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Referat 

Die Prognose für Patienten mit Ewingtumor konnte trotz deutlicher Fortschritte in den letzten 

Jahren bisher nicht ausreichend verbessert werden. Neben konventionellen Therapiestrategien 

werden deshalb neue Ansätze im Bereich der Immuntherapie gesucht. Kritisch ist dabei insbe-

sondere das Auffinden Ewingtumor-spezifischer Antigene, mit deren Hilfe eine Ewingtumor-

spezifische Immunantwort induziert werden könnte. 

Cancer-Testis-Antigene (CTA) werden normalerweise ausschließlich in Keimzellen, embryona-

lem Gewebe und Stammzellen exprimiert. In verschiedenen Malignomen kommt es jedoch zu 

einer aberranten Expression von CTA. Aufgrund der selektiven Expression weisen CTA oft 

immunogene Eigenschaften auf und induzieren teilweise spontane Immunantworten bei Krebs-

patienten. Deshalb eignen sie sich womöglich als Zielstrukturen für die Immuntherapie. Um 

neue Ewingtumor-assoziierte CTA identifizieren zu können, wurden in der vorliegenden Arbeit 

öffentlich zugängliche Microarray-Datensätze analysiert. Aufgrund des hieraus resultierenden 

charakteristischen CTA-Expressionsmusters (Hoden und Tumor) und eines weiteren Daten-

bank-Screenings konnten zahlreiche Gene hier erstmals als neue CTA-Kandidaten benannt wer-

den. Die Ergebnisse umfassen zudem einige schon bekannte CTA, deren Expression hier erst-

mals auch im Ewingtumor beschrieben wurde. Des Weiteren wurde der Einfluss der 

Ewingtumor-spezifischen aberranten Transkriptionsfaktoren EWS-ERG und EWS-FLI1 auf die 

Expression von CTA in öffentlich zugänglichen Datensätzen transgener mesenchymaler 

Stammzellen untersucht. Dabei erwiesen sich einige der bekannten CTA und einige der neuen 

hier erstmals benannten CTA-Kandidaten in Microarray-Analysen als Zielgene von EWS-ERG 

oder EWS-FLI1, was sie zu noch interessanteren Zielstrukturen der Immuntherapie machen 

könnte. Aufgrund der hohen Spezifität des CTA Lipase I für den Ewingtumor wurden gegen 

dieses CTA gerichtete zytotoxische T-Zellen (CTL) induziert, die zur Lyse von Zellen der 

Ewingtumorzelllinie A673 fähig waren. Es konnten für zwei Peptid-Epitope aus Lipase I spezi-

fische CTL in vitro generiert werden. Diese T-Zell-Epitope der Lipase I könnten in der klini-

schen Immuntherapie anwendbar sein. 
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1 Einleitung 

Ewingtumore, auch als Ewing sarcoma family tumors (ESFT) bezeichnet, sind die zweithäufigs-

ten soliden Malignome des Knochens und des Weichteilgewebes in Kindheit und Adoleszenz 

mit einem Häufigkeitsgipfel zwischen 5 und 15 Jahren. Die Inzidenz von ESFT beträgt ca. 0,6 

Neuerkrankungen pro 1 Million Einwohner und Jahr (Paulussen et al. 1998). ESFT manifestie-

ren sich bevorzugt am wachsenden Skelett im Bereich der Diaphysen langer Röhrenknochen 

oder des Beckens. Das männliche Geschlecht ist mit 56 % häufiger betroffen als das weibliche 

Geschlecht. Zu den ESFT gehören das Ewing-Sarkom, der periphere primitive 

neuroektodermale Tumor und der Askin-Tumor, ein Ewingsarkom der Rippe. ESFT gehören zu 

der histologisch schwer unterscheidbaren Gruppe der undifferenzierten, kleinen, blauzelligen 

Tumore. Hierzu werden aufgrund der gemeinsamen histologischen Kriterien auch das 

Rhabdomyosarkom, das Neuroblastom und Lymphome gezählt. Molekularbiologisch sind 

ESFT über die Expression eines chimären Ewing sarcoma breakpoint region 1 (EWS)-E-twenty 

six (ETS)-Fusionsproteins definiert. Dieses entsteht durch eine reziproke Chromosomentrans-

lokation und bildet einen aberranten Transkriptionsfaktor. EWS ist ein ubiquitär exprimiertes 

Gen, wohingegen Gene der ETS-Familie, wie Friend leukemia virus integration 1 (FLI1) oder 

v-ets related gene (ERG), nur sehr selektiv exprimiert werden. Wildtyp-FLI1 wird während der 

Embryogenese und Hämatopoese exprimiert (Truong und Ben-David 2000). FLI1 ist bei Vö-

geln sehr selektiv während der Entwicklung von Zellen der Neuralleiste zu Mesenchymzellen 

exprimiert (Mager et al. 1998). Ein ESFT-spezifisches Gen-Expressionsprofil, im Vergleich zu 

zahlreichen Normalgeweben (Staege et al. 2004a) durch Microarray-Technik analysiert, bestä-

tigte auf molekularer Ebene die Ähnlichkeit der ESFT-Stammzelle zu der Neuralleiste sowie die 

Ähnlichkeit zu Endothelzellen und Mesenchym. EWS (Chromosom 22q12) kodiert für ein Pro-

tein, das Genexpression, zelluläre Signalwege und RNA-Prozessierung und -Transport reguliert. 

Die N-terminale Region umfasst eine Transkriptions-Aktivierungs-Domäne. Die Gene der ETS-

Genfamilie kodieren Transkriptionsfaktoren. Das chimäre Protein ist zusammengesetzt aus der 

N-terminalen Transkriptions-Aktivierungs-Domäne von EWS fusioniert mit der C-terminalen 

DNA-Bindungsdomäne eines Transkriptionsfaktors der ETS-Genfamilie. Die beteiligten Gene 

der ETS-Genfamilie liegen meist auf Chromosom 11p24 für das Gen FLI1 oder auf Chromosom 

21q22 für das Gen ERG. EWS-FLI-1 kommt in 85 % aller Ewingtumore vor (Arvand und 

Denny 2001), sodass die Translokation t(11;22)(q24;q12) am häufigsten vorkommt. In den an-

deren Ewingtumoren findet man Fusionspartner, die Mitglieder aus der ETS-Genfamilie darstel-

len und ERG (10 %), Ets variant 1 (ETV1), Ets variant 4 (ETV4) oder Fifth Ewing variant pro-

tein (FEV) sein können (Riggi et al. 2008). Alternatives Splicing der Fusionsgene führt zu un-

terschiedlichen Transkriptionsvarianten mit Heterogenität in der Fusions-RNA und Protein-

Architektur. Die prospektive klinische Studie European Ewing tumour working initiative of 
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national groups (Euro-E.W.I.N.G.) 1999 ergab keine Hinweise dafür, dass prognostische Unter-

schiede mit verschiedenen EWS-FLI1-Fusionsproteinen einhergehen. Es konnte kein prognosti-

scher Nachteil für nicht-Typ-1-EWS-FLI1-Fusionen bei lokalisiertem ESFT (van Doorninck et 

al. 2010) gefunden werden. 

EWS-ETS-Fusions-Gene kodieren einen das Tumorwachstum und die maligne Transformation 

beeinflussenden aberranten Transkriptionsfaktor. EWS-FLI1 reguliert vorwiegend solche Gene, 

die den Zellzyklus antreiben oder einen undifferenzierten Phänotyp aufrechterhalten (Kauer et 

al. 2009). EWS-ETS-Fusionsgene sind oftmals die einzige genetische Aberration, die im ESFT 

detektiert werden kann. Deshalb wird davon ausgegangen, dass EWS-ETS Transkriptionsfakto-

ren hauptverantwortlich für die maligne Transformation und den hoch aggressiven Phänotyp 

sind (Kovar 2003). Die EWS-ETS-Fusionsproteine oder direkte Zielgene von EWS-ETS wer-

den deshalb als potentielle therapeutische Zielstrukturen angesehen und in dieser Arbeit wird u. 

a. der Einfluss von EWS-FLI1 und EWS-ERG auf die Expression von Cancer-Testis-Antigenen 

(CTA) and Datensätzen von Mesenchymalen Stammzellen (MSC) untersucht. CTA sind allein 

aufgrund ihrer restringierten Expression in Hoden und Tumorgewebe schon interessante thera-

peutische Zielstrukturen. Wäre ein CTA erwiesenes Zielgen von EWS-ETS, würde das ein be-

treffendes CTA zu einem noch vielversprechenderen Angriffspunkt in der Immuntherapie ma-

chen.  

Eine weitere Eigenschaft und zugleich Differenzierungsmöglichkeit von ESFT-Zellen besteht in 

einer hohen Expression von MIC2 (monoclonal, Imperial Cancer Research Fund, 2)/Cluster of 

differentiation 99 (CD99), was in der Diagnosestellung genutzt wird.  

Um die Diagnose des Ewingtumors weiterhin zu bestätigen und die molekulare Unterscheidung 

zwischen den kleinen, blauzelligen Tumoren zu erleichtern, können auch DNA-Microarrays, 

allerdings nicht routinemäßig in der klinischen Praxis, eingesetzt werden (Wai et al. 2002; 

Staege et al. 2003b). So erstellten Staege und Mitarbeiter (Staege et al. 2004b) mittels 

Microarray-Analysen ein ESFT-spezifisches Genexpressionsprofil, das auch mittels quantitati-

ver und konventioneller Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) in den ESFT nach-

weisbar war. Auch Baird et al. 2005 ermittelten durch Microarray-Analysen spezifische Unter-

schiede in den Expressionsmustern verschiedener Sarkome. Durch Microarray-Technik ermit-

telte Genexpressionsprofile stellen neue diagnostische, prognostische und therapeutische An-

satzpunkte dar und gewähren Einblicke in die Molekularbiologie der Tumorzellen. Vorteil der 

DNA-Microarray-Analysen ist der mögliche Vergleich des gesamten Gen-Expressionsprofils 

zahlreicher Tumorproben und ebenso zahlreicher Vergleichsgewebe in einem einzigen Experi-

ment (Staege et al. 2003). Durch DNA-Microarrays können jedoch nur normale zelluläre 

Transkripte erfasst werden. Tumorspezifische Transkripte, die durch Punktmutationen oder 

durch Translokation enstanden sind, entgehen dieser Technik. Mit Microarray-Analysen lassen 

sich jedoch die Gene mit exklusiver Expression in den Tumorproben erfassen, die keine oder 
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nur geringfügige Expression in Normalgeweben haben. Diesen Eigenschaften wird die Gruppe 

der Cancer-Testis-Antigene (CTA) gerecht, die neue Diagnose- und Therapieoptionen durch 

ihre selektive Expression in den immunprivilegierten Keim- und Tumorzellen eröffnen. In der 

vorliegenden Arbeit wird deshalb mittels der Microarray-Methode nach bekannten und mögli-

chen neuen CTA im ESFT gesucht. 

Über die Hälfte der Patienten mit lokalisierter Manifestation der Erkrankung des ESFT kann mit 

konventionellen, multimodalen Therapieregimen geheilt werden, bestehend aus chirurgischer 

Resektion, Strahlentherapie bis zu 55 Gy und adjuvanter und neoadjuvanter Hochdosis-

Chemotherapie. Nach dem Protokoll der klinischen Phase 3 Studie EURO-E.W.I.N.G. 08, 

nachzulesen auf der Homepage der Kinderkrebsinfo (Dobke 2010) erhalten zunächst alle Pati-

enten 6 Zyklen Vincristin, Ifosfamide, Doxorubicin und Etoposid (VIDE) als Induktionsthera-

pie, wie schon bei der Vorgängerstudie EURO-E.W.I.N.G. 99. Darauf folgt die Lokaltherapie, 

vorzugsweise Operation mit neoadjuvanter und/oder adjuvanter Radiotherapie, abhängig von 

der Operabilität bzw. Radikalität der Operation und dem histologischen Ansprechen auf die 

Chemotherapie. Anschließend wird die Behandlung weiter risikoadaptiert durchgeführt, wobei 

besonders Alter, Volumen und die Ausbreitung von Metastasen relevant sind (Ladenstein et al. 

2010), aber auch das Ansprechen auf die initiale Chemotherapie. Patienten mit lokalisiertem 

Tumorbefall und günstigem Risikoprofil erhalten nach der bisher genannten Therapie laut EU-

RO-E.W.I.N.G. 08 acht Kurse Vincristin, Actinomycin D und Cyclofosfamid (VAC für weibli-

che Patienten) oder Vincristin, Actinomycin D und Ifosfamid (VAI für männliche Patienten). 

Randomisiert erfolgt zusätzlich eine vierwöchige Therapie mit Fenretinid und/oder Zoledronat 

oder keiner dieser beiden Substanzen. Bei schlechtem Tumor-ansprechen oder initial pulmona-

ler Metastasierung erhalten die Patienten randomisiert 8 Zyklen VAI oder Melphalan und 

Busulfan als Hochdosischemotherapie mit anschließender autologer Stammzellretransfusion. 

Patienten mit primären Knochenmetastasen erhalten randomisiert entweder 8 Kurse VAC oder 

Hochdosis-Chemotherapie mit Treosulfan und Melphalan gefolgt von autologer 

Stammzellreinfusion und anschließend 8 Kursen VAC-Chemotherapie. Eine allogene Stamm-

zelltransplantation in der Konsolidierungsphase bei fortgeschrittenen Ewingtumoren verbessert 

die Rezidivfreiheit nicht und geht mit hohen Komplikationen einher (Burdach et al. 2000). Eine 

autologe Stammzelltransplantation hingegen scheint die Überlebensrate zu verbessern (Al-Faris 

et al. 2007). Der Ewingtumor metastasiert hämatogen vorwiegend in die Lunge und in das Ske-

lett, wobei Patienten mit multifokalen Knochen- oder Knochenmarksmetastasen eine schlechte-

re Prognose haben als solche mit Lungenmetastasen. Patienten mit zirkulierenden Tumorzellen 

oder Knochenmarksmikrometastasen haben im Rahmen einer Minimal residual disease (MRD) 

bei lokalisiertem Primärtumor das gleiche Outcome wie Patienten mit Metastasierung 

(Schleiermacher et al. 2003). Distale Tumoren sind meist kleiner und besser operabel, weshalb 

sie mit einer besseren Prognose einhergehen als proximale Tumoren. Eine schlechtere Prognose 
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haben auch Patienten mit einem Rezidiv innerhalb der ersten 2 Jahre (Burdach und Jürgens 

2002). In 40 % der Fälle verläuft die Erkrankung letal bei lokalisierten Ewingtumoren mit einer 

5-Jahres-Überlebensrate von 55 % bis 65 %. Bei primär metastasierten Tumoren sinkt diese auf 

25 % (Laurence et al. 2005). Noch nach 5 Jahren kann es zum Auftreten eines Rezidivs kom-

men, was das Vorhandensein einer MRD nahelegt und auf die Existenz von Tumorstammzellen 

hindeutet. Bei Patienten die als rezidivfrei gelten, besteht nach einer Hochdosis-Chemotherapie 

die Gefahr von Zweitneoplasien. Somit lassen sich insgesamt bisher für Patienten mit ESFT 

besonders im metastasierten Erkrankungsstadium keine befriedigenden Resultate erzielen. Neue 

Therapieansätze bestehen in verschiedenen Formen der Immuntherapie oder der gezielten Regu-

lation von EWS-FLI1 oder entsprechender Zielgene mit Antisense-Technologien, RNA-

Interferenz oder Ribozymen (Maksimenko et al. 2003; Toub et al. 2006; Richter et al. 2009). Es 

verdichten sich die Anhaltspunkte dafür, dass auch einer effektiven Immunantwort eine wichti-

ge Rolle bei Patienten mit ESFT zukommt. Malignome besitzen die Fähigkeit, eine Antitumor-

Immunantwort aktiv herabzuregulieren und eine Toleranz gegenüber Tumor-assoziierten Anti-

genen (TAA) zu schaffen (Zou 2005). Regulatorische T-Zellen könnten aktiv die Funktion von 

Dendritischen Zellen (DC) suprimieren (Rosenberg et al. 2004). Ein aktives Durchbrechen von 

Immuntoleranz gegenüber neoplastischen Zellen erscheint deshalb auch ein möglicher Ansatz-

punkt in der Therapie des ESFT zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass mit Interleukin (IL)-15 

stimulierte Natürliche Killerzellen (NK) gesunder Spender ESFT-Zelllinien lysieren konnten 

(Verhoeven et al. 2008). Auch transgene IL-2 freisetzende ESFT-Zelllinien könnten als allogene 

Vakzine zum Einsatz kommen (Staege et al. 2003a). Immunstimulatorisch wirken auch 

hypoxanthine/aminopterin/thymidine-sensitive ESFT-Zellen auf gemischte Lymphozyten-

Tumorzell-Kulturen, wobei diese ESFT-Zellen auch direkt mit DC fusioniert werden können 

(Pfeifle et al. 2009). Es konnte gezeigt werden, dass IL-2-transgene ESFT-Zellen zytolytische 

Effektorzellen rekrutieren (Staege et al. 2004a). Es gibt verschiedene klinische Studien, die die 

partielle Effektivität einer Therapie mit DC, die mit ESFT-spezifischen Antigenen beladen sind, 

nahelegen und zudem die Sicherheit dieser Therapie unterstreichen (Geiger et al. 2001; Guo et 

al. 2008; Suminoe et al. 2009). Eine Klasse von ESFT-spezifischen Antigenen, die in der Im-

muntherapie mit DC eingesetzt werden, bilden die CTA. Physiologisch exprimiert werden CTA 

ausschließlich oder vorwiegend in immunprivilegierten Geweben wie Hoden, Ovar, Plazenta 

(Simpson et al. 2005), Gehirn (Hofmann et al. 2008), Stammzellen oder während der Embryo-

genese (Costa et al. 2007). Sie haben keine oder eine sehr geringe Expression in anderen Nor-

malgeweben, wobei eine sehr geringe Expression wahrscheinlich nicht zu immunologisch signi-

fikanten Proteinleveln führt. CTA als immuntherapeutische Zielstruktur scheinen für die 

Onkogenese, das Überleben und die Proliferation der Tumorzellen elementar zu sein (Simpson 

et al. 2005). Dafür sprechen die selektive Expression von CTA in Keim- und Stammzellen so-

wie die Expression von X-chromosomal kodierten CTA (X-CTA) in Tumorstammzellen, die für 
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das Überleben des ESFT essentiell sind (Suva et al. 2009), aber auch die Funktion einiger CTA 

für die Regulation von Genexpression und Förderung von Zellproliferation (Simpson et al. 

2005). Weiterhin wurde beschrieben, dass eine CTA-Expression einen direkten Einfluss auf die 

Sensibilität der Zelle gegenüber zytotoxischen Angriffen ausübt (Simpson et al. 2005). Eine 

aktuelle Datenbank des Ludwig-Instituts für Krebsforschung in Zusammenarbeit mit dem 

Laboratório Nacional de Computação Científica (Petrópolis, Brasilien), in der bekannte CTA 

(Almeida et al. 2009) aufgeführt werden, umfasst derzeit 136 CTA, davon 30 X-CTA. Die X-

CTA sind häufig multicopy-Gene mit chromosomalen Clustern auf dem X-Chromosom. Sie 

sind überwiegend in mitotisch proliferierenden Spermatogonien exprimiert (Caballero und Chen 

2009). Nicht auf dem X-Chromosom kodierte CTA (Non-X-CTA) treten meist als singlecopy-

Gene in Erscheinung, sind über das gesamte Genom verteilt und können typischerweise Funkti-

onen während der Meiose in Spermatozyten erfüllen (Simpson et al. 2005). 

Die Expression von CTA variiert zwischen den verschiedenen Malignomen sehr stark. Jedoch 

ist zu beobachten, dass wenig differenziertes, hochgradig neoplastisches Gewebe und späte 

Erkrankungsstadien sehr häufig mehrere CTA simultan exprimieren. Eine hochfrequente Ex-

pression von CTA geht dabei mit einem schlechteren Outcome einher (Caballero und Chen 

2009). Für die Gruppe der ESFT sind bisher in der Literatur die Expression von den CTA Lipa-

se I, alias membranassoziierte Phospholipase A1 β, alias Lipase member I (LIPI), Testis 

expressed 15 (TEX15) (Foell et al. 2008) X-antigen family member 1 (XAGE1) (Liu et al. 2000) 

und New York esophageal squamous cell carcinoma 1/cancer-testis antigen 1 (NY-ESO-

1/CTAG1) (Schaefer et al. 2008) beschrieben. LIPI ist ein für den ESFT hochspezifisch 

exprimiertes CTA (Foell et al. 2008). Es besitzt wegen seiner beschriebenen molekularbiologi-

schen Eigenschaften möglicherweise eine wichtige Funktion für die Pathophysiologie des 

ESFT. LIPI könnte die Angiogenese fördern und eine Motilitätserhöhung von Tumorzellen und 

eine Permeabilitätserhöhung von Endothelzellen bewirken (Mills und Moolenaar 2003; 

Moolenaar et al. 2004) und zur Ausbildung eines aggressiven Phänotyps mit erhöhter Metasta-

sierungsfähigkeit beitragen. Deshalb wurde für LIPI in dieser Arbeit die Induzierbarkeit einer 

zellulären Immunantwort im ESFT untersucht, indem DC mit T-Zell-Epitopen aus LIPI beladen 

wurden. 

Für einige CTA ist die Induktion humoraler und zellulärer Immunantworten bei einer Tumorer-

krankung beschrieben, beispielsweise für die bekannten CTA XAGE1 (Kikuchi et al. 2008; 

Zhou et al. 2008), SSX2 (Scanlan et al. 2004) und PRAME (Quintarelli et al. 2008). Weitere 

CTA wurden mit der Methode der serological analysis of recombinant cDNA expression libra-

ries (SEREX) identifiziert und induzieren spontane humorale Immunantworten bei einer Krebs-

erkrankung, u. a. SSX4, NY-ESO-1, SCP1, CT7, NY-SAR-35/FMR1NB, OY-TES-1, 

SLCO6A1, PASD1, CAGE-1 und KK-LC-1/CXorf61 (Caballero und Chen 2009). SEREX be-

steht in einem Immunscreening von cDNA-Datenbanken mit autologem Patientenserum. Für 
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MAGE-A3 wird derzeit eine klinische Phase-3-Studie durchgeführt, und klinische Studien gibt 

es auch für NY-ESO-1. Beide Studien zeigen ein verbessertes, rezidivfreies Überleben durch die 

spezifisch gegen CTA gerichtete Immuntherapie bei Patienten mit MRD (Caballero und Chen 

2009).  

Es existieren vielfache Bestrebungen Dendritische Zellen (DC) in die Entwicklung tumorspezi-

fischer Immunität einzubeziehen, darunter bis zu 100 klinische Studien (Hokey et al. 2005), um 

Effektivität und Sicherheit bewerten zu können. Im peripheren Gewebe befinden sich DC im 

unreifen Stadium. Durch die Phagozytose sterbender Zellen prozessieren die unreifen DC deren 

Antigene. Bei einer Aktivierung durch mitogene „Gefahrensignale“, hierzu zählen Toll-like-

receptor-(TLR)-Liganden, reifen die DC, indem sie zahlreiche MHC-Klasse-I- und MHC-

Klasse-II-Moleküle sowie kostimulatorische Moleküle exprimieren und Signalstoffe sezernie-

ren. Die DC migrieren während der Reifung in die drainierenden Lymphknoten. Im Kontext mit 

den MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Molekülen präsentieren sie den naiven Cluster of dif-

ferentiation (CD)8+ven bzw. CD4+ven T-Zellen Peptidepitope und initiieren abhängig vom 

spezifisch ligierten TLR-Liganden eine Typ1- oder Typ2-Immunantwort (Hokey et al 2005). 

Pathogene, die unterschiedliche TLR-Liganden aktivieren, begründen dabei verschiedene An-

forderungen an das Immunsystem, was zur funktionellen Dichotomie der T-Zell-

Subpopulationen beiträgt. Virus-infizierte Zellen oder transformierte Zellen, intrazelluläre Bak-

terien, histoinkompatible Transplantate und Protozoen werden maßgeblich durch die zellvermit-

telte Typ1-Immunantwort beseitigt, wobei immunogene Epitope auf MHC-Klasse-I-Molekülen 

von überwiegend CD8+ven zytotoxischen T-Zellen über einen spezifischen T-Zell-Rezeptor 

erkannt werden. Die Abwehr gegenüber extrazellulären Pathogenen erfolgt über die CD4+ven 

Typ2-T-Zellen, die mit B-Zellen interagieren. Die DC bestimmen die Differenzierung naiver T-

Zellen und deren funktionelle Ausrichtung als Effektorzellen durch die bereitgestellten Zytokine 

während der Antigenpräsentation. Die Polarisierung von Typ1-CD4+ven T-Zellen und Typ1-

CD8+ven T-Zellen erfolgt hauptsächlich in Gegenwart von Interferon γ (IFN γ) und IL12, wäh-

rend eine Typ2-Polarisierung von CD4+ven T-Zellen vornehmlich durch IL-4 und Il-10 stimu-

liert wird. Die von den beiden polarisierten T-Zell-Populationen gebildeten Interleukine sichern 

die weitere Differenzierung in jeweils eine Richtung der Immunantwort und hemmen die Aus-

bildung des jeweils anderen T-Zell-Effektortyps. Dabei sezernieren Typ1-T-Zellen typischer-

weise IFNγ, IL2 und TNFß, um die zellvermittelte Immunantwort aufrechtzuerhalten. Da CTA 

als therapeutische Zielstruktur keine Zelloberflächen-Antigene darstellen, lassen sich gegen 

CTA eher keine Antikörper-basierten Therapien entwickeln (Caballero und Chen 2009), wes-

halb Ziel die Ausbildung der zellvermittelten Typ1-Immunantwort zur Abwehr transformierter 

oder Virus-infizierter Zellen sein muss mit Aktivierung von Makrophagen, Antikörper-

Isotypen-Wechsel der Plasmazellen gegen beispielsweise Virusproteine und insbesondere die 

Aktivierung spezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL). Typischerweise exprimieren 
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CTL den T-Zell-Korezeptor CD8, jedoch können bis zu 10 % der zytotoxischen Effektorzellen 

auch CD4 exprimieren. Proliferation und Differenzierung der CTL wird durch die Zytokine der 

T-Helferzellen reguliert. Professionelle Antigen-präsentierende Zellen wie DC können durch 

Bereitstellung kostimulatorischer Liganden die zytotoxische Effektorfunktion aktivieren. Die 

Befähigung der CTL zur Zytolyse erfolgt während des Kontakts mit der Zielzelle unter der Bil-

dung einer immunologischen Synapse, an der der T-Zell-Rezeptor und das MHC-Klasse-I-

Molekül mit dem entsprechenden Peptid-Epitop beteiligt sind sowie Korezeptoren wie CD11a 

(CD18, LFA-1, IntegrinαL/Integrinβ2), CD2 und CD8 auf der T-Zelle und CD58 und CD54 

(ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1) auf der Zielzelle. Durch Signalkaskaden kommt es 

zur Oberflächenexpression des IL-2-Rezeptors. In dem Raum zwischen CTL und Zielzelle 

kommt es zur Exozytose des zytoplasmatischen Granulainhalts der CTL. Dabei bildet das 

Glykoprotein Perforin Transmembran-Kanäle in der Zielzelle, während die CTL-Membran 

durch geeignete Moleküle geschützt wird. Granzym A und B werden durch rezeptorvermittelte 

Endozytose in der Zielzelle aufgenommen und bewirken unter Anwesenheit von Perforin die 

Induktion der Apoptose. Ein zweiter Weg zur Zytolyse besteht in der Interaktion von Fas-

Liganden auf den CTL mit Fas-Molekülen auf der Zielzelle, was schließlich zur Transduktion 

jener Signale führt, die den programmierten Zelltod der Zielzelle herbeiführen. Da der beschrie-

benen Typ1-Immunantwort mit Aktivierung der CTL in der Abwehr transformierter Zellen eine 

zentrale Rolle zukommt, wird die Induktion dieser Richtung der Antitumor-Immunantwort in 

der Immuntherapie angestrebt, meist unter Einbeziehung von DC (Ladenstein et al. 2010) und 

wurde auch in der vorliegenden Arbeit verfolgt, unter Verwendung des ESFT-spezifischen CTA 

LIPI als immunologischer Zielstruktur.  

Zielsetzung der Arbeit 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation und Charakterisierung von ESFT-

spezifischen CTA, gegen die aufgrund ihrer restringierten Expression möglicherweise eine Im-

munantwort induzierbar wäre und deren Einsatz als therapeutische Zielstruktur die unbefriedi-

gende Prognose des ESFT verbessern könnte. Hierzu wurden Microarray-Expressions-Daten 

analysiert und zum einen die Expression bekannter CTA im ESFT untersucht, zum anderen 

Gene aufgrund des typischen Expressionsmusters (Hoden und Tumor) als potentielle neue 

CTA-Kandidaten benannt. Davon ausgehend, dass CTA, die durch die aberranten Transkripti-

onsfaktoren EWS-ERG und EWS-FLI1 induziert werden, in die Onkogenese eingebunden sein 

könnten, wurde eine mögliche Induktion von CTA in öffentlich verfügbaren Datensätzen von 

EWS-ERG- und EWS-FLI1-transgenen mesenchymalen Stammzellen (MSC) analysiert. Um 

einen Impfstoff in der Therapie des ESFT entwickeln zu können, sollten gegen ein möglichst 

pathogenetisch entscheidendes und spezifisches CTA im ESFT zytotoxische T-Zellen aktiviert 

werden. Die Wahl fiel auf das ESFT-spezifische CTA LIPI. LIPI sollte verwendet werden, um 
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zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) mit Spezifität für Epitope aus LIPI in vitro zu generieren 

und so eine Lyse von ESFT-Zellen zu erreichen. 

2 Material und Methoden  

2.1 Reagenzien 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Reagenzien verwendet: 

 

Tabelle 1. Reagenzien. 

