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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Chronische Myeloische Leukamie

1.1.1 Klinische Grundlagen der CML

Die CML ist eine klonale Veranderung der Hamatopoese und gehért zu den chronischen
myeloproliferativen Erkrankungen. Sie ist durch eine periphere Leukozytose mit einer
Ausschwemmung myeloischer Zellen aller Reifungsstadien gekennzeichnet und beruht auf
einer stark gesteigerten Myelopoese im Knochenmark. Der Verlauf ist zwei- oder
dreiphasig mit einer meist mehrjahrigen chronischen Phase, die entweder allmahlich tGber
eine Akzelerationsphase oder direkt in die Blastenkrise Ubergehen kann. Das klinische
Bild ist in der chronischen Phase durch unspezifische Allgemeinsymptome wie Mldigkeit,
Gewichtsverlust oder Leistungsabfall gekennzeichnet (Hochhaus et al., 2004). Bei mehr
als der Halfte der Patienten wird die Diagnose in dieser Phase bei Routineuntersuchungen
gestellt. Die wichtigsten Diagnosekriterien sind Leukozytose mit gehauftem Auftreten von
myeloischen Vorstufen im peripheren Blut, Splenomegalie, Auftreten des Philadelphia-
Chromosoms oder des BCR-ABL-Transkripts, sowie ein hyperzellulares Knochenmark. In
der akzelerierten Phase erhéhen sich die Anteile unreifer Vorstufen im Blut und im
Knochenmark, die Leukozytose verschlechtert sich und wird haufig von einer
Thrombozytopenie begleitet. Der pldtzliche Ubergang in die Blastenkrise ist durch einen
Anteil von 230% Blasten im peripheren Blut und im Knochenmark, sowie blastare Infiltrate
auBerhalb von Lymphknoten oder Milz gekennzeichnet (Hochhaus et al., 2004). Das
mediane Uberleben unter Therapie betragt in der Blastenkrise 3-9 Monate (Sacchi et al.,
1999; Sawyers et al., 2002).

1.1.2 Molekulare Grundlagen der CML

Das zytogenetische Charakteristikum der CML ist das sog. Philadelphia-Chromosom (Ph).
Das Ph ist ein verkirztes Chromosom 22, das durch eine erworbene reziproke
Translokation zwischen den langen Armen der Chromosomen 9 und 22, t(9;22)(g34;q11),

entsteht.
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Abb. 1: Das Philadelphia-Chromosom (Ph; t(9;22)(q34;q11)) (aus www.cmlsupport.com)

Durch diese Translokation wird ein Teil des BCR-Gens, mit unbekannter Funktion, mit
einem Teil des c-ABL-Gens, das eine Tyrosinkinase kodiert, fusioniert. Das chimare BCR-
ABL-Onkogen wird in ein chimares Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von 210
(p210), 190 oder 230 kDa translatiert, das konstitutive ABL-Kinase-Aktivitat im Zytoplasma
aufweist (Lugo et al., 1990). Seine Aktivitat fihrt durch Deregulation der fir Proliferation,
Apoptose und Adhésion verantwortlichen Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren,
darunter der MAP Kinase-Weg, der PI3-Kinase-Weg, der Jak/STAT5-Weg und Myc, zur
malignen Transformation der Philadelphia-Chromosom-positiven Zellen und wird als das
atiologische Ereignis in der Entstehung der CML angesehen (Heisterkamp et al., 1990).
Etwa 7% der klinisch als CML diagnostizierten Patienten sind Ph- und BCR-ABL-negativ
(Bennett et al., 1994).

Die Aufklarung der pathogenetischen Mechanismen begann 1960, als Nowell und
Hungerford eine spezifische chromosomale Veradnderung der leukamischen Zellen
beschrieben. Diese wurde nach dem Ort der Entdeckung ,Philadelphia-Chromosom (Ph)*
genannt und im Jahr 1973 als verkirztes Chromosom 22 identifiziert (Nowell and
Hungerford, 1961; Rowley, 1973). Durch die Entdeckung, dass das zellulare Onkogen c-
ABL von Chromosom 9 in die Bruchpunktregion (,breakpoint cluster region®“, BCR) auf
Chromosom 22 transloziert wird, konnte Mitte der 1980er Jahre die molekulare Basis der
Translokation aufgeklart werden (de Klein et al., 1982; Bartram et al., 1983; Heisterkamp
et al., 1983; Heisterkamp et al., 1985). Kurz darauf wurde nachgewiesen, dass das durch
das chimare BCR-ABL-Onkogen kodierte 210-kDa-Fusionsprotein (p2108¢R#8h)
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konstitutive Tyrosinkinase-Aktivitat aufweist (Konopka et al., 1985; Ben Neriah et al.,
1986). Die pathogenetische Relevanz des BCR-ABL-Gens im Rahmen der
Leukdmogenese wurde durch Transfektions- und Transplantationsmodelle in vitro und in
vivo sowie durch die Wirkung des selektiven ABL-Inhibitors Imatinib belegt. (Elefanty et al.,
1990; Daley et al., 1990; Heisterkamp et al., 1990; Druker et al., 1996; Deininger et al.,
1997; Zhao et al., 2001).

plo0kD (ela2) A l
p210kD (b2az, A l
h3a2)
p230kD (e19a2) A l

BCR ABL

N C Nm l uC

Serin-/Threoninkinase- Tyrosinkinase-
Doméne Doméne

Abb. 2: Molekulare Struktur der BCR-ABL Fusionsproteine (nach Hehimann et al., 2007 )

Obwohl die Pathogenese der CML heute weitgehend aufgeklart ist, sind die
zytogenetischen und molekularen Mechanismen der Progression nach wie vor unbekannt.
Wahrend des Ubergangs von der chronischen Phase in die Blastenkrise kénnen zusétzlich
zum Philadelphia-Chromosom weitere zytogenetische Anomalien auftreten, was als
klonale Evolution bezeichnet wird (Cortes and O'Dwyer, 2004). Mutationen und Deletionen
in bestimmten Genen, wie z.B. p53, p16/INK4a und RB kdénnen ebenso auftreten.
Zusétzlich gibt es Hinweise darauf, dass die Familie der Src-Kinasen an der Progression
der CML beteiligt ist (Wetzler et al., 1993; Sacha et al., 2003; Marktel et al., 2003; Donato
et al., 2003).
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1.1.3 Ph-negative CML

Das Philadelphia-Chromosom lasst sich bei ca. 10% der klinisch und morphologisch als
CML charakterisierten Félle nicht nachweisen. Mit Hilfe molekularbiologischer Techniken
ist bei 30-50% dieser Patienten dennoch eine BCR-ABL-Fusion nachweisbar (Ph-
negative, BCR-ABL-positive CML). Ursache sind alternative Translokationen mit varianten
Rearrangierungen von ABL innerhalb des BCR-Locus oder auch die Beteiligung weiterer
Chromosomen (Huret, 1990). In Bezug auf die Auspragung und den Verlauf der
Erkrankung sowie das Ansprechen auf Therapie und das Uberleben entsprechen diese
Falle der Ph-positiven CML. Die Kklinische Ahnlichkeit der Ph-negativen, BCR-ABL-
negativen, sog. atypischen CML, zur klassischen CML wird durch z.T. ungeklarte
Mechanismen hervorgerufen. Es kdénnen Bruchpunkte auBerhalb der typischen
Lokalisationen innerhalb der BCR- und ABL-Loci auftreten, Rearrangierungen mit
unbekannten Genen auftreten oder Mutationen innerhalb der BCR- oder ABL-Gene ohne
Translokation verantwortlich sein (Costello et al., 1995). Diese Form der CML betrifft vor
allem altere Patienten und hat eine schlechte Prognose. Aufgrund der Heterogenitat der
Erkrankung ergeben sich groBe Unterschiede hinsichtlich der Therapieoptionen und des

Therapieerfolges.

1.2 Therapie der CML

1.2.1 Therapie vor 2001

Vor 1980 wurde die CML konventionell mit Busulfan oder Hydroxyurea behandelt und
hatte eine schlechte Prognose (Savona and Talpaz, 2006). Obwohl diese Substanzen die
hamatologische Manifestation der Erkrankung kontrollierten, waren sie nicht in der Lage
die Progression zu verhindern oder zu verzégern. Die Behandlung mit IFN-a, die seit den
frihen 1980er Jahren angewendet wird, stellte eine signifikante Verbesserung dar, indem
sie bei Patienten in der chronischen Phase zu hamatologischen und zytogenetischen
Remissionen filhrte und das 5-Jahres-Uberleben im Vergleich zu friiheren Behandlungen
deutlich verbesserte (Hehlmann et al., 1994; Chronic Myeloid Leukemia Trialists'
Collaborative Group, 1997). Eine Kombination des DNA-Syntheseinhibitors Cytarabin mit
IFN-a zeigte weitere Vorteile (Guilhot et al., 1997; Kantarjian et al., 1999) Die einzige

kurative Therapie bleibt bis heute die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation
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(allo-SZT), aufgrund diverser Schwierigkeiten bei der Durchfiihrung, wie z.B. der hohen
Frihmortalitat, wird sie jedoch nur bei Patienten mit Hochrisiko-CML empfohlen. Die

Erstlinientherapie gegen CML ist heute der selektive Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib.

