHC-Klasse-I-APM durch Retinoide wurde bereits fur
humane Neuroblastomzellen (Vertuani et al, 2003), die humane EC-Zelllinie Ntera-2
(Nagata et al., 1992; Segars et al., 1993; Wojcik & Wilk, 1999), die murine EC-Zelllinie F9
(Croce et al.,, 1991; Miyazaki et al., 1986) und humane Zellen des Gebarmutterhalstumors
(Santin et al., 1998) beschrieben. Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe der
Modell-Zelllinie H12.1 erstmalig eine ATRA-vermittelte Hochregulation von MHC-Klasse-I
Komponenten der APM in testikuldren KZT-Zellen nachgewiesen werden.
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Inwieweit der durch ATRA-Differenzierung induzierten Hochregulation der MHC-Klasse-|
Molekule auf der Zelloberflache differenzierter H12.1 Zellen eine immunologische Bedeutung
zukommt, wurde im Rahmen von allogenen ZTL-Assays untersucht.

Nach Cokultivierung von undifferenzierten und differenzierten H12.1 Zellen mit allogenen
CD8" T-Zellen verschiedener Spender konnten keine Unterschiede in der Aktivierung der
IFN-y Produktion und Proliferation der CD8" T-Zellen gemessen werden. Mdglicherweise war
die Verdopplung der Expression von MHC-Klasse-I Molekilen auf der Zelloberflache nicht
ausreichend fiir eine Induktion der T-Zell-Aktivierung. Dafir spricht, dass sich nach ATRA-
vermittelter 6-facher Hochregulation der MHC-Klasse-I-Zelloberflachenexpression in
Neuroblastomzellen die spezifischen Lyse der Zielzellen durch allogene und autologe CD8*
T-Zellen von 12 - 15 % nur auf 24 - 35 % erhdhte (Vertuani et al., 2003). Zur weiteren
Untersuchung der immunologischen Bedeutung der erhéhten Expression von MHC-Klasse-I
Molekdilen auf der zelloberflache differenzierter H12.1 Zellen fur die Aktivierung von CD8" T-
Zellen ware es sinnvoll in weiteren Studien CD8" zytotoxische T-Zellen des gleichen HLA-
Phéanotyps wie H12.1 zu verwenden. Dafir missten peptidspezifische CD8" T-Zellen von
passenden Spendern generiert werden. Desweiteren kdénnten die bereits innerhalb der
Arbeitsgruppe des Instituts fir Medizinische Immunologie vorhandenen HLA-A02-, MART-
restringierten CD8" T-Zellen verwendet werden. Derartige Untersuchungen setzen die
erfolgreiche Transfektion von H12.1 Zellen mit HLA-A02 sowie eine erhdhte
Zelloberflachenexpression dieses Molekils nach der Differenzierung voraus.

Weiterhin erfolgten Untersuchungen zum immunregulatorischen Potential differenzierter
H12.1 Zellen gegeniber der NK-Zelllinie NK-92. Es wurde vermutet, dass die erhdhte
Expression von MHC-Klasse-| Molekilen auf der Zelloberflache differenzierter H12.1 Zellen
zur verminderten Zytotoxizitdt der NK-Zellen gegeniber der H12.1 Zellen fihrt. In der
Literatur wurde eine durch ATRA-vermittelte Erhdéhung der Expression von NK-Zell-
aktivierenden Molekilen MICA, MICB und ULBP1 - 3 in Leberkrebszellen (Jinushi et al.,
2003) und Leukamie-B-Zellen (Poggi et al., 2004; Rohner et al., 2007) beschrieben. Vor
diesem Hintergrund wurde die Zelloberflachenexpression dieser Komponenten auf
undifferenzierten und differenzierten H12.1 Zellen untersucht. Es konnte keine Veréanderung
der Zelloberflachenexpression von MICA und ULBP1 - 3 nach Differenzierung detektiert
werden. Fir MICB wurde eine um ca. 35 % verringerte Expression auf der Zelloberflache
von differenzierten H12.1 Zellen beobachtet. Mdglicherweise ist die Regulation dieser
Komponenten durch ATRA zelltypspezifisch. Nachdem H12.1 Zellen mit NK-92 Zellen
kultiviert wurden, konnten keine Unterschiede in der NK-92-vermittelien Induktion der
Apoptose in undifferenzierten und differenzierten H12.1 Zellen detektiert werden. Einerseits
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kann somit spekuliert werden, dass die Verdopplung der Zelloberflachenexpression von
MHC-Klasse-I Molekilen und/oder die Verringerung der MICB Expression um ca. 35 % auf
differenzierten H12.1 Zellen fUr eine Suppression der Zytotoxizitdt von NK-92 Zellen
gegeniber den H12.1 Zellen nicht ausreichend war. Auf der anderen Seite wurde flr
Neuroblastomzellen, bei denen die ATRA-Behandlung zur 6-fachen Hochregulation der
MHC-Klasse-I-Zelloberflachenexpression flhrte, ebenfalls keine Veranderung der Lyse
durch die NK-Zelllinie Nishi, jedoch eine verstarkte Lyse durch frisch isolierte NK-Zellen
beschrieben (Vertuani et al., 2003). Vor diesem Hintergrund kann vermutet werden, dass die
Inhibition von NK-Zellen aufgrund einer erhéhten MHC-Klasse-I-Zelloberflachenexpression
generell nur unter Verwendung frischer NK-Zellen detektierbar ist.