Reagenzien Hersteller, Ort, Land 

Anti-human CD4-Fluorescein-Isothiocyanat 

(FITC) (Klon SK3) 

Anti-human CD14 FITC (Klon M5E2) 

Anti-human CD8-Phycoerythrin (PE) (Klon 

SK1) 

Anti-human CD25 FITC (Klon M-A251) 

Anti-human CD80 FITC (Klon BB1) 

Anti-human CD11cPE (Klon Bly-6) 

Anti-human CD40PE (Klon 5C3) 

Anti-human CD83PE (Klon HB15e) 

Anti-human CD154 PE (Klon TRAP1) 

Anti-human HLA-ABC PE (Klon G46-2.6) 

Anti-human HLA-DR FITC (Klon G46-6) 

Anti-human IgG1 FITC (Klon MOPC-21) 

Anti-human IgG2a PE (Klon G155-178) 

Becton-Dickinson, Heidelberg 

Anti-human CD86 FITC (Klon BU63) Caltag Laboratories, Berlingame, USA 

β2-Mikroglobulin Roche Diagnostics, Mannheim 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Biochrom, Berlin 

Fetales Kälberserum Biochrom, Berlin 

GM-CSF, Leukine Berlex Laboratories, Richmond, USA 

Interferon γ R&D Systems, Minneapolis, USA 

Interferon γ Enzyme-linked immuno spot as-

say  

Becton-Dickinson, Heidelberg 

Interleukin 2 R&D Systems, Minneapolis, USA 

Interleukin 4 R&D Systems, Minneapolis, USA 

Interleukin 7 R&D Systems, Minneapolis, USA 

Laktatdehydrogenaseassay (LDH assay) Roche Diagnostics, Mannheim 

Lipopolysaccharid (LPS) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Magnetic cell sorting (MACS)-beads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Mitomycin C Roche Diagnostics, Mannheim 

Penicillin und Streptomycin Biochrom, Berlin 

RPMI Medium Biochrom,  

TritonX100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypsin-EDTA-Lösung Biochrom, Berlin 

X VIVO 15 Medium Lonza, Basel, Schweiz 

Dulbecco`s Phosphate Buffered Saline  Lonza, Basel, Schweiz 
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Petide aus Lipase I Position 163-171 

NLLKHGASL, Position 219-227 LDYT-

DAKFV, Position 156-164 SLSVHIKNC 

WITA, Telto 

Peptide aus Cyclin D1 Position 228-236 

RLTRFLSRV, Position 101-109 

LLGATCMFV 

WITA, Telto 

Standard Ficoll Paque Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, 

Schweden 

Trypanblau Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA 

2.2 Zelllinien 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet: 

 

Tabelle 2. Zelllinien. 

Zelllinie Bezugsquelle, Ort, Land 

A673 (Giard et al. 1973)  American Type Culture Collection, Manassas, 

USA 

Lymphoblastoide Zelllinie A2+2310 

(Hoennscheidt et al. 2009) 

M. S. Staege, Labor der Klinik für Kinder- 

und Jugendmedizin der Martin-Luther-

Universität Halle/Wittenberg 

SK-N-MC (Biedler et al. 1973) Deutsche Sammlung für Zellkultur und Mik-

roorganismen, Braunschweig 

2.3 Geräte 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Geräte verwendet: 

 

Tabelle 3. Geräte. 

Geräte Hersteller, Ort, Land 

Durchflusszytometer (FACScan) Becton-Dickinson, Heidelberg 

FACS-Röhrchen Becton-Dickinson, Heidelberg 

KS-Elispot-System ZEISS, Jena 

Microplate Manager® 4.0 Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Mikroskop Axioplan 25 ZEISS, Jena 

Mikroskop Axiovert 40c ZEISS, Jena 

Neubauerkammer (Haemacytometer) Optik-Labor, Friedrichshofen 

PP-Testtube, steril Greiner bio-one, CELLSTAR, Frickenhausen  

Pipettboy Integra, Neu-Ulm 

Serologische Pipetten TPP, Trasadingen, Schweiz 

24well-Zellkulturplatten TPP, Trasadingen, Schweiz 

Zellkulturflaschen TPP, Trasadingen, Schweiz 

Zentrifuge Multifuge 1s-r, Heraeus, Hanau 

2.4 Software 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Programme für die Datenauswertung verwendet: 

 

Tabelle 4. Software. 

Software Hersteller oder Referenz 

CellQuestPro  Becton-Dickinson, Heidelberg 
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Genesis (Sturn et al. 2002) 

Microsoft Office Excel 2003 Microsoft, Redmond, USA 

Significance analysis of microarrays (SAM) (Tusher et al. 2001)  

2.5 Datenbanken 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Datenbanken für die Datenerhebung verwendet: 

 

Tabelle 5. Datenbanken. 

Datenbank Homepage  

CTA-Datenbank (Ludwig-Institut für Krebsforschung, 

São Paulo) (Almeida et al. 2009) 

http://www.cta.lncc.br/  

Gene Expression Omnibus-Datenbank (GEO-Datenbank) 

(National Center for Biotechnology Information, NCBI, 

USA) (Barrett und Edgar 2006) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/  

SOURCE-Datenbank (Genetics Department Stanford 

University, CA, USA) (Diehn et al. 2003) 

http://smd.stanford.edu/cgi-

bin/SOURCE/SOURCESearch 

SYFPEITHI zur Voraussage des Bindungsscores von 

Peptiden an HLA-A2-Moleküle (Eberhard-Karls-

Universität Tübingen, Universitätsklinikum Tübingen) 

(Rammensee et al. 1999) 

http://www.syfpeithi.de/scripts/ 

MHCServer.dll/ 

2.6 Microarray-Expressionsdatensätze 

Für die Analyse von CTA in ESFT wurden folgende Affimetrix-Mikroarray-Datensätze heran-

gezogen:  

 

Tabelle 6. Microarrays. 

Affymetrix Microarrays Datensätze, gegebenenfalls mit GEO-Datenbank-

Zugangsnummer 

Affymetrix HG_U133A-

Microarrays  

Ewingtumor-Proben (ESFT) GSE7007 (Tirode et al. 2007);  

Verschiedene Normalgewebe, GSE2361 und GDS 1096, 31 

Proben: Ovar, Plazenta, fetale Lunge, fetale Leber, fetales 

Hirn, Nebenniere, Uterus, Schilddrüse, Mamma, Lunge, Pros-

tata, Niere, Blase, Herz, Muskel, Haut, Trachea, Speicheldrüse, 

Magen, Dickdarm, Dünndarm, Pankreas, Leber, Knochenmark, 

Milz, Thymus, Glandula Pinealis, Rückenmark, Thalamus, 

Hippocampus, Nucleus Caudatus, Corpus Callosum, Gehirn, 

Kleinhirn und Amygdala (Ge et al. 2005); 

Mesenchymale Stammzellen (MSC) GSE7332, 1 Probe 

(Barberi et al. 2005), GDS3402, 3 Proben (Markov et al. 

2007); 

Embryonale Stammzellen (ESC), GSE7332, 3 Proben (Barberi 

et al. 2005); 

Humane mikrovaskuläre Endothelzellen (HMEC) und humanes 

Nabelschnurvenenendothel (HUVEC), GDS1543, je 3 Proben 

(Viemann et al. 2006); 

Hämatopoetische Stammzellen (HSC), GSE3788, 3 Proben 

(Georgantas et al. 2004); 

Hoden, GDS181, 3 Proben (Su et al. 2004); 

Neuroblastome, GSE7529, 10 Proben (Albino et al. 2008), 

Neuroblastome, 12 Proben (Staege et al. 2004a, Foell et al. 

2008) 

http://www.cta.lncc.br/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
http://smd.stanford.edu/cgi-bin/SOURCE/SOURCESearch
http://smd.stanford.edu/cgi-bin/SOURCE/SOURCESearch
http://www.syfpeithi.de/
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Affymetrix 

HG_U133Plus2.0-

Microarrays 

 

 

Ewingtumor-Zelllinien GSE8596, 16 Proben (Miyagawa et al. 

2008) und GSE2109, 1 Probe (M. Bittner 2004); 

21 verschiedene Normalgewebe, GSE3526, 48 Proben: 

4*Ovar, 3*Hoden, 5*Knochenmark, 2*Lymphknoten, 2*Milz, 

2*Kleinhirn, 2*zerebraler Cortex, 2*Rückenmark, 

2*Skelettmuskel, 2*Herzvorhof, 2*Koronararterie, 2*Vena 

saphena, 2*Leber, 2*Lunge, 2*Magen Kardia, 2*Nierenrinde, 

2*Nierenmark, 2*Kolon Coecum, 3*Prostata, 3*Schilddrüse, 

2*Nebenniere (Roth et al. 2006); 

Sperma, GSE6969, 13 Proben (Platts et al. 2007); 

7 Expressionsdatensätze EWS-FLI1-transgener MSC und 7 

Expressionsdatensätze EWS-ERG-transgener MSC mit 4 ge-

messenen Zeitpunkten: dem Ausgangswert sowie nach 24, 48 

und 72 Stunden jeweils mit und ohne Tetrazyklin-Exposition 

(Miyagawa et al. 2008) 

2.7 Zellbiologische Methoden zur Generierung ESFT-spezifischer CTL 

2.7.1 Zellkulturbedingungen für Tumorzellen 

Die Ewingtumor-Zelllinien A673 und SK-N-MC wurden in 75-cm
2
-Zellkulturflaschen (TPP, 

Trasadingen, Schweiz) unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO2) kultiviert. Diese Zellen 

wurden als Zielzellen im Laktatdehydrogenase-Freisetzungstest / Interferon γ Elispot assay 

(Elispot) (Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) oder zur Gewinnung von Tumorlysat 

verwendet. Die Zellzüchtung erfolgte in RPMI-Medium (Biochrom, Berlin) mit Zugabe von 

10 % fetalem Kälberserum (FCS) (Biochrom, Berlin) und Penicillin und Streptomycin (10.000 

U/ml und 10.000 μg/ml) (Biochrom, Berlin). Der Mediumwechsel wurde ein- bis zweimal pro 

Woche vorgenommen. Dabei wurde das alte Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit je 3ml 

Trypsin-EDTA-Lösung (Biochrom, Berlin, Deutschland) bei 37 °C im Brutschrank 5 bis 10 

Minuten inkubiert, sodass sich die Zellen vom Flaschenboden lösten. Im Anschluss daran wur-

den 10 ml neues Kulturmedium hinzugegeben. Daraus wurden dann 2 ml Zellsuspension in eine 

neue 75-cm
2
-Flasche überführt, die bereits mit 18 ml frischem Medium gefüllt war. 

2.7.2 Bestimmung der Zellzahl  

Zellen wurden mikroskopisch (Μikroskope Axioplan 25 und Axiovert 40c von ZEISS, Jena, 

Deutschland) in der Neubauerkammer (Optik-Labor, Friedrichshofen, Deutschland) nach 

Anfärbung durch Trypanblau 0,4 % (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) gezählt. 

2.7.3 Herstellung von SK-N-MC-Lysat und A673-Lysat 

Mit den Lysaten der Ewingtumor-Zelllinien A673 und SK-N-MC wurden DC bzw. die 

Lymphoblastoide Zelllinie A2+2310 (LCL) gepulst. Die Lyse der A673- und SK-N-MC-Zellen 

geschah durch mindestens dreimaliges Einfrieren bei -80 °C und sofortiges Wiederauftauen im 

Wasserbad bei 36 °C. Dazu wurde das alte Tumorzellkulturmedium abgesaugt und die Zellen 

bei 37 °C mit je 3 ml Trypsin-EDTA im Brutschrank 5 bis 10 Minuten inkubiert, sodass sich die 
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Zellen vom Flaschenboden lösten. Auf die Zellen wurden mit einer serologischen 10-ml-Pipette 

12 ml neues RPMI Medium gegeben und die Zellsuspension dann in ein steriles Röhrchen über-

führt. Die Zellzahl wurde bestimmt und nach einem Zentrifugationsschritt für 10 Minuten bei 

200 g wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen in 1,5 ml X VIVO 15-Medium (Lonza, 

Basel, Schweiz) resuspendiert. Dann erfolgten die Einfrier- und Auftau-Zyklen. 

2.7.4 Peptide 

Die in dieser Arbeit verwendeten Peptide wurden dankenswerterweise aufgrund einer in-silico-

Vorhersage mithilfe der SYFPEITHI-Datenbank (Rammensee et al. 1999) entsprechend ihrer 

Wahrscheinlichkeit, an HLA-A2-Moleküle zu binden, von PD Dr. rer. nat., rer. medic. habil. M. 

S. Staege, Klinik für Kinder- und Jugendmedizin der MLU Halle / Wittenberg, ausgewählt und 

zur Verfügung gestellt. Die Synthese erfolgte durch die WITA GmbH, Telto. 

Folgende Peptide aus Lipase I (LIPI) wurden verwendet: NLLKHGASL, Position 163-171, mit 

vorausgesagtem SYFPEITHI-Bindungsscore für HLA-A2 von 26 (NLL); LDYTDAKFV, Posi-

tion 219-227, mit Bindungsscore 12 (LDY) sowie SLSVHIKNC, Position 156-164, mit Bin-

dungsscore 25 (SLS). Folgende Peptide aus Cyclin D1 (CCND1) wurden verwendet: 

RLTRFLSRV, Position 228-236, mit Bindungsscore 24 (RLT), sowie LLGATCMFV, Position 

101-109, mit Bindungsscore 22 (LLG). Die Peptide lagen in einer Konzentration von 1 mg/ml 

in phosphate buffered saline (PBS) vor. 

2.7.5 Aufarbeitung von PBMC 

Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden von freiwilligen HLA-A2+ven 

Spendern unter Benutzung von Standard Ficoll Paque (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, 

Schweden) durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert (Foell et al. 2008). 

2.7.6 Gewinnung naiver CD8-angereicherter PBMC  

CD8+ve PBMC wurden durch Magnetic cell sorting (MACS, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 

Gladbach) durch negative Selektion angereichert. Hierzu wurden die PBMC zentrifugiert und zu 

10*10
6
 in 900 μl MACS-Puffer aufgenommen. Der Puffer wurde nach den Anweisungen des 

Herstellers aus PBS mit Zugabe von 0,5 % FCS und 2mM Ethylendiamintetraessigsäure 

(EDTA) (Biochrom, Berlin, Deutschland) hergestellt. Dazu wurden 100 μl CD4 microbeads 

human gegeben und die Zellsuspension wurde 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wur-

den danach in Puffer gewaschen und dann erneut in 500 μl Puffer aufgenommen. Die Suspensi-

on konnte nun auf eine LS-MACS-Säule geladen werden, die sich im magnetischen Feld eines 

MACS-Separators befand. Die magnetisch markierten CD4+ven Zellen wurden in der Säule 

zurückgehalten. Nicht markierte Zellen wurden in einem 50 ml-Röhrchen aufgefangen. Diese 

CD4-depletierten Zellen wurden in Puffer gewaschen. Danach wurden sie zur Substitution der 

T-Helferzellen mit nicht aktivierten PBMC in frischem X VIVO 15 Medium zusammengege-

http://de.wiktionary.org/wiki/Ethylendiamintetraessigs%C3%A4ure
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ben. Anschließend wurde diese T-Zellmischung mit vorgereiften DC zusammen kultiviert. Das 

Verhältnis von CD4+ven zu CD8+ven Zellen wurde mit Durchflusszytometrie (FACScan) wie 

unten beschrieben analysiert. Es betrug CD8/CD4 = 2/1. Folgende Antikörper (Becton Becton-

Dickinson, Heidelberg, Deutschland) wurden für die Analyse kombiniert: Anti-human CD4-

FITC (Klon SK3) und Anti-human CD8-PE (Klon SK1). Es wurden Isotypenkontrollen, um 

unspezifische Antikörperbindungen über Fc-Rezeptoren zu erfassen, mitgeführt. Die 

Isotypkontrollen entsprachen den IgG-Isotypen der spezifischen Antikörper und waren mit den 

gleichen Farbstoffen wie diese markiert. Es handelt sich um Mouse Anti-human IgG1-FITC 

(Klon MOPC-21) und Mouse Anti-human IgG2a PE (Klon G155-178, Becton-Dickinson, Hei-

delberg, Deutschland). 

2.7.7 Epstein-Barr-Virus immortalisierte LCL 

Zellen der lymphoblastoiden Zelllinie A2+2310 (LCL) wurden als antigenpräsentierende Zellen 

(APC) bei der Restimulation von CTL verwendet und freundlicherweise von  PD Dr. rer. nat., 

rer. medic. habil. M. S. Staege zur Verfügung gestellt. Des Weiteren wurden LCL im Interferon 

γ-Elispot) (Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) als APC eingesetzt. Zuvor erfolgte 

immer eine Inaktivierung der LCL mit Mitomycin C (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutsch-

land). 

Die LCL wurde in 25 cm
2
 Flaschen unter Standardbedingungen kultiviert. Die Zellzüchtung 

erfolgte in X VIVO 15 Medium. Das Umsetzen der Zellen in frisches Medium wurde einmal 

wöchentlich durchgeführt. Dabei wurden 2 ml der Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche 

überführt. Dazu kamen 10 ml neues X VIVO 15 Medium. 

2.7.8 Generation Dendritischer Zellen und primäre Stimulation naiver CD8+ver Zellen 

Dendritische Zellen (DC) wurden aus der adhärenten Fraktion von PBMC HLA-A2+ver Spen-

der generiert. Die adhärenten Zellen entsprechen den Monozyten, die aus myeloiden Vorläufer-

zellen hervorgehen. Die Monozyten differenzierten unter den unten beschriebenen Kulturbedin-

gungen in vitro zu CD11c/CD14+ven reifen DC. Es wurden 5*10
7
 bis 1*10

8 
PBMC 2 Stunden 

lang im Brutschrank unter Standardbedingungen in RPMI Medium in 75 cm
2
 Zellkulturflaschen 

inkubiert. Danach wurden die nicht adhärenten Zellen im Überstand abgesaugt und verworfen. 

Auf die adhärenten Zellen wurde 12 ml PBS gegeben und sie wurden ca. 30-mal im PBS per 

Hand hin- und hergeschwenkt. PBS wurde abgesaugt und der Waschvorgang erfolgte noch 

zweimal. Anschließend wurden die adhärenten Zellen unter Standardbedingungen in RPMI 

Medium kultiviert. Hierzu wurden Granulozyten-Makrophagen-Colonie-stimulierender Faktor 

(GM-CSF) (Leukine, Sargramostim®, Berlex Laboratories, Richmond, USA) und Interleukin 4 

(IL4) (R&D Systems, Minneapolis, USA) hinzugefügt. Am ersten Tag kamen 300 U/ml IL4 

und 1000 U/ml GM-CSF zur Zellkultur in Einsatz, ebenso am dritten Tag.  
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Am fünften Tag wurden die nun nicht mehr adhärenten, durch IL4 und GM-CSF aus Monozy-

ten differenzierten, unreifen DC in 24well-Zellkulturplatten (TPP, Trasadingen, Schweiz) in 

RPMI Medium zu jeweils 50.000 DC/ml mit jeweils 0,5 μg Peptid/ml überführt. Peptide aus 

LIPI, nämlich NLL, LDY, SLS, aus Cyclin D1 (CCND1), RLT, LLG und A673-Lysat und SK-

N-MC-Lysat, entsprechend einem Verhältnis von 50.000 DC/ml zu 8000 lysierten Tumorzel-

len/ml Medium wurden zum Pulsen der DC benutzt. Es wurden außerdem 3μg/ml β2-

Mikroglobulin (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) dazugegeben. Die Antigen-

Exposition erfolgte für insgesamt 6 bis 7 Stunden jeweils in Triplikaten. Als Kontrolle dienten 

nicht gepulste DC.  

Zur weiteren Ausreifung der DC wurde nach zweistündigem Pulsen mit Peptid oder Lysat oder 

Nichtpulsen 1 μg/ml Lipopolysaccharid (LPS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und 20 ng In-

terferon γ (IFNγ)/ml (R&D Systems, Minneapolis, USA) dazugefügt.  

Nach 6 bis 7 stündiger Antigenexposition bzw. spätestens 4 bis 5 Stunden nach LPS und IFNγ-

Gabe wurden die Zellen gewaschen. Die Zellsuspension wurde dazu mittels einer 1000 μl Pipet-

te in ein 15 ml Röhrchen überführt. Dazu wurden 10 ml frisches Medium gegeben. Nach einem 

Zentrifugations-Schritt für 10 Minuten bei 200 g wurde der Überstand abgesaugt, das Zellpellet 

in 500 μl frischem Medium resuspendiert und in ein neues Well pipettiert. 

Nach dem Waschvorgang wurden ungefähr 1,3*10
6
 mit CD8+ven Zellen angereicherte PBMC 

zu 50.000 DC beigefügt und es wurden 10 ng/ml Interleukin 7 (IL-7) (R&D Systems, Minnea-

polis, USA) dazugegeben. Jeweils 24 und 48 Stunden nach der Stimulation wurden 10 U/ml 

Interleukin 2 (Il-2, R&D Systems, Minneapolis, USA) zu den Zellen gegeben. 

2.7.9 Phänotypische Charakterisierung Dendritischer Zellen 

Dendritische Zellen wurden fünf Stunden nach LPS- und INFγ-Zugabe durchflusszytometrisch 

analysiert. Dazu wurden jeweils 50.000 DC in 100 μl X VIVO15 für 20 Minuten bei 4 °C im 

Kühlschrank mit gleichzeitig jeweils 0,125 μg zweier verschiedener FITC- und PE-gekoppelter 

Antikörper inkubiert. Als Gefäß dienten FACS-Röhrchen (Becton-Dickinson, Heidelberg, 

Deutschland). Die Antikörper kamen in folgenden Kombinationen zum Einsatz: Anti-human 

HLA-DR FITC (Klon G46-6, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) und Anti-human 

HLA-ABC PE (Klon G46-2.6, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland); Anti-human CD14 

FITC (Klon M5E2, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) und Anti-human CD11c PE 

(Klon B-ly6, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland); Anti-human CD86 FITC (Klon
 

BU63, Caltag Laboratories, Berlingame, CA, USA) und Anti-human CD83 PE (Klon HB15e, 

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland); Anti-human CD80 FITC (Klon BB1, Becton-

Dickinson, Heidelberg, Deutschland) und Anti-human CD40PE (Klon 5C3) (Becton-Dickinson, 

Heidelberg, Deutschland). Es wurden Isotypenkontrollen mitgeführt: Mouse IgG1 FITC (Klon 

MOPC-21, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) und Mouse IgG2a PE (Klon G155-
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178, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen 

zweimal in 10 ml PBS in der Zentrifuge für 10 Minuten bei 200 g gewaschen. Jede Probe wurde 

anschließend in 100 μl PBS resuspendiert. Nun konnten die DC analysiert werden. Die Datener-

fassung erfolgte mittels eines FACScans und CellQuestPro-Software (Becton-Dickinson, New 

Jersey, USA).  

Zuerst wurden bei der FACScan-Analyse die Parameter Foreward scatter (FSC) und Sideward 

scatter (SSC) im Dot-Plot gegeneinander aufgetragen. FSC ist ein Maß für die Größe, SSC ein 

Maß für die Granularität der Zellen. Es ließen sich hierdurch Lymphozyten- und 

Monozytenpopulationen, Zelltrümmer und Granulozyten voneinander unterscheiden. Durch das 

Legen eines Gates um eine bestimmte Zellpopulation konnte festlegt werden, welche Zellpopu-

lation im weiteren Verlauf charakterisiert werden sollte. Da die Emissionsspektren von FITC 

und PE überlappen, wurden die Einstellungen im Voraus so gewählt, dass die einfach gefärbten 

Zellen nur durch ihren entsprechenden Fluoreszenzkanal detektiert werden konnten und unspe-

zifisch fluoreszierende Zellen im linken unteren Abschnitt des Dot-Plots zu liegen kamen. Da 

mehrfach überlagerte Punkte innerhalb eines Dichteplots verschiedenfarbig erkennbar sind, 

wurden die Ergebnisse als Dichteplot dargestellt. 

2.7.10 Restimulation der geprimten T-Zellen 

Fünf bis sieben Tage nach der Primärstimulation naiver T-Zellen mit den Peptiden von LIPI 

oder von CCND1 oder mit Tumorlysat wurden die Zellen mit dem jeweiligen Antigen 

restimuliert. Weitere Restimulationen erfolgten ggf. im wöchentlichen Abstand. Dies geschah 

unter Verwendung der zuvor gepulsten und danach mit Mitomycin C inaktivierten LCL 

A2+2310 als APC. Es wurden 800.000 LCL in 500 μl X VIVO Medium mit 50 μg/ml 

Mitomycin C zusammengegeben. Die Inkubation mit Mitomycin C erfolgte für 40 Minuten 

unter Standardkulturbedingungen. Nachdem die LCL auf diese Weise inaktiviert worden waren, 

wurden sie 3- bis 4-mal in jeweils 12 ml X VIVO Medium in der Zentrifuge bei 200 g für 10 

Minuten gewaschen. 

Jeweils 200.000 LCL in 500 μl X VIVO 15 wurden entweder mit 4 μg/ml des jeweiligen Pep-

tids oder mit A673- bzw. SK-N-MC-Lysat entsprechend 8.000 lysierten Zellen/ml unter Zugabe 

von 3 μg/ml β2-Mikroglobulin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gepulst. Zu den T-Zellen wur-

den nach zweistündigem Pulsen der LCL mit dem entsprechenden Antigen je 50.000 LCL in 

125 μl X VIVO 15 Medium beigefügt. Am ersten und zweiten Tag nach der Restimulation wur-

den 10U/ml IL2 zu den Zellen gegeben. 

2.7.11 Charakterisierung der zytotoxischen T-Zellen (CTL)  

Die CTL wurden nach der ersten erfolgten Restimulation mit Hilfe von FACSscan phänotypisch 

charakterisiert. Es wurden folgende Antikörper kombiniert: Anti-human CD4 FITC (Klon SK3, 

Becton-Dickinson) und Anti-human CD8 PE (Klon SK1, Becton-Dickinson Biosciences), Anti-
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human CD25 FITC (Klon M-A251, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) und Anti-

human CD154 PE (Klon TRAP1, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland). 

Isotypkontrollen wurden wie oben bei den DC verwendet.  

2.7.12 IFNγ-Elispot assay  

Insgesamt wurden 34 HLA-A2+ve Spender untersucht. In 13 Fällen proliferierten die stimulier-

ten Zellen so stark, dass diese im Elispot oder LDH assay weiter charakterisiert werden konn-

ten. Es wurden insgesamt 5 HLA-A2+ve Spender im Elispot und 8 HLA-A2+ve Spender im 

LDH assay, wie hier jeweils bei den Methoden beschrieben, untersucht. Der Interferon γ Enzy-

me-linked immuno spot assay (IFNγ-Elispot) (Becton-Dickinson, New Jersey, USA) wurde 

nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. Im Elispot wurde die IFNγ-Freisetzung der im 

Vorfeld hierfür stets mit SK-N-MC-Lysat stimulierten und einmal restimulierten CTL HLA-

A2+ver Spender in Reaktion auf Peptide aus LIPI oder CCND1, präsentiert durch LCL oder auf 

lebende HLA-A2+ve A673- oder HLA-A2-ve SK-N-MC-Tumorzellen gemessen. Der Elispot 

erfolgte 7 Tage nach der letzten Restimulation, bildete selbst eine zweiten Restimulation. Es 

dienten allogene HLA-A2+ve LCL als APC, die in einem Verhältnis wie unter 2.7.10 beschrie-

ben mit den Cyclin D1-Peptiden RLT oder LLG oder mit den Lipase I-Peptiden NLL, LDY 

oder SLS gepulst wurden. Die Messung der IFNγ-Freisetzung wurde für die unterschiedlichen 

Zellansätze jeweils in Triplikaten ausgeführt. Die Spots wurden automatisch vom KS-Elispot-

System (ZEISS, Jena, Deutschland) ausgezählt. Die IFNγ-Produktion der Zellen im Medium 

wurde als Spotsumme eines Testfelds gemessen, ebenso die Spots vom Medium allein. Als Ne-

gativkontrolle dienten T-Zellen im Medium allein ohne APC oder Tumorzellen, also ohne zwei-

te Restimulation während des Elispots. Es wurden die Stimulationsindizes für alle fünf im 

Elispot untersuchten Spender errechnet als Verhältnis der IFNγ-Freisetzung von SK-N-MC-

Lysat spezifischen T-Zellen in Reaktion auf LIPI-Peptid beladene LCL  zu der IFNγ-

Freisetzung von SK-N-MC-Lysat spezifischen T-Zellen, die nicht während des Elispots 

restimuliert wurden.  

2.7.13 Laktatdehydrogenaseassay zur Messung der Zytotoxizität  

Mit LPS und INFγ gereifte DC von HLA-A2+ven Spendern wurden im Vorfeld des 

Laktatdehydrogenaseassays (LDH assay, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) stets wie 

oben beschrieben jeweils mit A673-Lysat, SK-N-MC-Lysat, den CCND1-Peptiden RLT oder 

LLG oder mit den LIPI-Peptiden NLL, LDY oder SLS gepulst oder es erfolgte kein Pulsen der 

DC als Negativkontrolle. Die DC wurden danach zur Stimulation von mit CD8+ven Zellen an-

gereicherten PBMC, wie oben beschrieben, verwendet. Sieben Tage nach der zweiten 

Restimulation erfolgte die Messung der Zell-mediierten Zytotoxizität der CTL auf lebende 

A673 mittels LDH assay nach den Angaben des Herstellers. Es wurden jeweils 10.000 Target- 

und 100.000 Effektorzellen verwendet. Die Messung der LDH-Freisetzung wurde für die unter-
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schiedlichen Zellansätze jeweils in Triplikaten ausgeführt. Die LDH-Freisetzung der CTL im 

Medium allein wurde gemessen, ebenso die LDH-Freisetzung vom Medium allein. Als Hinter-

grundkontrolle dienten, wie nach Anleitung des Herstellers gefordert, A673-Zellen im Medium 

und als Maximalkontrolle mittels TritonX100 (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) lysierte A673. 

Die Messungen erfolgten mit einem Microplate Manager® 4.0 (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, USA). Die prozentuale Zell-mediierte Zytotoxizität wurde aus den Rohdaten nach den 

Angaben des Herstellers mit Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft, Redmond, USA) berech-

net. 

2.8 Bioinformatische Methoden  

Für die Identifikation von CTA-Expressionsprofilen aus Microarraydaten von Affymetrix 

HG_U133Plus2.0- und HG_U133A-Microarrays wurde Microsoft Office Excel 2003 verwen-

det. Die Expressionsdaten wurden aus der öffentlichen Gene Expression Omnibus-Datenbank 

(GEO-Datenbank) (Barrett und Edgar 2006) bezogen und freundlicherweise von PD Dr. rer. 

nat., rer. medic. habil. Martin S. Staege mithilfe des Programms Microarray Suite 5.0 

(Affymetrix) aus den Rohdatensätzen in Excel-Dateien umgewandelt. Die Microarrays wurden 

hierbei auf eine mittlere Intensität von 500 skaliert. Die verwendeten Datensätze sind mit zuge-

hörenden Referenzen in Absatz 2.6 zusammengefasst. 