1.2.2 Imatinib

Da das BCR-ABL-Fusionsprotein nur in den CML-Blasten vorkommt, nicht jedoch bei
normalen Zellen, zielen verschiedene innovative Therapien auf dieses tumorspezifische
Antigen. So war Glivec® (STI 571, Imatinib; Novartis) das erste Medikament gegen eine
Krebserkrankung, welches ein spezifisches Enzym inhibiert. Dieses Molekull bindet in der
inaktiven Konformation des Enzyms an einen Teil der ATP-Bindungsstelle (siehe Abb. 3)
und wirkt dort als kompetitver Inhibitor (Roskoski, Jr., 2003). Neben Abl-Rezeptor-
Tyrosinkinasen inhibiert Imatinib zusatzlich PDGFR, sowie den Stammzellfaktor-Rezeptor
c-Kit, nicht jedoch die eng verwandten Tyrosinkinasen FIt-3, Flt-1 und Tek, c-Met oder die
Nonrezeptor-Tyrosinkinasen Src und Jak-2 (Buchdunger et al., 2000). Druker et al.
zeigten, dass durch die Hemmung der BCR-ABL-Aktivitat das Wachstum von CML-
Zellinien und Ph™ Kolonien selektiv unterdriickt wird (Druker et al., 1996; Gambacorti-
Passerini et al., 1997; Deininger et al., 1997). 2001 erhielt die Substanz die Zulassung der
FDA und der EMEA fir die Behandlung von IFN-a-resistenten Patienten in der
chronischen Phase, seit 2002 ist Imatinib auch fir die Erstlinientherapie in der chronischen

Phase zugelassen.

Die Inhibition der Aktivitat der Tyrosinkinase c-KIT wird in der Therapie gastrointestinaler
Stromatumoren (GIST), die sehr haufig eine Mutation im c-KIT-Gen aufweisen, genutzt
(Hirota et al., 1998). Seit 2002 ist Imatinib auch fur diese Indikation zugelassen und hat zu
auBergewohlichen Erfolgen in der Therapie der klinisch durch eine hohe Refraktaritat
gegenlber konventionellen Zytostatika gekennzeichneten Tumoren gefihrt (Siddiqui and
Scott, 2007).

Auch in der Therapie der CML konnte durch den Einsatz von Imatinib eine signifikante
Verlangerung der hdmatologischen und zytogenetischen Remissionen und der mittleren
Uberlebenszeit erreicht und so die Behandlung der Patienten stark verbessert werden
(Lugo et al., 1990; Schindler et al., 2000; Tothova et al., 2005; Roy et al., 2006). Die
Wirksamkeit wurde in der Phase Il IRIS-Studie (International Randomized Study of
Interferon and STI571) unter Beweis gestellt, in der eine t&gliche Dosis von 400 mg
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Imatinib mit der Kombination von IFN-a und Cytarabin bei Patienten mit neu
diagnostizierter CML in chronischer Phase verglichen wurde (n = 1106). Insgesamt
erreichen 76%, je nach Risikogruppe sogar bis zu 90% der Patienten komplette
zytogenetische Remissionen unter Imatinib-Therapie. Bei der friheren Erstlinientherapie
mit IFN-a/Cytarabin erreichen nur 14% der Patienten komplette zytogenetische
Remissionen (O'brien et al., 2003; Hehimann et al., 2007b).

Imatinib

. ¥
o3
: @ktivierungs-

, schleife

Abb. 3: Modell der Imatinib-Bindung an der ABL-Tyrosinkinase (modifiziert nach Protein Data Bank ID:
11EP)

1.2.2.1 Resistenzentwicklung gegen Imatinib

Trotz der positiven Entwicklung in der Therapie der CML stellt die Resistenzentwicklung
gegentber Imatinib ein Problem dar. In den meisten Féllen sind Punktmutationen in der
katalytischen Domane der BCR-ABL-Kinase (P-loop), die die Bindung des Imatinib
beeintrachtigen, oder die Amplifikation des BCR-ABL-Gens flir den Verlust der Effizienz
verantwortlich, aber auch BCR-ABL-unabhangige Mechanismen, wie bespielsweise

differentielle Genexpression in resistenten Zellen, sind beschrieben worden (Donato et al.,
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2003; Sacha et al., 2003; Tauchi and Ohyashiki, 2004; Villuendas et al., 2006; Nicolini et
al., 2006; Litzow, 2006). Die Therapie wird zunachst mit einer Erhéhung der taglichen
Imatinibdosis, in der Regel die Verdopplung auf 800 mg, fortgesetzt. Bei einem erneuten
Versagen der Therapie werden heute auch alternative Tyrosinkinaseinhibitoren und
experimentelle Kombinationstherapien eingesetzt (Jabbour et al., 2007). In einigen Fallen
kommt auch eine allo-SZT in Frage.

1.2.3 Neue Tyrosinkinaseinhibitoren

Neue Substanzen, die bei Imatinib-Resistenz wirksam sein kdnnen, sind beispielsweise
Dasatinib und Nilotinib. Dasatinib (SPRYCEL®, Bristol-Myers Squibb, NY, USA) ist ein
potenter Tyrosinkinaseinhibitor, der ebenso wie Imatinib neben BCR-ABL, c-KIT und
PDGFR, aber auch verschiedene onkogene Proteine wie Src-Kinasen inhibiert und 2006
in den USA und der EU fir die Therapie Imatinib-resistenter oder —intoleranter Patienten
zugelassen wurde. Er bindet im Gegensatz zu Imatinib nicht nur an die inaktive
Konformation des BCR-ABL, sondern auch an die aktive Konformation und ist gegen die
meisten Mutationen der BCR-ABL-Kinasedoméane aktiv (Shah et al., 2004; O'Hare et al.,
2005; Jabbour et al., 2007). Nilotinib ist ein selektiver BCR-ABL-Kinaseinhibitor, der sich
zurzeit in klinischer Entwicklung befindet. Die Zulassung fir die USA und die EU wird
Ende 2007 erwartet. Nilotinib zeigt eine 30- bis 50-fach héhere Potenz als Imatinib und
inhibiert neben BCR-ABL ebenfalls ¢c-KIT und PDGFR. In Phase | und II-Studien erwies
sich Nilotinib, &hnlich wie Dasatinib, als wirkungsvoll gegen fast alle bekannten BCR-ABL-
Mutationen (Kantarjian et al., 2006; Jabbour et al., 2007).

1.2.4 Kombinationstherapien

Ein interessanter Ansatz zur Uberwindung der Imatinib-Resistenz stellt neben neuen
Tyrosinkinaseinhibitoren auch die Kombination von Imatinib mit anderen Substanzen wie
klassischen Chemotherapeutika, Tyrosinkinaseinhibitoren oder spezifischer Inhibitoren
zusatzlicher proliferativer Signalmolekile wie z.B. Ras dar. Hierbei sollen synergistische
Effekte der Substanzen mit Imatinib zu verbessertem Ansprechen besonders in der
Blastenkrise sowie zur Prévention und Uberwindung der Resistenzentwicklung und
geringerer Toxizitat der Behandlung fihren. Praklinische Untersuchungen von Weisberg et
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al. zeigten bereits eine additive Zytotoxizitat von Nilotinib und Imatinib (Weisberg et al.,
2007), was die klinische Bedeutung einer Kombination zweier Tyrosinkinaseinhibitoren
nahelegt. Eine Kombination von Imatinib mit dem Farnesyltransferasehemmer Lonafarnib
wurde in einer Phase |-Studie als sicher und gut vertraglich eingestuft (Cortes et al., 2007).
In einer Phase I/lI-Studie zeigte die Kombination aus den Topoisomerase ll-Inhibitoren
Mitoxantron/Etoposid und dem Cytosin-Analogon Cytarabin mit Imatinib Wirkung bei
Patienten in der Blastenkrise und bewirkte einen Uberlebensvorteil bei anschlieBender
allo-SZT im Vergleich mit konventioneller Behandlung (Fruehauf et al., 2007). Ebenso
stellte sich die Kombination des DNA-Methyltransferaseinhibitors Decitabin mit Imatinib bei
fortgeschrittenen Stadien der CML, insbesondere bei Patienten ohne Mutationen in der
BCR-ABL-Kinase, als wirksam heraus (Oki et al., 2007).