Somit konnte nach der Differenzierung von H12.1 keine Veranderung der Immunogenitat
dieser Zellen gegenlber allogenen CD8" T-Zellen und der NK-Zelllinie NK-92 nachgewiesen
werden. Mdglicherweise wurde im Rahmen der ATRA-induzierten Differenzierung von H12.1
neben der Verdopplung der MHC-Klasse-I-Zelloberflachenexpression die Expression
weiterer immunmodulatorischer Komponenten, wie z.B. des immunsuppressiven Molekils
HLA-G oder der coaktivierenden bzw. coinhibitorischen Molekille der B7-Familie verandert,
was im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurde. Eine verédnderte Expression
dieser Komponenten wirde sich mdglicherweise auf die Immunogenitat der H12.1 Zellen
gegenliber CD8" T-Zellen und der NK-Zelllinie NK-92 auswirken und den putativen
immunogenen  bzw. immunsuppressiven  Effekt der erhéhten MHC-Klasse-I-
Zelloberflachenexpression der differenzierten H12.1 Zellen gegenliber NK-92-Zellen bzw.
CD8+ T-Zellen Uberdecken.

Ob die Verdopplung der MHC-Klasse-I-Zelloberflachenexpression auf differenzierten H12.1
Zellen tatsachlich relevant fir die Modulation der Immunantwort ist, konnte letztendlich
innerhalb dieser Arbeit nicht geklart werden. Mdglicherweise wirden Zytotoxizitats- sowie
Zytokinfreisetzungsassays mit T-Zellen des gleichen HLA-Phanotyps wie H12.1 und mit
frisch isolierten NK-Zellen aufschlussreich sein, was eine Reihe von Vorarbeiten voraussetzt.
Zum Einen muissten aufgrund des HLA-A11, 26-Phanotyps der H12.1 Zellen
peptidspezifische ZTL von passenden Spendern generiert werden. Auf der anderen Seite
konnten auch die bereits innerhalb unserer Arbeitsgruppe vorhandenen HLA-A02, MART-
spezifischen ZTL verwendet werden. Dafir missten die H12.1 Zellen zuné&chst erfolgreich
mit HLA-AO2 transfiziert werden und das Molekll nach Differenzierung auch verstarkt auf der
Zelloberflache exprimieren.
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5.2.3. Die Expression der costimulatorischen Molekiile B7-H1 - H4 in KZT-
Zelllinien - Bedeutung des Differenzierungsstatus der Zelllinien und der DNS-
Methylierung des B7-H1 Gens

Wie bereits unter 5.1.3. erwahnt, dehnte sich die Anzahl der B7-Familienmitglieder innerhalb
der letzten Jahre von B7-1 und B7-2 auf die Molekulle B7-H1, B7-DC, B7-H2, B7-H3, B7-H4
und B7-H6 aus. Die Identifizierung der neuen Mitglieder der B7-H-Familie fUhrte zu
Untersuchungen ihrer Expression und Funktion in Tumoren verschiedenen Ursprungs
(Brandt et al., 2009; Flies et al., 2007; Greenwald et al., 2005).