2.8.1 Identifizierung CTA-spezifischer Expressionsprofile  

Ein CTA definiert sich darüber, dass es im Hoden und gleichzeitig im Tumorgewebe deutlich 

oberhalb der Normalgewebe exprimiert wird, wobei in nur wenigen anderen Geweben eine re-

levante Expression vorhanden sein darf. Es wurden drei Ansätze verfolgt, um neue ESFT-

assoziierte CTA zu identifizieren: zum einen wurden Gene gesucht, die in den Microarray-

Datensätzen im ESFT hoch exprimiert sind und nur in den Angaben der Source Datenbank 

(Diehn et al. 2003) im Hoden exprimiert werden (CTA-Kandidaten aufgrund der Mischung von 

Array-Expressionsanalyse and SOURCE-Datenbank). Der zweite Ansatz war, die in Hoden und 

ESFT in den Microarray-Datensätzen überexprimierten Gene zu ermitteln (CTA-Kandidaten 

aufgrund der Microarrays). Schließendlich wurden in einer dritten Herangehensweise Gene 

gesucht, die als bekannte CTA in der CTA-Datenbank des Ludwig-Instituts für Krebsforschung 

(Almeida et al. 2009) erfasst sind und im EFST nach den Array-Daten exprimiert werden (be-

kannte, ESFT-assoziierte CTA aufgrund der Arrays). Es folgt die eingehendere Beschreibung 

der drei Ansätze. Es wurden zunächst die Gene betrachtet, die in Ewingtumorgewebe 

überexprimiert sind. Um diese Gene zu finden, wurde die 90. Perzentile der Expressionswerte 

eines Gens in allen Normalgeweben (Referenzgeweben), ausgenommen Keimzellen und 

Stammzellen, gebildet. Anschließend wurde der Median der Expressionswerte eines Gens in 

den Ewingtumorgeweben gebildet. Es wurde ermittelt, ob der gefundene Median um den Faktor 

2,5 oberhalb der 90. Perzentile aller Referenzgewebe lag und im zutreffenden Fall von einer 
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Überexpression des Gens im ESFT ausgegangen. Durch diese Methode wurden solche Gene 

gefunden, die in anderen Normalgeweben nur sehr niedrig oder gar nicht exprimiert werden. Es 

wurde beschrieben, dass CTA im Hoden in Microarray-Analysen nicht konsequent exprimiert 

sein müssen, obwohl sie teilweise auf RNA-Ebene mit PCR nachweisbar sind (Staege et al. 

2004a; Hofmann et al. 2008). Das Kriterium der Überexpression im Hoden wurde deshalb zu-

nächst nicht berücksichtigt und zuerst eine Liste mit Genen erstellt, die nur das Kriterium der 

Überexpression im Ewinggewebe erfüllen. Diese Gene wurden in Tabellen (Tabelle A1 und A2) 

aufgeführt, sofern sie in der SOURCE-Datenbank im Hoden, im Ovar oder in der Plazenta als 

exprimiert ausgewiesen waren und sofern sie in nicht mehr als 6 Normalgeweben, ausgenom-

men Stammzellen, Keimzellen und embryonales Gewebe, als exprimiert beschrieben waren.  

Anschließend wurde die Berechnung der im Hoden überexprimierten Gene, so vorgenommen, 

wie eben für die überexprimierten Gene im ESFT beschrieben und eine weitere Liste mit Ge-

nen, die gleichzeitig im ESFT und Hoden überexprimiert sind, erstellt. Die tabellarische Auf-

führung dieser Gene, die diesmal die Expressionskriterien eines CTA laut der Analyse der 

Microarray-Daten erfüllten, wurde durchgeführt (Tabelle A3 und A4). Für alle so gefundenen 

potentiellen CTA wurde anschließend eine Literaturrecherche zum Zusammenhang mit ESFT 

bzw. einer früheren Identifikation als CTA in der CTA-Datenbank des Ludwig-Instituts für 

Krebsforschung (Almeida et al. 2009) durchgeführt. Außerdem wurde mithilfe der Datenbank 

SOURCE (Diehn et al. 2003) die Expression aller gefundenen Gene in Hoden, Ovar, Plazenta 

und Normalgeweben überprüft. Im dritten Ansatz zur Identifikation von ESFT-assoziierter CTA 

wurden die Microarray-Datensätze auch auf eine Expression schon bekannter CTA der CTA-

Datenbank des Ludwig-Instituts für Krebsforschung (Almeida et al. 2009) untersucht. Es wurde 

statt eines fixierten tresholds, oberhalb dessen eine Expression angenommen wird, die Expres-

sion eines CTA nach einem relativen treshold gewichtet, welcher das Expressionsverhältnis von 

somatischen Geweben zu ESFT-Geweben einbezieht. Wenn die Expression eines CTA in einer 

ESFT-Probe bei einem Sondensatz zweifach oberhalb des Medians aller Normalgewebe für 

dieses CTA lag, wurde eine Expression dieses CTA angenommen. In der Arbeit wird in Tabel-

len (Tabelle A5 und A6) angegeben, in wie viel Prozent der Ewingtumor-Proben ein CTA je-

weils exprimiert ist und in wie viel Normalgeweben dieses CTA vorkommt. In der Datenbank 

SOURCE (Diehn et al. 2003) wurde nach pathways der entsprechenden CTA gesucht. 

Cluster-Analysen (Manhattan-Distanz, Average linkage clustering) zu Genen mit gleichzeitiger 

Überexpression in ESFT und Hoden wurden mithilfe des Programms Genesis (Sturn et al. 2002, 

www.genome.tugraz.at) durchgeführt. Hierzu wurden die Daten log2-transformiert und Median-

zentriert.  
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2.8.2 Expressionsanalyse von EWS-ETS transgenen Mesenchymalen Stammzellen 

(MSC) 

Um den Einfluss der in ESFT aktivierten, aberranten Transkriptionsfaktoren EWS-FLI1 und 

EWS-ERG auf eventuelle CTA-Expression hin zu untersuchen, wurde eine Analyse von öffent-

lich zugänglichen Microarray-Daten von MSC durchgeführt, in die diese Transkriptionsfaktoren 

unter der Kontrolle eines Tetracyclin-induzierbaren Promotors eingebracht worden waren 

(Miyagawa et al. 2008). Expressionsprofile wurden von den Autoren vor der Induktion mit 

Tetracyclin und jeweils nach 1, 2 und 3 Tagen mit und ohne Induktion gewonnen. Die Werte 

induzierter Proben wurden sowohl mit dem Ausgangswert als auch mit den nicht induzierten 

Kontrollansätzen verglichen. Es handelte sich um 7 Expressionsdatensätze zu EWS-FLI1 trans-

genen MSC und um 7 Expressionsdatensätze zu EWS-ERG transgenen MSC mit 4 gemessenen 

Zeitpunkten, jeweils dem Ausgangswert sowie nach 24, 48 und 72 Stunden jeweils mit oder 

ohne Tetrazyklin-Exposition (Miyagawa et al. 2008). 

Obwohl Sondensätze für individuelle Gene unterschiedliche Signal-Rausch-Verhältnisse haben, 

ist für niedrig exprimierte Gene generell ein großer relativer Fehler zu erwarten. In der Analyse 

transgener MSC wurden Sondensätze, die für keine der experimentellen Situationen Werte grö-

ßer als 100 (relative Intensitätseinheiten) erreichten, deshalb von der Untersuchung ausge-

schlossen. Dadurch wurde die anfängliche Sondensatzzahl für die EWS-FLI1-Induktion auf 

32.195 reduziert, für EWS-ERG auf 26.681. Das Verhältnis der mit Tetracyclin induzierten zu 

den nicht induzierten Proben wurde für die 3 Zeitpunkte bestimmt und als Logarithmus zur Ba-

sis 2 ausgedrückt. Die Datensätze wurden mittels Significance analysis of microarrays (SAM) 

getrennt analysiert (Download von http://www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM/). Der Vorteil die-

ser Methode liegt darin, dass für jeden Sondensatz eine Teststatistik errechnet wird, die ein 

Ranking der Regulationsereignisse erlaubt. Durch vielfache Permutation der Datensätze (400 in 

der vorliegenden Analyse) wurde ermittelt, wie wahrscheinlich ein zufälliges Abweichen der 

erwarteten relativen Differenz von der beobachteten auftreten wird. Daraus wurde dann für je-

den Sondensatz eine False discovery rate (FDR) abgeleitet (Tusher et al. 2001). Die Grenzen 

wurden so gewählt, dass 322 Sondensätze (1 % der 32.195 Sondensätze) als Regulationsereig-

nisse bezeichnet werden. Die durchschnittliche FDR betrug 1,10 %, sodass nicht mehr als 4 der 

322 Sondensätze fälschlicherweise als reguliert betrachtet wurden. Damit waren die gewählten 

Grenzen sehr konservativ und es wurden einige tatsächliche Regulationsereignisse nicht regis-

triert. Andererseits konnte so eine hohe Wahrscheinlichkeit für ein tatsächliches Regulationser-

eignis erreicht werden. Bei einer Erhöhung der als reguliert akzeptierten Beobachtungen auf 2 

% ergab sich eine maximale FDR von 1,28 %, was etwa 8 Falschpositiven aus 644 Beobachtun-

gen entspräche. 

Für 1 % der ERG regulierten Transkripte ergab sich eine FDR von 3,36 %, sodass nicht mehr 

als 9 der 267 durch EWS-ERG regulierten Sondensätze als fälschlicherweise reguliert betrachtet 
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wurden. Die EWS-ERG und EWS-FLI1 regulierten Gene wurden bezüglich ihrer Identität als 

bekanntes oder möglicherweise neues, hier erstmals so benanntes CTA geprüft.  

3 Ergebnisse 

3.1 Bioinformatische Analyse der CTA-Expression in ESFT 

3.1.1 Identifikation potentieller CTA in ESFT 

In der vorliegenden Arbeit wurden Microarray-Datensätze analysiert, um ESFT-assoziierte CTA 

zu identifizieren. Dabei wurde mittels der oben beschriebenen Methoden berechnet, welche 

Gene im Ewingtumorgewebe überexprimiert sind. Dabei wiesen zahlreiche Gene jedoch keine 

gleichzeitige und keine eindeutige Überexpression im Hoden auf. Einige schon von anderen 

Autoren publizierte und durch PCR-Analysen bestätigte CTA zeigten sich in früheren 

Microarray-Analysen jedoch ebenfalls nicht konsequent im Hoden nachweisbar (Staege et al. 

2004b; Hofmann et al. 2008). Aus diesem Grund wurde für die Gene mit ausschließlicher Über-

expression im Ewingtumorgewebe in der SOURCE-Datenbank (Diehn et al. 2003) nach Ex-

pressionsdaten in Normalgeweben, einschließlich Hoden, Plazenta und Ovar gesucht. Die Gene, 

die bei dieser Suche in maximal 6 Normalgeweben, ausgenommen Stammzellen, Keimzellen 

und embryonales Gewebe, exprimiert waren und bei denen zusätzlich eine Expression im Ho-

den, im Ovar oder in der Plazenta vorlag, wurden in Tabelle A1 und A2 aufgelistet (siehe An-

hang). Es handelte sich nach diesen Analysen um mögliche neue CTA in ESFT. Auf dem 

HG_U133Plus2.0-Microarray entsprachen den so ermittelten möglichen neuen CTA 128 Gene, 

die bei mindestens einem der aufgeführten Sondensätze in den Microarraydatensätzen im 

Ewingtumorgewebe überexprimiert waren, deren Expression im Hoden sich aber nur durch die 

Suche in der Datenbank SOURCE feststellen ließ. Außerdem war auch die im ESFT-Gewebe 

beschriebene LIPI (Foell et al. 2008) als CTA in ESFT so erneut zu identifizieren. Auf dem 

kleineren HG_U133A-Microarray entsprechen 33 Gene den so ermittelten möglichen CTA. 

Gene, die in wenigstens einem der aufgeführten Sondensätze der Microarraydaten gleichzeitige 

Überexpression im Hoden und im Ewingtumorgewebe aufwiesen, wurden ebenfalls als mögli-

che neue CTA in den Tabellen A3 und A4 (im Anhang) aufgelistet. In den Daten des 

HG_U133Plus2.0-Microarray fanden sich nach diesem Vorgehen 133 potentielle neue CTA und 

16 schon bekannte CTA der CTA-Datenbank des Ludwig-Instituts für Krebsforschung (Almei-

da et al. 2009). Es handelt sich um CDCA1, CEP55, OIP5, PBK, PRAME, SSX1, SSX2, SSX3, 

SSX4, SSX4B, SSX7, SSX9, SYCP1, TEX15, TTK und XAGE1, wobei nur die CTA XAGE1 

und TEX15 schon im ESFT beschrieben wurden. Es konnte mittels der SOURCE-Datenbank 

(Diehn et al. 2003) bei 95 der 133 Gene eine Expression im Hoden bestätigt werden.  

In den Daten des HG_U133A-Microarrays waren 73 Gene (darunter die bekannten CTA 

XAGE1, PBK und ODF2) bei mindestens einem Sondensatz gleichzeitig in Hoden und 
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Ewinggewebe überexprimiert, die somit ebenfalls neuen CTA-Kandidaten entsprachen. Hier 

konnten 49 der 73 potentiellen neuen CTA in der SOURCE-Datenbank (Diehn et al. 2003) als 

im Hoden exprimiert bestätigt werden. Bei den möglichen neuen CTA mit Überexpression in 

Hoden und Ewingtumorgewebe in den Daten des HG_U133A-Microarrays, die nach der 

SOURCE-Datenbank nicht im Hoden exprimiert waren, war noch 10 Mal eine Expression im 

Ovar ausgewiesen.  

Es gab für beide Microarray-Datensätze eine Überschneidung von 102 Genen, die ein CTA-

Expressionsprofil aufweisen und / oder deren Expression im Hoden bei SOURCE (Diehn et al. 

2003) bestätigt werden konnte. Diese Gene wurden in den Tabellen A1 bis A4 (im Anhang) fett 

gedruckt dargestellt.  

Im Folgenden wurden die Microarray-Datensätze der Ewingtumor-Proben jeweils auf eine Ex-

pression von beschriebenen CTA der CTA-Datenbank des Ludwig-Instituts für Krebsforschung 

hin untersucht. Die Datenbank auf der Homepage www.cta.lncc.br vom Ludwig-Institut für 

Krebsforschung (Almeida et al. 2009) umfasst 136 beschriebene CTA, die in 83 Genfamilien 

eingeteilt werden.  

Es ist in den Tabellen A5 und A6 (im Anhang) aufgeführt, in wie viel Prozent der Ewingtumor-

Proben jeweils eine Expression eines beschriebenen CTA vorlag. In mehr als 80 % der 

Ewingtumor-Proben exprimiert fanden sich in den Daten des HG_U133A-Microarrays PBK, 

TTK und ODF2, in 50 bis 80 % der Ewingtumor-Proben waren 8 weitere bekannte CTA, darun-

ter XAGE1, exprimiert. Auf dem Microarray HG_U133Plus2.0 fanden sich 24 bekannte CTA in 

über 80 % der Ewingtumor-Proben exprimiert, darunter auch die im ESFT beschriebenen CTA 

LIPI, TEX15, sowie erneut XAGE1. Weitere 10 bekannte CTA waren in 50 bis 80 % der 

Ewingtumor-Proben exprimiert. 

Insgesamt 8 bekannte CTA waren bei beiden Microarray-Datensätzen überlappend in über 50% 

der Ewingtumor-Proben exprimiert. Dazu zählen DDX43, JARID1B, LDHC, ODF2, PBK, 

SSX4, TTK und XAGE1. Dabei war LIPI auf dem HG_U133A-Microarray nicht analysierbar, 

da keine entsprechenden Sondensätze vorhanden waren. Insgesamt waren in mehr als 30% der 

Ewingtumor-Proben 50 verschiedene CTA exprimiert bei mindestens einem Sondensatz in ei-

nem der beiden Microarraydatensätze.  

In der hierarchischen Clusteranalyse (Abb. 1 und 2) unter Verwendung von Sondensätzen (Spal-

te 2 in Tabelle A3 und A4) der Gene mit Überexpression in ESFT und Hoden bildeten ESFT-

Gewebe und Hoden und in Abb. 1 auch embryonale Stammzellen (ESC) und humane mikro-

vaskuläre Endothelzellen (HMEC) zusammen einen separaten Cluster und sind gelb-orange bis 

rot hinterlegt für moderate bis hohe Expressionswerte der entsprechenden Sondensätze gegen-

über den anderen blau hinterlegten Geweben des normal body atlas (NBA). Dunkelblaue bis 

hellblaue Felder stehen für eine sehr geringe bzw. fehlende Expression eines Gens in einem 

bestimmten Gewebe. Senkrechte Spalten entsprechen verschiedenen Geweben. Waagerechte 
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Zeilen entsprechen einem einzelnen Gen. Die ESFT-Proben zerfallen jeweils in zwei Cluster, 

wobei der eine ESFT-Cluster in Abb. 1 einen gemeinsamen Cluster-Baum mit Hoden, ESC und 

HMEC gegenüber dem anderen ESFT-Cluster bildet. In Abb. 2 bildet ein ESFT-Cluster einen 

gemeinsamen Cluster-Baum mit dem Hoden gegenüber dem anderen ESFT-Cluster. Wie in 

Abb. 2 zu sehen ist, zeigte sich eine erhöhte Expression für einige der ESFT/Hoden-assoziierten 

Sondensätze auch im Knochenmark.  

 

Abb. 1. Heat map 1. In Hoden und ESFT-Proben überexprimierte Gene (HG_U133A-

Datensätze der GEO-Datenbank; (Barrett und Edgar 2006) in den HG_U133A-Microarray-

Daten wurden mit dem Programm Genesis (Sturn et al. 2002) visualisiert. Die Gene wurden wie 

im Kaptiel 2 „Material und Methoden“ beschrieben, hinsichtlich ihres CTA-typischen Expressi-

onsmusters mit gleichzeitiger Überexpression der Sondensätze in Hoden und ESFT identifiziert. 

Waagerechte Zeilen entsprechen einem einzelnen Sondensatz, senkrechte Spalten einem Gewe-

be. Die Spalten der rechten Bildhälfte entsprechen Geweben des normal body atlas (NBA), die 

in der linken Hälfte den ESFT-Proben. Extra gekennzeichnet sind des Weiteren die Spalten für 

die Expressionsdaten im Hoden (H), in ESC (E) und HMEC (V). Gelb-orange bis rote Felder = 

moderate bis hohe Expressionswerte, dunkelblaue bis hellblaue Felder = sehr geringe bzw. feh-

lende Expression.  

 

ESFT H V E NBA 
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Abb. 2. Heat map 2. In Hoden und ESFT-Proben überexprimierte Gene (HG_U133Plus2-

Datensätze der GEO-Datenbank;(Barrett und Edgar 2006) wurden mit dem Programm Genesis 

(Sturn et al. 2002) visualisiert. Die Gene wurden, wie in Kapitel 2 „Material und Methoden“ 

beschrieben hinsichtlich ihrer Überexpression der Sondensätze in Hoden und ESFT identifiziert. 

Waagerechte Zeilen entsprechen einem einzelnen Sondensatz, senkrechte Spalten einem Gewe-

be. Die Spalten der linken Bildhälfte entsprechen Geweben des normal body atlas (NBA), die in 

der rechten Hälfte den ESFT-Proben. Extra gekennzeichnet sind des Weiteren die Spalten für 

die Expressionsdaten im Hoden (H) und im Knochenmark (K). Gelb-orange bis rote Felder = 

moderate bis hohe Expressionswerte, dunkelblaue bis hellblaue Felder = sehr geringe bzw. feh-

lende Expression.  

K ESFT H NBA 
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Abb. 3. Expressionsprofil von LIPI. Es sind Signalintensitäten von Microarray-

Expressionsdaten (HG_U133Plus2.0-Datensätze der GEO-Datenbank; (Barrett und Edgar 2006) 

von LIPI in den verschiedenen Geweben und in ESFT dargestellt. Die sehr niedrigen Säulen 

ohne Beschriftung entsprechen Geweben des normal body atlas (NBA), in denen eine Expressi-

on demnach nicht anzunehmen wäre. Neben einer Überexpression im Ewingtumor fand sich 

eine geringe Expression in Ovar und Thyroidea. 

 

 

Abb. 4. CTA-Expressionsprofil von MDC1. Es sind Signalintensitäten von Microarray-

Expressionsdaten (HG_U133A-Datensätze der GEO-Datenbank;(Barrett und Edgar 2006) von 

MDC1 in den verschiedenen Geweben dargestellt. Die sehr niedrigen Säulen ohne Beschriftung 

entsprechen Geweben des normal body atlas (NBA), in denen eine Expression demnach nicht 

anzunehmen wäre. Höhere Expression fand sich auch in HMEC und ESC. 

 

Beispiele für Signalintensitäten von (potentiellen) CTA in den verwendeten Mikroarray-

Datensätzen sind in Abb. 3 und 4. gezeigt. Es zeigte sich für LIPI (Abb. 3) eine Expression in 

über 80 % der Ewingtumor-Proben des HG_U133Plus2.0-Microarrays. Auf dem HG_U133A-

Microarray fand sich kein entsprechender Sondensatz für LIPI. In den HG_U133Plus2.0-
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Datensätzen lag auch eine niedrige Expression in der Thyroidea vor. Im Hoden fand sich keine 

relevante Expression. Eine höhere Expression zeigte sich im Ovar. 

Ein weiteres repräsentatives Gen mit CTA-typischer Expression war Mediator of DNA damage 

checkpoint 1 (MDC1) (Abb. 4), das in den Ewingtumor-Biopsien überexprimiert war, sowie 

deutlich im Hoden. Niedrige Expression war in humanen mikrovaskulären Endothelzellen 

(HMEC) und Überexpression in embryonalen Stammzellen (ESC) zu beobachten. 

3.1.2 Expressionsanalyse EWS-ETS transgener MSC  

Es konnten 9 EWS-ERG-regulierte Gene mit 12 Sondensätzen und 24 EWS-FLI1 regulierte 

Gene mit 24 Sondensätzen gefunden werden, die nach den vorliegenden Ergebnissen bekannte 

oder mögliche neue CTA im ESFT sind. EWS-FLI1-reguliert waren beispielsweise die bekann-

ten, hier in ESFT-Proben exprimierten CTA SPAG9 und PCM1 und EWS-ERG-reguliert der 

hier identifizierte neue CTA-Kandidat im ESFT IGF2BP3 (Tabelle A7 im Anhang). Doppelt 

reguliert war LGALS8 (Tabelle A7), das auch nach den Ergebnissen dieser Arbeit als möglicher 

neuer CTA-Kandidat im ESFT identifiziert wurde. Die Daten der übrigen doppelt regulierten 

Gene werden nicht gezeigt, da diese Gene nicht die in der Arbeit zu untersuchenden Kriterien 

einer hochspezifischen CTA-Expression im ESFT erfüllten. Zwischen den 1 % am deutlichsten 

regulierten Sondensätzen aus beiden Experimenten gab es eine Überlappung von 35 

Sondensätzen, die durch beide Faktoren reguliert wurden, die aber nicht unbedingt ein CTA-

Expressionsmuster aufwiesen. Weitere 37 einfach regulierte Sondensätze detektierten ein Gen 

als von einem Faktor reguliert, wobei ein anderer Sondensatz desselben Gens eine Regulation 

durch den anderen Faktor zeigte. Insgesamt lagen auf diese Weise 47 doppelt regulierte Gene 

vor.  

3.2 Generierung ESFT-spezifischer CTL 

3.2.1 Phänotypische Identifizierung von DC 

Zunächst wurden die zur Generierung spezifischer T-Zellen verwendeten DC und T-Zell-

Ausgangspopulationen phänotypisch charakterisiert. Da die phänotypische Identifizierung von 

DC ausschließlich über ein spezielles Expressionsmuster unspezifischer Marker erfolgt, wurden 

diese mittels FACScan analysiert. Die DC waren nach Exposition mit LPS- und INFγ-

Exposition zu ausgereiften CD11c+ven DC differenziert. Typischerweise fanden sich sowohl 

MHC-Klasse-I und -II-Moleküle als auch CD83 und die T-Zell-kostimulierenden Moleküle 

CD40, CD80 und CD86 (Abb. 5). Die DC entwickelten die typische Morphologie mit 

zytoplasmatischen Ausläufern. Die Expression von doppelt positiven Zellen für CD86 und 

CD83 verschiedener Spender rangierte zwischen 49,21 % und 72,96 %, sowie für doppelt posi-

tive Zellen für CD80 und CD40 zwischen 31,04 % und 43,61 %. 
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Abb. 5. Durchflusszytometrie von DC. Phänotypische Identifizierung von reifen DC, die ge-

reift wurden, wie in Kapitel 2 „Material und Methoden“ beschrieben, und mit fluoreszierenden 

Antikörpern im Durchflusszytometer charakterisiert wurden. Gezeigt ist die Expression von 

CD86 und CD83 (Ergebnisse doppelt positiver Zellen verschiedener Spender rangierten zwi-

schen 49,21 % und 72,96 %), sowie von CD80 und CD40 (doppelt positive Zellen verschiede-

ner Spender rangierten zwischen 31,04 % und 43,61 %). Im ORQ lagen die doppelt positiven 

Zellen für CD86 und CD83 bzw. CD80 und CD40. ORQ = Oberer rechter Quadrant. 

3.2.2 Phänotypische Charakterisierung der stimulierten T-Zellen 

T-Zellen wurden entweder mithilfe von Tumorzell-Lysat oder Peptiden aus LIPI mithilfe von 

DC (siehe Kapitel 2 „Material und Methoden“) als APC stimuliert und nach der ersten 

Restimulation mit dem jeweiligen Antigen mithilfe von LCL als APC phänotypisch mittels 

Durchflusszytometrie charakterisiert. In Abb. 6 ist ein Beispiel einer durchflusszytometrischen 

Phänotypisierung gezeigt. Dabei hatte sich das initiale Verhältnis von CD8+ven Zellen zu 

CD4+ven Zellen von etwa zwei zu eins nicht wesentlich verändert. Es fand sich aber eine Ex-

pression von CD25, was der IL-2-Rezeptor-α-Kette entspricht, und eine Expression des 

kostimulatorischen CD154-Moleküls, das als CD40-Ligand auf aktivierten T-Zellen vorkommt. 

Die restimulierten Zellen proliferierten bis zum 4-fachen Wert ihrer Ausgangszahl und wurden 

weiter charakterisiert, sofern in mindestens einem Ansatz, eine 2-fache Proliferation erfolgt war 

(Daten nicht gezeigt). Doppelt positive Zellen für CD25 und CD154 rangierten bei sechs 

durchflusszytometrisch untersuchten Spendern, deren Zellen proliferiert waren, zwischen 6,03 

% und 20,06 %. CTL des einen der sechs Spender zeigten im Elispot ESFT-spezifische Immun-

antwort. Die Ergebnisse bezüglich der durchflusszytometrischen Charakterisierung der CTL 

dieses Spenders sind in Abb. 6 gezeigt mit 20,06 % doppelt positiven Zellen, welche mit SK-N-

MC-Lysat geprimt worden waren. Die proliferierten Zellen der übrigen fünf untersuchten Spen-

A: Im ORQ liegen hier 

72,96 % der Zellen. 

B: Im ORQ liegen 43,61 % 

der Zellen. 

 

  

 

 

  

  

 



27 

der ohne eine relevante ESFT-spezifische Reaktion im Elispot oder LDH assay rangierten für 

doppelt positive Zellen zwischen 6,03 % und 13,47  %. Hierunter waren sowohl Zellen, welche 

mit SK-N-MC-Lysat oder A673-Lysat als auch solche, die mit den Peptiden aus LIPI geprimt 

worden waren. Die Zellen der zwei Spender, die im LDH assay ESFT-spezifisch reagierten, 

waren zuvor durchflusszytometrisch nicht charakterisiert worden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

 
 

Abb. 6. Durchflusszytometrie von aktivierten T-Zellen. Die hier gezeigten Zellen wurden 

mit DC nach Puls mit SK-N-MC-Lysat primärstimuliert, mit LCL nach Puls mit SK-N-MC-

Lysat restimuliert und für den erfolgreichen Nachweis der T-Zell-Aktivierung im INFγ-Elispot 

eingesetzt. Gezeigt ist die Expression von CD8 und CD4 (B), CD25 und CD154 (C) sowie die 

Isotypenkontrollen (A). Im ORQ sind die doppelt positiven Zellen, im URQ und OLQ die je-

weils einfach positiven Zellen dargestellt. OLQ = Oberer linker Quadrant, ORQ = Oberer rech-

ter Quadrant, ULQ = Unterer linker Quadrant, URQ = Unterer rechter Quadrant. 

 

A: Im ULQ liegen 97,40 % 

der Zellen. 

B: Im OLQ liegen 47,90 %, im 

URQ 23,75 %, im ULQ 26,02 %. 

C: Im ORQ finden sich die doppelt positiven 

CD154+ und CD25+ Zellen (20,06 %), im 

OLQ die einfach positiven Zellen für CD154 

(5,87 %), im URQ einfach positive CD25+ve 

Zellen (20,20 %). 



28 

3.2.3 IFNγ-Elispot assay 

Bei 13 von 34 gesunden Spendern proliferierten die stimulierten Zellen so stark (mindestens um 

das 2-fache in mindestens einem Probenansatz eines Spenders), dass die Zellen dieser Spender 

weiter charakterisiert werden konnten. Es wurden 5 HLA-A2+ve Spender im Elispot und 8 

HLA-A2+ve Spender im LDH assay, insgesamt 13 Spender, wie jeweils in den Methoden be-

schrieben, untersucht. Für den Elispot wurden nur T-Zellen, die mit SK-N-MC-Lysat geprimt 

waren, benutzt und für den LDH assay auch T-Zellen, die mit LIPI- oder Cyclin D1-Peptiden 

oder A673-Lysat geprimt waren. Insgesamt wurde nach diesem Ansatz versucht, T-Zellen von 

11 von 34 Spendern für eine Elispot-Untersuchung zur Proliferation zu bringen und T-Zellen 

von 23 von 34 Spendern für den LDH assay. Somit wurden alle DC bei 34 Spendern mit SK-N-

MC-Lysat gepulst, unabhängig davon, ob für den LDH assay oder Elispot vorgesehen. Bei 11 

von 34 mit SK-N-MC-Lysat geprimten Spendern, kam es zur Proliferation bei den T-Zellen 

durch primen mit SK-N-MC-Lysat. Zellen von 23 von 34 Spendern wurden mit den Pepiden 

und jeweils beiden Lysaten geprimt und sollten im LDH assay charakterisiert werden im Falle 

einer Proliferation, zu welcher es in 8 Fällen von 23 so behandelten Spendern kam. Bei 4 Spen-

dern von 23 mit A673-Lysat geprimten Zellen, war eine Proliferation zu erkennen, bei 8 Spen-

dern von 23 mit LDY geprimten Zellen, bei 5 Spendern von 23 mit NLL geprimten Zellen und 

bei keinem Spender mit dem Peptid SLS. Bei den 8 der 23 mit Pepiden und beiden Lysaten 

geprimten Spendern mit T-Zell-Proliferation, die für den LDH assay vorgesehenen waren, kam 

es somit in Reaktion auf verschiedene der dargebotenen Antigene zu einer Zellvermehrung oder 

es kam in den übrigen 15 Fällen zu keiner Proliferation unabhängig vom dargebotenen Antigen. 