1.2.5 Allogene Stammzelltransplantation

Die bis heute einzige kurative Behandlungsoption ist die allogene
Stammezelltransplantation. Durch den Erfolg der BCR-ABL-Inhibitoren hat sie in den letzten
Jahren insbesondere als Erstlinientherapie stark an Bedeutung verloren. Zudem zeigen
neue Studien, dass eine medikamentése Therapie insbesondere bei friihen Stadien der
CML einer allo-SZT vorzuziehen ist (Hehlmann et al., 2007a). Dennoch bleibt die allo-SZT
unter bestimmten Bedingungen eine wichtige Behandlungsoption, insbesondere nach
wiederholtem Therapieversagen. Die Mdglichkeit einer Heilung muss allerdings sorgféltig
gegen die vielfaltigen Risiken fir den Empfénger, wie beispielsweise eine hohe
transplantations-assoziierte Mortalitdt, GVHD, Infektionen oder das Auftreten von
Sekundarmalignomen, abgewogen werden (Hochhaus et al., 2004; Grigg and Hughes,
2006). Zusatzlich ist der Erfolg in hohem MaBe von definierten Risikofaktoren abhangig,
wie dem Alter des Patienten, dem Vorhandensein eines Geschwisterspenders sowie dem
Zeitpunkt der Transplantation in Bezug auf das Krankheitsstadium und die
Krankheitsdauer seit der Diagnose (Jabbour et al., 2007).
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1.3 Immunantwort gegen CML

1.3.1 Einfluss von Imatinib auf Zellen des Inmunsystems

In mehreren Forschungsarbeiten konnte bereits demonstriert werden, dass Imatinib
hemmende Wirkung auf Zellen des Immunsystems hat. Appel et al. konnten nachweisen,
dass therapeutische Konzentrationen von Imatinib sowohl die Differenzierung von
Dendritischen Zellen verhindern als auch ihre Funktionen, wie z.B. Migration,
Zytokinsekretion und Stimulation von T-Zellproliferation, unterdriicken kénnen (Appel et
al., 2004; Appel et al., 2005). Auch ein direkter hemmender Einfluss auf die Proliferation
und Effektorfunktion von CD4+ T-Zellen (Dietz et al., 2004) als auch CD8+ T-Zellen
(Seggewiss et al., 2005; Chen et al., 2006) wurde beschrieben, ebenso wie eine durch
Imatinib bedingte verschlechterte Erkennung von BCR-ABL+ Zellen durch NK-Zellen
(Cebo et al., 2006). Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse liegt der Schluss nahe, dass
die klinische Anwendung von Imatinib eine Reduktion der Effektivitat insbesondere von auf

der Induktion von T-Zell-Antworten basierenden Immuntherapien zur Folge haben kann.

1.3.2 Immunantwort unter Therapie

Es gibt Hinweise darauf, dass die Induktion von Remissionen bei CML zumindest zum Teil
von der Ausbildung spezifischer Immunantworten abhangt. Bei mit IFN-a behandelten
CML-Patienten wurden zytotoxische T-Zellen (CTLs) gefunden, die spezifisch flir Peptide
aus Uberexprimierten Antigenen wie Proteinase-3 (PR3) oder WT1 waren und so zu einer
Eliminierung der malignen Zellen beitragen kénnen (Molldrem et al., 2000; Gao et al.,
2000; Burchert et al., 2003; Grunebach et al., 2006). Von Burchert et al. konnte gezeigt
werden, dass im Gegensatz zu einer IFN-a-Therapie mit Imatinib behandelte Patienten
stark verminderte CTL-Antworten aufweisen. Die Ergebnisse dieser Studie lassen
vermuten, dass IFN-a eine Induktion der Proteinase 3-Expression vermittelt, welche eine
PR3-spezifische T-Zell-Antwort nach sich zieht, wahrend dieser Effekt bei einer Imatinib-
Behandlung nicht auftritt (Burchert et al., 2003). Méglicherweise werden also unter IFN-a-
Therapie immunogene Antigene hochreguliert, so dass eine aktive Immunantwort gegen
CML zustande kommen kann. Der unterschiedliche Charakter der Remissionen unter IFN-
a bzw. Imatinib in Bezug auf die Beteiligung des Immunsystems kénnte auf den bereits in

vitro und in vivo nachgewiesenen immunsuppressiven Effekt von Imatinib (siehe 1.3.1)
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oder auf eine verringerte Immunogenitat der CML-Zellen zurlickzuflihren sein. Imatinib
kénnte entsprechend mit immuntherapeutischen Anséatzen, die auf Dendritischen Zellen

und der Induktion von CTL-Antworten in vivo basieren, interferieren.

1.3.3 Immuntherapeutische Strategien

Selbst bei einem vollstandigen Ansprechen auf eine Imatinib-Therapie und der Ausbildung
einer kompletten zytogenetischen Remission kénnen bei den meisten Patienten mittels
PCR BCR-ABL-Transkripte im peripheren Blut nachgewiesen werden (Lin et al., 2003).
Eine Heilung durch einen Tyrosinkinaseinhibitor erscheint nach heutigem Verstandnis
wenig wahrscheinlich. Diese Medikamente erreichen lediglich die Eindammung der
minimalen Resterkrankung und wirken nicht direkt gegen die Leukamiestammzellen
(Copland et al., 2005; Jiang et al, 2007). Die Entwicklung weiterfihrender
Therapiestrategien hat daher unter anderem zum Ziel, die minimale Resterkrankung unter
Umgehung der allo-SZT zu behandeln. In diesem Kontext erscheinen
immuntherapeutische Strategien vielversprechend, da die Aktivierung der kdrpereigenen
Abwehr eine vollstdndige Elimination der BCR-ABL-positiven Leukdmiestammzellen zu
ermdglichen scheint (Guinn et al., 2007).

Immuntherapiestudien haben zum Ziel, durch die Verwendung von verschiedenen Zell-
oder Antigen-basierten Vakzinen leuké&miespezifische Immunantworten gegen definierte
oder undefinierte CML-assoziierte Antigene zu induzieren. Aufgrund der starken
immunstimulatorischen Kapazitdt von Dendritischen Zellen (DCs) basieren viele
Immuntherapieprotokolle auf dem Einsatz dieser professionellen antigenprasentierenden
Zellen (Takahashi et al., 2003; Reichardt and Brossart, 2005; Westermann et al., 2007).
Allerdings sind bei der Anwendung wahrend einer medikamentdsen Therapie die bereits
erlauterten immunsuppressiven Effekte des Imatinib zu bedenken.

Da das BCR-ABL-Protein als Neoantigen der CML-Zellen als tumorspezifisches Antigen
fungieren kann, wurden klinische Vakzinierungsstudien mit dem Ziel entwickelt, T-Zellen
zu induzieren, die Epitope aus BCR-ABL auf malignen Zellen erkennen und diese
eliminieren. In den meisten dieser Studien wurden DCs verwendet, die aus Ph* Zellen
hergestellt wurden und die gesamte antigene Information der Zellen, inklusive BCR-ABL,
beinhalteten (Fujii et al., 1999; Westermann et al., 2000; Westermann et al., 2007). In
diesen Studien gab es zwar klinisches Ansprechen auf die Vakzine, BCR-ABL-spezifische
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T-Zellantworten konnten jedoch kaum nachgewiesen werden, was darauf schlieBen lasst,
dass die Antigenitat dieses Molekils nicht sehr stark ist (Grunebach et al., 2006). Auch
eine entsprechende in vitro-Studie kam unter Verwendung RNA-transfizierter dendritischer
Zellen zu dem Ergebnis, dass BCR-ABL kein immundominantes Antigen in der CML
darstellt (Grunebach et al., 2006).

Im Gegensatz dazu wurden bei weiteren Studien auf Basis des BCR-ABL-Neoantigens
Peptidvakzine eingesetzt. Die Peptide stammten aus der Fusionsregion b3a2 des BCR-
ABL-Gens und induzierten bei Patienten sogar unter Imatinib-Therapie peptidspezifische
CD4+ T-Zell-Antworten und klinisches Ansprechen. Ob diese T-Zellen allerdings an der
Elimination der CML-Zellen direkt beteiligt waren, konnte nicht abschlieBend geklart
werden (Cathcart et al., 2004; Bocchia et al., 2005).