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die Expression und Regulation dieser
Molekile in KZT-Zelllinien analysiert. Fir B7-H2 und B7-H3 wurde eine relativ homogene,
vom Differenzierungsstatus der KZT-Zelllinien unabhangige koordinierte mRNS- und
Proteinexpression beobachtet. Die coinhibitorischen Molekile B7-H1 und B7-H4 wurden auf
mRNS-Ebene jedoch sehr heterogen exprimiert. Auf Proteinebene konnte lediglich fiir JEG-3
und H12.1D eine B7-H1-Zelloberflachenexpression detektiert werden, wohingegen B7-H4
von keiner KZT-Zelllinie auf der Zelloberflache exprimiert wurde. Die B7-H4-
Zelloberflachenexpression einer mit B7-H4-transfizierten Melanom-Zelllinie konnte jedoch
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse kdnnten auf epigenetische, post-transkriptionelle
bzw. post-translationelle Regulationsmechanismen beider Molekile hinweisen. Eine
Abhéangigkeit der B7-H1- und B7-H4-Expression vom Differenzierungsstatus der KZT-
Zellinien  wurde mit Ausnahme von H12.1 (undifferenziert, keine B7-H1-
Zelloberflachenexpression) und H12.1D (differenziert, detektierbare B7-H1-
Zelloberflachenexpression) nicht beobachtet. Die Zelloberflachenexpression von B7-H1 und
B7-H4 konnte fir eine Vielzahl von Tumoren, wie z.B. flr Brust-, Eierstock-, Lungen- und
Nierentumore nachgewiesen werden (Salceda et al., 2005; Tringler et al., 2005; Ghebeh
et al., 2006; Thompson et al., 2004; Krambeck et al., 2006; Sun et al., 2006). Auf der
anderen Seite wurde gezeigt, dass viele etablierte Tumorzelllinien diese Molekille nicht
konstitutiv auf der Proteinebene exprimieren, wohingegen die mRNS von B7-H1 und B7-H4
exprimiert wird (Choi et al., 2003; Salceda et al., 2005; Dong et al., 2002), was fir eine
posttranskriptionelle Regulation dieser Molekile spricht (Flies und Chen, 2007). Weiterhin
wurde postuliert, dass die Expression von B7-H1 und B7-H4 gewebespezifisch ist und durch
Transkriptionsfaktoren oder geléste Faktoren des Tumor-Mikromilieus reguliert zu sein
scheint (Flies und Chen, 2007). Die Expression von B7-H1 kann durch IFN-y induziert
werden. Innerhalb der 350 Bp stromaufwarts vom Translationsstart des B7-H1-Gens wurden
zwei putative Bindestellen fur die Transkriptionsfaktoren IRF1-a bzw. IRF-B identifiziert
(Dong et al., 2002; Lee et al., 2006). Desweiteren wurde gezeigt, dass die Expression von
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B7-H1 durch die mikro RNS-513 inhibiert werden kann (Gong et al., 2009/2010). Weitere
molekulare Mechanismen der B7-H-Expression wurden bisher noch nicht detailliert
untersucht.