Dabei war bei insgesamt 3 von 13 Spendern, bei denen es zu einer Proliferation kam, eine 

Ewingtumor-spezifische Aktivierung der T-Zellen zu beobachten (23 %). In diesen Fällen proli-

ferierten die Zellen bis zum 3 bis 4-fache ihres Ausgangswertes, bei Exposition mit den 

Epitopen, die zur spezifischen Immunantwort führten. Bei einem Spender wurde eine signifi-

kante Ewingtumor-spezifische IFNγ-Freisetzung im Elispot gemessen (Tabelle 7 und Abb. 7).  

 

Tabelle 7. Stimulalationsindizes für LIPI-Peptide im Elispot. Es wurden die Stimulationsin-

dizes der fünf im Elispot untersuchten gesunden Spender errechnet als Verhältnis der 

IFNγ-Freisetzung von SK-N-MC-Lysat spezifischen T-Zellen in Reaktion auf LIPI-

Peptid beladene LCL zu der IFNγ-Freisetzung von SK-N-MC-Lysat spezifischen T-

Zellen, die während des Elispots nicht restimuliert wurden. Nur bei Spender A konnte 

signifikante Ewingtumor-spezifische IFNγ-Freisetzung im Elispot gemessen werden für 

die Peptide LDY und NLL. Alle T-Zellen waren vor der Durchführung eines Elispots 

stets mit SK-N-MC-Lysat-gepulsten DC geprimt und einmal mit SK-N-MC-Lysat-

gepulsten LCL restimuliert worden.  

Peptid Spender A Spender B Spender C Spender D Spender E 

NLL 5,76 0,93 1,42 1,03 0,89 

LDY 5,97 1,14 1,29 0,83 1,46 

SLS 1,45 1,33 1,46 0,94 1,57 
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Bei zwei weiteren Spendern konnte eine Lyse von A673-Zellen durch aktivierte spezifische T-

Zellen im Laktatdehydrogenaseassay (LDH assay) nachgewiesen werden (Tabelle 8 und Abb. 

8). Bei den anderen Spendern zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse (Tabellen 7 und 8). 

Im Elispot wurden zum einen lebende HLA-A2-ve SK-N-MC-Tumorzellen (Meuter et al. 2010) 

und HLA-A2+ve A673-Tumorzellen (Staege et al. 2004a) zur Restimulation verwendet (Abb. 

7). Zum anderen dienten als APC im Elispot HLA-A2+ve LCL. Diese waren gepulst mit den 

Peptiden von LIPI (NLL, LDY und SLS) oder von CCND1 (RLT und LLG). Besonders hohe 

Spotsummen ergaben sich für T-Zellen, die im Elispot mit lebenden A673-Tumorzellen 

restimuliert wurden, nämlich mehr als 6-fach erhöhte Werte im Vergleich zu den Wells, in de-

nen sich die selben T-Zellen ohne A673-Tumorzellen befanden (p = 0,01).  

 

 
Abb.7: IFNγ-Elispot. Die CTL eines HLA-A2+ven Spenders (Spender A aus Tabelle 7) waren 

alle mit SK-N-MC-Lysat-gepulsten DC stimuliert und einmal mit SK-N-MC-Lysat-gepulsten 

HLA-A2+ven LCL restimuliert worden. So behandelte CTL, die während des Elispots kein 2. 

Mal restimuliert wurden, dienten auch als Kontrolle. Die IFNγ-Freisetzung wurde im Elispot als 

Indikator für eine CTL-Aktivierung gemessen. Nicht signifikant erhöhte IFNγ-Freisetzung lag 

für lebende HLA-A2-ve SK-N-MC-Zellen (p = 0,16) als APC für die CTL vor. Nicht signifi-

kant waren auch mit LIPI-Peptid SLS (p = 0,26) beladene LCL als APC. Signifikant erhöht 

waren die Werte für CCND1-Peptide LLG (p = 0,02) und RLT (p = 0,02) und für LIPI-Peptide 

LDY (p = 0,03) und NLL (p = 0,03) und für lebende HLA-A2+ve A673-Zellen (p = 0,01) im 

Vergleich zu während des Elispots nicht zum 2. Mal restimulierten CTL im Medium allein. 
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Auch bei den LCL als APC, die die Peptide aus CCND1 LLG (p = 0,02) und RLT (p = 0,02) 

präsentierten, waren rund 5-fach erhöhte Spotsummen zu beobachten. Ähnlich hohe Werte zeig-

ten auch T-Zellen, die mit LIPI-Peptiden LDY (p = 0,03) oder NLL (p = 0,03) beladenen LCL 

stimuliert wurden (mehr als 6-fach erhöhte Werte) im Vergleich zu den CTL, die im Elispot 

nicht zum 2. Mal restimuliert wurden. Keine signifikant erhöhten Werte waren bei den CTL zu 

beobachten, die mit den lebenden HLA-A2-ven SK-N-MC-Tumorzellen (p = 0,16) und mit dem 

LIPI-Peptid SLS (p = 0,26) gepulsten LCL restimuliert wurden. 

3.2.4 Nachweis der Zell-mediierten Zytotoxizität im Laktatdehydrogenaseassay (LDH 

assay) 

Im LDH assay diente die Menge der freigesetzten zytoplasmatischen Laktatdehydrogenase 

(LDH) als Maß für die Zell-mediierte Zytotoxizität. LDH wird bei der Lyse von Zellen freige-

setzt. Die T-Zellen wurden vor Durchführung der LDH assays jeweils mit Tumorzelllysat, LIPI-

Peptiden oder CCND1-Peptiden und DC stimuliert und mit LCL und entsprechendem Antigen 

restimuliert. Statistisch signifikant erhöhte LDH-Freisetzung in Reaktion auf lebende HLA-

A2+ve A673-Tumorzellen (Staege et al. 2004a) lag bei Spender 5 (Tabelle 8 und Abb. 8) für die 

mit A673-Lysat (p = 0,02) geprimten und für die mit den LIPI-Peptiden LDY (p = 0,01) und 

NLL (p = 0,03) sowie dem CCND1-Peptid RLT (p = 0,03) geprimten T-Zellen vor. Die mit dem 

anderen LIPI-Peptid SLS (p = 0,5) sowie dem CCND1-Peptid LLG (p = 0,08) oder mit SK-NM-

C-Lysat (p = 0,31) geprimten T-Zellen führten alle zu statistisch nicht signifikanter Zell-

mediierter Zytotoxizität in Reaktion auf A673-Zellen im Vergleich zu den T-Zellen, die mit 

nicht beladenen DC geprimt und nicht beladenen LCL restimuliert wurden.  

 

Tabelle 8. Prozentuale Zell-mediierte Zytotoxizität von LIPI-Peptid spezifischen CTL und 

von nicht spezifischen CTL. Die prozentuale Zell-mediierte Zytotoxizität für alle acht 

im LDH assay untersuchten gesunden Spender wurde aus den Rohdaten nach den An-

gaben des Herstellers für LIPI Peptid-spezifische CTL und nicht spezifische CTL be-

rechnet. Für Spender 5 und 6 sind die p-Werte für NLL und LDY < 0,05 als Hinweis 

auf signifikant erhöhte prozentuale Zell-mediierte Zytotoxizität der NLL- und LDY-

spezifischen CTL gegenüber den gleich behandelten nicht spezifischen CTL in Reakti-

on auf lebende A673-Tumorzellen. Die Ergebnisse der anderen Spender zeigten keine 

signifikant höhere prozentuale Zell-mediierte Zytotoxizität der LIPI-Peptid spezifischen 

CTL  (p > 0,05). Mit LIPI-Peptid SLS geprimte CTL wiesen bei keinem der Spender 

eine signifikant erhöhte LDH-Freisetzung auf (p > 0,05). 

Peptid Spen-

der 1 

Spen-

der 2 

Spen-

der 3 

Spen-

der 4 

Spen-

der 5 

Spen-

der 6 

Spen-

der 7 

Spen-

der 8 

NLL 1,86 2,98 3,19 4,19 56,44 65,86 3,51 8,01 

LDY 2,36 1,68 7,81 1,53 77,17 36,03 2,16 5,44 

SLS 1,86 0,65 1,83 2,29 7,12 1,43 7,31 6,92 

kein Peptid 7,78 3,16 1,37 5,46 6,31 0,94 5,82 7,28 
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Für Spender 6 (Tabelle 8 und Abb. 8) war statistisch nicht signifikant erhöhte LDH-Freisetzung 

in Reaktion auf lebende A673-Tumorzellen wieder für die mit LIPI-Peptid SLS (p = 0,46) 

geprimten und restimulierten T-Zellen vorhanden. Statistische Signifikanz in der Zell-

mediierten Zytotoxizität lag vor für die mit A673-Lysat (p = 0,04) geprimten CTL und für die 

LIPI-Peptid LDY- (p = 0,004) und NLL-spezifischen CTL (p = 0,003) sowie für die CCND1-

Peptid LLG- (p = 0,003) und RLT- (p = 0,01) spezifischen CTL und für die SK-N-MC-Lysat 

spezifischen CTL (p = 0,005). Bei beiden Spendern war eine Überschneidung im LDH assay für 

die LIPI-Peptide LDY und NLL, das CCND1-Peptid RLT und für A673-Lysat spezifischen 

CTL mit signifikanter Zell-mediierter Zytotoxizität gegen A673-Zellen zu beobachten.  

.  

Abb. 8: LDH assay. Naive CD8+v angereicherte PBMC zweier verschiedener HLA-A2+ver 

Spender wurden mit DC geprimt, die gepulst waren mit A673-Lysat, SK-N-MC-Lysat, den 

CCND1-Peptiden RLT oder LLG oder mit den LIPI-Peptiden NLL, LDY oder SLS. Nach zwei 

Restimulationen mit LCL als APC für das jeweilige Antigen erfolgte die Messung der Zell-

mediierten Zytotoxizität der CTL gegenüber lebenden HLA-A2+ven A673-Tumorzellen mittels 

LDH assay. Als Negativkontrolle dienten CTL, die mit nicht gepulsten DC geprimt wurden. 

 

LDH assay  
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Zwischen Elispot und LDH assay gab es eine Überschneidung bei allen 3 Spendern mit einer 

induzierbaren Immunantwort durch CCND1-Peptid RLT und LIPI-Peptid LDY und NLL spezi-

fische CTL. Eine spezifische Immunantwort durch LIPI-Peptid SLS spezifische CTL konnte bei 

keinem der Spender erzielt werden. 

4 Diskussion 

4.1 Microarrays 

Oligonukleotid-Microarrays messen die Bindung von Gen-spezifischen Oligonukleotid-Sonden 

an die zu untersuchenden, fluoreszenzmarkierten Oligonukleotide einer Probe. Dafür wird jedes 

Gen durch mindestens einen Sondensatz sich überlappender Sonden repräsentiert, da einzelne 

25-mer-Oligonukleotide nicht zur eindeutigen Detektion eines Gens genügen. Mehrere ver-

schiedene Sondensätze können dabei für die Detektion eines Gens anhand von Teilsequenzen 

ausgelegt sein. Unterschiede zwischen den detektierten Expressionsdaten verschiedener 

Sondensätze, die ein Gen detektieren sollten, können durch unterschiedliche Splicevarianten 

bedingt sein, die von einem Sondensatz erkannt werden, von einem anderen nicht. Die Annota-

tion der Sondensätze von Affymetrix-Microarrays gibt Auskunft über deren Spezifität. 

Sondensätze, die mit der Annotation _at gekennzeichnet sind, gelten als spezifischer für ein Gen 

als solche, die mit _s_at oder _x_at gekennzeichnet sind (Dallas et al. 2005). Die Annotationen 

_x_at und _s_at können eher zu Kreuzhybridisierung zwischen verschiedenen Genfamilien und 

Splicevarianten führen, mit geringeren Leveln der Spezifität für die mRNA-Detektion. Durch 

die unterschiedliche Qualität von Sondensätzen eines Gens, lassen sich somit auch die hier auf-

getretenen Unterschiede der Expressionsdaten zu einem Gen in den Microarray-Datensätzen 

erklären. 

Die unterschiedliche Anzahl und Art der überexprimierten Gene, die in den Datensätzen beider 

Microarrays gefunden wurden, ist natürlich auch durch die viel geringere Zahl von 22.216 

Sondensätzen in den Datensätzen des Microarrays HG_U133A, verglichen mit 54.614 

Sondensätzen des HG_U133Plus2.0-Microarrays, begründet. Des Weiteren sind die Unterschie-

de mit der Art und der Anzahl der Referenzgewebe zu erklären. In den Datensätzen des 

Microarrays HG_U133A befanden sich 31 verschiedene Normalgewebe als Referenz, darunter 

Koronararterie und unterschiedliche neuronale Gewebe sowie Haut. Die verwendeten Datensät-

ze des Microarrays HG_U133Plus2.0 umfassten nur 19 Referenzgewebe, darunter waren zahl-

reiche neuronale Gewebe, jedoch keine Gewebe endothelialer Herkunft oder Haut. Da der ESFT 

in Genexpressionsprofilen eine starke Ähnlichkeit nicht nur zu neuronalen Geweben, sondern 

auch zu Endothel (Staege et al. 2004a) aufweist, ist ein Vergleich auch mit diesen ähnlichen 

Geweben als Referenz sinnvoll, damit die Analyse nicht durch Gene gestört wird, die auch für 

die eventuelle Progenitorzelle des ESFT typisch sind, aber nicht ausschließlich in den malignen 
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Zellen exprimiert werden. Aus diesen Gründen sind die überexprimierten Gene in den Datensät-

zen des Microarrays HG_U133A als spezifischer für den ESFT anzusehen. 

Es gibt Publikationen, die davon ausgehen, dass DNA-Microarrays nur eine geringe Sensitivität 

haben, die es erlaubt, näherungsweise 30 % der Transkripte zu erfassen, darunter nur solche mit 

starker oder mittlerer Expression (Evans et al. 2002). Andere Autoren kommen jedoch zu dem 

Ergebnis, dass eine starke Korrelation zwischen quantitativer RT-PCR und Microarraydaten 

besteht, wenn identische Transkripte mit beiden Methoden gesucht werden (Dallas et al. 2005). 

Zudem gibt es wie erwähnt zahlreiche Arbeiten, die charakteristische Expressionsprofile von 

Tumoren im Vergleich zu anderen Geweben aufdeckten (Staege et al. 2003b; Staege et al. 

2004b; Baird et al. 2005; Staege et al. 2008) und es konnten auch Patientengruppen, deren 

Prognose mit bestimmten Microarray-Expressionsmustern einhergeht, definiert werden (Beer et 

al. 2002; Yeoh et al. 2002). Die mittels Microarray-Technik hier identifizierten neuen CTA-

Kandidaten könnten neben der möglichen Immuntherapie dazu dienen, diagnostische Kriterien 

zu verbessern und prognostische Aussagen zu treffen. So ist eine Überexpression des potentiel-

len CTA EZH2 mit einer schlechten Prognose für Prostata- und Brustkrebs assoziiert 

(Varambally et al. 2002). 

Nachteile einer routinemäßigen Anwendung von DNA-Microarrays im klinischen Alltag sind 

hohe Kosten, relativ hohe Mengen diagnostischen Materials und Ansprüche an dessen Qualität. 

Deshalb liegen die Aufgaben von Microarray-Analysen eher in der Identifikation spezifischer 

Tumor-assoziierter Gene, die therapeutisch, diagnostisch oder prognostisch wichtig sind und 

routinemäßig mit anderen Verfahren nachgewiesen werden müssten. 

Zusätzlich zur Überexpression im Hoden können CTA RNA-Transkripte auf niedrigem Niveau 

in sehr wenigen anderen Normalgeweben durchaus aufweisen, ohne dass dies relevante Auswir-

kung auf das immunogene Potential des CTA haben muss. Meistens handelt es sich um Expres-

sionswerte, die weniger als 1 % des Werts im Hoden ausmachen (Caballero und Chen 2009). So 

wird beispielsweise XAGE1, für das eine humorale und zelluläre Immunogenität bekannt ist 

(Morishita et al. 2007; Sato et al. 2007; Shimono et al. 2007; Kikuchi et al. 2008; Zhou et al. 

2008), als in 5 nicht-gametogenen Geweben differentiell exprimiertes CTA beschrieben 

(Scanlan et al. 2004). Es bleibt zudem unklar, ob mRNA-Expression auf niedrigem Niveau mit 

signifikanten Mengen des Proteins korrespondiert und ob immunologisch relevante MHC-

Peptid-Komplexe in Normalgeweben vorhanden sind. Niedrige Expressionswerte in nicht-

gametogenen Geweben von CTA-Kandidaten sollten auf der RNA-Ebene mittels PCR oder 

northern blotting und gegebenenfalls auf der MHC-Peptid-Komplex-Ebene validiert werden. 

Denkberg und Mitarbeiter (Denkberg et al. 2002) führten eine Methode ein, mit der MHC/CTA-

Peptid-Komplexe direkt visualisiert werden können, die hier anwendbar wäre. Andere Möglich-

keiten wären die der Immunhistochemie oder der Versuch, direkt zelluläre Immunogenität 

nachzuweisen.  
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4.2  CTA in der Onkogenese und Gametogenese 

Maligne Zellen teilen mit Keimzellen verschiedene Eigenschaften, die wichtige Aspekte für die 

maligne Potenz eines Tumors darstellen können. Dazu gehören der undifferenzierte Phänotyp, 

die Implantation des Trophoblasten einerseits und die Invasivität der entarteten Zelle anderer-

seits, die Migration der primordialen Keimzelle und die metastatische Kapazität der neoplasti-

schen Zelle, sowie die Meiose der Spermatozyten einerseits und die Aneuploidie des Tumors 

andererseits. Weitere gemeinsame Eigenschaften der Keimzelle und der malignen Zelle sind die 

Immortalität der primordialen Keimzelle und der transformierten Tumorstammzelle, die Im-

munevasion, die mögliche Induktion von Angiogenese, globale Hypomethylierung, regionale 

Hypermethylierung, manchmal die Produktion von humanem Choriongonadotropin und die 

häufige spezifische CTA-Expression (Simpson et al. 2005). Der letzte Aspekt der selektiven 

CTA-Expression in Tumorzellen und Keimzellen spricht für die Beteiligung der CTA an den 

eben aufgezählten Eigenschaften, die Keimzellen und transformierte Tumorstammzellen teilen. 

Auf dem X-Chromosom kodierte CTA werden mittels immunhistologischer Marker ausschließ-

lich in Tumorstammzellen (Simpson et al. 2005) beobachtet. Für Non-X-CTA gibt es keine 

äquivalenten Untersuchungen. Für CTA wurde weiterhin eine Expression in physiologischen 

humanen MSC und eine Expression während der Embryogenese beschrieben (Costa et al. 

2007), wobei auch hier in den Microarray-Analysen für einige CTA eine niedrige bis moderate 

Expression in MSC vorhanden war und eine höhere Expression in HMEC und ESC. HMEC 

sind wichtig für die Angiogenese, die physiologisch nur in der Embryogenese, in fetalem Ge-

webe und im adulten Organismus in zyklischen Prozessen des Ovars, der Placenta oder der lak-

tierenden Mamma vorkommt. Alle anderen Formen der Angiogenese finden sich nur in patho-

logischen Prozessen wieder (Kaessmeyer und Plendl 2009), sodass die bevorzugte Expression 

der CTA-Kandidaten auch in HMEC und ESC ebenfalls für eine wesentliche Funktion der CTA 

an der malignen Transformation und am Erhalt des undifferenzierten Stammzellcharakters der 

ESFT-Zellen spricht. Es wird angenommen, dass die Subpopulation der Krebsstammzellen sich 

aus normalen, genetisch defekten Stammzellen entwickelt. Dabei bewahren einige 

charakeristische Gene den Stammzell-Charakter einerseits in physiologischen Stammzellen und 

werden andererseits aberrant in der Tumorstammzell-Subpopulation exprimiert. Tumor-

Stammzellen weisen oft therapieresistente Eigenschaften auf und sind die treibende Kraft für 

Fortbestehen und Progression des Tumors (Suva et al. 2009), sodass sie auch als hauptverant-

wortlich für Rezidiverkrankungen angesehen werden. Die X-CTA-exprimierenden Tumor-

stammzellen sollen eine erhöhte Resistenz gegenüber konventionellen Therapiestrategien auf-

weisen (Sparmann und van Lohuizen 2006), wobei ein großer Anteil der bisher gefundenen 

CTA auf dem X-Chromosom kodiert wird. In Tumorstammzellen exprimierte CTA als thera-

peutische Zielstruktur zu wählen, könnte demnach den Pool von Ewingtumor-Stammzellen 

erschöpfen und so den aggressiven Phänotyp des Ewingtumors aufheben. Suva et al. 2009 wie-
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sen im Mausmodell für den Ewingtumor nach, dass ein Überleben des Tumors ohne Tumor-

stammzellen unmöglich ist. Ein Fortbestehen eines Ewing-Xenotransplantats in Mäusen war 

von der Anwesenheit von CD133+ven Ewingtumorstammzellen abhängig. In der vorliegenden 

Arbeit als mögliche neue CTA identifizierte Gene, die als wesentlich für den Erhalt der Stamm-

zell-ähnlichen und gametogenen Eigenschaften in neoplastischen Geweben gelten, sind bei-

spielsweise EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) (Richter et al. 2009), NANOG (homeobox 

transcription factor Nanog), aber auch MBD1 (methyl-CpG-binding protein) (Sakamoto et al. 

2007) und die neuen, auf dem X-Chromosom kodierten CTA-Kandidaten. Letztere sind in den 

Tabellen A2 bis A4 (im Anhang) mit einem + gekennzeichnet. 

Bei der Nutzung von CTA wird immer wieder das Risiko einer Autoimmunreaktion für normale 

adulte Stammzellen erwähnt, in denen CTA eventuell niedrig exprimiert sind. In verschiedenen 

klinischen Anwendungen konnte bisher jedoch keine signifikante Toxizität festgestellt werden 

(Geiger et al. 2001; Ridgway 2003; Suminoe et al. 2009).  

4.3 Bekannte und potentielle CTA im ESFT 

Der große Anteil von 50 der 136 bekannten CTA (Almeida et al. 2009), die möglicherweise in 

mehr als 30 % der hier untersuchten ESFT-Proben exprimiert werden, spricht für den sehr ma-

lignen Phänotyp des ESFT. Eine hohe Frequenz von Expression verschiedener CTA korreliert 

mit einer schlechten Prognose. Zudem ist bekannt, dass mehrere CTA sehr häufig in einem Tu-

mor simultan exprimiert werden (Caballero und Chen 2009). 

Bekannte CTA, die das ihnen eigene Expressionsprofil in den Microarray-Analysen aufwiesen, 

d. h. eine Überexpression in Hoden und ESFT gleichzeitig, waren SSX1, SSX2, SSX4, SSX7, 

SSX9, SSX4B, SSX3 und TTK, SYCP1, TEX15, OIP5, XAGE1, PBK, CDCA1, CEP55, 

PRAME, ODF2, wobei bisher nur XAGE1 (Brinkmann et al. 1999) und TEX15 (Foell et al. 

2008) als CTA im ESFT beschrieben sind. LIPI war in den Analysen der Arbeit nur im ESFT 

überexprimiert und nicht im Hoden, wobei dieses Microarray-Expressionsmuster von LIPI, trotz 

Nachweises von LIPI im Hoden mittels anderer Methoden wie PCR, auch von anderen Autoren 

beobachtet wurde (Foell et al. 2008, Staege et al. 2004b). Auch berichten Hofmann und Mitar-

beiter (Hofmann et al. 2008) von dem Auftreten dieses Sachverhalts für andere CTA. 

Zahlreiche weitere Gene wurden hier erstmals mit einem CTA-Expressionsprofil (Überexpres-

sion in Hoden und ESFT) in Zusammenhang gebracht (Abb. 1 und 2, Tabelle A3 und A4 im 

Anhang). Darunter sind einige Gene, die von Staege und Mitarbeitern (Staege et al. 2004a) als 

hochspezifisch für den ESFT im Vergleich zu Normalgeweben in Microarray-Analysen klassifi-

ziert werden konnten. Diese hochspezifischen Gene konnten auch mittels quantitativer und kon-

ventioneller RT-PCR im ESFT nachgewiesen werden (Staege et al. 2004b). Ein CTA-

Expressionsprofil dieser ESFT-spezifischen Gene konnte in der vorliegenden Arbeit für 

RNF141, EZH2, DDK2, CCK und PAPPA gefunden werden. Die Gene mit CTA-typischer 
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Überexpression in Hoden und ESFT, dargestellt als heat maps (Abb. 1 und 2) lassen die ESFT-

Gewebe in zwei Cluster zerfallen. Der eine der beiden ESFT-Cluster in Abb. 1 bildet einen ge-

meinsamen Cluster mit Hoden, ESC und HMEC gegenüber dem anderen ESFT-Cluster und in 

Abb. 2 bildet einer der beiden ESFT-Cluster einen gemeinsamen Cluster mit dem Hoden ge-

genüber dem anderen ESFT-Cluster. Es ist daher davon auszugehen, dass bestimmte ESFT-

Proben eine stärkere Stammzellsignatur aufweisen als andere. Diese Tatsache könnte auch 

prognostische Bedeutung haben, was in künftigen Untersuchungen zu erforschen wäre. 

4.3.1 Für das Überleben von Tumorzellen essentielle Signalwege von CTA 

Ein Antigenverlust bei der Nutzung von CTA als therapeutische Zielstruktur ist relativ unwahr-

scheinlich, wenn diese entscheidenden Anteil am aggressiven Phänotyp haben.  

Eine Suche bei SOURCE (Diehn et al. 2003) nach zellbiologischen Funktionen der hier im 

ESFT identifizierten, bekannten CTA der CTA-Datenbank (Almeida et al. 2009) des Ludwig-

Instituts für Krebsforschung, die in über 30 % der ESFT-Proben exprimiert waren, ergab u. a. 

folgende bekannte Funktionen: Am häufigsten regulierten die Gene Transkription (14-mal) und 

Zellzyklus (11-mal). Zwei Gene waren an der Formation des Zytoskeletts beteiligt und jeweils 

ein Gen am WNT-Signalweg, Apoptose, oxidativem Stress, Insulinsignalweg und 

Axonwachstum. Diese zellbiologischen Funktionen korrelieren alle mit einer erhöhten Resis-

tenz gegenüber Chemotherapie oder mit einer erhöhten Metastasierungsfähigkeit im ESFT 

(Schaefer et al. 2008). Ein Gen zeigte eine Beteiligung an der Meiose. 12 Gene waren in 

Spermatozyten oder Spermatiden exprimiert, ein Gen auf dem X-Chromosom in 

Spermatogonien. Dieses Expressionsmuster während der Meiose, in Spermatozyten und wäh-

rend der Spermatogoniendifferenzierung ist charakteristisch für CTA (Simpson et al. 2005). 

Beispielhafte Signalwege, an denen in dieser Arbeit erstmals aufgrund ihres Expressionsprofils 

so benannte CTA-Kandidaten beteiligt sind, überschneiden sich mit denen schon bekannter 

CTA, die in dieser Arbeit im ESFT gefunden wurden. Bis auf eine Beteiligung in der Meiose 

und an der DNA-Reparatur gehen die beschrittenen, hier gezeigten Signalwege (Tabelle A8 im 

Anhang) wiederum mit einer erhöhten Resistenz gegenüber Chemotherapie oder mit einer er-

höhten Metastasierungsfähigkeit im ESFT einher (Schaefer et al. 2008). Die Deregulierung des 

WNT-Signalwegs ist zudem mit der Entwicklung verschiedener Neoplasien assoziiert, wobei 

WNT im Ewingtumor als neuroektodermaler Differenzierungsmarker hochreguliert ist (Baird et 

al. 2005; Sparmann und van Lohuizen 2006). In den folgenden Abschnitten wird auf einige 

CTA-Kandidaten eingegangen, deren essentielle Funktion in der malignen Transformation be-

schrieben wurde. 

4.3.2 NR0B1 (DAX1) 

Der neue CTA-Kandidat DAX1 alias NR0B1 (Nuclear receptor subfamily 0, group B, member 

1) gehört nach Kauer (Kauer et al. 2009) zu den Top 20 EWS-FLI1 regulierten Genen. Damit 
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erscheint es sehr spezifisch für den ESFT zu sein. 10 % der Gene, die durch EWS-FLI-1 regu-

liert werden, sollen ihrerseits DAX1 Zielgene sein. Jedoch ließ sich eine Regulation durch 

EWS-ETS in den Ergebnissen hier nicht bestätigen. 

Mit den in dieser Arbeit gewonnenen Daten konnte jedoch ein CTA-Expressionsmuster von 

NR0B1 in Ewingtumorgewebe bestätigt werden. Bei Hofmann et al. 2008 wurde NR0B1 erst-

mals als neuer CTA-Kandidat auf dem X-Chromosom angeführt, wobei auch andere Autoren 

(Lalli und Sassone-Corsi 2003) eine selektive Hodenexpression fanden. Nach einem kürzlich 

publizierten Versuch (Garcia-Aragoncillo et al. 2008) führt der Einsatz von siRNA gegen 

NR0B1 und sein Protein in einer Ewingtumor-Zelllinie zu keiner Verringerung der EWS-FLI1-

Expression, aber zum Wachstumsstillstand der Tumorzellen. NR0B1 hat demnach keinen Ein-

fluss auf die Tumorzelltransformation, sondern ist hauptverantwortlich für die Proliferation 

(Garcia-Aragoncillo et al. 2008). 

NR0B1 wird auch in anderen Karzinomen hochreguliert, z. B. im Prostatakarzinom (Nakamura 

et al. 2009), im Ovarialkarzinom (Abd-Elaziz et al. 2005), im adrenokortikalen Karzinom 

(Kaneko et al. 2008) und im Adenokarzinom der Lunge (Seo et al. 2007). Aufgrund seiner se-

lektiven Expression und seiner wichtigen Rolle für die Proliferation des ESFT und seiner brei-

ten Expression in anderen Karzinomen wird NR0B1 hier als neuer und therapeutisch nutzbarer 

CTA-Kandidat bestätigt. 

4.3.3 EZH2 

EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) ist laut Literaturangaben in mehreren Tumoren 

heraufreguliert, so z. B. in verschiedenen Lymphomen, Blasenkrebs, Kolonkarzinom, Melanom 

(Sparmann und van Lohuizen 2006), Leberkrebs (Sasaki et al. 2008; Yonemitsu et al. 2009), 

fortgeschrittenem Prostatakarzinom (Varambally et al. 2002) und Brustkrebs (Kleer et al. 2003). 

Der aggressive Charakter eines Malignoms korreliert mit der Höhe der EZH2-Expression was 

mit einer schlechten Prognose und einem metastatischen Charakter der Erkrankung assoziiert 

ist. Richter und Mitarbeiter (Richter et al. 2009) fanden eine direkte Bindung des chimären 

Transkriptionsfaktors EWS-FLI1 an die Promotorregion von EZH2 in vivo. Hier konnte nun 

auch die EWS-ERG-Induktion gezeigt werden. Ein Fortschreiten des Ewingtumors und die 

metastatische Potenz in immundefizienten Mäusen konnten durch RNA-Interferenz, die EZH2 

betraf, signifikant gesenkt werden (Richter et al. 2009), sodass EZH2 ein therapeutisch sehr 

interessantes neues CTA sein könnte. 