Ein anderer Ansatz der Peptidvakzinierung verwendet tumorassoziierte Antigene (TAA),
die in der CML und anderen malignen Erkrankungen Gberexprimiert werden und eine Rolle
bei der Aufrechterhaltung des leukamischen Phanotyps spielen. So hat beispielsweise das
antiapoptotische Molekll Survivin in der CML eine proliferative und antiapoptotische
Wirkung (Carter et al., 2006). Auch die an der Progression der CML beteiligte Telomerase
ist ein solches flr die Immuntherapie interessantes TAA, ebenso wie die haufig
Uberexprimierten Antigene Proteinase-3 (PR3) und Wilms’ Tumor 1 (WT1). Gegen diese
Tumorantigene gerichtete CTLs sind in Patienten nachzuweisen und in der Lage, CML-
Zellen spezifisch zu lysieren (Gao et al., 2000; Molldrem et al., 2000). Neben der MHC-
Restriktion vorgefertigter Peptide sind Immunevasionsmechanismen ein weiteres Problem
des Einsatzes einzelner Peptide dieser Antigene. Im Gegensatz zu Vakzinierungen mit
Peptiden aus BCR-ABL kénnen sie die Herunterregulierung, Deletion oder Mutation des
Zielepitopes und damit die Vermeidung der Erkennung durch CTLs hervorrufen. Um dies
zu umgehen, sollte eine Peptidvakzine auf mehreren unterschiedlichen TAA basieren.

Die Verwendung von Hitzeschockproteinen (HSP), die in Tumorzellen eine Reihe
verschiedener tumorassoziierter Peptide gebunden haben, ist eine weitere neue Strategie
der Therapie. Li et al. demonstrierten in einer Phase |-Studie, dass Patienten-spezifische
Praparationen von HSPs sicher in der Anwendung sind und in 65% der Patienten ein
klinisches Ansprechen auf die Behandlung hervorriefen (Li et al., 2005).
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1.4 Ziele der Arbeit

Da heute die Erstlinientherapie der CML auf Imatinib und nicht mehr auf IFN-a basiert,
muss konsequenterweise die Kompatibilitat dieser Behandlung mit immuntherapeutischen
Strategien geprift werden.

Da bekannt ist, dass Imatinib die Differenzierung und Funktion von dendritischen Zellen
sowie die Effektorfunktionen von T-Zellen inhibiert, sollte in dieser Arbeit der Einfluss der
Imatinib-vermittelten Inhibition der BCR-ABL Tyrosinkinase auf die Immunogenitat von
CML-Zellen und die Induzierbarkeit von CTL-Antworten gegen CML-assoziierte Antigene
geklart werden. Es wird vermutet, dass BCR-ABL aufgrund seiner dysregulierten
Tyrosinkinaseaktivitat zur Induktion oder Expression von Antigenen fuhrt, die durch
Uberexpression als Tumorantigene fungieren koénnten. Die Hemmung der
Tyrosinkinaseaktivitdt durch Substanzen wie Imatinib wirde zwar die Remission der
Erkrankung herbeiflihren, gleichzeitig aber auch die Antigenitdit der CML-Zellen
vermindern. Der Grund fir die Abnahme von spezifischen T-Zellantworten unter Therapie
kénnte die verminderte Expression der Antigene in CML-Zellen sein.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate

ABI Prism® 7000 Sequence Detection System

Axiovert 25 Lichtmikroskop
Bestrahlungsquelle Gammacell 1000

COg-Inkubator
Elektroporations-Impulsgenerator
Elektroporator Cellject Pro
FACSCalibur™ Durchflusszytometer

Fluorescence/Absorbance Microplate Reader

MicroTek FLI

ImmunoSpot® Analyzer

MiniProtean Il Elektrophorese-Kammern
MiniTransBlot Kammer
Multi-Detektions-Reader (SLT Rainbow)
Sicherheitswerkbank HeraSafe 18/2
Szintillationsspektrometer MicroBeta Trilux
Tischzentrifuge 5417R

Zentrifuge Megafuge 3.0RS

2.2 Verbrauchsmaterialien

1,5 ml-ReaktionsgefaBe

14 ml-Réhrchen, PP

50 ml-Réhrchen, PP
6-Loch-Gewebekulturplatten
24-Loch-Gewebekulturplatten
96-Loch-Gewebekulturplatten

Applied Biosystems, Darmstadt

Carl Zeiss, Jena

Atomic Energy of Canada Ltd., Ottawa,
Kanada

NuAire, Plymouth, USA

Dr. L. Fischer, Heidelberg

Thermo Scientific, Waltham, USA

BD Biosciences, Heidelberg

BioTek Kontron Instruments, Basel,
Schweiz

Cellular Technology Ltd., Cleveland,
USA

BioRad Laboratories, Miinchen

BioRad Laboratories, Miinchen

Tecan GmbH, Crailsheim

Heraeus, Hanau

Wallac, Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
Greiner, NUrtingen

BD Falcon, Heidelberg
BD Falcon, Heidelberg
Greiner, Nurtingen
Greiner, Nurtingen

13



MATERIAL

Gewebekulturflaschen
Elektroporationskivette, 4 mm
Kryoréhrchen

LumaPlates™-96

Pipettenspitzen

Protran BA 83 Nitrozellulosemembran
Sterilfilterspitzen

Whatmanpapier

2.3 Chemikalien

BD Falcon, Heidelberg
Peglab, Erlangen, Germany
Nunc, Wiesbaden

Perkin Elmer, Boston, USA
Sarstedt, Nimbrecht
Schleicher & Schuell, Dassel
Biozym, Hess. Oldendorf
Schleicher & Schuell, Dassel

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben,

von den Firmen Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland)

oder Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen.

2.4 Medien und Reagenzien

2.4.1 Zellkultur

Biocoll Dichtegradientenmedium
aqua ad iniectabilia

DMSO

EDTA

Fotales Kalberserum (FCS)
GM-CSF (Leukine® liquid Sargramostim)
Hydroxyurea

IL-2

IL-4

Imatinib

lonomycin

PBS

Penicillin/Streptomycin
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Biochrom AG, Berlin
B.Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Berlex, Richmond, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
Novartis, Nirnberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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PMA

RPMI 1640 mit GlutaMAX | und 25 mM HEPES
Propidiumiodid

TNF

Trypanblau

Triton X 100

Vectastain® ABC Kit

X-VIVO 20

2.4.2 Molekularbiologie

B-Mercaptoethanol
dNTP

2.4.2.1 Reaktionskits

2x Tagman PCR Mastermix

TagMan® Gene Expression Assays
hTERT: Hs00162669_m1
WT1: Hs00240913_m1

SuperScript™ cDNA Synthese

RNase-free DNase

RNeasy® MiniKit

2.4.2.2 Oligonukleotide

siRNA-Einzelstrange

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

R&D Systems, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Cambrex, Verviers, Belgien

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Peglab, Erlangen

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Synthetische Oligoribonukleotide wurden von Dharmacon (Chicago) bezogen.

BCR-ABL spezifisch:

sib3a2_1 sense,

GCA GAG UUC AAA AGC CCU UdTdT

antisense, AAG GGC UUU UGA ACU CUG CdTdT
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sib3a2_3 sense,

antisense,

mismatch Kontroll-siRNA:

simis sense,

antisense,

Sequenz-unverwandte Kontrolle:

siGL2 (gegen Luziferase) sense,

antisense,

2.4.3 Proteinbiochemie

Acrylamid/Bisacrylamid 30% (37,5:1)

Ammoniumpersulfat

Aprotinin

Molekulargewichtsmarker Bench Mark™
Prestained Protein Ladder

BCA Protein Assay

Bromphenolblau

BSA

DMSO

DTT

ECL™ Western Blotting Detection Reagent Kit

EDTA,0,5M

Glycin

Igepal CA-630

Natrium-Orthovanadat

PMSF

SDS

Slim Fast Schokolade

TEMED
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CAG AGU UCA AAA GCC CUU CdTdT
GAA GGG CUU UUG AAC UCU GdTdT

GCA GAG UUC UAA AGC GCU UdTdT
AAG CGC UUU AGA ACU CUG CdTdT

CGU ACG CGG AAU ACU UCG AdTdT
UCG AAG UAU UCC GCG UAC GdTdT

Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

Pierce, Perbio Science, Bonn
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Amersham, Freiburg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Slim Fast Deutschland, Wiesbaden

Serva, Heidelberg
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Tris
Tween20

2.4.4 Antikorper

2.4.4.1 unkonjugierte Antikérper

Blockierende Antikérper

PA2.1(anti-human MHC Klasse I)
Tu39 (anti-human MHC Klasse II)