In der vorliegenden Arbeit erschien besonders der hochfrequentierte Verlust der B7-H1-
sowie der B7-H4-Transkription auffallig. Die defiziente B7-H1-Transkription KZT-Zelllinien
kénnte auf epigenetisches ,silencing” zurtickzuflhren sein, da das Methylierungsmuster
innerhalb der CpG-Insel des B7-H1 Promoters in den meisten Fallen mit dem B7-H1
Transkriptionslevel der KZT korrelierte. Eine Ausnahme bildeten hier u.a. die H12.1D Zellen.
In diesen Zellen wurden innerhalb der CpG Insel des B7-H1 Gens neben 13 unmethylierten
finf methylierte CpGs detektiert, wahrenddessen in den Ubrigen Zelllinien auBer in JAR
keine Methylierungen oder die Methylierung eines CpG-Oligonukleotids nachgewiesen
wurde. Dennoch konnte in den H12.1D Zellen eine im Vergleich zu den ulbrigen KZT-
Zelllinien starke mRNS- und Proteinexpression von B7-H1 detektiert werden. Dies legt die
Vermutung nahe, dass nur die Methylierung ganz bestimmter CpGs innerhalb der CpG Insel
des B7-H1 Gens zum epigenetischen ,silencing® der B7-H1-Transkription flhrt.
Maoglicherweise wird die Transkription von B7-H1 auch erst durch Uber die Methylierung
einer gewissen Anzahl von CpGs inhibiert. Flr diese Hypothese spricht die innerhalb der
vorliegenden Arbeit detektierte Methylierung von 18 CpGs innerhalb der CpG Insel des B7-
H1 Gens und die nicht nachweisbare Transkription dieses Molekuls in der Zelllinie JAR. Die
DAC-vermittelte Zeit- und Dosis-abhangige Demethylierung der 18 methylierten CpGs
innerhalb der CpG Insel des B7-H1 Gens wurde von einer ansteigenden B7-H1 Transkription
in der Zelllinie JAR begleitet. Das methylierungsabhéngige ,silencing“ von B7-H1 wurde in
der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal beschrieben und deutet auf einen neuen
Mechanismus in der Regulation des Molekils hin. Vor dem Hintergrund, dass die
Expression von B7-H1 einen immunsuppressiven Mechanismus zahlreicher Tumorzellen
darstellt (Dong et al, 2002 und 2003; Subudhi et al., 2005), sollten demethylierende
Substanzen, welche heutzutage in der Tumortherapie verwendet werden, kritisch evaluiert
werden (Amiot et al., 2010). Da bisher nur sehr wenig Informationen darlber existieren,
inwieweit die Induktion der Expression von coinhibitorischen bzw. coaktivierenden Molekilen
durch Demethylierung zur Aktivierung bzw. Suppression der T-Zell-Antwort fihrt (Thomas
et al., 2005), waren weitere funktionelle Untersuchungen zur demethylierungs-vermittelten
Hochregulation der B7-H1-Expression der Zelllinie JAR im Rahmen von Zytotoxizitdsassays
mit T-Zellen sinnvoll. Diese Zelllinie ist jedoch aufgrund der beschriebenen Methylierung des
MHC-Klasse-I Promoters (Boucraut et al., 1993) fir derartige Untersuchungen ungeeignet,
da eine Induktion der B7-H1-Expression durch die Behandlung der Zellen mit DAC
maoglicherweise eine Hochregulation der MHC-Klasse-I-Zelloberflachenexpression mit sich
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ziehen wirde. Eine Veranderung der T-Zellantwort gegenliber DAC-behandelten JAR-Zellen
kénnte somit nicht mit Bestimmtheit auf B7-H1 zurtickgefihrt werden.

In den KZT-Zelllinien Ntera, 2102EP, H12.5, H12.1, 1777NRpmet und 1411HP wurde keine
Methylierung von CpGs bzw. die Methylierung von nur einem von 18 CpG-Oligonukleotiden
innerhalb der CpG Insel des B7-H1 Gens nachgewiesen. Dennoch konnte in diesen
Zelllinien keine mRNS- und/oder keine Proteinexpression von B7-H1 detektiert werden.
Diese defiziente Expression von B7-H1 in einigen KZT-Zelllinien kénnte auf RNS-
Interferenzen zuriickgefuhrt werden, was 2010 fur Krypospridien und 2009 fur Epithelzellen
der Galle gezeigt wurde (Gong et al., 2009/2010). In diesen Studien wurde die Expression
von B7-H1 durch die mikro RNS-513 inhibiert. Demnach waére es sinnvoll die Expression der
mikro RNS-513 in den genannten KZT-Zelllinien zu untersuchen.

5.2.4. Die Expression von HLA-G in KZT-Zelllinien - Bedeutung des
Differenzierungsstatus der Zelllinien und der DNS-Methylierung des HLA-G
Gens

Wie bereits unter 1.1. beschrieben, handelt es sich bei HLA-G um ein nicht-klassisches
MHC-Klasse-I Molekil, welches die zytotoxische Aktivitdt von T-Zellen und NK-Zellen
inhibiert. Aufgrund dieser Wirkung wird die Expression von HLA-G als ,immun-escape®-
Mechanismus vieler Tumorzellen beschrieben (Adrian-Cabestre et al., 1999; Amiot et al.,
2011; Gati et al., 2001; Lee et al., 1995/1998/2003; Lesport et al., 2011; Li et al., 2010; Lin et
al., 2010; Moretta et al., 1997; Pende et al., 1997; Seliger et al., 2003; Yan et al., 2010).