4.3.4 CENPE und andere neue CTA mit wichtigen Funktionen in Malignomen 

Der neue CTA-Kandidat CENPE (Centromere Protein E) wird bereits als therapeutische Ziel-

struktur in unterschiedlichen Karzinomen in Betracht gezogen. Ein gegen CENPE gerichteter 

Farnesyl-Transferase-Inhibitor führt zu einem Stop des Zellzyklus (Ashar et al. 2000). Somit 

scheint auch CENPE für das Überleben der Tumorzellen essentiell zu sein. 
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CDC45L (cell division cycle 45 homolog) kann als Proliferationsmarker in neoplastischem Ge-

webe dienen (Pollok et al. 2007). Das TSN (Translin)-Protein spielt wahrscheinlich eine wichti-

ge Rolle bei der chromosomalen Translokation bei lymphoiden Neoplasien, beim 

Rhabdomyosarkom und Liposarkom (Kasai et al. 1994; Chalk et al. 1997; Hosaka et al. 2000) 

und möglicherweise auch beim ESFT.  

HELLS (lymphoid specific helicase) und WIZ (widely interspaced zinc finger motifs) sind an 

onkogener Transformation beteiligt (Lee et al. 2000; Shi et al. 2003). GRP64 (G protein-

coupled receptor 64) werden wichtige Funktionen für die metastatische Potenz solider Tumoren 

zugeschrieben (Rozengurt 2002; Hart et al. 2005). 

4.3.5 Beschriebene Immunantworten gegen CTA  

Immunogenität ist für einige der hier im ESFT identifizierten Gene mit CTA-Expressionsmuster 

bekannt. Für die 50 der 136 gelisteten CTA der CTA-Datenbank des Ludwig-Instituts für 

Krebsforschung (Almeida et al. 2009), die mindestens mit einem Sondensatz in mehr als 30 % 

der Ewingtumor-Proben vorkamen, sind nach der verwendeten CTA-Datenbank für 23 CTA 

Ergebnisse zu einer spontanen zellulären / humoralen oder induzierten Immunantwort publiziert 

worden, davon ist 17-mal eine spontane zelluläre Antwort, 21-mal eine spontane humorale 

Antwort und 6-mal eine induzierbare Immunantwort beobachtet worden. Zu 27 CTA, die hier 

im ESFT exprimiert waren, gibt es keine publizierten Daten bezüglich einer Immunantwort. 

Humorale und zelluläre Immunogenität bei einer Tumorerkrankung besitzen beispielsweise die 

bekannten CTA XAGE1 (Kikuchi et al. 2008, Zhou et al. 2008) und SSX2 (Scanlan et al. 2004). 

XAGE1 wurde zuerst von Brinkmann (Brinkmann et al. 1999) als CTA im ESFT beschrieben. 

Eine humorale (Sato et al. 2007) und eine zelluläre spontane Immunantwort gegen XAGE1 

durch zytotoxische CD8+ve T-Zellen und dadurch verlängertes Überleben ist bekannt. Das län-

gere Überleben betraf Patienten mit Tumorresten nach chirurgischer Behandlung bei 

Adenokarzinom der Lunge (Kikuchi et al. 2008). Auch eine induzierbare Immunantwort mit DC 

wurde gegen XAGE1 erreicht (Zhou et al. 2008).  

Zelluläre Immunogenität bei einer Tumorerkrankung ist weiterhin für das bekannte CTA 

CDCA1 nachgewiesen (Harao et al. 2008). CCDC34, ein hier neu vorgeschlagener CTA-

Kandidat, wird als Antigen durch Antikörper von Patienten mit Nierenzellkarzinom erkannt 

(Scanlan et al. 1999). EXOSC4 wurde als eine Komponente identifiziert, gegen die die Autoan-

tikörper der Polymyostis/Sklerodermie PM/Scl-100 und PM/Scl 75 unter anderem gerichtet sind 

(Brouwer et al. 2002). Hier würde durch die Induktion einer spezifischen Immunantwort die 

Gefahr einer Autoimmunerkrankung bestehen.  

Bisher ist nicht geklärt, welche CTA bis auf das hier untersuchte CTA LIPI auf der MHC-

Peptid-Ebene von CTL im ESFT erkannt werden können. Die Ergebnisse der Arbeit legen eine 

Präsentation immunogener Epitope aus LIPI auf ESFT nahe. Die Ergebnisse dieser Arbeit zur 
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Expression von CTA im ESFT decken außerdem zahlreiche potentielle immuntherapeutische 

Zielstrukturen im ESFT auf, gegen die zum Teil spontane oder induzierte Immunantworten 

beobachtet wurden. 

4.3.6 EWS-FLI1-Induktion von CTA 

In jüngerer Vergangenheit wurden wesentliche Untersuchungen dazu durchgeführt, welche 

Zellpopulationen sich hinter den ESFT-Progenitorzellen verbergen. Kauer et al. 2009 gingen 

davon aus, dass die Mehrzahl der aberranten Genexpressionen des ESFT durch EWS-FLI1 re-

guliert werden, mit Ausnahme derer, die der Ursprungszelle zuzuordnen sind. Aus dieser Über-

legung heraus prüften Kauer und Mitarbeiter, bei welchem Referenzgewebe sich die größte 

inverse Korrelation der Änderung des Genexpressionsprofils zwischen ESFT und Referenzge-

webe und zwischen EWS-FLI1-knockdown-ESFT und ESFT-Kontrolle einstellte. Die höchste 

inverse Korrelation zeigte sich für mesenchymale Progenitorzellen (MPC), sodass die MPC von 

den untersuchten Referenzgeweben der Progenitorzelle des ESFT am ähnlichsten zu sein schien. 

Allerdings konnten mit dieser Methode 7034 Gene gefunden werden, die EWS-FLI1-aktiviert 

waren. Bei den hier untersuchten EWS-FLI1 und EWS-ERG transgenen mesenchymalen 

Stammzellen (MSC) wurden sehr strenge Berechnungskriterien verwendet, sodass nur die statis-

tisch signifikantesten Gene angezeigt werden. Auch Riggi et al. 2008 nahmen an, dass die MPC 

der Progenitorzelle des ESFT am ähnlichsten sei. Staege et al. 2004b beschrieben auch, eine 

mögliche Progenitorzelle sei eine von der Neuralleiste abstammende Zelle, die ein beginnendes 

mesenchymales und endotheliales Differenzierungsmuster aufweist. Es wurde in den hier be-

schriebenen Experimenten in MSC EWS-FLI1 oder EWS-ERG eingeschaltet, was den Bedin-

gungen der Entstehung des ESFT nahe kommen dürfte. Manchmal sind die EWS-ETS-

Fusionsgene die einzige genetische Aberration, die in den ESFT detektiert werden kann. So 

wird davon ausgegangen, dass EWS-ETS-Fusionsgene hauptverantwortlich für die maligne 

Transformation und den hoch aggressiven Phänotyp des ESFT sind (Kovar 2003). Der wichtige 

Einfluss der CTA auf die Onkogenese würde demnach umso wahrscheinlicher, wenn es sich 

dabei um Zielgene von EWS-ETS handelte. In den vorgestellten Ergebnissen (Tabelle A7 im 

Anhang) waren SPAG9 und PCM1 durch EWS-FLI1 reguliert, die als bekannte CTA (Almeida 

et al. 2009) gelten und in den Microarray-Analysen hier im ESFT überexprimiert waren. 

PHOSPHO1 und TAF9B, die erstmals so benannte neue CTA-Kandidaten nach den 

Microarray-Analysen dieser Arbeit und nach Hofmann et al. 2008 sind, und 28 weitere erstmals 

so benannte neue CTA-Kandidaten in den Datensätzen der beiden untersuchten Microarrays 

waren EWS-ETS-reguliert, davon 7-mal EWS-ERG und 21-mal EWS-FLI1, wobei LGALS8 

doppelt reguliert war und für EZH2 auch schon eine Regulation durch EWS-FLI1 beschrieben 

wurde (Richter et al. 2009). EZH2 und PAPPA gehören zu den 37 Genen, die Staege et al. 

2004b als hochspezifisch für den ESFT herausfanden und die hier sowohl EWS-ERG reguliert 
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waren als auch ein CTA-Expressionsprofil aufwiesen. Weiterhin wurden STEAP und JAK1 

durch beide Faktoren in den transgenen MSC reguliert (Daten hier nicht gezeigt) und werden zu 

den hochspezifisch exprimierten Genen im ESFT gerechnet (Staege et al. 2004b), zeigten hier 

jedoch keine CTA-Expressionsprofile. 

In der Datenbank SOURCE (Diehn et al. 2003) wurde nach molekularbiologischen Funktionen 

der hier gefundenen EWS-ETS-regulierten bekannten CTA und erstmals so benannten CTA-

Kandidaten gesucht. Am häufigsten war eine Einbindung in den Zellzyklus (10-mal) und in die 

Transkription (7-mal), gefolgt von der Insulin/IGF-Proteinkinase-B-Signalkaskade (5-mal) und 

je 4-mal einer Funktion bei der Apoptose und im Ubiquitin/Proteasom-Komplex. Je einmal trat 

eine Funktion beim WNT-Signalweg, bei der Zytoskelettformation, der T-Zell-Aktivierung und 

beim p53-Signalweg auf. Die genannten Funktionen haben alle eine Assoziation mit 

Chemotherapieresistenz oder Metastasierungsfähigkeit (Schaefer et al. 2008). Viermal waren 

die Gene während der Meiose exprimiert und zweimal in Spermatiden, wie das für CTA typisch 

ist. Die durch EWS-ETS in MSC induzierten bekannten CTA und neuen CTA-Kandidaten sind 

für den malignen Phänotyp sehr wahrscheinlich essentiell und sind deshalb als therapeutische 

Zielstrukturen bevorzugt zu verfolgen. 

Einige CTA wurden in der vorliegenden Arbeit auch als in physiologischen humanen MSC 

exprimiert identifiziert. Diese sind also schon in der wahrscheinlichen Ursprungszelle des ESFT 

exprimiert und werden nicht erst im ESFT durch EWS-ETS induziert, wobei eine vorhandene 

Expression der EWS-ETS-induzierten Gene vielleicht verstärkt wird. Eine Expression in MSC 

ist dabei für einige CTA beschrieben (Costa et al. 2007). Eine Stammzellexpression scheint 

keinen zwingend hemmenden Einfluss auf eine Immunantwort zu haben. Für das hier identifi-

zierte möglicherweise neue CTA C14orf131 ist eine spontane humorale Immunantwort als NY-

REN-50 Antigen bei Patienten mit Nierenzellkarzinom bekannt (Scanlan et al. 1999), obwohl es 

in den vorliegenden Untersuchungen in embryonalen Stammzellen (ESC) und CD34+ven 

hämatopoetischen Stammzellen (CD34+HSC) exprimiert war. 

4.4 Das Ewingtumor-spezifische Cancer-Testis-Antigen LIPI 

LIPI (membranassoziierte Phospholipase A1 β, Lipase member I) ist ein bekanntes CTA und 

wird bei Almeida et al. 2009 als CTA 17 aufgeführt. Es ist ein im ESFT beschriebenes CTA 

(Foell et al. 2008, Staege et al. 2004b). Für LIPI war nur ein Sondensatz in den Datensätzen des 

Microarrays HG_U133Plus2.0 vorhanden, mit dem eine starke Überexpression im ESFT, je-

doch nicht im Hoden detektiert wurde. Eine Suche in der Datenbank SOURCE (Diehn et al. 

2003) und PCR-Analysen von Foell et al. 2008 bestätigten jedoch eine Expression von LIPI im 

Hoden. In den Microarray-Analysen der genannten Autoren fand sich jedoch wie auch in den 

Microarray-Ergebnissen dieser Arbeit keine Expression im Hoden. Eine Expression in der 

Glandula thyroidea lag in den Microarray-Ergebnissen der Arbeit schwach vor. Diese konnte 
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durch Foell et al. 2008 mittels PCR ebenfalls gefunden werden. Interessanterweise exprimieren 

Hoden und Schilddrüse auch andere ESFT-assoziierte Gene. Die C-Zellpopulation der Schild-

drüse enthält molekulare Merkmale von ESFT (Foell et al. 2008). In den Ergebnissen dieser 

Arbeit fand sich weiterhin eine niedrige LIPI-Expression im Ovar, wobei eine Expression eines 

Non-X-CTA in den meiotischen Keimzellen des Ovars, ähnlich wie im Hoden, vorstellbar ist. 

LIPI produziert durch seine enzymatische Aktivität Lysophosphatidylsäure (LPA), die die on-

kogenen Prozesse im Tumor wie Invasivität und Metastasenbildung initiieren und fördern kann. 

LIPI selbst ist neben seinem Auftreten im ESFT auch im Myelom (Atanackovic et al. 2007), 

Brust- und Nierenkrebs (Scanlan et al. 2004) beobachtet worden. Außerdem sind in verschiede-

nen Tumoren LPA-Rezeptoren und Autotaxin aberrant exprimiert (Mills und Moolenaar 2003).  

LPA ist ein einfaches Phospholipid, das sehr unterschiedliche Funktionen in der Zellbiologie 

über Transmembranrezeptoren und Nuklearhormonrezeptoren initiiert. Bisher sind sechs ver-

schiedene G-Protein-gekoppelte Transmembranrezeptoren für LPA bekannt (LPAR1-5 und 

P2Y5/LPA6), die entsprechende intrazelluläre Signalkaskaden auslösen. Zusätzlich gibt es 

Hinweise auf einen siebten Rezeptor für LPA (GPR87, LPAR7) (Tabata et al. 2007).  

Kürzlich wurde die Expression der LPAR 1-6 im ESFT nachgewiesen (Schmiedel et al. 2010). 

Welche Signalkaskade in welcher Zelle ausgelöst wird, hängt von der Lokalisation des Rezep-

tors ab. So wirkt LPA auf die Hirnentwicklung physiologischerweise über den LPA1-Rezeptor, 

während über denselben Rezeptor Lungenfibrose und renale Fibrose pathologischerweise beein-

flusst werden. 

LPA wird in Zellen und biologischen Flüssigkeiten enzymatisch produziert. Im Serum wird 

LPA aus Lysophospholipiden durch das Plasmaenzym Autotaxin (Lysophospholipase D) pro-

duziert, katalysiert durch Phospholipase A1/A2. Auf einem zweiten Weg, vorwiegend in Karzi-

nomzellen und Thrombozyten, entsteht LPA durch Deacylierung von Phosphatidylsäure, kataly-

siert durch Phospholipase A1/A2 und Phospholipase D (Autotaxin) (Aoki 2004; van Meeteren 

et al. 2006; Aoki et al. 2008). Autotaxin wurde ursprünglich als Tumormotilitätsfaktor entdeckt, 

wobei es z. B. in Lungen-, Brust-, Prostata-, Nieren-, Schilddrüsenkarzinomen, Glioblastom und 

Neuroblastom überexprimiert ist. Die Motilitätserhöhung durch Autotaxin wirkt nur, wenn 

LPA1-Rezeptoren vorhanden sind. LPA-Rezeptoren wirken über verschiedene Signalkaskaden 

auf die GTPasen RAS, RHO und RAC. Dabei haben RHO/RAC eine dominante Rolle bei der 

Tumorzellmigration und -invasion und der RAS-Signalweg wirkt stimulierend auf das Wachs-

tum. LPA hat auch Effekte auf das Gefäßsystem. Die Stimulation der LPA1-Rezeptoren schaltet 

die Gene AngFq3, Enpp2 und Agpt (Angiopoietin1) an und erhöht die Produktion der parakrin 

wirkenden Interleukine 6 und 8, die physiologischerweise Wundheilungsprozesse fördern. Sie 

begünstigen aber auch Tumorgenese und -effizienz, indem sie eine Neoangiogenese und eine 

Permeabilitätserhöhung von Endothelzellen bewirken. Neben der erwähnten Motilitätserhöhung 

der Tumorzellen erleichtern diese Vorgänge die Metastasenbildung (van Meeteren und 
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Moolenaar 2007). Daneben ist erwähnenswert, dass LPA auch zur Kontraktion der glatten Mus-

kulatur der Gefäße führt, damit zu Blutdruckerhöhungen, und wahrscheinlich an der Entstehung 

der Arteriosklerose beteiligt ist (Mills und Moolenaar 2003; Moolenaar et al. 2004).  

Die Einbindung von LIPI in die Onkogenese und Metastasenbildung unterstreicht die Identität 

von LIPI als CTA, denn nach Simpson et al. 2005 sind CTA typischerweise wesentlich an dem 

aggressiven Phänotyp eines Malignoms beteiligt. Diese Eigenschaften machen LIPI zu einer 

interessanten therapeutischen Zielstruktur. Ein Antigen-Verlust von LIPI durch therapeutische 

Selektion würde für den Tumor eventuell auch den Verlust seiner Metastasierungsfähigkeit 

bedeuten können. Zudem bestätigen die Ergebnisse dieser Arbeit die beschriebene hohe Spezifi-

tät von LIPI für den ESFT (Foell et al. 2008, Staege et al. 2004b). Deshalb wurde LIPI in dieser 

Arbeit als immuntherapeutische Zielstruktur ausgewählt. In den durchgeführten Experimenten 

konnte bei drei Spendern gezeigt werden, dass gegen die Epitope LDY und NLL aus LIPI zellu-

läre Immunantworten induzierbar sind. Die Epitope NLL und LDY scheinen von A673-Zellen 

auf MHC-Molekülen präsentiert zu werden, wobei eine Lyse von A673-Zellen durch NLL- und 

LDY-spezifische CTL erreicht werden konnte.  

Wegen der wenn auch niedrigen hier bestätigten Thyroidea-Expression von LIPI muss die Ge-

fahr von Autoimmunreaktionen bedacht werden. Aber das niedrige Niveau muss nicht unbe-

dingt mit einem immunogenen Proteinlevel korreliert sein (Caballero und Chen 2009).  

4.4.1 Immunantwort durch Lipase I (LIPI)-T-Zell-Epitope versus Cyclin D1 (CCND1)-

T-Zell-Epitope versus Tumorzell-Lysat  

Die Stimulation der PBMC mit den Peptiden aus LIPI führte bei 13 gesunden Spendern zu einer 

Proliferatnion der PBMC bis zum ca. Zwei- bis Vierfachen der Ausgangszahl. Spezifische 

zelluäre Immunantworten für LIPI waren in den Zellkultur-Experimenten für drei Spender ins-

gesamt zweimal im LDH assay und einmal im Elispot zu beobachten und bei den drei Spendern 

überlappend gegen LIPI-Peptide LDY und NLL und das CCND1-Peptid RLT gerichtet. LDY 

weist mit 12 den niedrigsten vorausgesagten Bindungsscore nach der Voraussage mittels der 

Datenbank SYFPEITHI auf (Rammensee et al. 1999). In der Arbeit von Meyer-Wentrup und 

Mitarbeitern (Meyer-Wentrup et al. 2005) konnten ebenfalls T-Zell-Epitope mit niedrig voraus-

gesagten Bindungsscores Immunantworten induzieren, was die Tatsache unterstreicht, dass 

niedrig vorausgesagte Bindungsscores nicht von einer experimentellen Evaluierung dieser T-

Zell-Epitope abhalten sollten. Die LIPI-Epitope LDY und NLL und das CCND1-Epitop RLT, 

die bei allen drei Spendern spezifische Immunantworten induzierten, werden offensichtlich auch 

auf der Oberfläche von der Ewingtumor-Zelllinie A673 präsentiert. Dies folgt aus der Fähigkeit 

der LDY-, NLL- und RLT-spezifischen CTL HLA-A2+ver Spender, die A673-Tumorzelllinien 

in vitro zu lysieren, wie im LDH assay gezeigt werden konnte. A673-Zellen sind ebenfalls posi-
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tiv für HLA-A2 (Staege et al. 2004a), sodass eine HLA-A2-restringierte Immunantwort in Re-

aktion auf diese HLA-A2-Molekül bindenden Peptid-Epitope anzunehmen ist. 

Ob eine Präsentation von immunogenen LIPI-Epitopen oder CCND1-Epitopen auf ESFT in vivo 

vorliegt, müsste untersucht werden. Möglich wäre der Versuch, mit LIPI-spezifischen autologen 

CTL einen apoptiven T-Zell-Transfer in einer klinischen Studie oder eine Vakzinierung von 

Patienten mit DC, die LIPI-Epitope präsentieren, durchzuführen. Eine dritte Möglichkeit besteht 

in der direkten Vakzinierung mit einem immunstimulatorischen Adjuvanz und einem rekombi-

nanten Protein, das am besten mehrere immunogene CTA-Epitope enthalten sollte. Nur ein Teil 

der Patienten, der HLA-A2 positiv ist bzw. deren MHC-Moleküle die gefundenen, immunoge-

nen Epitope präsentieren können, wäre nach den hier durchgeführten Experimenten einer Im-

muntherapie mit LIPI-Epitopen LDY und NLL zugänglich. Für andere HLA-Haplotypen müss-

ten alternative Peptide gefunden werden. Zu beachten ist auch, dass es nur bei insgesamt 13 von 

34 HLA-A2+ven Patienten gelang, eine Proliferation der T-Zellen zu induzieren, sodass diese 

weiter im LDH assay oder Elispot charakterisiert werden konnten. Es ließ sich dabei in den 

durchgeführten Zellkultur-Experimenten eine signifikante Ewingtumor-spezifische Immunant-

wort bei 3 von 13 HLA-A2+ven Spendern mit ausreichender T-Zell-Proliferation beobachten. 

Bei einigen Patienten könnte eine Immuntoleranz generell oder gegen bestimmte Epitope leich-

ter zu durchbrechen sein, auch in Abhängigkeit vom individuellen T-Zell-Rezeptor-Repertoire. 

Bei den untersuchten Spendern handelte es sich um gesunde Individuen. Bei Patienten mit 

ESFT könnte hingegen auch schon eine Vorstimulation entnommener T-Zellen gegen verschie-

dene CTA des ESFT bestehen, sodass es bei diesen Patienten leichter sein könnte, Zellen mit 

dem passenden T-Zell-Rezeptor gegen das Autoantigen eines CTA zu aktivieren. So fanden 

Quintarelli et al. 2008 keine spezifischen T-Zellen gegen das CTA PRAME bei gesunden Spen-

dern, jedoch fanden sie diese bei Patienten mit PRAME-exprimierendem Melanom. Die eher 

geringe Rate einer induzierbaren Immunantwort in den hier vorgestellten Zellkulturarbeiten 

passt aber zu den Ergebnissen vieler bisher publizierter klinischen Studien mit DC. In 35 ver-

schiedenen Publikationen konnte eine Tumorregression oder -stagnation unter einer Therapie 

mit DC nur bei insgesamt 7,1 % der Patienten festgestellt werden (Rosenberg et al. 2004). 

Es kann nach den Ergebnissen dieser Arbeit davon ausgegangen werden, dass für das LIPI-

Peptid SLS entweder eine immunologische Toleranz besteht bzw. dass es nicht als T-Zell-

Epitop an entsprechende MHC-Klasse-I-Moleküle binden kann. Die durch das CCND1-Peptid 

RLT induzierte spezifische Immunantwort sollte bei der Verwendung in der klinischen Immun-

therapie zurückstehen. Mutationen und Überexpressionen von CCND1, die zu einer Zellzyklus-

Progression führen, sind in verschiedenen Tumoren zu beobachten und tragen möglicherweise 

zur Onkogenese bei (Holley et al. 2001; Simpson et al. 2001; Jiang et al. 2006). Für CCND1 ist 

jedoch keine selektive Expression in Normalgeweben bekannt, sodass es beim Einsatz von 

CCND1-Peptiden als immunologischer Zielstruktur zu Kreuzreaktionen durch reaktivierte T-
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Zellen kommen könnte. Aus diesem Grund sollten CCND1-Peptide nicht in der Immuntherapie 

Anwendung finden. Die Immunogenität geht eventuell auf dominant negative Mutationen zu-

rück oder hängt mit der starken Überexpression und dem Primen durch professionelle APC 

zusammen.  

Unterschiedlich sind die Ergebnisse zwischen den mit CCND1-Peptid LLG und SK-N-MC-

Lysat geprimten T-Zellen bei den drei Spendern mit induzierbarer Immunantwort. Im LDH 

assay und Elispot konnten nur bei zwei der drei HLA-A2+ven Spender die mit SK-N-MC-Lysat 

geprimten CTL lebende HLA-A2+ve A673-Zellen erkennen. Beim Primen mit Lysat handelt es 

sich eventuell um andere Restriktionselemente als um HLA-A2 und um andere immundominan-

te Peptide als die aus LIPI, sodass diese fehlende Standardisierung zu unterschiedlichen Ergeb-

nissen zwischen den Spendern führte. Die variierenden Ergebnisse könnten auch in dem unter-

schiedlichen T-Zell-Rezeptor-Repertoire der drei Spender begründet sein, wobei bei den Lysat-

spezifischen CTL wegen der nicht standardisierten Antigen-Zusammensetzung der jeweiligen 

Lysate hierzu keine konkreteren Aussagen zu den Epitopen gemacht werden können. Die im 

Lysat enthaltene große Menge immunologisch tolerierter Antigenstrukturen könnte auch zur 

Toleranz gegenüber sonst immunogenen Tumor-assoziierten Antigenen (TAA) führen. Mögli-

cherweise sind regulatorische T-Suppressor-Zellen an diesem Prozess beteiligt. Eine andere 

Möglichkeit ist, dass bestimmte TAA in zu hohen oder zu niedrigen Konzentrationen präsentiert 

wurden, sodass dafür spezifische T-Zellen deletiert wurden und in Apoptose gingen bzw. nicht 

reagierten.  

Im Elispot konnten mit SK-N-MC-Lysat geprimte CTL lebende SK-N-MC-Zellen nicht erken-

nen. Eine fehlende Expression von HLA-A2 auf SK-N-MC wird von Meuter und Mitarbeitern 

eindeutig beschrieben (Meuter et al. 2010). Die fehlende Immunreaktion der mit SK-N-MC-

Lysat geprimten CTL auf SK-N-MC ist am ehesten damit zu erklären, dass SK-N-MC negativ 

(Meuter et al. 2010) für HLA-A2 sind, sodass der T-Zell-Rezeptor der HLA-A2+ven CTL keine 

entsprechenden Epitope erkennen konnte. 

4.4.2 Lysat versus Peptid versus Protein 

Die Methode der Tumorlysat-Vakzinierung ist individuell auf einen einzelnen Patienten ausge-

richtet und setzt voraus, dass autologe Tumorzellen zur Herstellung des Lysats vorhanden sind. 

Ein Nachteil ist somit, dass eine solche nicht standardisierte Vakzine für jeden Patienten separat 

angefertigt werden muss. Es ist jedoch keine Identifizierung von TAA notwendig. Das Tumor-

zell-Lysat enthält das vollständige undefinierte Repertoire relevanter TAA, einschließlich derer, 

die einzigartigen Mutationen des individuellen Tumors entsprechen. Jedoch könnte es zu einer 

nachteiligen Kreuzreaktion mit ubiquitär exprimierten Antigenen kommen, die auch im Tumor-

zell-Lysat enthalten sind. Das Risiko unerwünschter Kreuzreaktionen sinkt, je restringierter das 

Expressionsmuster der TAA im Normalgewebe ist. CTA erfüllen diese Eigenschaft wesentlich 
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besser als das undefinierte Repertoire von TAA des Tumorlysats. Deshalb sollten Epitope der 

restringiert exprimierten CTA in der Immuntherapie eine bevorzugte Anwendung finden. Die 

Immunisierung von Krebspatienten mit CTA-Epitopen bietet weiterhin den Vorteil einer stan-

dardisierten Therapie-Methode für ein breiteres Patientengut. Dazu sollte das immunogene Pep-

tid in möglichst vielen Krebsarten exprimiert sein. Für das CTA LIPI ist neben der Expression 

in ESFT auch eine Expression in verschiedenen anderen Malignomen beschrieben (Atanackovic 

et al. 2007). Die Immunisierung gegen ein bestimmtes TAA könnte zur Selektion von Zellen 

führen, die dieses Antigen nicht präsentieren. Darum sollte ein TAA für das Überleben und den 

malignen Phänotyp einer Tumorzelle möglichst essentiell sein, was für LIPI der Fall sein könnte 

(van Meeteren und Moolenaar 2007) und für die oben beschriebenen CTA oder CTA-

Kandidaten ebenfalls nahezuliegen scheint, wie aus den beschrittenen Signalwegen in Tabelle 

A8 (im Anhang) ersichtlich, die nach Schaefer et al. 2008 an einen malignen Phänotyp im ESFT 

gekoppelt sind. Umgangen werden könnte das Problem des potentiellen Antigenverlusts der 

Tumorzelle auch, indem gegen verschiedene CTL-Epitope von unterschiedlichen TAA abstam-

mend, gleichzeitig immunisiert wird, also ein polyvalenter Impfstoff entwickelt wird (Kessler 

und Melief 2007). 

Ein weiteres Argument für die Immunisierung mit Tumorzell-Lysat wäre, dass keine Limitie-

rung der Therapiestrategie auf Individuen vorliegt, die ein bestimmtes korrespondierendes 

MHC-Molekül tragen, wie das bei den synthetischen Tumorpeptid-Epitopen der Fall ist. Länge-

re Peptide und rekombinante Proteine wären jedoch ebenfalls nicht unbedingt auf nur eine 

MHC-Klasse restringiert und für eine breitere Patientengruppe einsetzbar. Die Vakzinierung mit 

längeren Peptiden (35-mer), die CTL- und T-Helferzell-Epitope im natürlichen Proteinkontext 

enthalten, führten dabei im Mausmodell zu effektiveren CTL-Antworten (Zwaveling et al. 

2002). Dies ist damit zu erklären, dass längere Peptide nur von professionellen Antigen-

präsentierenden Zellen (APC) prozessiert und präsentiert werden. Immunisierung mit minima-

len CTL-Peptid-Epitopen könnte T-Zell-Toleranz durch Präsentation auf nicht-APC hervorrufen 

(Toes et al. 1996). Der ideale Impfstoff für die Generierung spezifischer CTL sollte daher mit 

möglichst verschiedenen Tumor-spezifischen Epitopen im Proteinkontext arbeiten, die durch 

unterschiedliche HLA-Klasse-Moleküle präsentiert werden sollten (Kessler und Melief 2007). 