IFN-y Elispot

Anti-human IFN-y mAb 1-D1K

Western Blot

Maus anti-Kaninchen GAPDH IgGj

Maus anti-human PTEN IgG;

Maus anti-human Bcl-2 1gG;

Maus anti-human c-Abl 19gG;

Maus anti-human xIAP 1gGj

Kaninchen anti-human Bcl-x. (pk)

Kaninchen anti-human mTOR IgG

Kaninchen anti-human phospho-mTOR (pk)
Kaninchen anti-human Survivin (pk)
Meerschweinchen anti-human Adipophilin (pk)

Ziege anti-human Aktin (pk)

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Stefan Stevanovi¢, Uni Tabingen
Stefan Stevanovi¢, Uni Tabingen

Mabtech, Nacka Strand, Schweden

HyTest, Turku, Finnland

BD Biosciences, Heidelberg
Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Santa Cruz, Santa Cruz, USA
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA
R&D, Minneapolis, USA
Progen, Heidelberg

Santa Cruz, Santa Cruz, USA
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2.4.4.2 konjugierte Antikorper

IFN-y Elispot

Anti-human IFN-y mAb 7-B6-1-Biotin

Zweitantikérper fur Western Blot

Ziege anti-Kaninchen IgG-HRP

Ziege anti-Maus 1gG-HRP

Ziege anti-Meerschweinchen IgG-HRP
Esel anti-Ziege 1gG-HRP

Antikérper fur Durchflusszytometrie

Maus anti-CD1a-FITC
Maus anti-CD14-FITC
Maus anti-CD19-FITC
Maus anti-CD86-FITC
Maus IgG+-FITC

Maus anti-MHC-DR-PE
Maus anti-CD3-PE
Maus anti-CD80-PE
Maus anti-CD83-PE
Maus 1gG+-PE

2.5 Puffer und Stammlésungen

AEC-Substratlésung

1 Tablette AEC, gelést in DMF

47,5 ml Acetatpuffer
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Mabtech, Nacka Strand, Schweden

Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Santa Cruz, Santa Cruz, USA

Dako, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Immunotech, Marseille, Frankreich
BD Biosciences, Heidelberg
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Avidin-Peroxidase-Komplex (Vectastain® ABC Kit)

2 Tropfen Reagenz A
2 Tropfen Reagenz B
in 20 ml PBS/0,1% Tween®20

Blockierungslésung fur Western Blot

TBST 0,5%
4% (w/v) SlimFast Schokolade

Einfriermedium

RPMI 1640 mit GlutaMAX | und 25 mM HEPES
20% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS

50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin

10% (v/v) DMSO

FACS-Puffer

PBS ohne Ca?*/Mg?*, pH 7,4
0,5% (w/v) BSA

Imatinib Stammlésung

DMSO:Ethanol 1:1
2 mg/ml Imatinib
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Laufpuffer fir SDS-PAGE

192 mM Glycin
25 mM Tris
0,1% (w/v) SDS

Propidiumiodidlésung

0,1% (v/v) Triton X 100
0,1% Na-Citrat
50 pg/ml PI

RIPA-Lysepuffer

PBS ohne Ca?'/Mg?*, pH 7,4
1% (v/v) Igepal CA-630
0,5% (w/v) Na-Desoxycholat
0,1% (w/v) SDS
2 mM EDTA
frisch: 2 pg/ml Aprotinin

1 mM PMSF

1 mM NazVO,

RP10-Medium

RPMI 1640 mit GlutaMAX | und 25 mM HEPES
10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS

50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin
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SDS-Probenpuffer fir PAGE, 3-fach

0,18 M Tris-HCI pH 6,8
28% (v/v) Glycerin
6% (w/v) SDS

0,001% (w/v) Bromphenolblau

frisch: 0,3 M DTT

Stripping-Puffer

62,5 mM Tris/HCI pH 6,7
2% (w/v) SDS
100 mM B-Mercaptoethanol

TBS
10 mM Tris-HCI pH 8,0
140 mM NaCl

TBST, 0,5%

10 mM Tris-HCI pH 8,0
140 mM NacCl
0,5% (v/v) Tween®20

Transferpuffer far denaturierenden Western Blot

192 mM Glycin

25 mM Tris

0,1% (w/v) SDS
20% (v/v) Methanol
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Triton X 100-Lysepuffer

PBS
2% (v/v) Triton X 100

2.6 Zellen

K-562

K-562R

22

Chronisch myeloische Leukamie in Blastenkrise
ATCC Nummer CCL-243

Imatinib-resistente K-562 Zelllinie, bereitgestellt
durch J. Griffin, Dana Farber Cancer Institute,
Boston, USA
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3. METHODEN

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Zellkultivierung

Die Tumorzelllinien K-562 und K-562R wurden in RP10-Medium bei 37°C und 5% CO;
kultiviert. Das Kulturmedium der Imatinib-resistenten K-562R-Zellen wurde zusatzlich mit
0,5uM Imatinib supplementiert (Weisberg and Griffin, 2000). Die Zellen wurden in einer
Dichte von 1-5x10%/ml in Zellkulturflaschen mit 75 cm? Bodenflache eingesat und ca. alle
2-3 Tage subkultiviert. Dazu wurden 2 ml der Zellsuspension mit 10 ml frischem Medium
aufgefullt.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen in der log-Phase des Wachstums geerntet, gewaschen
und in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml in Einfriermedium (RP10-Medium + 10%
FCS + 10% DMSO) aufgenommen. In Aliquots zu je 1 ml wurden die Zellen in
Kryoréhrchen Uberflhrt und bei -80°C eingefroren.

Beim Auftauen der Zellen wurde darauf geachtet, dass die Zellsuspension zlgig erwarmt
und sofort in vorgewdrmtes Medium Uberfihrt wurde. Nach zweimaligem Waschen in
RP10-Medium wurden die Zellen in 5 ml RP10-Medium in 25 cm?2-Zellkulturflaschen
eingesat und in den folgenden Tagen regelmaBig die Vitalitdt kontrolliert. Bei gutem
Zellwachstum wurden die Zellen in 75 cm?-Zellkulturflaschen Uberflhrt.

3.1.3 Isolation mononukleérer Zellen

Buffy coats gesunder Spender wurden durch die Blutbank der Universitat Tlbingen
bereitgestellt. Die mononukledren Zellen des peripheren Blutes wurden (ber eine
Ficoll/Paque-Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. Dazu wurde die Zellsuspension
mit PBS wverdinnt und in 50 ml-Zentrifugenrbhrchen (Gdber 12 ml Ficoll-
Dichtegradentenmedium mit einer spezifischen Dichte von 1,077 g/ml geschichtet. Nach
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einer 18-mindtigen Zentrifugation ohne Bremse bei 800 g erfolgte die Abnahme des
Lymphozytenringes oberhalb der Ficollschicht. Nach zweimaligem Waschen in PBS
wurden die Zellen in X-VIVO 20-Medium resuspendiert und die Lebendzellzahl bestimmt.

3.1.4 Generierung reifer dendritischer Zellen aus Monozyten

In 75 cm? Zellkulturflaschen wurden pro Flasche 0,7 - 1 x10® mononukleére Zellen in 10 ml
X-VIVO 20 eingesat und bei 37°C und 5% CO; fir 90 min inkubiert. Nach dieser
Adharenzphase wurden die nonadhédrenten Zellen durch zweimaliges Waschen mit PBS
abgelést und zur weiteren Verwendung in CTL-Induktion und Restimulationen
kryokonserviert. Die adharenten Monozyten wurden zur Generierung dendritischer Zellen
in RP10-Medium mit 100 ng/ml humanem rekombinantem GM-CSF und 20 ng/ml
humanem rekombinantem IL-4 weiterkultiviert. Alle 2 Tage erfolgte eine erneute Zugabe
der Zytokine. Die Reifung der DCs wurde durch die Zugabe von 20 ng/ml humanem
rekombinantem TNF-alpha an Tag 6 der Kultur induziert. An Tag 7 wurden die reifen DCs
durch die Inkubation mit 5 ml 7 mM EDTA in PBS vom Boden der Kulturflaschen gelést,
grindlich in RP10-Medium gewaschen, die zur Elektroporation von Stimulatoren far die
CTL-Induktion bendétigte Zellzahl sowie ein Aliquot zur durchflusszytometrischen Analyse

der Differenzierungsmarker abgenommen und die verbleibenden Zellen kryokonserviert.

3.1.5 Isolation primarer Zellen

Aus Blutproben neu diagnostizierter CML-Patienten wurden mittels Ficoll/Paque

Dichtegradientenzentrifugation mononukleédre Zellen wie unter 3.1.3 beschrieben isoliert.