Zur Expression von HLA-G in Tumoren gibt es zahlreiche Informationen. Die Expression
HLA-G auf mRNS- und/oder Proteinebene wurden in vielen Tumorzelllinien und Tumoren
verschiedener Entitdten, wie z.B. dem Adenokarzinom der Prostata, Plattenepithelkarzinom
der Speiseréhre, B- und T-Zell-Lymphomen, Melanom, Glioblastom, Leukémien, Uterus-,
Brust-, Eierstock-, Lungen-, Blasen-, Magen- und Nierentumoren beschrieben (Amiot et al.,
1996; Chang et al., 2003; Dunker et al., 2008; EI-Chennawi et al., 2005; Ibrahim et al., 2001;
Ishigami et al., 2006; Kleinberg et al., 2006; Lefebvre et al., 2002; Menier et al., 2009; Paul
et al., 1998, 1999 und 2000; Real et al., 1999a; Rebmann et al., 2007; Urosevic et al., 2002;
Wiendl et al., 2002; Yie et al., 2007). Innerhalb dieser Studien wurden jedoch Unterschiede
in den Frequenzen HLA-G positiver und HLA-G negativer Tumorzelllinien bzw. Tumore
detektiert. So exprimierten ca. 70 % der Melanome HLA-G mRNA und in 30 % der
untersuchten Melanome wurde HLA-G auf Proteinebene detektiert (Chang et al., 2003;
Ibrahim et al., 2004). In Magentumoren wurde die Proteinexpression von HLA-G in 52 von
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115 Fallen (Ishigami et al., 2006) nachgewiesen. In einer weiteren Studie konnte in 113 von
160 Magentumoren die Proteinexpression dieses Molekils detektiert werden (Yie et al.,
2007). Die Expression von HLA-G auf mRNA-Ebene wurde innerhalb beider Arbeiten nicht
untersucht (Ishigami et al., 2006; Yie et al., 2007).

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von HLA-G in neun KZT-Zelllinien
untersucht. Die mMRNS-Expression von HLA-G scheint in den KZT-Zelllinien mit Ausnahme
der differenzierten JEG-3 Zellen differenzierungsabhangig reguliert sein. Die Expression von
HLA-G auf mRNS-Ebene wurde in den vier undifferenzierten Zelllinien Ntera, 2102EP, H12.5
und H12.1, jedoch nicht in den vier differenzierten Zelllinien JAR, H12.1D, 1777NRpmet und
1411HP detektiert. Auf Proteinebene konnte nur fur JEG-3 die Expression von HLA-G
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deuten auf post-transkriptionelle und post-
translationelle Regulationen der Expression dieses Molekuls in den undifferenzierten Zellen
hin. Die fehlende mRNS-Expression in den differenzierten KZT-Zelllinien scheint in
epigenetischen und post-transkriptionellen Regulationsmechanismen, wie z.B. Methylierung
der DNS und mikro-RNS, begriindet zu sein. In der Literatur sind bereits einige Félle -
darunter auch die KZT-Zelllinien JEG-3, JAR und Ntera - beschrieben, bei denen der Verlust
bzw. die schwache HLA-G-Transkription mit einer epigenetischen Expressionskontrolle in
Zusammenhang gebracht wird. Viele Tumore zeichnen sich durch den Verlust der Kontrolle
in der DNS-Methylierung des HLA-G Promoters aus, was fur die HLA-G Transkription
ursachlich zu sein scheint (Dunker et al., 2008; Holling et al., 2009; Menendez et al., 2008;
Mouillot, G. et al., 2005; Moreau et al., 2003; Polakova et al., 2009; Rouas-Freiss et al.,
2003; Suérez-Alvarez et al., 2010). Die innerhalb der vorliegenden Arbeit durchgeflihrten
HLA-G Methylierungsstudien korrelierten in allen Fallen, mit Ausnahme von 1777NRpmet,
mit dem HLA-G Transkriptionslevel der untersuchten KZT-Zelllinien. Der Nachweis einer
Reversion der DNS-Methylierung des HLA-G Promoters in H12.1D Zellen war jedoch auch
unter Verwendung verschiedener Kombinationen und Konzentrationen der demethylierenden
Agenzien DAC sowie des Histondeacetylase-Inhibitors Valproinsadure nicht erfolgreich.
Weiterhin war im Fall der Zelllinie 1777NRpmet keine Korrelation des Methylierungsstatus
mit der HLA-G Transkription zu sehen. Diese Ergebnisse deuten auf weitere
epigenetische/transkriptionelle bzw. post-transkriptionelle Regulationsmechanismen der
HLA-G Transkription hin, wie z.B. Acetylierung von Histonen sowie mikro-RNS. Derartige
Mechanismen zur Regulation der HLA-G Transkription wurden bereits unter 5.1.4.
beschrieben. Im Vergleich zur HLA-G negativen Zelllinie JAR wurde in den HLA-G positiven
JEG-3 Zellen eine erhdhte Histon Acetylierung des HLA-G-Promoter-Chromatins
beschrieben (Holling et al., 2009). Eine Regulation der Expression von HLA-G in KZT-
Zelllinien durch mikro-RNS ist ebenfalls sehr wahrscheinlich. Daflr spricht, dass in den KZT-
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Zelllinien JAR, Ntera, 2102EP, H12.5, H12.1, H12.1D, 1411HP und 1777NRpmet, welche
HLA-G teilweise auf mRNS-Ebene aber nicht auf Proteinebene exprimieren, eine im
Vergleich zur HLA-G positiven KZT-Zelllinie JEG-3 erhéhte Transkription der putativen HLA-
G-spezifischen mikro-RNS-148A, -148B und -152 detektiert werden konnte (Simon Jasinski,
Institut fir Medizinische Immunologie, persénliche Mitteilung).