Eine Immunisierung wäre mit Hilfe längerer Peptide oder rekombinanter Proteine, die bei-

spielsweise gleichzeitig LIPI-Epitope und XAGE1-Epitope enthalten, sinnvoller als eine Immu-

nisierung mit Hilfe einzelner Peptid-Epitopen. Ein solches Vakzin wäre nicht unbedingt auf 

Träger bestimmter MHC-Klassen beschränkt und somit standardisiert einsetzbar. Es wäre trotz 

einzelner Antigenverluste der Tumorzelle noch wirksam und würde durch ausschließliche Prä-

sentation auf professionellen APC eher eine Immuntoleranz durchbrechen können. Die Methode 

der Tumor-spezifischen RNA-Transfektion in DC könnte allerdings auch die ausschließliche 

Präsentation auf professionellen APC sichern. Auch bei dieser Methode sollte eher RNA, die für 
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längere Peptide oder rekombinante Proteine kodiert, eingesetzt werden, damit das Vakzin nicht 

auf einzelne HLA-Molekül-Träger beschränkt bleibt. DC können zudem auch mit RNA, die zur 

Expression immunstimulatorischer Moleküle führt, beladen werden. Kritisch ist bei der Metho-

de der RNA-Transfektion jedoch immer noch ein effektives Einschleusen der gewünschten An-

tigene in die Prozessierung der HLA-Klasse-I- und Klasse-II-Moleküle, d. h. eine effektive 

Transfektion und Translation (Boczkowski und Nair 2010). In der vorliegenden Arbeit konnten 

einzelne immunogene LIPI-Epitope, die in rekombinanten Proteinen oder für RNA-

Transfektion von DC verwendet werden könnten, identifiziert werden. 

4.4.3 Dendritische Zellen 

Die Immunantwort ist nicht nur von der Qualität des TAA, abhängig sondern entscheidend auch 

vom optimierten immunstimulatorischen Kontext. Meyer-Wentrup et al. 2005 konnten das erste 

ESFT-spezifische immunogene Peptid des chimären Transkriptionsfaktors EWS-FLI1 identifi-

zieren und mit Hilfe von DC die Stimulation von CTL erreichen. Die DC ist als der effektivste 

Stimulator naiver T-Zellen anerkannt (Banchereau und Steinman 1998), wodurch eine potente 

Typ1-Immunantwort initiiert werden kann. Aus den erwähnten Gründen wurden DC auch in der 

vorliegenden Arbeit verwendet, nach der Methode von Hokey et al. 2005 gepulst und anschlie-

ßend ausgereift. Typischerweise schwächt sich nach Ausreifung die Kapazität zur Antigenauf-

nahme ab (Hokey et al. 2005). Deshalb erfolgte erst 2 bis 3 Stunden nach Pulsen mit Peptid oder 

Lysat das Ausreifen durch die Zugabe von dem proinflammatorischen Zytokin IFNγ und dem 

mikrobiellen Wandbestandteil LPS. Die phänotypische Charakterisierung der DC erfolgt aus-

schließlich über ein spezielles Expressionsmuster von Oberflächenmarkern, das nachgewiesen 

werden konnte. 

Aus verschiedenen Studien sind LPS, ein TLR4-Agonist und IFNγ zur Generierung von DC, die 

zur Typ1-Immunantwort polarisieren (DC1), bekannt (Hokey et al. 2005). LPS und IFNγ wur-

den deshalb auch in den hier vorgestellten Experimenten verwendet um DC1 auszureifen. Die 

durch DC1 induzierte Typ1-Immunantwort spielt eine wesentliche Rolle bei der Tumortherapie 

(Hokey et al. 2005). Effektorzellen, die durch DC1 induziert werden, sind CD8+ve CTL, 

CD4+ve T-Helfer-Zellen und Makrophagen. Alle diese Zellen, einschließlich DC1, sind nach 

Aktivierung zur IFNγ-Sekretion befähigt. Dieses hat in einer positiv rückgekoppelten Schleife 

aktivierende Potenz auf Zellen der Typ1-polarisierten Immunantwort, außerdem direkte antitu-

moröse und antiangiogenetische Wirkung (Hokey et al. 2005). Es ist bekannt, dass CD4+ve T-

Helfer-Zellen eine andauernde und effektive CD8+ve T-Zell-Antwort unterstützen sowie Mak-

rophagen-aktivierend sind (Janssen et al. 2003; Kumaraguru et al. 2004; Hamilton et al. 2006). 

Diese Erkenntisse legen nahe, CD4+ve T-Zellen neben CD8+ven T-Zellen zur Induktion von 

Typ1-polarisierten Immunantworten in der Tumortherapie einzusetzen. Auch in den hier vorge-

stellten Experimenten wurden deshalb CD4+ve T-Zellen mitverwendet. In nicht dargestellten 
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Ergebnissen konnte zudem eine spezifischere Immunantwort beobachtet werden, wenn neben 

CD8+ven T-Zellen auch CD4+ve T-Zellen verwendet wurden. 

4.4.4 Klinische Effektivität von Immuntherapien  

Für den ESFT gibt es bisher nur wenige Publikationen einer klinisch erfolgreichen Immun-

therapie. Eine Komplettremission bei einem Patienten mit Residual-ESFT konnte für 77+ Mo-

nate erreicht werden unter einer Immuntherapie mit DC, die mit einem synthetischen Peptid 

gepulst waren (Suminoe et al. 2009). Das Peptid enthielt die Fusionsregion des chimären Tran-

skriptionsfaktors EWS-FLI1. Es ist jedoch ungeklärt, ob der Effekt auf der DC-Therapie beruh-

te. In einer anderen Studie wurde ein Patient, der an metastasiertem ESFT litt, mit Tumorlysat-

gepulsten DC behandelt, wobei eine partielle Regression der Erkrankung beobachtet werden 

konnte (Geiger et al. 2000; Geiger et al. 2001). Ein Vergleich zwischen DC-ESFT-Hybrid-

Zellen mit Lysat- oder EWS-FLI1-Peptid-beladenen DC in der Induktion von CTL gegen A673-

Zellen wurde von Guo und Mitarbeitern (Guo et al. 2008) durchgeführt. In SCID-Mäusen mit 

rekonstituiertem humanem Immunsystem erzielten die Hybrid-Zellen die stärkste Inhibition des 

Tumorwachstums, sodass gezeigt wurde, dass A673-Zellen einer Immuntherapie mit Dendriti-

schen Zellen prinzipiell zugänglich sind, was auch hier nachvollzogen werden konnte.  

Für andere Malignome sind zahlreiche Ansätze einer Immuntherapie untersucht worden. 

Peptidepitop-basierte Vakzine des CTA NY-ESO-1, gemischt mit den Adjuvanzien CpG 7909 

ODN (deoxycytidyl-deoxyguanosin oligodeoxy-nucleotides) und incomplete Freund's adjuvants 

(Montanide(R) ISA-51) führte zu einem günstigen klinischen Outcome bei 6 von 9 Patienten 

mit NY-ESO-1-positiven Tumoren (Karbach et al. 2010). Eine andere Studie verwendete his-

tagged rekombinantes NY-ESO-1-Protein zusammen mit dem Adjuvanz ISCOMATRIX® bei 

Melanom-Patienten nach kompletter Tumorresektion und konnte dadurch das Risiko eines Re-

zidivs deutlich senken (Davis et al. 2004). Die gleiche Vakzination bei Patienten mit Melanom 

im Stadium III/IV zeigte hingegen nur einen sehr geringen klinischen Effekt in Form eines 

stabilen Krankheitszustandes bei einem von 27 Patienten (Nicholaou et al. 2009). Die Datenlage 

zeigt demnach bei der direkten in vivo-Anwendung rekombinanter Proteine oder Peptidepitoper 

zusammen mit unterschiedlichen immunstimulatorischen Substanzen in neueren Studien sehr 

unterschiedliche Ergebnisse. In verschiedenen klinischen Studien konnte durch die Anwendung 

Lysat-gepulster DC bei einer Tumorerkrankung eine Immunantwort induziert werden (Fong und 

Engleman 2000). Zudem erwies sich diese Methode als nebenwirkungsarm. Insgesamt aber 

zeigten sich bisher nur geringe klinische Effekte der meisten Ansätze einer Immuntherapie. So 

untersuchten Rosenberg et al. 2004 35 Berichte über Antitumor-Immuntherapien, 765 Patienten 

einschließend und wendeten konventionelle klinische Kriterien an, die für das Ansprechen eines 

Tumors auf eine bestimmte Therapie gelten. Klinische Effekte einer Immuntherapie mit immu-

nogenen Peptiden mit oder ohne Adjuvanz fanden sich in 4 % der Fälle, auf eine Therapie mit 
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modifizierten oder nativen Tumorzellen sprachen klinisch 4,2 % der Patienten an und klinische 

Effekte einer Therapie mit DC fanden sich demnach bei 7,1 % der Patienten. Eine andere klini-

sche Studie (Banchereau und Palucka 2005) zeigte bei metastasiertem Melanom ein klinisches 

Ansprechen auf die Injektion von DC, die mit TAA beladen waren, bei 9,5 % der Patienten.  

Die bisherigen Publikationen sprechen dafür, dass das bisher stärkste klinische Benefit eine 

adoptive Immuntherapie mit T-Zellen hat. So bestätigen einige klinische Studien die hohe Ef-

fektivität der adoptiven Immuntherapie (Hanson et al. 2000; Hunder et al. 2008). Bei der 

adoptiven Immuntherapie werden in vitro aktivierte und expandierte autologe Antitumor-T-

Zell-Klone dem Patienten reinfundiert. Bei Patienten mit metastasiertem Melanom, die nicht auf 

eine Kombination von Chemotherapie und IL-2 ansprachen, konnte eine objektive Regression 

bei 6 von 13 Patienten mit dieser Methode erreicht werden (Dudley et al. 2002). Rosenberg et 

al. 2004 wendeten diese Methode erneut bei einer größeren Gruppe desselben Patientenguts an 

und konnten bei 18 von 35 Patienten (51 %) eine objektivierbare Regression der Erkrankung 

beobachten. Die expandierten CD4+ven und CD8+ven T-Zell-Klone mit Spezifität für die im-

munogenen LIPI-Peptid-Epitope könnten in der klinischen Anwendung den Patienten also di-

rekt infundiert werden, um größtmögliche klinische Effektivität zu erhalten. 

5 Zusammenfassung 

Die konventionellen Therapiestrategien gegen den ESFT gehen immer noch mit einer nicht 

befriedigenden Prognose einher, sodass nach neuen Strategien beispielsweise in der Immunthe-

rapie gesucht wird. Um effektive Immunantworten induzieren zu können, werden Cancer-

Testis-Antigene (CTA) als sehr vielversprechende immunologische Zielstrukturen angesehen. 

Da CTA normalerweise ausschließlich in Keimzellen, embryonalem Gewebe und Stammzellen 

exprimiert (Costa et al. 2007) werden, jedoch auch in verschiedenen malignen Zellen aberrant 

exprimiert sind, könnten CTA zur Induktion von Tumor-spezifischen Immunantworten genutzt 

werden. Zur Identifikation neuer Ewingtumor-assoziierter CTA wurden öffentlich verfügbare 

Microarray-Datensätze analysiert. Durch ein charakteristisches CTA-Expressionsmuster (Hoden 

und ESFT) und die Suche nach CTA-typischen Expressionsdaten in der Datenbank SOURCE  

(Diehn et al. 2003) konnten zahlreiche neue Gene erstmals als CTA-Kandidaten identifiziert 

werden (siehe Tabellen A1 bis A4 im Anhang). Es konnte für viele schon bekannte CTA erst-

mals eine Expression im ESFT beschrieben werden (siehe Tabellen A5 und A6 im Anhang). 

Insgesamt 8 bekannte CTA waren bei beiden Microarray-Datensätzen überlappend in über 50 % 

der Ewingtumor-Proben exprimiert. Dazu zählen DDX43, JARID1B, LDHC, ODF2, PBK, 

SSX4, TTK und XAGE1. Bekannte CTA, die das ihnen eigene Expressionsprofil in den 

Microarray-Analysen aufwiesen, d. h. eine Überexpression in Hoden und ESFT gleichzeitig, 

waren SSX1, SSX2, SSX4, SSX7, SSX9, SSX4B, SSX3 und TTK, SYCP1, TEX15, OIP5, 

XAGE1, PBK, CDCA1, CEP55, PRAME, ODF2, wobei bisher nur XAGE1 (Brinkmann et al. 
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1999) und TEX15 (Foell et al. 2008) als CTA im ESFT beschrieben sind. Die Ergebnisse der 

Microarraytechnik sollten mit anderen Methoden validiert und kombiniert werden. Die zellbio-

logischen Signalwege sowohl der bekannten CTA im ESFT als auch der erstmals so benannten 

neuen CTA-Kandidaten gehen häufig mit einer erhöhten Resistenz gegenüber Chemotherapie 

oder mit einer erhöhten Metastasierungsfähigkeit im ESFT (Schaefer et al. 2008) einher (siehe 

Tabelle A8 im Anhang). Wenn CTA aber entscheidenden Anteil an dem malignen Phänotyp 

haben, ist ein Antigenverlust durch die Nutzung von CTA als therapeutische Zielstruktur, relativ 

unwahrscheinlich. Es fand sich in den Microarray-Analysen auch eine bevorzugte Expression 

der CTA-Kandidaten in HMEC und ESC, was ebenfalls für eine wesentliche Funktion der CTA 

an der malignen Transformation und am Erhalt eines undifferenzierten Stammzellcharakters der 

ESFT-Zellen spricht. Die ESFT-Gewebe zerfielen in zwei Cluster in den heat maps bei Darstel-

lung der Gene mit CTA-Expressionsprofilen (Abb. 1), wobei der eine Cluster gemeinsam mit 

Hoden, ESC und HMEC gegenüber dem anderen ESFT-Cluster separat war und in Abb. 2 bildet 

einer der beiden ESFT-Cluster einen gemeinsamen Cluster mit dem Hoden gegenüber dem an-

deren ESFT-Cluster. Es ist daher davon auszugehen, dass bestimmte ESFT-Proben eine stärkere 

Stammzellsignatur aufweisen als andere mit eventuell prognostischer Bedeutung.  

Der Einfluss der aberranten Transkriptionsfaktoren EWS-ERG und EWS-FLI1 auf die Expres-

sion von CTA in transgenen mesenchymalen Stammzellen (MSC) wurde anhand weiterer 

Microarray-Expressionsdaten analysiert. Es konnten 9 EWS-ERG-regulierte Gene mit 12 

Sondensätzen und 24 EWS-FLI-regulierte Gene mit 24 Sondensätzen gefunden werden, die 

nach den vorliegenden Ergebnissen ein CTA-Expressionsmuster im ESFT aufwiesen oder nach 

der Datenbank SOURCE (Diehn et al. 2003) CTA-Eigenschaften haben. Die durch EWS-ETS 

in MSC induzierten bekannten CTA und neuen CTA-Kandidaten (Tabelle A7 im Anhang) sind 

für den malignen Phänotyp sehr wahrscheinlich essentiell und deshalb als therapeutische Ziel-

strukturen bevorzugt zu verfolgen. Das Auftreten der chimären EWS-ETS-

Transkriptionsfaktoren und das Anschalten ihrer Zielgene werden als grundlegende Ereignisse 

in der malignen Transformation des ESFT (Kovar 2003) angesehen. 

Aufgrund der hohen Spezifität des CTA Lipase I (LIPI) für den Ewingtumor (Foell et al. 2008, 

Staege et al. 2004b), die in den Microarray-Analysen hier erneute Bestätigung fand und der 

Rolle von LIPI für die Tumorgenese und -progression wurde LIPI als geeignete Zielstruktur für 

die Entwicklung einer Immuntherapie ausgewählt. LIPI könnte die Metastasenbildung unter-

stützen, indem Neoangiogenese, Proliferation, die Motilität der Tumorzellen und die Permeabi-

litätserhöhung von Endothelzellen gefördert wird (van Meeteren und Moolenaar 2007). Mit 

Hilfe von Dendritischen Zellen vom Typ 1 konnten LIPI-spezifische zytotoxische T-Zellen 

(CTL) induziert werden. Eine für LIPI spezifische induzierbare Immunantwort wurde bei insge-

samt 13 HLA-A2+ven Spendern untersucht. Dabei war bei 3 Spendern eine Ewingtumor-

spezifische Aktivierung der T-Zellen zu beobachten. Bei einem Spender konnte eine signifikan-



50 

te Ewingtumor-spezifische IFNγ-Freisetzung im Elispot gemessen werden. Bei zwei weiteren 

Spendern konnte eine Lyse von A673-Zellen durch aktivierte spezifische T-Zellen im 

Laktatdehydrogenaseassay (LDH assay) nachgewiesen werden. In den übrigen Fällen ließen 

sich keine spezifischen T-Zellen generieren. Die spezifischen Immunantworten waren gegen die 

LIPI-Peptide LDY und NLL und das CCND1-Peptid RLT gerichtet. Gegen das LIPI-Peptid 

SLS konnten bei keinem Spender spezifische T-Zellen generiert werden. Das CCND1-Peptid 

RLT wird ubiquitär exprimiert und sollte deshalb nicht in der klinischen Therapie eingesetzt 

werden. Ob eine Präsentation immunogener LIPI-Epitope auf ESFT in vivo vorliegt, müsste 

anhand von Ewingtumor-Biopsien sowie immunhistochemischen Verfahren oder MHC-Peptid-

Komplex-Visualisierung (Denkberg et al. 2002) untersucht werden. Eine Immunisierung mithil-

fe längerer Peptide oder rekombinanter Proteine, die Epitope aus unterschiedlichen CTA enthal-

ten, ist sinnvoller als eine Immunisierung mithilfe einzelner Peptid-Epitope (Kessler und Melief 

2007). Ein solches Vakzin müsste nicht auf Träger bestimmter MHC-Klassen beschränkt sein 

und wäre somit standardisiert für viele Patienten einsetzbar. Es wäre trotz einzelner Antigenver-

luste der Tumorzelle noch wirksam und würde durch ausschließliche Prozessierung und Präsen-

tation durch professionelle APC am ehesten eine Immuntoleranz durchbrechen können. Die 

bisherigen Publikationen sprechen dafür, dass das bisher stärkste klinische Benefit eine adoptive 

Immuntherapie mit T-Zellen hat. So bestätigen einige klinische Studien die hohe Effektivität der 

adoptiven Immuntherapie (Hanson et al. 2000Hanson et al. 2000; Hunder et al. 2008). Am wir-

kungsvollsten wäre demnach der adoptive Transfer autologer CTL mit Spezifität gegen Epitope 

verschiedener CTA. In der vorliegenden Arbeit konnten einzelne immunogene LIPI-Epitope 

identifiziert werden. Für die 50 der 136 gelisteten CTA in der CTA-Datenbank des Ludwig-

Instituts für Krebsforschung (Almeida et al. 2009), für die eine Expression in mehr als einem 

Drittel der untersuchten Ewingtumor-Proben hier erstmals gefunden oder aber schon von ande-

ren Autoren beobachtet werden konnte, ist sehr häufig eine spontane oder induzierbare Immun-

antwort (Almeida et al. 2009) vermerkt worden. Weitere immunogene Epitope könnten sich 

hinter den zahlreichen hier im ESFT identifizierten neuen CTA-Kandidaten verbergen, was in 

der Zukunft zu untersuchen wäre. 
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7 Anhang  

Tabelle A1. Überexpression in ESFT ohne Überexpression im Hoden (HG_U133Plus2.0). 

Nach Microarraydaten überexprimierte Gene im ESFT ohne gleichzeitige Überexpres-

sion im Hoden, die nach der SOURCE-Datenbank (Dien et al. 2003) jedoch im Hoden, 

in Ovarien oder Plazenta Expression aufwiesen und in höchstens 6 zusätzlichen Gewe-

ben des Normal body atlas (NBA) nach SOURCE exprimiert werden, sind hier als mög-

liche neue CTA aufgelistet. Dabei wurden Stammzellen, Hoden, Ovar und Plazenta aus 

dem NBA ausgenommen. Alle Sondensätze der Gene sind angeführt. Fett gedruckte 

Gene wurden auch in den Datensätzen des Microarrays HG_U133A als CTA identifi-

ziert. Auf dem X-Chromosom kodierte Gene sind mit einem + gekennzeichnet. 
Gen-Symbol Sondensatz Anzahl NBA-

Gewebe mit 

Expression 

nach SOURCE 

Expression nach 

SOURCE in Hoden 

(H), Ovar (O) und 

Plazenta (P) 

IMP5 1563367_at, 231253_at, 237536_at 1, Gehirn H 

LIPI 242178_at 1, Knochen H 

NKX6-1 221366_at 1, Pankreas O 

DEPDC1B 226980_at, 1558437_at, 233115_at 1, Leber P 

CALCB 214636_at 2, Knochen, 

Gehirn 

H 

TWIST1 213943_at 2, Ohr, Uterus O 

KMO 211138_s_at, 205306_x_at, 205307_s_at 2, Leber, Niere P 

NEUROD6 220045_at 3 H 

SFPQ 201586_s_at, 201585_s_at, 214016_s_at, 

226898_s_at, 221768_at 

3 H 

FAM60A 223038_s_at, 220147_s_at 4 H, O, P 

FLJ20105+ 219650_at, 233253_at, 237707_at 4 H, O 

E2F7 228033_at, 241725_at 4 H, P 

LOC401074 1559827_at, 1559827_at, 1564175_at 4 H 

PAX3 231666_at, 207679_at, 231490_at, 216059_at, 

207680_x_at 

4 H 

PCDH8 206935_at 4 H 

POU4F1 211341_at, 206940_s_at, 231354_at 4 H 

SLC5A6 204087_s_at 4 H 

TCERG1L 231257_at 4 H 

TIMM10 1555764_s_at, 218408_at 4 O, P 

BCAT1 214452_at, 225285_at, 214390_at, 226517_at 5 H, O 

FBXO11 203255_at, 222119_s_at, 232364_at, 239603_x_at, 

219208_at 

5 H, O 

GEMIN5 225712_at 5 H, O 

MPHOSPH9 215731_s_at, 1558369_at, 206205_at, 221965_at, 

237158_s_at 

5 H, O 

RKHD2 218247_s_at, 1556873_at, 1556874_at, 

222567_s_at, 227275_at 

5 H, O 

SEC61A2 222824_at, 219499_at, 228747_at, 230215_at 5 H, O 

GFRA2 205721_at, 205722_s_at 5 H, P 

GSTCD 235387_at, 1554518_at, 220063_at,  5 H, P 

NASP 201970_s_at, 201969_at, 242918_at 5 H, P 

NUP107 218768_at 5 H, P 

PAPPA 224941_at, 228128_x_at, 224940_s_at, 

1558607_at, 1558608_at, 1559400_s_at, 

1559928_at, 201981_at, 201982_s_at, 224942_at, 

232748_at, 240295_at, 240450_at 

5 H, P 

TOPBP1 202633_at, 1561924_at 5 H, P 

YEATS4 218911_at 5 H, P 

ATAD2 218782_s_at, 235266_at, 222740_at, 228401_at 5 H 
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CDCA7 224428_s_at, 230060_at 5 H 

CDH8 217574_at, 1564291_at, 210518_at 5 H 

EZH2 203358_s_at, 215006_at 5 H 

FAM29A 222685_at, 233655_s_at, 218602_s_at 5 H 

FANCB+ 1557218_s_at, 1553244_at, 1557217_at, 243597_at 5 H 

GALNT2 217788_s_at, 223991_s_at, 239930_at, 

217787_s_at 

5 H 

HDAC2 201833_at 5 H 

PGLYRP2 242817_at 5 H 

PPP2R5C 1554365_a_at, 213305_s_at, 237181_at, 

214083_at, 201877_s_at, 1557718_at, 1554364_at 

5 H 

SOX11 204915_s_at, 204913_s_at, 204914_s_at 5 H 

UGT3A1 236597_at, 237572_at, 235904_at 5 H 

E2F5 221586_s_at, 231237_x_at 5 O 

C1orf19 225400_at, 225399_at, 224147_at 5 P 

C12orf48 220060_s_at, 227928_at, 224147_at 6 H, O 

CCT7 200812_at 6 H, O 

CDK3 226396_at, 229468_at, 207188_at 6 H, O 

KIF14 206364_at, 236641_at 6 H, O 

RPL26L1 218830_at 6 H, O 

TMEM126A 223334_at 6 H, O 

TNFRSF10B 209294_x_at, 209295_at, 210405_x_at 6 H, O 

TRMT5 227653_at, 227653_at 6 H, O 

ZIC2 223642_at 6 H, P 

ACTR6 218395_at, 241794_at 6 H, P 

ALDH18A1 222416_at, 217791_s_at 6 H, P 

CYYR1 235044_at, 228665_at 5 H, P 

DKK2 219908_at, 224199_at 6 H, P 

DONSON 221677_s_at 6 H, P 

PFAS 213302_at 6 H,P 

PSPC1 222611_s_at, 243997_x_at, 226724_s_at, 

226574_at, 222612_at, 218371_s_at 

6 H,P 

RNF182 230720_at 6 H,P 

SLC6A15 232263_at, 206376_at, 240419_at, 239352_at, 

1569916_at 

6 H, P 

TMEM135 222209_s_at1554866_at 6 H, P 

BUB1B 203755_at 6 H 

ALG6 219649_at 6 H 

B3GALNT2 1553691_at, 226233_at, 1562391_at, 1561714_at 6 H 

BTF3L4 226963_at, 225976_at 6 H 

BUB3 201457_x_at, 201456_s_at, 201458_s_at, 

209974_s_at, 229827_at 

6 H 

C12orf32 225836_s_at, 225837_at, 244020_at 6 H 

CKAP2 218252_at, 1554264_at 6 H 

DDX18 208897_s_at, 205763_s_at, 208895_s_at, 

208896_at 

6 H 

DTL 222680_s_at, 218585_s_at 6 H 

FARSLB 223035_s_at, 232063_x_at, 223036_at 6 H 

FLJ14803 235158_at, 222267_at 6 H 

HELLS 223556_at, 220085_at, 227350_at, 234040_at, 

242890_at 

6 H 

    

HS2ST1 203283_s_at, 203284_s_at, 203285_s_at, 

230465_at 

6 H 

JAKMIP2/MYT1L 205888_s_at 6 H 

KIAA0179 212846_at, 212844_at 6 H 

KNTC1 206316_s_at 6 H 
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LONRF1 226038_at, 242379_at, 236556_s_at,236230_at, 

215322_at 

6 H 

LRRC40 218577_at, 215063_x_at, 1566449_at 6 H 

LSM8 219119_at 6 H 

MDS025 218288_s_at, 222577_at, 1568834_s_at,  6 H 

NUP205 212247_at, 222382_x_at 6 H 

POLA2 204441_s_at, 244575_at, 236546_at 6 H 

RAD51AP1 204146_at 6 H 

RARSL 232902_s_at, 232901_at, 225264_at, 1561048_at 6 H 

RBM11 232549_at 6 H 

RSL1D1 212018_s_at, 212019_at 6 H 

SMARCC1 201075_s_at, 239238_at, 201072_s_at, 

201073_s_at, 201074_at 

6 H 

SQLE 209218_at, 213562_s_at, 1557352_at, 213577_at 6 H 

TMEM48 218073_s_at, 234672_s_at 6 H 

TMPO 203432_at, 209754_s_at, 209753_s_at, 224944_at 6 H 

TPRKB 219030_at 6 H 

VRK1 203856_at 6 H 

WDHD1 216228_s_at, 204727_at, 204728_s_at 6 H 

XRCC5 208642_s_at, 208643_s_at 6 H 

XRN2 223002_s_at, 233878_s_at 6 H 

ZRF1 213097_s_at 6 H, O, P 

MFAP3 1552312_a_at 6 O, P 

ACAT2 209608_s_at 6 O 

CART1 206837_at 6 O 

C12orf52 221777_at  6 O 

C16orf72 1568954_s_at, 225183_at, 228373_at 6 O 

CHEK2 210416_s_at 6 O 

H2AFY2 218445_at, 1556815_at, 1563319_at 6 O 

NPW 243110_x_at 6 O 

SNRPD2 200826_at 6 O 

SSSCA1 203114_at 6 O 

CASP6 209790_s_at, 242323_at, 22808_at, 211464_x_at 6 P 

CCK 205827_at 6 P 

CENPH 231772_x_at 6 P 

CYTL1 219837_s_at 6 P 

GABPA/GABPAP 210188_at 6 P 

HERC4 208055_s_at, 233509_at, 232026_at, 225989_at, 

225988_at, 208054_at 

6 P 

HMG2L1 212597_s_at, 212596_s_at 6 P 

MFAP2 203417_at 6 P 

MRPL44 222555_s_at, 218202_x_at 6 P 

MTMR1+ 214975_s_at, 213511_s_at, 216095_x_at, 

216303_s_at 

6 P 

PMAIP1 204286_s_at, 204285_s_at 6 P 

PRSS35 235874_at 6 P 

PSMD10+ 1554577_a_at, 219485_s_at 6 P 

    

RAD54B 219494_at, 235846_at, 220549_at,  6 P 

SLC30A7 240277_at, 243524_at, 239596_at, 226601_at, 

226217_at 

6 P 

SLFN11 226743_at 6 P 

UCK2 209825_s_at 6 P 
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Tabelle A2. Überexpression in ESFT ohne Überexpression im Hoden (HG_U133A). Nach 

Microarraydaten überexprimierte Gene in ESFT ohne gleichzeitige Überexpression im 

Hoden, die nach der SOURCE-Datenbank (Diehn et al. 2003) jedoch im Hoden, in Ova-

rien oder in Plazenta Expression aufwiesen und in höchstens 6 zusätzlichen Geweben 

des NBA nach SOURCE exprimiert werden, sind hier als mögliche neue CTA aufgelis-

tet. Dabei wurden Stammzellen, Hoden, Ovar und Plazenta aus dem NBA ausgenom-

men. Alle Sondensätze der Gene sind angeführt. Fett gedruckte Gene wurden auch in 

den Daten des Microarrays HG_U133Plus2.0 als CTA identifiziert. 
Gen-Symbol 

 

Sondensatz Anzahl NBA-

Gewebe mit 

Expression 

nach  

SOURCE 

Expression nach 

SOURCE in Ho-

den (H), Ovar (O) 

und Plazenta (P) 

NANOG 220184_at 0, embryo-

nales Gewebe 

H 

POU4F2 207725_at 1, Auge H 

CALCB 214636_at 2, Knochen, 

Gehirn 

H 

SMA3/SMA5 215043_s_at 2, Tonsille, 

Uterus 

H 

SLC18A3 207150_at 3 H, P 

PAX7 208060_at 3 H 

GRM2 208465_at 4 H 

HOXD10 207373_at 4 O 

MPHOSPH9 215731_s_at, 206205_at, 221965_at 5 O 

ZNF324 205182_s_at 5 H, O 

SOX11 204913_s_at, 204915_s_at, 204914_s_at 5 H 

ZNF696 220967_s_at 5 O 

UTS2 220784_s_at 5 P 

UTS3 220785_at 5 P 

KIAA0892 217652_at, 212505_s_at, 216926_s_at 6 H, O 

DKK2 219908_at 6 H, P 

SMARCAL1 218452_at 6 H 

SMARCC1 201073_s_at, 201073_s_at, 201074_at, 201075_at, 

201072_s_at 

6 H 

VRK1 203856_at 6 H 

TDRD3 208089_s_at 6 H 

RAD52 205647_at, 210630_s_at, 211904_x_at, 211994_at,  6 H 

KIAA0555 205889_s_at, 205888_s_at 6 H 

RNF24 204669_s_at, 204668_at, 210706_s_at, 216179_x_at 6 H 

ALDH7A1 208950_s_at, 208951_at, 213591_at 6 O, P 

C21orf127 220311_at 6 O, P 

RCN3 61734_at, 219102_at 6 O, P 

H2AFY2 218445_at 6 O 

FUS 200959_at, 217370_x_at 6 O 

PDE9A 205593_s_at 6 O 

MDFI 205375_at 6 O 

HOXD11 214604_at 6 P 

ENPP1 205066_s_at, 205065_at 6 P 
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Tabelle A3. Überexpression in ESFT und Überexpression im Hoden in Microarraydaten 

(HG_U133Plus2.0). Überexprimierte Gene in ESFT mit gleichzeitiger Überexpression 

im Hoden. In der SOURCE-Datenbank (Diehn et al. 2003) wurde nach einer Bestäti-

gung der Expression im Hoden gesucht und nach Anzahl der NBA-Gewebe mit Expres-

sion der neuen CTA-Kandidaten wurde bei SOURCE ebenfalls gesucht. Dabei wurden 

embryonale Zellen, Stammzellen, Hoden, Ovar und Plazenta aus den NBA ausgenom-

men. Expressionswerte im Hoden, der Median der Expressionswerte im ESFT und die 

90.Perzentil der Expressionswerte des NBA sind angegeben. Fett gedruckte Gene wur-

den auch in den Daten des anderen Microarrays (HG_U133Plus2.0) und ggf. nach der 

Suche bei SOURCE als CTA identifiziert. Auf dem X-Chromosom kodierte Gene sind 

mit einem + gekennzeichnet. n. a. = nicht analysierbar. 
Gen-Symbol Sondensatz Median 

ESFT 

Hoden-

Mittel-

wert 

90. Per-

zentil des 

NBA-

Gewebes 

Summe 

NBA-

Gewebe 

mit Ex-

pression 

Prozent 

ESFT mit 

Expres-

sion 

Anzahl 

NBA-

Gewebe 

mit Ex-

pression 

nach 

SOURCE 

Expres-

sion nach 

SOUR-

CE im 

Hoden 

ABI2 209856_x_at 1061 1028 380 1 100 % 8 ja 

ACP1 201629_s_at 4017 1612 420 1 100 % 7  

ACTL6A 202666_s_at 3402 2881 1049 0 100 % 7 ja 

AKR1CL2 1555220_a_at 106 624 37 2 88 % 7 ja 

AOF2 212348_s_at 3829 3782 1400 0 81 % 8 ja 

BRAP 209922_at 341 1700 121 2 100 % 7 ja 

BRRN1 212949_at 1098 1257 422 2 100 % n. a.  