3.1.6 Durchflusszytometrie

In  der Durchflusszytometrie kénnen physikalische und nach Farbung mit
Fluoreszenzfarbstoffen auch antigene und biochemische Eigenschaften von Zellen, DNA
oder anderen Partikeln detektiert und quantifiziert werden. Die Partikel werden in einem
laminaren Flussigkeitsstrom der Durchflusskammer zugeflihrt, welche einen 488nm

Argon-Laser und einen 635nm Diodenlaser enthalt. Die Detektion erfolgt zum einen
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anhand des Streulichts, welches Ruickschlisse Uber die GréBe und Granularitat der
gemessenen Partikel zulasst. Zum anderen wird nach dem Prinzip der angeregten
Emission detektiert: tritt eine mit Fluoreszenzfarbstoff gekennzeichnetes Teilchen in den
Laserstrahl ein, so wird dieser Farbstoff angeregt und strahlt ein Emissionsspektrum mit
einem charakteristischem Maximum aus. Fur Fluoreszenzfarbstoffe, die im
Fluoreszenzkanal 1 detektiert werden, wie beispielsweise Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC), liegt das Emissionsmaximum bei 530 nm. In Kanal 2 liegt das Emissionsmaximum
proportional zur Farbintensitat von Phycoerythrin (PE) und Propidiumiodid (P1) bei 585nm.
In dieser Arbeit wurden ein FACSCalibur™ Durchflusszytometer und die Software
CellQuest verwendet.

3.1.6.1 Messung der Oberflachenexpression von Antigenen

Zum Nachweis der Reifung der in vitro generierten dendritischen Zellen wurden mit FITC
oder PE markierte AntikGrper (Spezifitaten siehe 2.4.4.2) eingesetzt.

Fir die Farbung der Zellen wurden 0,5-1x10° Zellen in FACS-Puffer gewaschen und mit 3-
6 ul Antikérperldsung in einem Gesamtvolumen von 100 ul FACS-Puffer flr 30 min bei
4°C im Dunkeln inkubiert. Nach dem Entfernen ungebundener Antikérper durch einen
Waschschritt wurden die Zellen in 200 ul FACS-Puffer aufgenommen und am

Durchflusszytometer analysiert.

3.1.6.2 Durchflusszytometrische Messung der Apoptose

Die Apoptoserate von Zellen nach Inkubation mit Imatinib wurde durch Messung der DNA-
Fragmentierung in apoptotischen Nuclei mit der Methode nach Nicoletti et al. bestimmt
(Nicoletti et al., 1991). Hierbei werden die Zellen in einem hypotonen Puffer lysiert. Durch
die Interkalation des in diesem Puffer enthaltenen Propidiumiodids in die DNA kdnnen die
freigesetzten Nuclei durchflusszytometrisch analysiert werden. Wahrend der Apoptose
spalten spezifische Endonukleasen, die sog. Caspasen, die DNA in oligonukleosomale
Einheiten. Im Histogramm erscheinen die Zellkerne dieser Zellen mit fragmentierter,
hypodiploider DNA links des 2N-Peaks, welcher Zellen mit diploidem Chromosomensatz

reprasentiert.
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3.1.7 Transfektion von DCs mit RNA

Far die Elektroporation von DCs wurden reife DCs wie unter 3.1.4 beschrieben an Tag 7
geerntet, zweimal in serumfreiem X-VIVO 20 gewaschen und in einer finalen
Konzentration von 1x10” Zellen/ml resuspendiert. 200 pl der Zellsuspension wurden mit 5
Hg RNA gemischt und in einer 4 mm-Klvette mit folgenden physikalischen Parametern
elektroporiert: Spannung von 300V, Kapazitat von 150 uF und Widerstand von 1540 Q.
Nach der Elektroporation wurden die Zellen sofort in RP10-Medium mit 100 ng/ml GM-
CSF, 20 ng/ml IL-4 und 20 ng/ml TNF-alpha transferiert und tber Nacht bei 37°C und 5%
COsz inkubiert.

3.1.8 Transfektion von CML-Zelllinien mit siRNA

Um die Expression des Fusionosproteins BCR-ABL in K-562 und K-562R-Zellen zu
unterdrliicken, wurde die Methode der RNA-Interferenz angewendet (Scherr et al., 2003).
Sie kann zur Erzeugung eines spezifischen Gen-knockdown genutzt werden, indem kurze,
zur Zielsequenz komplementare doppelstrangige RNAs aus 21-23 Nukleotiden (siRNAs) in
Zielzellen eingeschleust werden (Mittal, 2004). Nach dem Einbringen in die Zielzelle
werden die doppelstrangigen siRNA-Molekiile durch den RISC-Komplex (RNA-induced-
silencing-complex), welcher katalytische RNase IlI- und dsRNA-bindende Doménen
enthalt, gebunden. Der Komplex wird durch den Verlust eines siRNA-Stranges aktiviert,
woraufhin der verbliebene siRNA-Strang die Bindung an die komplementare mRNA
vermittelt. Eine RISC-assoziierte Endoribonuklease kann daraufhin die mRNA an einer
spezifischen Stelle in der Mitte der komplementaren Region spalten. Die Expression eines
spezifischen Gens ist damit unterbunden, da gespaltene mRNA sehr instabil ist und rasch
abgebaut wird. Ein RISC-Komplex mit einem gebundenen siRNA-Einzelstrang ist in der
Lage, den Verdau mehrerer mRNA-Molekule zu bedingen.

In dieser Arbeit wurden zur Fusionsregion des BCR-ABL-Gens komplementare siRNA
oder verschiedene Kontroll-siRNAs (siehe 2.4.2.2) durch Elektroporation in die Zielzellen
verbracht. Vor der Transfektion wurden K-562 oder K-562R Zellen in der log-Phase des
Wachstums geerntet, in X-VIVO 20 gewaschen und die Zellkonzentration auf 1x10’
Zellen/ml eingestellt. 200 ul der Zellsuspension wurden mit den unter 3.1.7 beschriebenen
Bedingungen elektroporiert. Hierzu wurde den Zellen 120 pmol bis 320 pmol siRNA
beigemischt, entsprechend einer Konzentration von 0,6 bis 1,6 pM siRNA im
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Elektroporationsvolumen. Nach der Elektroporation wurden die Zellen direkt in
vorgewarmtes RP10-Medium transferiert. Dem Medium von K-562R-Zellen wurde 0,5 pM
Imatinib zugesetzt. Die Zellen wurden 2 Tage nach der Elektroporation geerntet und die
Herunterregulation der Expression von BCR-ABL mittels Western Blot verifiziert.

3.1.9 Induktion zytotoxischer T-Lymphozyten mittels RNA-transfizierter DCs

Fir die Induktion spezifischer CTLs wurden reife DCs mit unterschiedlichen RNAs wie
unter 3.1.7 beschrieben transfiziert und Uber Nacht kultiviert, um die Translation der
eingebrachten RNA zu erméglichen. Am Folgetag wurden die Zellen geerntet und 5x10°
DCs mit 2x10° autologen nonadhirenten Zellen in RP10-Medium kokultiviert. Nach 7
Tagen wurden die CTLs geerntet und 5x10° CTLs in 2 ml RP10-Medium in Kokultur mit
5x10° am Tag zuvor mit den selben RNA-Proben wie fiir die Induktion transfizierten DCs
und 2x10° mit 30 Gy bestrahlten nonadhérenten Zellen restimuliert. An Tag 1, 3 und 5
wurden 2 ng/ml humanes rekombinantes Interleukin-2 pro well zugegeben. Weitere
Restimulationen wurden an Tag 7 nach der letzten Restimulation in gleicher Weise
durchgefihrt. Die Spezifitit der CTLs wurde in Standard °'Cr-release assays bestimmt.

3.1.10 Standard *'Cr-release Assays

Durch die Methode des *'Cr-release assays kann die Effektorfunktion zytotoxischer T-
Zellen anhand der spezifischen Lyse verschiedener Targetzellen analysiert werden. Hierzu
werden Zielzellen mit radioaktivem °'Cr markiert und mit den zu testenden T-Zellen
inkubiert. Uber die Messung der >'Cr-Freisetzung in den Kulturiiberstand ist es méglich,
die lytische Kapazitat sowie die Spezifitat der induzierten CTLs zu ermitteln.