In der vorliegenden Arbeit wurde somit erstmals eine differenzierungsabhangige
Transkription von HLA-G gezeigt, welche mdglicherweise auf transkriptionellen und/oder
post-transkriptionellen  Regulationsmechanismen beruht, die sich abhangig vom
Differenzierungsstatus der KZT-Zelllinien auswirken. Da jedoch keine der untersuchten
Zellen, auBer JEG-3, HLA-G auf der Zelloberflache exprimierte, kann zur funktionellen
Bedeutung des Molekls in KZT-Zelllinien keine Aussage getroffen werden.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Charakterisierung des immunregulatorischen
Potentials von mesenchymalen Stammzellen und Keimzelltumor-Zelllinien.

In Ubereinstimmung mit den Literaturdaten konnte in allen analysierten MSC die mRNS- und
Proteinexpression der MHC-Klasse-l APM Molekile nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse stellen den so oft als ,immunsuppressiv‘ beschriebenen Phanotyp der MSC
deutlich in Frage. Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig MSC von Spendern
mit malignen Erkrankungen bzw. Infektionen des Knochenmarks hinsichtlich der Expression
von Molekilen der MHC-Klasse-I APM untersucht. Im Gegensatz zu MSC von gesunden
Patienten wurde fiur die MSC kranker Personen eine heterogene Expression der
MHC-Klasse-l APM Komponenten detektiert und eine mdgliche Veranderung der
Immunogenitdt von MSC kranker Spender diskutiert. In diesem Zusammenhang ist die
Verwendung der MSC von kranken Patienten im Rahmen allogener und autologer
Transplantationen kritisch. Im Vergleich zu undifferenzierten primaren MSC wurde nach
deren osteogener und/oder adipogener Differenzierung in den meisten Fallen eine verstarkte
Expression der MHC-Klasse-l APM Molekile detektiert. Der Einsatz von MSC zur
Geweberegeneration setzt eine Differenzierung dieser Stammzellen voraus. Eine
Veranderung der Immunogenitdt von undifferenzierten versus differenzieten MSC
gegeniber Immunzellen, wie z.B. T-Zellen, NK-Zellen und B-Zellen kann aufgrund der in der
vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse nicht ausgeschlossen. Es sollten deshalb MSC von
weiteren Spendern differenziert und hinsichtlich der Expression sowie immunologischer
Funktion der MHC-Klasse-I APM untersucht werden.