BUB1 209642_at 1985 1937 483 6 100 % 6 ja 

C16orf73 237265_at 710 1173 92 5 100 % 3, Haut, 

Knochen, 

Hirn 

ja 

C18orf10 212055_at 11830 6367 1494 1 88 % 8 ja 

C18orf10 213617_s_at 3287 3387 1140 1 100 % 8 ja 

C19orf58 218260_at 1714 2488 641 2 100 % 8  

C1orf112 220840_s_at 852 685 188 5 100 % 7 ja 

C1orf121 219875_s_at 281 310 67 1 100 % 7 ja 

C1orf135 222946_s_at 305 450 103 3 100 % 7 ja 

C3orf38 226524_at 1094 1496 358 0 100 % 5  

C9orf116 221946_at 453 963 32 0 100 % 7 ja 

C9orf116 59437_at 817 1259 249 0 100 % 7 ja 

CARHSP1 218384_at 7625 7953 1798 3 100 % 7 ja 

CARS 240983_s_at 388 377 135 4 100 % 10  

CCDC34 226287_at 2138 3629 579 0 100 % 6 ja 

CCNB2 202705_at 5650 5304 1772 2 100 % 9  

CCT2 201946_s_at 13874 6327 1328 0 100 % 6 ja 

CCT2 201947_s_at 22528 18160 4315 0 100 % 6 ja 

CDC25A 204695_at 707 573 57 2 100 % 7  

CDC25C 205167_s_at 872 1363 219 2 100 % 7 ja 

CDC45L 204126_s_at 1289 640 44 1 100 % 8 ja 

CDCA1 223381_at 2780 2213 594 2 100 % 5 ja 

CDCA2 226661_at 1769 2158 459 4 100 % 5 ja 

CDCA3 221436_s_at 1269 1076 398 5 100 % 10  

CDKN3 1555758_a_at 4406 11440 895 3 100 % 8  

CDKN3 209714_s_at 3460 12917 1162 2 100 % 8  

CDV3 213554_s_at 3053 3036 789 0 75 % 9  



64 

CDV3 213548_s_at 694 956 195 3 100 % 9  

CENPL 1554271_a_at 970 813 259 1 100 % 8  

CEP55 218542_at 2192 1688 337 4 100 % 9  

CEP76 52285_f_at 2111 588 283 1 100 % 6 ja 

CEP76 219311_at 1121 1249 205 2 100 % 6 ja 

CKS2 204170_s_at 13699 6369 2678 4 100 % 8  

CLPB 221845_s_at 710 8422 271 4 94 % 8 ja 

COIL 203653_s_at 3606 6438 722 0 75 % 5 ja 

COIL 203654_s_at 2027 7545 703 0 100 % 5 ja 

COMMD4 206441_s_at 1951 1863 738 0 88 % 9  

CPSF3 225082_at 3568 3038 869 0 100 % 7 ja 

CSE1L 201112_s_at 15747 8030 2137 0 100 % 9 ja 

CSE1L 210766_s_at 7762 4705 1446 0 100 % 9 ja 

CTDSPL2 1555106_a_at 803 758 156 0 100 % 6 ja 

CUL4B 215997_s_at 1625 634 201 0 100 % 8 ja 

CUL4B 210257_x_at 919 989 320 0 94 % 8 ja 

DBF4 204244_s_at 2710 4455 449 2 100 % 8 ja 

DBF4B 1555378_at 77 55 64 1 50 % 8 ja 

DBF4B 206661_at 67 535 248 1 0 % 8 ja 

DCUN1D1 222678_s_at 782 12110 210 8 100 % 6 ja 

DDX20 224315_at 1363 343 244 0 100 % 8 ja 

DDX20 223331_s_at 2057 9988 737 0 100 % 8 ja 

DDX39 201584_s_at 9831 10427 3203 2 100 % 8 ja 

DEPDC1 220295_x_at 1635 1034 417 2 100 % 7 ja 

DIAPH3 232596_at 362 1639 50 5 100 % 8 ja 

DRG1 202810_at 7005 12770 2692 1 100 % 6 ja 

DSCR2 203405_at 3645 9769 1042 0 100 % 7 ja 

ELAVL1 201727_s_at 1647 2009 540 0 100 % 8  

EPB41/ 

MRPS15 

221437_s_at 3101 3296 897 2 100 % 8  

EPB41 226296_s_at 15006 15723 4913 2 100 % 8  

EXOC5 218748_s_at 1039 1087 213 4 100 % 7 ja 

EXOC5 225084_at 3396 5786 2873 0 31 % 7 ja 

EXOSC4 218695_at 1405 2033 484 4 100 % 9  

EXOSC4 58696_at 2232 2317 799 0 100 % 9  

FAM54A 228069_at 800 1276 369 1 100 % 7 ja 

FAM92A1 235391_at 3657 10038 1015 0 100 % 6 ja 

FLJ32745 235644_at 354 477 75 5 100 % 6 ja 

FLJ37034 229622_at 2013 1927 671 3 81 % 7 ja 

GEMIN6 219539_at 1536 1670 439 0 100 % 8  

GINS1 206102_at 4517 1475 636 2 100 % 8  

GMPS 214431_at 4117 6120 1023 0 100 % 8 ja 

GPIAP1 200722_s_at 7556 6214 1032 0 100 % 7 ja 

GPIAP1 200723_s_at 4211 6922 2675 0 63 % 7 ja 

GPIAP1 243370_at 315 413 262 0 31 % 7 ja 

HMMR 207165_at 8786 2073 1285 3 100 % 1, Mamma  

HMMR 1557029_at 1079 444 187 2 75 % 1, Mamma  

HMMR 1562677_at 153 123 53 7 88 % 1, Mamma  

HMMR 209709_s_at 1667 1140 781 2 100 % 1, Mamma  
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HN1 217755_at 6049 8424 1247 2 100 % 8  

IGF2BP1 227377_at 1019 306 74 0 100 % 5 ja 

IGF2BP3 203819_s_at 2112 803 128 3 100 % 5 ja 

IGF2BP3 203820_s_at 1755 518 222 0 100 % 5 ja 

INTS7 222250_s_at 1368 1495 529 0 100 % 8 ja 

KIAA1008 234660_s_at 1235 1220 395 0 94 % 7 ja 

KIAA1211 227230_s_at 1636 1932 441 3 100 % 8 ja 

KIAA1333 223254_s_at 5771 1877 766 0 81 % 8 ja 

KIAA1333 223258_s_at 782 1750 259 0 100 % 8 ja 

KIF2 203087_s_at 3113 3245 844 2 100 % 4 ja 

KIF2 203086_at 1464 1059 398 2 100 % 4 ja 

KIF2C 211519_s_at 2200 3466 565 1 100 % 7 ja 

KLHL7 220238_s_at 847 1844 174 4 100 % 6 ja 

KLHL7 220239_at 1092 3124 349 2 94 % 6 ja 

KPNA2/LO

C643995 

211762_s_at 18809 11045 2272 2 100 % 6 ja 

KPNA2/LO

C643995 

201088_at 12371 15810 3943 1 100 % 6 ja 

LGALS8 210732_s_at 1144 1834 242 1 100 % 10  

LGALS8 208934_s_at 2106 2748 524 1 69 % 10  

LIN28B 229349_at 1006 421 142 5 69 % 4 ja 

LOC201725 235088_at 1074 1004 253 1 100 % n. a.  

LOC642705 228066_at 404 624 96 3 100 % n. a.  

LOXHD1 241117_at 432 533 61 4 94 % 1, Gehirn ja 

LUZP5 219588_s_at 2028 1347 676 1 100 % 8 ja 

MCM4 212141_at 3921 1994 643 6 100 % 7 ja 

MLF1IP 218883_s_at 5809 11120 2040 2 100 % 6 ja 

MLF1IP 229305_at 805 652 417 1 94 % 6 ja 

MND1 223700_at 1276 517 210 3 100 % 7  

MPP6 205429_s_at 715 1101 173 1 100 % 7  

MRPL39 218558_s_at 3594 3238 1341 1 100 % 7  

MRPL42 217919_s_at 8182 3093 907 0 100 % 9  

MRPL47 223480_s_at 7956 6644 2367 0 100 % 9  

MTCH2 217772_s_at 6934 5770 1996 0 100 % 7 ja 

MYL6B 204173_at 6403 6472 2315 3 100 % 9  

NEK2 211080_s_at 945 1372 231 2 100 % 7 ja 

NEK2 204641_at 3735 6629 1070 5 100 % 7 ja 

NOC4L 218860_at 594 609 173 2 100 % 8  

NR0B1+ 206645_s_at 6991 1179 257 4 88 % 5 ja 

NSBP1 221606_s_at 1695 2178 537 0 88 % 6 ja 

NUDT11 219855_at 2987 2388 660 7 100 % 5 ja 

NUDT21 202697_at 2569 3025 637 1 100 % 6  

NUP155 206550_s_at 1553 4529 406 0 100 % 7 ja 

NUP88 202900_s_at 3206 5955 1057 0 100 % 9 ja 

NXT2 209628_at 2074 2197 783 1 94 % 6 ja 

OIP5 213599_at 1659 2396 541 3 100 % 5 ja 

PBK 219148_at 9004 5188 443 2 100 % 7 ja 

PCDHB2 231725_at 571 813 224 0 75 % 6 ja 

PCDHB3 231394_at 3066 3077 74 3 75 % 6  
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PCDHB3 221410_x_at 246 156 50 4 88 % 6  

PHOSPHO1 236218_at 623 572 100 7 100 % 2, Hirn, 

Knochen 

ja 

PLK4 211088_s_at 203 156 49 5 88 % 6 ja 

PLK4 204887_s_at 1449 1770 376 2 100 % 6 ja 

PRAME 204086_at 3701 1999 191 0 75 % 7 ja 

PSME3 209853_s_at 1909 1387 436 2 100 % 9  

PSME3 200987_x_at 2215 1643 768 1 100 % 9  

PTTG1 203554_x_at 11132 9353 3737 3 100 % 6 ja 

RANBP5 211955_at 11094 8601 943 1 100 % 8 ja 

RDBP 209219_at 3473 5208 1239 1 100 % 7  

RIBC2 206526_at 253 2108 43 3 75 % 8 ja 

RNF141 219104_at 1413 3301 553 2 100 % 8 ja 

RNF6 210932_s_at 259 334 86 7 100 % 8 ja 

RNF6 203403_s_at 3387 3176 1443 0 75 % 8 ja 

RPL39L 210115_at 1761 5188 343 2 94 % 8 ja 

RUVBL2 201459_at 5097 7921 949 0 100 % 7 ja 

SAC3D1 205449_at 2169 3189 791 1 94 % 9  

SGOL2 230165_at 2040 2809 377 1 100 % 7 ja 

SGOL2 235425_at 1491 3804 975 1 94 % 7 ja 

SSX1/LOC6

52630+ 

206626_x_at 769 1712 289 1 81 % 6 ja 

SSX2+ 207493_x_at 719 1219 210 2 81 % 4 ja 

SSX2/LOC6

53088+ 

210497_x_at 188 2192 120 2 75 % 4 ja 

SSX2  215881_x_at 288 609 341 1 25 % 4 ja 

SSX4/SSX4

B+ 

211425_x_at 554 915 206 0 69 % 4  

SURF2 205224_at 445 1339 172 4 94 % 10  

SUV39H2 1554572_a_at 1870 1753 337 0 100 % 8 ja 

SYCP1 216917_s_at 343 2522 105 1 69 % 0 ja 

TAF9 202168_at 5003 7514 1788 0 94 % 7  

TBRG4 220789_s_at 1095 479 183 3 100 % 9  

TEX15 232760_at 931 999 83 1 100 % 6 ja 

TEX15 221448_s_at 2022 728 321 0 88 % 6 ja 

THUMPD3 223804_s_at 1668 3884 633 1 100 % 8 ja 

TIMM50 224913_s_at 3490 2004 768 2 100 % 8  

TIPIN 219258_at 1412 1077 313 1 100 % 7  

TMEM97 212281_s_at 6056 3901 1139 5 100 % 6 ja 

TMEM97 212282_at 5930 3873 1145 3 100 % 6 ja 

TP53RK 225402_at 1359 1368 355 0 100 % 8  

TRIP13 204033_at 3120 1776 597 1 100 % 7 ja 

TSN 201504_s_at 1783 1371 283 6 100 % 7 ja 

TSR1 221987_s_at 2846 597 407 1 100 % 9 ja 

TSR1 218156_s_at 2333 1573 489 1 100 % 9 ja 

TTK 204822_at 2687 2964 826 2 100 % 6 ja 

TUBB2C 208977_x_at 15861 27675 6584 3 100 % 9  

TUBG1 201714_at 3862 7800 1261 2 100 % 8 ja 

UBE2N 201523_x_at 4947 12506 1442 0 100 % 8 ja 

UBE2S/ 

LOC651816 

202779_s_at 8468 5321 1519 4 100 % 9  
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USP1 202413_s_at 9486 5630 2223 0 100 % 7 ja 

UTP18 203721_s_at 5970 4205 1304 0 100 % 7  

WDR51A 226355_at 584 657 223 4 100 % 5  

WDR54 225898_at 3110 3116 1103 0 100 % 6 ja 

WHSC1 209052_s_at 683 786 257 2 100 % 8  

WHSC1 209053_s_at 1862 2497 793 3 100 % 8  

XAGE1/LO

C653048+  

220057_at 1505 856 76 3 100 % 0 ja 

XPNPEP3 227910_at 167 216 60 3 75 % 7 ja 

XRCC4 205071_x_at 260 160 54 3 100 % 7 ja 

YWHAZ 200641_s_at 9291 8586 3088 1 100 % 8  

ZNF259 200054_at 3069 1411 780 0 94 % 9  

ZNF259 217185_s_at 916 1176 357 0 100 % 9  

ZWILCH 218349_s_at 1751 2281 300 2 100 % 6 ja 

 

Tabelle A4. Überexpression im ESFT und im Hoden (HG_U133A). In der SOURCE-

Datenbank Diehn et al. 2003) wurde nach einer Bestätigung der Expression im Hoden 

gesucht und nach Anzahl der NBA-Gewebe mit einer Expression der neuen CTA-

Kandidaten wurde bei SOURCE ebenfalls gesucht. Dabei wurden Stammzellen, Hoden, 

Ovar und Plazenta aus den NBA ausgenommen. Expressionswerte im Hoden, der Me-

dian der Expressionswerte in ESFT und die 90.Perzentil der Expressionswerte des NBA 

sind angegeben. Fett gedruckte Gene wurden auch in den Daten des Microarrays 

HG_U133Plus2.0 und ggf. nach der Suche bei SOURCE als CTA identifiziert. Auf dem 

X-Chromosom kodierte Gene sind mit einem + gekennzeichnet. n. a. = nicht 

analysierbar. 
Gen-Symbol Sondensatz Median 

ESFT 

Hoden-

Mittel-

wert 

90. 

Perzentil 

NBA-

Gewebe 

Summe 

NBA-

Gewebe 

mit 

Expres-

sion 

Prozent 

ESFT 

mit 

Expres-

sion 

Anzahl 

NBA-

Expres-

sion nach 

SOURCE 

Expres-

sion 

nach 

SOUR-

CE im 

Hoden 

ASPM 219918_s_at 800 451 113 9 100 % 7 ja 

ATAD2 218782_s_at 593 748 204 5 94 % 5 ja 

BIRC5 202095_s_at 662 736 153 8 100 % 8  

BM039 219555_s_at 216 206 59 4 88 % 8  

BUB1 209642_at 321 922 178 5 97 % 6 ja 

BUB1 215509_s_at 112 398 43 2 76 % 6 ja 

BUB1B 203755_at 834 1418 263 3 91 % 10  

C10orf3 218542_at 285 1040 82 8 100 % n. a.  

C14orf131 221709_s_at 298 448 59 5 100 % 7  

C22orf18 218741_at 309 240 96 8 97 % 8  

CARHSP1 218384_at 2342 2208 797 7 94 % 7 ja 

CCT2 201947_s_at 4296 7091 2296 0 74 % 6 ja 

CCT2 201946_s_at 2381 4226 873 0 94 % 6 ja 

CDC20 202870_s_at 860 1061 282 7 100 % 7 ja 

CDC45L 204126_s_at 175 242 46 2 94 % 7 ja 

CDCA8 221520_s_at 330 521 96 3 82 % 5 ja 

CENPE 205046_at 293 232 50 5 94 % 8  

CENPF 207828_s_at 920 897 331 7 97 % 8  

CHAF1A 214426_x_at 546 493 332 3 97 % 7  

CHAF1A 203976_s_at 224 145 26 6 94 % 7  
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DALRD3 218808_at 190 213 76 5 100 % 8 ja 

DHFR 202533_s_at 124 161 38 4 82 % 7 ja 

DTL 218585_s_at 610 568 212 4 97 % 6 ja 

DYRK1B 204954_s_at 179 190 60 5 94 % 7 ja 

DZIP3 207232_s_at 203 614 80 5 97 % 7 ja 

EPB41L2 201718_s_at 1396 1192 470 1 97 % 7 ja 

EXOSC4 218695_at 731 917 143 6 100 % 9  

EZH2 203358_s_at 1224 706 230 9 100 % 5 ja 

FLJ10719 213008_at 435 492 100 5 100 % 8  

FLJ10719 213007_at 489 609 277 2 74 % 8  

FLJ30656 212529_at 226 510 78 6 100 % 4  

FOXM1 202580_x_at 629 597 138 4 100 % 8  

GEMIN4 205527_s_at 383 988 97 9 100 % 8 ja 

GPR64+ 206002_at 8372 1366 336 3 100 % 7 ja 

HCAP-G 218663_at 298 201 49 6 100 % 8 ja 

HELLS 220085_at 256 246 89 6 97 % 6 ja 

HOOK1 219976_at 920 943 189 6 94 % 7 ja 

KIF20A 218755_at 603 916 212 9 100 % 7 ja 

KNTC1 206316_s_at 528 881 163 7 97 % 6 ja 

LOC339229 221797_at 310 223 68 3 97 % 8  

LOC90379 221849_s_at 298 410 116 6 100 % 6  

M11S1 200723_s_at 8613 5556 2838 7 100 % 7 ja 

M11S1 200722_s_at 3540 4782 1226 4 91 % 7 ja 

MBD1 208595_s_at 445 881 114 2 97 % 8 ja 

MCM4 212141_at 466 827 114 4 97 % 7 ja 

MDC1 203061_s_at 207 600 45 0 91 % 5 ja 

MLF1IP 218883_s_at 1193 5201 397 3 94 % 8 ja 

MSH5 210410_s_at 345 308 27 1 100 % 9 ja 

NASP 201970_s_at 1867 1340 526 6 100 % 5 ja 

NEK2 204641_at 316 2898 125 11 97 % 7 ja 

NFYA 204108_at 678 586 270 8 100 % 6 ja 

NFYA 215720_s_at 137 122 30 3 85 % 6 ja 

NFYA 204109_s_at 369 1078 365 0 9 % 6 ja 

NR0B1+ 206645_s_at 3475 684 123 13 100 % 5 ja 

NUDT1 204766_s_at 400 117 42 7 100 % 6  

NUP155 206550_s_at 330 1827 129 6 100 % 7 ja 

NUP93 202188_at 555 678 205 7 97 % 7 ja 

NUSAP1 219978_s_at 536 279 57 5 100 % 8  

NUSAP1 218039_at 1691 879 544 3 91 % 8  

ODF2 210415_s_at 113 6484 28 4 91 % 8 ja 

PBK 219148_at 524 3218 200 5 100 % 7 ja 

Pfs2 221521_s_at 418 429 128 7 100 % 6  

PKNOX1 204195_s_at 99 423 32 3 88 % 6 ja 

PRC1 218009_s_at 1372 1604 386 4 100 % 8  

PRRX2 219729_at 292 235 89 1 85 % 7 ja 

PTHB1 209958_s_at 196 442 71 1 82 % 8 ja 

RAD54L 204558_at 188 188 64 1 79 % 7 ja 

RANBP1 202483_s_at 2982 2768 1071 1 88 % 7  

RANBP3 202639_s_at 321 370 86 1 97 % 8 ja 
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RANBP5 211954_s_at 3594 2628 1504 3 97 % 8 ja 

RANBP5 211955_at 3018 4420 863 3 97 % 8 ja 

RNF141 219104_at 912 885 310 1 97 % 8 ja 

SEPT6/N-PAC + 212414_s_at 1936 1756 647 3 91 % 7 ja 

SHARPIN 220973_s_at 281 525 98 4 85 % 8 ja 

TOP2A 201291_s_at 588 760 83 11 97 % 8 ja 

TOP2A 201292_at 1404 1952 418 12 100 % 8  

TPX2 210052_s_at 1153 1746 377 3 100 % 8  

TSN 201504_s_at 602 736 109 4 100 % 7 ja 

UBE2S 202779_s_at 2359 3726 708 4 100 % 9  

USP18 219211_at 276 806 83 2 100 % 7  

WDR10 220744_s_at 620 3397 244 7 100 % 9 ja 

WHSC1 209053_s_at 390 1187 112 5 100 % 8  

WIZ 221783_at 601 641 169 2 97 % 8  

XAGE1+ 220057_at 65 262 15 2 62 % 0 ja 

ZWILCH 218349_s_at 345 1386 51 4 97 % 7 ja 

 

Tabelle A5. Bekannte CTA in den Microarraydaten (HG_U133Plus2.0). Für gelistete CTA 

der Datenbank des Ludwig-Instituts für Krebsforschung wurde analysiert, in wie viel 

Prozent der ESFT in den Microarraydaten eine Expression (ESFT / Median NBA > 2) 

vorlag. Es wurden alle Sondensätze eines Gens aufgelistet. Dazu wurden die Gene in 

Gruppen eingeteilt je nach Prozentzahl der ESFT-Proben, in denen sie exprimiert waren 

(letzte Spalte), und in entsprechenden Tabellenabschnitten angeführt. Es wird angege-

ben, in wie vielen NBA-Geweben eine Expression vorlag und welchen Expressionswert 

Hoden-Mittelwert, der Median der ESFT-Proben und die 90. Perzentil des NBA hatte. 

Dabei wurden Stammzellen, Ovar und Plazenta aus dem NBA ausgenommen. Fett ge-

druckte Gene wurden auch in den Daten des Microarrays HG_U133Plus2.0 in über 50 

% der ESFT exprimiert.  
In > 80 % der ESFT, 25 Gene    

Gen-Symbol Sondensatz Median ESFT Hoden-

Mittelwert 

90. Perzen- 

til NBA-

Gewebe 

Summe  

NBA- 

Gewebe mit 

Expression 

Prozent 

ESFT mit 

Expression 

ARX 238878_at 1130 604 438 10 81 % 

ARX 231020_at 72 77 214 9 25 % 

CDCA1 223381_at 2780 2213 594 5 100 % 

CEP55 218542_at 2192 1688 337 5 100 % 

DLEU1/SPANXC 205677_s_at 1179 640 784 0 94 % 

ELOVL4 219532_at 713 274 617 12 100 % 

JARID1B 201549_x_at 1989 4475 850 0 88 % 

JARID1B 201548_s_at 1384 6327 765 0 63 % 

JARID1B 211202_s_at 1957 5253 1180 0 63 % 

JARID1B 201547_at 14 77 147 0 0 % 

LDHC 207022_s_at 128 14859 196 17 100 % 

LIPI 242178_at 1479 44 140 0 81 % 

LOC440934 238727_at 661 204 305 7 100 % 

LOC440934 230844_at 114 7331 202 0 6 % 

LOC440934 244159_at 122 65 199 0 6 % 

ODF2 210415_s_at 379 13591 133 8 100 % 

ODF2 225617_at 857 1414 1102 0 19 % 

OIP5 213599_at 1659 2396 541 4 100 % 
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OIP5 1558947_at 16 66 67 7 31 % 

OIP5 1558948_a_at 50 272 441 0 0 % 

PBK 219148_at 9004 5188 443 5 100 % 

RQCD1 1553510_s_at 1068 635 551 4 100 % 

RQCD1 1554080_at 832 536 382 5 100 % 

RQCD1 213903_s_at 55 79 213 6 13 % 

RQCD1 236684_at 20 71 75 2 6 % 

SPAG9 206748_s_at 812 550 413 0 81 % 

SPAG9 212470_at 1921 3880 2317 0 13 % 

SPAG9 1554543_at 120 900 1024 0 0 % 

SPAG9 212468_at 452 1865 2071 0 0 % 

SPANXC 220217_x_at 66 2882 305 0 0 % 

SSX1 206627_s_at 30 78 50 8 56 % 

SSX1/LOC652630 206626_x_at 769 1712 289 1 81 % 

SSX2 207493_x_at 719 1219 210 4 81 % 

SSX2/LOC653088 210497_x_at 651 2192 120 11 94 % 

SSX2/LOC653088 216471_x_at 859 1706 166 0 88 % 

SSX  215881_x_at 312 609 341 1 13 % 

SSX3 207666_x_at 320 1595 206 4 88 % 

SSX3 211670_x_at 271 698 201 4 75 % 

SSX3 211731_x_at 113 465 406 0 0 % 

SSX4  210394_x_at 505 1180 231 2 81 % 

SSX4  211425_x_at 554 915 208 0 75 % 

SSX4  208586_s_at 15 36 107 1 6 % 

TEX15 232760_at 931 999 83 1 100 % 

TEX15 221448_s_at 318 728 321 0 44 % 

TMEFF1 205122_at 1940 182 1087 10 100 % 

TMEFF1 205123_s_at 899 324 256 9 100 % 

TMEFF2 223557_s_at 3891 141 1825 13 94 % 

TMEFF2 233910_at 121 36 126 5 56 % 

TMEFF2 241557_x_at 54 21 152 5 6 % 

TMEFF2 224321_at 69 1218 2974 0 0 % 

TTK/CT96 204822_at 2687 2964 826 5 100 % 

XAGE1 220057_at 1505 856 76 2 100 % 

 

In 50 bis 80 % der ESFT, 10 Gene  

    

Gen-Symbol Sondensatz Median ESFT Hoden-

Mittelwert 

90. Perzentil 

NBA-Gewebe 

Summe NBA-

Gewebe mit 

Expression 

Prozent  

ESFT mit 

Expression 

ANKRD45 236421_at 123 968 114 5 63 % 

CASC5 228323_at 1535 2992 968 5 100 % 

CASC5 1552680_a_at 309 955 421 5 63 % 

CASC5 220247_at 17 31 94 14 13 % 

CASC5 1552682_a_at 212 638 291 0 6 % 

DDX43/HAGE 220004_at 15 1601 163 0 19 % 

LOC374491 / 233675_s_at 172 1040 139 0 75 % 

LOC374491  233879_at 44 908 176 2 6 % 

MAGEA2  1553830_s_at 16 95 21 10 50 % 

MAGEA2  214603_at 49 349 106 7 50 % 

OTUB2 222878_s_at 129 3036 58 0 75 % 
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OTUB2 219369_s_at 224 113 172 0 56 % 

OTUB2 240550_at 15 56 67 0 13 % 

OTUB2 1555682_at 23 87 103 1 6 % 

PCM1/TPTE 202174_s_at 5031 10649 2399 0 75 % 

PCM1/TPTE 214118_x_at 2069 2063 2235 0 0 % 

PRAME 204086_at 3701 1999 191 0 75 % 

SPA17 205406_s_at 786 11579 394 0 69 % 

SPA17 

SYCP1 

SYCP1 

239515_at 

216917_s_at 

206740_x_at 

200 

343 

324 

671 

2522 

2362 

395 

101 

275 

0 

1 

0 

13 % 

69 % 

56 % 

 

In 30 bis 50 % der ESFT, 19 Gene 

    