Einen Tag vor Durchfiihrung des Experiments wurden aus autologen reifen DCs durch
Elektroporation mit verschiedenen RNAs Targetzellen hergestellt und 24 h kultiviert um die
Expression der Antigene zu gewahrleisten. Nach dem Ernten der Targets wurden sie
sofern bendtigt mit den monoklonalen Antikérpern Pa2.1 (10 ug/ml), gerichtet gegen MHC
Klasse | Molekile, oder Tti39 (10 ug/ml), gerichtet gegen MHC Klasse Il Molekdile, fur 30
min inkubiert. Daraufhin wurden alle Targetzellen fir 1 h bei 37°C, 5% CO, mit °'Cr
(Natriumchromat; ca. 2,85 MBg/Target) in RP10-Medium inkubiert. Nach der Aufnahme
durch die Targetzellen wurde Gberschissiges Chrom durch zweimaliges Waschen entfernt

27



METHODEN

und 1x10* Targetzellen pro well in 96-well Rundbodenplatten ausgesét. Die CTLs wurden
in unterschiedlichen Konzentrationen bis zu einem Endvolumen von 200 ul eingesat um
Effektor zu Target-Ratios von 0,1:1 bis 30:1 zu erhalten. Die Platten wurden fir 4 h bei
37°C, 5% CO, inkubiert, bevor 50 pl/well des Uberstandes abgenommen und auf
Szintillationsplatten Ubertragen wurden. Nach dem Trocknen der Platten erfolgte die
Szintillationsz&hlung in einem Szintillationsspektrometer. Der Prozentsatz der spezifischen
Lyse wurde wie folgt berechnet: 100 x (experimenteller Release — Spontanrelease) /
(Maximalrelease — Spontanrelease). Spontaner und maximaler Release wurden durch
Zugabe von RP10-Medium bzw. 2% Triton X 100-Lysepuffer zu den Targetzellen

bestimmt.

3.1.11 IFN-y Elispot Assay

Um die Spezifitat der CTLs naher zu charakterisieren, wurde die Induktion der IFN-y-
Sekretion nach Stimulation mit definierten Tumorantigenen im IFN-y Elispot untersucht.
Bei dieser Methode wird von den CTLs ausgeschittetes IFN-y durch spezifische
Antikdrper am Boden einer Mikrotiterplatte gebunden. Durch einen zweiten IFN-y-
spezifischen biotinylierten Antikérper und einen Enzymkomplex wird am Ort der
Zytokinsekretion durch eine Einzelzelle die Umsetzung eines Substrates zu einem roten
Niederschlag katalysiert. Die Anzahl der auf diese Weise entstehenden ,spots® entspricht
der Anzahl der spezifisch auf die Stimulatorzellen reagierenden T-Zellen.

Die CTLs wurden nach der dritten Restimulation geerntet und in einer mit anti-IFN-y
Antikérper beschichteten (10 pg/ml in PBS, Beschichtung Uber Nacht) Mikrotiterplatte in
einem Verhéltnis von 4:1 and 1:1 mit 5x10* autologen Stimulatoren pro Kavitat inkubiert.
Als Stimulatoren wurden DCs verwendet, welche am Tag zuvor wie in 3.1.7 beschrieben
mit fur unterschiedliche Tumorantigene codierenden IVT-RNAs elektroporiert worden
waren. Nach 40 h Inkubation bei 37°C und 5% CO; wurden die Zellen aus den Platten
durch kraftiges Schwenken in PBS/0,1% Tween®20 ausgewaschen und ein Biotin-
gekoppelter anti-IFN-y Antikérper (2 pg/ml in PBS/0,5% BSA) zur Detektion der IFN-y
Spots eingesetzt. Nach 2 h Inkubation bei RT erfolgte die Zugabe eines Avidin-
Peroxidase-Komplexes (Vectastain® ABC Kit) fir 1 h bei RT. Nach je dreimaligem
Waschen in PBS/0,05% Tween®20 und PBS wurde eine AEC-Substratlésung fiir 4 min

einwirken gelassen und die Platte daraufhin unter flieBendem dest. Wasser gespult. Zum
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Trocknen wurden die Platten Uber Nacht bei RT aufbewahrt und in der Folge bei 4°C
gelagert. Die Spots wurden mit einem automatischen Elispot-Reader gezahlt.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung von Gesamtzelllysaten wurden Zellen geerntet und einmal in PBS
gewaschen. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 100 pl detergenzhaltigem Puffer pro
1x10° Zellen, kraftigen Auf- und Abpipettieren und anschlieBender Inkubation auf Eis fir
30 min. AnschlieBend wurden die Lysate fir 30 min bis 1 h bei 4°C und 20000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei -80°C gelagert. Zur Bestimmung
der Proteinkonzentration wurde ein Aliquot von 5 pl Lysat in 20 pl RIPA-Puffer verdinnt
und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der Proteine im Zellysat wurde mit Reagenzien des BCA Protein Assays
von Pierce bestimmt. Diese Methode beruht auf der Biuret-Reaktion, bei der Cu®* durch
bestimmte Aminosduren im alkalischen Milieu zu Cu'* reduziert wird, das mit
Bicinchonininsdure (BCA) einen wasserléslichen violetten Farbkomplex bildet. Die
Absorption dieses Komplexes bei 562 nm kann im Photometer quantifiziert werden.
Anhand einer Standardreihe aus Rinderserumalbumin Fraktion V in Konzentrationen
zwischen 0,09 mg/ml und 2 mg/ml in NP40-haltigem Puffer kann die Proteinkonzentration
in den Proben bestimmt werden. Dazu wurde in Mikrotiterplatten in Doppelbestimmung je
10 pl des verdinnten Zellysats pipettiert und pro Vertiefung 200 ul der Arbeitslésung
(Lésung A:Ldsung B im Verhéltnis 50:1) zugesetzt. Nach 30 min Inkubationszeit bei 37°C
erfolgte die Messung der Absorption bei 562 nm. Aus den Werten der Standardreihe
wurde eine Eichgerade erstellt, mit deren Hilfe die Berechnung der Proteinkonzentration
erfolgte.
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3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine anhand ihrer molekularen Masse tber eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufzutrennen, werden sie durch Inkubation mit dem negativ geladenen Detergens SDS
denaturiert. Dies fuhrt zur Auflésung nicht-kovalenter Proteinaggregate und zur
Maskierung der Eigenladung der Proteine, so dass sie sich im Gel annahernd proportional
zu ihrer GréBe bewegen. Durch den Vergleich mit einem Proteingemisch bekannter
molekularer Massen (Marker) lassen sich im anschlieBenden Western Blot die
unterschiedlichen Proteine aus Gesamtzelllysaten identifizieren.

In dieser Arbeit wurden diskontinuierliche Polyacrylamidgele im vertikalen System der
Firma BioRad verwendet. Dazu wurden zunachst 10%ige Trenngele gegossen, die nach
dem Polymerisieren mit einem Sammelgel zur Konzentrierung der Proben und zum
Scharfen der Proteinbanden Uberschichtet wurden.

Die Gele wurden in die Apparatur eingesetzt und SDS-haltiger 1x Laufpuffer eingefllt. Je
20 pg Proteinprobe wurden vor dem Auftragen in die Taschen des Sammelgeles mit dem
0,5-fachen Volumen eines 3x Probenpuffers versetzt und fir 5 min bei 100°C denaturiert.
Die Elektrophoresen wurden bei 120 V fur ca. 1 h 20 min betrieben, bis die Lauffront das

untere Ende der Gele erreicht hatte.

3.2.4 Western Blot

Zu Detektion der in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurde im Anschluss
eine Western Blot-Analyse durchgefihrt. Dazu werden die Proteine auf eine
Tragermembran Uberflhrt und mit spezifischen Antikérpern detektiert. Der Proteintransfer
auf Nitrozellulosemembranen erfolgte in Apparaturen der Firma BioRad. Dazu wurden die
Gele nach der Elektrophorese mit einer in Transferpuffer &aquilibrierten
Nitrozellulosemembran bedeckt. Daraufhin wurden Gel und Membran zwischen zwei
Whatmanpapieren und zwei Schwammen in die Apparatur eingespannt. Der
Transferprozess erfolgte im Nassblotverfahren bei konstant 250 mA und 4°C far 1 h.