Innerhalb der Expressionsstudien der costimulatorischen bzw. inhibitorischen Molekule B7-
H1 - H4 konnte die Expression des inhibitorischen B7-H4 Molekils sowohl auf mRNS- als
auch auf Proteinebene in MSC nicht detektiert werden. Neben den bereits erwahnten
Mechanismen der MSC-vermittelten Immunsuppression spricht lediglich die innerhalb der
vorliegenden Arbeit detektierte Expression des inhibitorischen B7-H1 Molekulls sowie die
fehlende Expression des costimulatorischen B7-H2 Molekils fir den immunsuppressiven
Phanotyp dieser Zellen. Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig die Expression
des, hinsichtlich seiner immunologischen Funktion, kontrovers diskutierten B7-H3 Molekdls
in MSC nachgewiesen. Die Expression des Molekils wurde in drei MSC mittels siRNS von
100 % auf 10 - 12 % gesenkt. Dies fuhrte zu einer Erhéhung der Lyse dieser MSC durch
frisch isolierte, aktivierte NK-Zellen um bis zu 35 %. Diese Ergebnisse kdnnten womdglich fur
eine protektive Rolle von B7-H3 in der NK-Zell-vermittelten Lyse der MSC sprechen. Um

eine genauere Aussage zu treffen, missten MSC von mindestens zehn weiteren Spendern
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untersucht werden. Fir derartige Analysen werden hohe MSC-Zellzahlen bendtigt. Die
Zellen missten zudem eine Reihe von Kriterien erflllen: schnelles Wachstum
(Zellzahlverdopplung nach zwei bis drei Tagen) tUber mehrere Passagen (finf bis sieben),
gute Transfektionseffizienzen (60 - 70 %) mit guter Zellausbeute (geringe Mortalitat nach der
Transfektion) sowie geringe spontane Lyseraten in Chromfreisetzungsexperimenten
(< 20 %). Innerhalb dieser Arbeit wurde die Erfahrung gemacht, dass unter 13 MSC-
Spendern maximal sechs MSC die oben genannten Wachstumsbedingungen erfillen. Daher
sollten fir weitere Experimente zundchst MSC von 30 Spendern hinsichtlich des
Zellwachstums getestet werden. Die ausgewéahlten MSC missten danach expandiert und die
Transfektionseffizienz sowie die effiziente Herabregulation der B7-H3 Expression mit siRNS
bestimmt werden. Erst dann kdnnten diese Zellen fur die Analyse der NK-Zell-vermittelten
Lyse eingesetzt werden und die mogliche immunsuppressive Rolle der B7-H3 Expression
auf MSC bestatigen. Da bei einer Herabregulation der B7-H3-Expression durch siRNS
gewisse Nebeneffekte, wie z.B. die Veranderung der Expression weiterer Molekule nicht
ausgeschlossen werden kann, kdnnten B7-H3-blockierende Antikdrper verwendet werden.
Abgesehen von den bereits publizierten immunsuppressiven Mechanismen der MSC,
sprechen wie bereits erwahnt einige der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse gegen den
immunsuppressiven Phanotyp der MSC. Dazu zahlt auch die Expression des
immunsuppressiven Molekils HLA-G, welche innerhalb der vorliegenden Arbeit lediglich in
MSC eines Spenders auf mRNS-Ebene nachgewiesen werden konnte. Die Expression
dieses Molekils wird in der Literatur sehr kontrovers beschrieben, was mdglicherweise auf
unterschiedliche Zellkulturbedingungen zuriickgefihrt werden kann. Es wurde bereits
beschrieben, dass die Kultivierung HLA-G positiver Zellen Uber mehrere Passagen zur
Methylierung des HLA-G Gens fuhrt und damit die Expression des Molekdls verringert bzw.
verhindert wird. Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig eine methylierungs- und
acetylierungsabhéangige mRNS-Expression von HLA-G in den immortalisierten MSC L87 und
V54-2 gezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten die Untersuchungen zum immunmodulatorischen
Potential von MSC erweitert und neue Ansatzpunkte fir weitere Analysen geschaffen
werden. Vor dem Hintergrund des Einsatzes von MSC im Rahmen von Transplantationen
und in der Gewebegeneration gilt es zu betonen, das sowohl mit den in dieser Arbeit
erzielten Ergebnissen als auch mit den in der Literatur beschriebenen Daten die
immunologische Charakterisierung der MSC keineswegs abgeschlossen ist. Besonders
wichtig scheint in diesem Zusammenhang die Erweiterung der Untersuchungen auf mehr
MSC sowie die einheitliche Kultivierung dieser Zellen, um zum Einen die Aussagekraft der