Gen-Symbol Sondensatz Median ESFT Hoden-

Mittelwert 

90. Perzentil 

NBA-Gewebe 

Summe NBA-

Gewebe mit 

Expression 

Prozent 

ESFT mit 

Expression 

ACRBP 230833_at 16 213 138 13 25 % 

ACRBP 223717_s_at 117 20521 665 4 0 % 

ACRBP 223718_at 19 15118 168 0 0 % 

ACTL8 214957_at 48 50 79 5 38 % 

CABYR 224279_s_at 220 12803 301 0 31 % 

CABYR 219928_s_at 219 14808 495 2 13 % 

CTAG1A/ 

NY-ESO-1 

211674_x_at 11 627 36 2 31 % 

CTAG1B/ 

NY-ESO-1  

210546_x_at 7 646 34 5 19 % 

CTAG2/ 

NY-ESO-1 

215733_x_at 16 233 36 8 31 % 

CTAG2/ 

NY-ESO-1 

207337_at 19 86 121 0 6 % 

CTCFL 1552368_at 85 644 117 3 38 % 

DSCR8 241224_x_at 42 2883 104 5 38 % 

LEMD1 232105_at 31 93 147 6 38 % 

LEMD1 229927_at 52 3647 256 0 19 % 

LEMD1 237197_at 13 54 88 7 19 % 

MAGEA3 209942_x_at 49 1522 263 4 38 % 

MAGEA6 214612_x_at 44 1345 93 1 44 % 

MLL3/BAGE 1555409_a_at 51 84 146 5 38 % 

MORC1 220850_at 10 357 31 11 31 % 

PSMB1 214289_at 39 140 265 0 0 % 

PSMB1/XAGE3 214288_s_at 15147 9195 12357 0 38 % 

SAGE1 

SMEG1 

220793_at 

206442_at 

11 

6 

98 

25 

47 

209 

4 

12 

31 % 

31 % 

SSX5 208528_x_at 38 129 55 5 38 % 

TAF7L 220325_at 73 1378 126 6 50 % 

TAF7L 224380_s_at 33 653 77 0 13 % 

TFDP3 207385_at 17 262 66 8 38 % 

ZNF165 206683_at 46 1944 119 4 38 % 

     

     

In 10 bis 30% der ESFT, 31 Gene     

Gen-Symbol Sondensatz Median ESFT Hoden-

Mittelwert 

90. Perzentil 

NBA-Gewebe 

Summe NBA-

Gewebe mit 

Prozent 

ESFT mit 
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Expression Expression 

BRDT 206787_at 10 4990 97 9 13 % 

C21orf99 1552895_a_at 77 1176 145 2 13 % 

CALR3 1552421_a_at 13 3259 89 10 19 % 

CEP290 205250_s_at 686 661 510 0 25 % 

CEP290 221683_s_at 239 406 491 0 6 % 

CEP290 

CRISP2 

1556850_at 

210262_at 

31 

27 

283 

30557 

223 

732 

0 

5 

0 % 

19% 

CSAG2 220445_s_at 6 41 34 4 13 % 

GAGE2/ 206640_x_at 19 9162 121 3 13 % 

GAGE3 207663_x_at 9 4361 163 4 19 % 

IGSF11 228375_at 33 572 535 11 13 % 

IGSF11 237253_at 3 2103 75 10 0 % 

LY6K 223687_s_at 46 1473 247 6 25 % 

LY6K 223688_s_at 9 12 62 2 19 % 

LY6K 230910_s_at 6 90 52 4 13 % 

MAGEA1 207325_x_at 16 360 208 4 19 % 

MAGEA10 210295_at 11 51 34 3 6 % 

MAGEA11 210503_at 18 293 90 10 25 % 

MAGEA12 210467_x_at 56 689 204 0 19 % 

MAGEA5 214642_x_at 56 433 225 1 13 % 

MAGEA5 1553585_a_at 17 131 175 2 0 % 

MAGEA8 210274_at 32 226 169 0 0 % 

MAGEA8 210274_at 32 226 169 0 0 % 

MAGEA9 210437_at 76 770 284 1 25 % 

MAGEB4 207580_at 11 161 34 10 19 % 

NOL4 206045_s_at 30 1263 373 8 19 % 

NOL4 241567_at 4 18 22 6 19 % 

ODF4 1552409_a_at 41 1046 196 15 19 % 

ODF4 1552408_at 22 620 182 2 0 % 

PHF11 221816_s_at 175 817 2896 0 0 % 

PIWIL2 220686_s_at 51 1161 298 0 19 % 

PIWIL2 217421_at 10 21 45 7 6 % 

PRM1 206358_at 40 79278 175 6 13 % 

PTPN20B 215172_at 6 418 260 11 13 % 

RBM46 242516_x_at 6 699 70 1 13 % 

RBM46 244351_at 14 457 147 2 6 % 

CT45-4  1567912_s_at 9 521 60 12 25 % 

CT45-4  235700_at 28 1267 219 3 13 % 

SPANXA1  224032_x_at 17 2674 160 12 0 % 

SPANXA1  220922_s_at 16 4502 49 3 13 % 

SPANXA2/ 

KCNRG 

239098_at 103 507 358 8 25 % 

SPANXA2/ 

KCNRG 

240288_at 63 418 135 0 0 % 

TEX14 221035_s_at 24 3725 132 9 19 % 

TSPY1 217160_at 9 153 174 15 13 % 

TSPY1 217162_at 17 82 97 2 0 % 

TSPY1 207918_s_at 6 6659 42 6 0 % 

TSSK6 230989_s_at 19 837 37 2 13 % 
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TSSK6 224409_s_at 9 1089 41 10 6 % 

TSSK6 239524_at 13 181 126 6 0 % 

 

In < 10% der ESFT, 84 Gene. Für 4 Gene (CT47, CT64, CT69, CT70) waren in den Microarraydaten keine 

Sondensätze vorhanden, sodass diese Gene unberücksichtigt blieben. 

Gen-Symbol Sondensatz Median ESFT Hoden 

Mittelwert 

90. Perzentil 

NBA-Gewebe 

Summe NBA-

Gewebe mit 

Expression 

Prozent 

ESFT mit 

Expression 

ADAM2 207664_at 15 3162 104 4 0 % 

ADAM29 221337_s_at 33 1919 185 0 6 % 

AKAP3 207344_at 13 5761 64 6 0 % 

AKAP4 207019_s_at 17 8749 251 0 0 % 

AKAP4 207019_s_at 17 8749 251 0 0 % 

ARMC3 240275_at 16 2722 159 0 0 % 

BAGE 1555605_x_at 32 60 168 7 6 % 

BAGE 207712_at 43 111 111 4 6 % 

BAGE 1555369_at 31 31 100 4 0 % 

BAGE 1555603_at 18 75 141 1 0 % 

BAGE4/BAGE2 1555408_at 76 112 285 0 6 % 

CAGE1 1563787_a_at 3 239 70 8 0 % 

CAGE1/DDX53 1563787_a_at 3 239 70 8 0 % 

CCDC33 1563090_at 200 378 705 0 0 % 

CCDC33 220908_at 39 174 259 1 0 % 

CCDC36 1554909_at 67 772 199 0 0 % 

CCDC36 1564600_a_at 73 879 384 0 0 % 

CCDC36 1569690_at 58 377 359 0 0 % 

CCDC62 231567_s_at 97 6988 638 0 0 % 

COX6B2 1553367_a_at 65 2059 502 1 0 % 

CPXCR1 1560494_a_at 13 483 79 0 6 % 

CPXCR1 1560493_a_at 48 352 175 0 0 % 

CTAGE1/ 

NY-ESO-1 

220957_at 44 637 227 0 0 % 

CTAGE1/ 

NY-ESO-1 

220957_at 44 637 227 0 0 % 

CTAGE5 235790_at 15 42 95 5 6 % 

CTAGE5 204055_s_at 36 163 495 0 0 % 

CTAGE5 215930_s_at 189 432 943 0 0 % 

CTNNA2 205373_at 30 1227 555 10 0 % 

CTNNA2 243330_at 17 77 125 9 0 % 

CXorf48 221121_at 24 281 190 0 0 % 

Cxorf61 1559258_a_at 33 2034 165 0 0 % 

DDX53 1555357_at 17 322 78 2 0 % 

DKKL1 220284_at 31 5164 89 0 6 % 

DPPA2 240301_at 17 343 188 3 0 % 

FAM46D 1552461_at 23 545 140 0 0 % 

FATE1 231573_at 119 6361 367 0 0 % 

FLJ36144 1560790_at 19 5026 154 4 6 % 

FMR1NB 1552906_at 14 932 60 5 6 % 

FMR1NB 1552906_at 14 932 60 5 6 % 

FTHL17 224379_at 15 45 116 1 0 % 

GAGE1  207739_s_at 33 10423 110 4 6 % 
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GAGE1 208283_at 9 154 96 10 6 % 

GAGE1 207086_x_at 60 9717 245 4 6 % 

GAGE1 208155_x_at 48 8281 311 0 6 % 

HORMAD1 223861_at 13 5208 134 12 6 % 

HSPB9 230510_at 18 879 193 2 0 % 

IL13RA2 206172_at 10 2822 242 3 6 % 

MAGEA4 204863_s_at 189 864 6546 2 0 % 

KIAA0100 201729_s_at 2050 1235 2391 0 0 % 

KIAA0100 201728_s_at 374 829 1915 0 0 % 

Klkbl4 231287_s_at 37 3510 188 3 0 % 

KM-HN-1/ 

CCDC110 

230900_at 6 6479 185 0 0 % 

LOC196993 214418_at 10 2074 55 3 6 % 

LOC400927 239715_at 77 79 257 0 6 % 

LOC400927 236410_x_at 124 325 875 0 0 % 

LUZP4 220665_at 21 436 274 2 0 % 

LYPD6B/ 

LOC130576 

228360_at 18 1798 636 0 0 % 

MAEL 229475_at 37 12035 269 1 0 % 

MAGEA10 210295_at 11 51 34 3 6 % 

MAGEA4 214254_at 23 615 162 0 6 % 

MAGEB1 207534_at 20 533 106 0 0 % 

MAGEB2 206218_at 59 1633 304 2 0 % 

MAGEB3 207579_at 11 176 113 0 0 % 

MAGEB4 207581_s_at 11 161 35 3 6 % 

MAGEB5 234412_at 7 15 31 4 0 % 

MAGEB6 1552858_at 13 67 79 0 6 % 

MAGEC1 206609_at 56 741 283 1 0 % 

MPHOSPHO1 202974_at 604 712 4319 5 0 % 

NALP4  242334_at 5 374 33 0 6 % 

NXF2 220981_x_at 79 828 417 0 0 % 

NXF2 234173_s_at 24 716 171 0 6 % 

NXF2  220257_x_at 95 766 393 0 0 % 

ODF1 214485_at 57 18334 419 3 0 % 

ODF3 233795_at 41 777 380 8 6 % 

ODF3 1553051_s_at 14 640 217 10 0 % 

OTOA 1553432_s_at 22 246 155 6 0 % 

PAGE1 206897_at 30 426 242 0 0 % 

PAGE2 231307_at 4 601 44 8 6 % 

PAGE4 205564_at 50 266 343 0 0 % 

PAGE5 236152_at 6 21 47 4 0 % 

PASD1 240687_at 60 717 259 5 6 % 

PEPP-2 236920_at 10 1499 38 4 6 % 

PEPP-2  236920_at 10 1499 38 4 6 % 

PLAC1 219702_at 126 253 408 3 6 % 

PRM2 210122_at 7 81929 51 5 0 % 

ROPN1 224191_x_at 54 10808 257 0 0 % 

ROPN1 231535_x_at 69 11745 293 0 0 % 

ROPN1 233203_at 51 2603 218 0 0 % 

SLCO6A1 1552745_at 24 3260 180 0 0 % 
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SPACA3 243621_at 56 3282 196 0 0 % 

SPAG4 219888_at 55 1583 339 4 6 % 

SPANXB1 220921_at 19 1228 107 4 0 % 

SPATA19 1559138_a_at 17 4682 252 0 0 % 

SPINLW1 206318_at 26 1600 215 0 0 % 

SPINLW1 206319_s_at 32 6095 208 0 0 % 

SPO11 222259_s_at 17 597 159 0 0 % 

SYCE1 1554675_a_at 28 1088 167 6 6 % 

SYCE1 233084_s_at 12 1411 114 10 0 % 

TDRD1 221018_s_at 26 431 155 3 6 % 

TDRD6 232692_at 8 2283 484 2 0 % 

TDRD6 232692_at 8 2283 484 2 0 % 

TEX101 223906_s_at 19 2605 85 8 0 % 

THEG 220808_at 18 830 137 4 6 % 

TMEM108 223523_at 14 87 385 12 0 % 

TMEM108 223524_s_at 10 1595 971 9 0 % 

TMEM108 234813_at 19 98 198 3 0 % 

TMEM108 234818_at 72 196 316 0 0 % 

TPTE 220205_at 44 10280 115 3 6 % 

TSGA10 1555931_at 41 259 299 0 0 % 

TSGA10 1555932_at 23 55 121 3 0 % 

TSGA10 220623_s_at 35 2422 203 0 0 % 

TSGA10 223838_at 7 795 180 0 0 % 

TSGA10 237057_at 36 40 155 1 0 % 

TSP50 220126_at 28 808 296 2 6 % 

VENTXP1 216726_at 9 11 37 0 0 % 

VENTXP1  216722_at 18 20 116 1 0 % 

WDR40A 224789_at 1135 2491 3852 4 0 % 

XAGE4  1565454_at 341 550 1144 4 0 % 

XAGE2 229469_at 164 333 960 0 0 % 

XAGE3 236040_at 36 124 196 1 0 % 

 

 

Tabelle A6. Bekannte CTA in den Microarraydaten (HG_U133A). Für gelistete CTA der 

Datenbank des Ludwig-Instituts für Krebsforschung wurde analysiert, in wie viel Pro-

zent der ESFT-Proben der Microarraydaten eine Expression (ESFT/ Median NBA > 2) 

vorlag. Es wurden alle Sondensätze eines Gens aufgelistet. Dazu wurden die Gene in 

Gruppen eingeteilt je nach Prozentzahl der ESFT-Proben, in denen sie exprimiert waren 

(letzte Spalte) und in entsprechenden Tabellenabschnitten angeführt. Es wird angege-

ben, in wie vielen NBA-Geweben eine Expression vorlag und welchen Expressionswert 

der Hoden-Mittelwert, der Median der ESFT und die 90. Perzentil des NBA hatten. Da-

bei wurden Stammzellen, Ovar und Plazenta aus dem NBA ausgenommen. Fett ge-

druckte Gene wurden auch in den Daten des Microarrays HG_U133Plus2.0 in über 50 

% der ESFT exprimiert.  
In > 80 % der ESFT, 3 Gene      

Gen-Symbol Sondensatz Median ESFT Hoden-

Mittelwert 

90. Perzentil 

NBA-Gewebe 

Summe NBA-

Gewebe mit 

Expression 

Prozent 

ESFT 

mit 

Expres-

sion 

PBK 219148_at 524 3218 200 5 100 % 
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ODF2 210415_s_at 113 6484 28 4 91 % 

TTK 204822_at 332 2310 138 2 82 % 

 

In 50 bis 80 % der ESFT, 8 Gene 

    

Gen-Symbol Sondensatz Median ESFT Hoden-

Mittelwert 

90. Perzentil 

NBA-Gewebe 

Summe NBA-

Gewebe mit 

Expression 

Prozent 

ESFT 

mit 

Expres-

sion 

CTAGE5 204055_s_at 127 64 133 5 62 % 

CTAGE5 215930_s_at 126 233 276 3 0 % 

DDX43 220004_at 25 501 45 9 53 % 

JARID1B 201547_at 17 49 111 9 15 % 

JARID1B 201549_x_at 1061 3035 799 1 50 % 

JARID1B 211202_s_at 1369 3355 1040 2 62 % 

JARID1B 201548_s_at 636 2802 601 1 26 % 

KIAA0100 201729_s_at 1377 501 901 1 76 % 

KIAA0100 201728_s_at 263 347 552 1 0 % 

LDHC 207022_s_at 88 7819 86 5 71 % 

SSX4 208586_s_at 22 55 55 8 56 % 

SSX4 211425_x_at 169 816 274 3 38 % 

SSX4 210394_x_at 164 867 245 0 38 % 

XAGE1 220057_at 65 262 15 2 62 % 

ZNF165 206683_at 21 910 89 9 56 % 

 

In 30 bis 50 % der ESFT, 14 Gene 

    

Gen-Symbol Sondensatz Median ESFT Hoden-

Mittelwert 

90. Perzentil 

NBA-Gewebe 

Summe NBA-

Gewebe mit 

Expression 

Prozent 

ESFT 

mit 

Expres-

sion 

CASC5 

CEP290 

CEP290 

220247_at 

205250_s_at 

221683_s_at 

20 

239 

52 

99 

352 

87 

61 

227 

45 

11 

2 

1 

50 % 

38 % 

53 % 

MAGEA2/ 

MAGEA2B 

214603_at 13 157 53 7 35 % 

MPHOSPH1 205235_s_at 223 331 196 0 41 % 

MPHOSPH10 212885_at 485 47 443 0 15 % 

OIP5 213599_at 286 1302 398 4 32 % 

SPAG9 206748_s_at 283 706 265 1 32 % 

SPAG9 212470_at 783 2307 1619 3 3 % 

SPAG9 212468_at 288 438 541 3 3 % 

SPANXB1/ 

SPANXB2 

220921_at 15 516 56 11 38 % 

SSX1 206626_x_at 149 896 302 4 38 % 

SSX1 206627_s_at 4 5 20 6 21 % 

SSX2 210497_x_at 121 2007 108 0 50 % 

SSX2 207493_x_at 47 707 60 6 44 % 

SSX2 216471_x_at 67 964 101 2 44 % 

SSX2  215881_x_at 147 350 244 0 26 % 

SSX2  215881_x_at 147 350 244 0 26 % 

SSX3 211670_x_at 86 345 117 4 44 % 

SSX3 207666_x_at 107 886 193 6 41 % 

SSX3 211731_x_at 108 385 213 1 9 % 

SSX5 208528_x_at 30 77 73 2 24 % 

SYCP1 216917_s_at 53 1026 108 4 38 % 

SYCP1 206740_x_at 119 2037 211 0 32 % 
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TSP50 220126_at 79 515 117 7 59 % 

 

In 10 bis 30% der ESFT, 10 Gene 

    

Gen-Symbol Sondensatz Median ESFT Hoden-

Mittelwert 

90. Perzentil 

NBA-Gewebe 

Summe NBA-

Gewebe mit 

Expression 

Prozent 

ESFT 

mit 

Expres-

sion 

ADAM2 207664_at 6 1112 47 12 21 % 

DKKL1 220284_at 21 1852 102 4 18 % 

IMP-3 203819_s_at 42 267 84 6 21 % 

IMP-3 216494_at 32 122 112 9 15 % 

IMP-3 203820_s_at 75 363 164 3 9 % 

IMP-3 216493_s_at 16 155 138 6 0 % 

LOC196993 214418_at 13 840 41 6 18 % 

MAGEA11 210503_at 7 183 32 8 21 % 

MAGEA9 210437_at 56 604 78 5 26 % 

MAGEB4 207581_s_at 16 172 121 9 26 % 

MAGEB4 207580_at 8 388 87 9 9 % 

MORC1 220850_at 7 181 30 5 21 % 

NXF2 220981_x_at 63 508 158 5 26 % 

NXF2 220257_x_at 123 711 291 0 0 % 

SAGE1 220793_at 20 73 40 2 18 % 

 

In < 10 % der ESFT, 56 Gene. Für 51 Gene waren in den Microarraydaten keine Sondensätze vorhanden und diese 

Gene blieben deshalb unberücksichtigt. 

Gen-Symbol Sondensatz Median ESFT Hoden-

Mittelwert 

90. Perzentil 

NBA-Gewebe 

Summe NBA-

Gewebe mit 

Expression 

Prozent 

ESFT 

mit 

Expres-

sion 

ACTL8 214957_at 28 76 71 3 0 % 

BAGE 207712_at 22 62 90 1 0 % 

SPA17 205406_s_at 172 4268 321 0 0 % 

ADAM29 221337_s_at 22 1338 102 1 3 % 

AKAP3 207344_at 25 2592 61 0 0 % 

AKAP4 207019_s_at 18 2531 89 8 3 % 

BRDT 206787_at 10 1340 73 4 6 % 

CABYR 219928_s_at 158 5399 443 0 0 % 

CRISP2 210262_at 18 11276 113 9 6 % 

CSAG2 220445_s_at 6 17 13 0 3 % 

CTAG1B 217339_x_at 13 123 33 4 6 % 

CTAG1B/ 

CTAG1A 

210546_x_at 8 269 22 4 0 % 

CTAG1B/ 

CTAG1A 

211674_x_at 9 487 29 0 0 % 

CTAG2 207337_at 10 13 38 6 6 % 

CTAG2 215733_x_at 11 231 30 0 0 % 

CTAGE1 220957_at 69 465 286 0 0 % 

CXorf48 221121_at 45 214 173 1 0 % 

GAGE1 208283_at 9 75 55 4 9 % 

GAGE 207739_s_at 31 4038 99 2 0 % 

GAGE 206640_x_at 59 4803 144 1 0 % 

GAGE 207086_x_at 116 5388 282 2 0 % 

GAGE3 207663_x_at 79 2658 268 3 0 % 

GAGE4 208155_x_at 110 5225 271 0 0 % 

GAGE7 208235_x_at 59 4644 171 1 0 % 

IL13RA2 206172_at 12 2456 362 9 3 % 
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MAGEA1 207325_x_at 14 186 70 5 6 % 

MAGEA10 210295_at 12 55 48 0 0 % 

MAGEA12 210467_x_at 70 516 201 0 0 % 

MAGEA3 209942_x_at 64 1143 228 7 0 % 

MAGEA4 214254_at 29 450 101 3 0 % 

MAGEA5 214642_x_at 57 470 189 1 0 % 

MAGEA6 214612_x_at 49 721 126 3 0 % 

MAGEA8 210274_at 34 193 176 3 0 % 

MAGEB1 207534_at 24 420 130 1 0 % 

MAGEB2 206218_at 65 1121 255 1 0 % 

MAGEB3 207579_at 9 104 63 1 0 % 

MAGEC1 206609_at 69 586 228 1 0 % 

MAGEC2 215932_at 44 184 253 2 0 % 

MAGEC2 220062_s_at 77 657 203 1 0 % 

MAGEC3 216592_at 20 46 191 1 0 % 

PAGE1 206897_at 23 272 154 8 0 % 

PAGE4 205564_at 45 328 216 6 0 % 

PIWIL2 220686_s_at 145 528 275 1 3 % 

PIWIL2 217421_at 15 67 73 3 0 % 

PLAC1 219702_at 85 265 273 1 0 % 

PRM1 206358_at 19 24598 77 6 6 % 

PRM2 210122_at 5 18181 20 4 3 % 

ROPN1B 220425_x_at 53 7357 381 6 0 % 

SEMG1 206442_at 33 68 243 6 0 % 

SPANXA1 220922_s_at 13 2534 48 1 0 % 

SPANXC 220217_x_at 82 1882 313 1 0 % 

SPINLW1 206319_s_at 72 3543 243 1 0 % 

SPINLW1 206318_at 78 779 178 0 0 % 

SPO11 222259_s_at 47 367 172 3 0 % 

TAF7L 220325_at 79 952 186 2 0 % 

TDRD1 221018_s_at 30 214 126 1 0 % 

TEX15 221448_s_at 134 581 298 1 3 % 

TFDP3 207385_at 11 224 51 4 6 % 

THEG 220808_at 46 366 194 5 0 % 

TPTE 220205_at 41 6862 100 2 0 % 

TSGA10 220623_s_at 69 1524 170 1 3 % 

TSPY1 217160_at 15 35 54 3 0 % 

TSPY1 217162_at 18 40 90 2 0 % 

TSPY1/TSPY2 207918_s_at 3 2464 13 2 3 % 

TULP2 206733_at 89 1404 307 0 0 % 

VENTXP1 216726_at 9 19 38 3 0 % 

VENTXP1 216722_at 29 45 81 0 0 % 

 
Tabelle A7. EWS-ERG und EWS-FLI1-regulierte CTA. Nach der Auswertung öffenlich 

zugänglicher Microarray-Datensätze durch EWS-ERG- und EWS-FLI1-induzierte Gene 

in MSC wurden auf ein CTA-spezifisches Expressionsprofil in Hoden und ESFT hin 

untersucht. Es wurden bekannte CTA nach der Datenbank des Ludwig-Instituts für 

Krebsforschung (Almeida et al. 2009), sowie auch nach der Datensätzen-Analyse neue 

CTA-Kandidaten (siehe Kapitel 2 „Material und Methoden“) mit gleichzeitiger Über-

expression in Hoden und ESFT, des Weiteren nach Recherche in der SOURCE-

Datenbank (Diehn et al. 2003) bestätigte neue CTA-Kandidaten, sowie CTA-

Kandidaten, die bei Hofmann et al. 2008 genannt wurden, mit den EWS-ERG und 

EWS-FLI1 induzierten Genen verglichen. 
Bekannte CTA und neue CTA-

Kandidaten 

EWS-ERG-reguliert EWS-FLI-reguliert 
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Bekannte CTA (Almeida et al. 

2009) HG_U133A 

Keine Gene gefunden SPAG9 (206748_s_at) 

Bekannte CTA (Almeida et al. 

2009) HG_U133PLUS2.0 

Keine Gene gefunden PCM1 (209997_x_at), SPAG9 (206748_s_at) 

CTA-Kandidaten (Hofmann et 

al. 2008) HG_U133PLUS2.0 

Keine Gene gefunden PHOSPHO1(236218_at), TAF9B 

(s_at_221618) 

Nach Berechnung mögliche 

neue CTA-Kandidaten im ESFT 

HG_U133A 

EZH2 (203358_s_at) ATAD2 (218782_s_at), BUB1 

(215509_s_at), BIRC5 (210334_x_at), 

NUSAP1 (219978_s_at) 

Nach Berechnung mögliche 

neue CTA-Kandidaten im ESFT 

HG_U133PLUS2.0 

IGF2BP3 (203819_s_at), 

IGF2BP1 (227377_at), 

LGALS8 (208934_s_at, 

210732_s_at, 208936_x_at ), 

FLJ37034 (229622_at) 

CDCA2 (236957_at), NUDT21 (213461_at), 

LGALS8 (208934_s_at), DEPDC1 

(232278_s_at), BUB1(215509_s_at), NEK2 

(211080_s_at), DCUN1D1(222678_s_at), 

YWHAZ (200641_s_at), EPB41 

(207793_s_at), CDC25C (217010_s_at), 

PLK4 (211088_s_at), TAF9B/LOC653068 

(221618_s_at), CTDSPL2 (1555106_a_at), 

RNF6 (210932_s_at), C1orf121 

(219875_s_at), PHOSPHO1 (236218_at) 

Nach SOURCE mögliche neue 

CTA-Kandidaten im ESFT 

HG_U133A 

RCN3 (219102_at), MDFI 

(205375_at) 

TDRD3 (1569069_s_at), 

ENPP1(205066_s_at) 

Nach SOURCE mögliche neue 

CTA-Kandidaten im ESFT 

HG_U133PLUS2.0 

PAPPA (224941_at, 

224940_s_at), EZH2 

(203358_s_at) 

ATAD2 (218782_s_at), TMEM48 

(218073_s_at), BCAT1(214452_at, 

214390_s_at), TMPO (209753_s_at, 

209754_s_at), PRSS35 (235874_at) 

 
Tabelle A8. Signalwege potentieller CTA-Kandidaten. Zellbiologische Funktionen der neu-

en, hier erstmals identifizierten CTA-Kandidaten mit CTA-typischen Expressionsprofi-

len (Überexpression in Ewingtumoren und im Hoden). Die Zuordnung zu Signalwe-

gen erfolgte anhand der Source-Datenbank (Diehn et al. 2003).  

Signalwege Anzahl der CTA-Kandidaten 

Zellzyklus 72 

Transkription 57 

Apoptose 21 

Meiose 20 

Ubiqitin/Proteasom 19 

DNA-Reparation 19 

Kohlenhydratstoffwechsel / Insulin 15 

Zytoskelett 14 

p53-Signalweg 13 

Oxidativer Stress 8 

Wnt-Signalweg 6 

Axonwachstum 5 

T-Zell-Aktivierung 2 

Angiogenese 1 

PDGF-Signalweg 1 

Mit Huntington-Erkrankung assoziiert 1 

Mit Parkinson assoziiert 1 

Rezeptor für Corticotropin freisetzenden Faktor  1 

TGF beta 1 

D1-Dopamin-Rezeptor-Signalweg 1 
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8 Thesen 

1. Es konnten durch die Analyse von Microarray-Datensätzen und durch Datenbank-

Recherchen zahlreiche in Ewing-Tumoren und Hoden stark überexprimierte Gene erst-

mals als neue Cancer-Testis-Antigen-Kandidaten identifiziert werden.  

2. Es konnte für viele bereits bekannte Cancer-Testis-Antigene hier erstmals auch eine 

Expression in Ewing-Tumoren (ESFT) nachgewiesen werden. 

3. Die beschriebenen Funktionen der neuen Cancer-Testis-Antigen-Kandidaten könnten 

teilweise mit dem malignen Phänotyp von Ewing-Tumoren in Verbindung stehen.  

4. Einige der in Ewing-Tumoren identifizierten Cancer-Testis-Antigene oder neuen 

Cancer-Testis-Antigen-Kandidaten erwiesen sich in der Analyse von Microarray-

Expressionsdaten als Zielgene der aberranten Transkriptionsfaktoren EWS-FLI1 und 

EWS-ERG und könnten somit für den aggressiven Phänotyp des ESFT 

mitkonstituierend sein. 

5. In den Clusteranalysen der Microarraydatensätze zerfielen die Ewing-Tumor-Gewebe 

nach ihrer Cancer-Testis-Antigen-Expression in zwei Untergruppen, wobei eine Gruppe 

eine größere Nähe zu Hoden, embryonalen Stammzellen und humanen mikrovaskulären 

Endothelzellen aufwies als zu der anderen Ewingtumor-Untergruppe. Es ist daher davon 

auszugehen, dass bestimmte Ewingtumor-Proben eine stärkere Stammzellsignatur auf-

weisen als andere mit eventuell prognostischer Relevanz. 

6. Es konnte gezeigt werden, dass gegen zwei Peptide des in Ewing-Tumoren charakteris-

tischerweise exprimierten Cancer-Testis-Antigens Lipase I eine zelluläre Immunantwort 

in vitro induzierbar ist. 

7. Für die Lipase I-Peptide LDYTDAKFV und NLLKHGASL war bei drei von dreizehn 

auswertbaren Spendern (23 %) eine Immunantwort mit IFNγ-Freisetzung bzw. mit Lyse 

von A673-Zellen induzierbar.  

8. Bei keinem Spender konnten für das Lipase I-Peptid SLSVHIKNC spezifische T-Zellen 

generiert werden. 

9. Die immunogenen T-Zell-Epitope aus Lipase I könnten in der klinischen Immunthera-

pie anwendbar sein.  

10. Bei der Entwicklung eines Impfstoffs als therapeutische Option für Patienten mit ESFT 

kann möglicherweise auch auf Peptid-Epitope der neuen, hier identifizierten CTA-

Kandidaten und der bekannten CTA im Ewing-Tumor zurückgegriffen werden. 
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