generierten Daten zu erh6hen und kontroversen Ergebnissen vorzubeugen.
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Desweiteren wurde in der vorliegenden Arbeit das immunregulatorische Potential von
undifferenzierten und differenzierten Keimzelltumor-Zelllinien analysiert. Der unterschiedliche
Differenzierungsstatus dieser Zellen konnte durch die Proteinexpression des
Stammzellmarkers Oct-4 in undifferenzierten, jedoch nicht in differenzierten Zellen bestatigt
werden. Generell wurden die MHC-Klasse-I APM Komponenten in den untersuchten Zellen
sehr heterogen und mit Ausnahme des Zellsystems H12.1 (undifferenziert) und H12.1D
(differenziert) unabhangig vom Differenzierungsstatus exprimiert. Die undifferenzierte
Zelllinie H12.1 wurde als Modellsystem verwendet, um deren immunregulatorischen
Phanotyp wahrend des Differenzierungsprozesses zu charakterisieren. Zunachst konnte die
Differenzierung der H12.1 Zellen, sowohl mit pharmakologisch eingesetzten ATRA
Konzentrationen als auch mit Konzentrationen, welche fir die Differenzierung von
embryonalen Stammzellen verwendet werden, etabliert werden. Wahrend des
Differenzierungsprozesses wurde eine Hochregulation der MHC-Klasse-I APM Komponenten
gemessen, was die Verdopplung der Zelloberflachenexpression von MHC-Klasse-I
Molekulen auf differenzierten H12.1 Zellen erklaren kénnte. Gegenlber allogenen CD8* T-
Zellen sowie der NK-Zelllinie NK-92 konnten jedoch keine Veranderungen in der
Immunogenitat von undifferenzierten und differenzierten H12.1 Zellen detektiert werden. Es
ware sinnvoll in weiteren funktionellen Studien CD8" T-Zellen des gleichen HLA-Phanotyps
wie H12.1, sowie frisch isolierte NK-Zellen als Effektorzellen zu verwenden.

Neben der Analyse der Expression der MHC-Klasse-| APM Komponenten in KZT-Zelllinien
wurde die Expression der B7-H1 - H4 Molekulle untersucht. Es wurde eine heterogene, vom
Differenzierungsstatus unabhangige Expression dieser Komponenten gemessen, was in
epigenetischen, post-transkriptionellen bzw. post-translationellen Regulationsmechanismen
begriindet sein kénnte. Interessanterweise konnte innerhalb der vorliegenden Arbeit zum
ersten Mal eine methylierungsabhangige Expression des B7-H1 Molekils in der
Chorionkarzinom-Zelllinie JAR gezeigt werden. Zur die Klarung inwieweit die DNS-
Methylierung einen generellen Regulationsmechanismus der B7-H1-Expression in
Chorionkarzinom-Zellen darstellt, missten weitere Zelllinien dieser Tumorentitat analysiert
werden.

Desweiteren konnte in der vorliegenden Arbeit eine weitgehend differenzierungsabhangige
HLA-G-mRNS-Expression in KZT-Zelllinien gezeigt werden. Mit Ausnahme der
differenzierten KZT-Zelllinie JEG-3, konnte in keiner der differenzierten KZT-Zelllinien HLA-G
auf mRNS-Ebene detektiert werden, wahrend in allen undifferenzierten KZT-Zelllinien HLA-G
auf mRNS-Ebene nachgewiesen wurde. Es ist jedoch zu betonen, dass dieser Effekt auf
MRNS-Ebene beobachtet wurde. In keiner der analysierten KZT-Zelllinien auBer JEG-3
konnte HLA-G auf Proteinebene detektiert werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Vor dem Hintergrund, dass Uber das immunregulatorische Potential von KZT-Zelllinien wenig
bekannt ist, erweitern die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse das Verstédndnis flr die

immunmodulatorischen Eigenschaften von KZT-Zelllinien und bieten eine gute Basis flr die
beschriebenen weiterflihrenden Untersuchungen.
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