Nach dem Transfer wurden die Membranen kurz in 1x TBS gewaschen und daraufhin zum
Blocken unspezifischer Bindungen fir 1 h bei RT mit Blockierungslésung (2,5% (w/v)
SlimFast, TBST, 0,5%) inkubiert. Im Anschluss wurden die Blots mit verschiedenen
Antikérpern in TBST, 0,5% Uber Nacht bei 4°C inkubiert und nach dreimaligem Waschen
mit TBST, 0,5% fur 5 min bei RT fir 1 h in Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppeltem
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Sekundarantikérper inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in TBST, 0,5% und zwei
Waschschritten in TBS zur Entfernung ungebundenen Antikdrpers erfolgte die Inkubation
in ECL-Lésung (Lésung 1:Lésung 2 im Verhéltnis 1:1) fir 1 min unter standigem
Schwenken. Daraufhin wurde Uberschissige LOésung entfernt, die Membran in Folie
eingeschlagen und in einer Filmkassette fixiert. Je nach Antikdrper wurden Rdéntgenfilme
flr verschiedene Zeiten exponiert und anschlieBend entwickelt. Das in der ECL-Lésung
enthaltene Luminol wird durch die HRP am Ort der Bindung des Sekundarantikérpers
oxidiert. Aus diesem energiereichen Zustand kehrt das Luminol durch die Emission von
Licht in seinen Ausgangszustand zurlck, was Uber die Exposition eines Rdntgenfilmes
nachgewiesen werden kann. Die Expressionsstarke der Antigene ist dabei der
Schwaérzung des Films proportional. Die gleichmaBige Beladung der Gele wurde Uber die
Expression der Haushaltsgene GAPDH oder Aktin nachgewiesen.

Die Membranen wurden nach der Exposition in Folie eingeschlagen bei 4°C gelagert.
Sollte die Detektion der Expression eines weiteren Antigens folgen, so wurden sie
entweder kurz in TBS gewaschen und mit einem weiteren Primarantikdrper inkubiert, oder
der gebundene Antikdrper durch dreimaliges Waschen fir je 10 min in Stripping-Puffer bei
70°C entfernt. Nach 5 Waschschritten von je 5 min mit TBST, 0,5% wurde die Membran
erneut in Blockierungsldsung inkubiert, bevor die Detektion weiterer Antigene wie oben
beschrieben erfolgte.

3.2.5 RNA-Isolation

Die Gesamt-RNA mit Imatinib oder DMSO behandelter Zellen wurde mit dem RNeasy®
Mini Kit unter zusatzlicher Behandlung mit RNase-freier DNase entsprechend dem
Protokoll des Herstellers isoliert. Die Quantitdt und Reinheit der RNA wurde mittels UV-
Spektrophotometrie bestimmt und die RNA-Proben bis zur weiteren Verwendung bei -
80°C gelagert.

3.2.6 Herstellung von cDNA

Das Umschreiben der isolierten RNA in komplementare DNA (cDNA) wurde mit dem
SuperScript™ First Strand Synthesis System durchgefiihrt. Dazu wurden 0,5 pg Gesamt-
RNA mit 0,5 pug Oligo(dT)12-1s-Primern und je 1 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP in
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einem Gesamtvolumen von 10 pl versetzt und far 5 min bei 65°C denaturiert. Nach kurzer
Inkubation auf Eis erfolgte die Zugabe von 10 mM DTT, 1,25 mM MgCl,, 40 U
RNaseOUT™ rekombinatem RNase Inhibitor sowie 50 U SuperScript [I™ reverser
Transkriptase in 1x Reaktionspuffer und die reverse Transkription wurde in einem neuen
Gesamtvolumen von 20 pl fir 50 min bei 42°C durchgefihrt. Die Reaktion wurde durch
Erhitzen des Ansatzes fiir 15 min auf 70°C beendet und die cDNA bei -20°C gelagert.

3.2.7 Quantitative Real-time PCR

Die Expression verschiedener Tumorantigene wurde auf mRNA-Ebene durch quantitative
Real-time PCR durchgefiihrt. Diese erlaubt im Gegensatz zur konventionellen
quantitativen PCR nicht nur eine Endpunktanalyse der Reaktion, sondern eine
kontinuierliche Detektion und Quantifikation des Amplifikats wahrend jedes
Temperaturzyklus. Durch den Abgleich mit einer endogenen Kontrolle ist eine relative
Quantifikation der Ausgangskopienzahl des Ziel-Templates moglich. Die Bestimmung der
DNA-Menge wird durch den Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET,
fluorescence resonance energy transfer) ermdéglicht. An eine Oligonuklotidsonde, die mit
20-30 Basen langer als die Primer ist und an interne Sequenzen der PCR-Produkte bindet,
ist am 5’-Ende ein Fluoreszenzfarbstoff (Reporter) gebunden, am 3’-Ende befindet sich ein
sog. Quencher, dessen Absorptionsspektrum dem  Emissionsspektrum  des
Reporterfarbstoffes entspricht. Wird der Reporter angeregt, so transferiert er bei intakter
Sonde die Energie auf den Quencher, so dass keine Fluoreszenz detektiert werden kann.
Durch die 5’-Exonucleaseaktivitat der Taq Polymerase wird bei erfolgreicher Replikation
die Sonde geschnitten und so Reporter und Quencher raumlich voneinander getrennt. Der
FRET ist nicht mehr méglich und die Emission des Reporterfarbstoffes kann proportional
der Degradation der Sonden und entsprechend der Zunahme des PCR-Produkts detektiert
werden.

Die Real-time PCR wurde als Multiplexanalyse mit vorgefertigten TagMan® Gene
Expression Assays fur die zu untersuchenden Targetantigene und GAPDH als endogene
Kontrolle auf einem ABI PRISM 7700 Sequence Detection System durchgefiihrt. Um die
relative Expression der gewilnschten Gene determinieren zu kénnen, wurden deren
Expressionslevel gegen die endogene Kontrolle normalisiert und daraufhin mit der AAC+
Methode auf eine Kontrollprobe kalibriert.
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3.2.8 Herstellung von in vitro-Transkripten (IVT)

PR3-, PRAME-, WT1-, EGFP- und survivin-INT wurden von der CureVac GmbH in

Tubingen bezogen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Einfluss von Imatinib auf CML-Zellen

4.1.1 Apoptoseinduktion durch Imatinib in K-562- und K-562R-Zellen

Um den Einfluss von Imatinib auf die Immunogenitat von CML-Zellen analysieren zu
kénnen wurden die CML-Zelllinien K-562 und K-562R mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Imatinib inkubiert und nach 48 h mit der Methode nach Nicoletti die
Induktion der Apoptose untersucht. Die Behandlung der Zellen erfolgte zum Zeitpunkt 0
sowie erneut nach 24 h, da Imatinib sehr schnell von Zellen aufgenommen wird (le Coutre
et al., 2004). Als Negativkontrolle diente das Lésungsmittel fir Imatinib, ein Gemisch aus
DMSO und Ethanol im Verhéltnis 1:1 (in der Folge kurz als DMSO bezeichnet). Hierbei
zeigte sich, dass die K-562-Zellen, wie erwartet, deutlich stérker auf die Imatinibzugabe
reagierten als die gegen geringe Imatinib-Konzentrationen resistenten K-562R-Zellen. Der
Resistenzmechanismus dieser Zellen ist nicht vollstandig geklart, beruht aber zumindest
zum Teil auf einer 2- bis 3-fachen Uberexpression von BCR-ABL (Weisberg and Griffin,
2000). Die der steady-state Plasmakonzentration bei einer Behandlung mit 400 mg/d
entsprechende Konzentration von 3 uM (le Coutre et al., 2004) fUhrte in K-562-Zellen zu
einer durchschnittlichen Apoptoserate von 32%, K-562R-Zellen gingen nur zu ca. 20% in
ein apoptotisches Stadium Uber (s. Abb. 4A und B).
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Abb. 4: Farbung der fragmentierten DNA zur Messung der Apoptose nach Nicoletti (Nicoletti et al., 1991) in
K-562 und K-562R-Zellen nach Behandlung mit Imatinib fir 48h. (A) Histogrammdarstellung der Farbung.
M1 markiert die fragmentierte, hypodiploide DNA der apoptotischen Zellen links des 2N-Peaks, M2 markiert
den 4N-Peak der Zellen mit repliziertem Chromosomensatz. Die Diagramme zeigen reprasentative Beispiele
aus 5 unabhangigen Experimenten. (B) Zusammenfassende Darstellung der Apoptoseraten aus 5
unabhangigen Experimenten. Das Diagramm zeigt Mittelwerte und SEM.

4.1.2 Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten gegen Antigene aus mit Imatinib
behandelten K-562- und K-562R-Zellen

Um zu untersuchen, ob die Behandlung mit Imatinib und entsprechend die Inhibition der
BCR-ABL-Tyrosinkinaseaktivitdt die Induzierbarkeit zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL)
beeinflusst, wurde aus den behandelten Zellen die Gesamt-RNA isoliert und diese zur
Transfektion von DC verwendet. Diese Zellen wurden als antigenprasentierende Zellen zur
Induktion von CTLs aus autologen PBMC eingesetzt. Nach 2 Restimulationen der CTLs
mit 24 h zuvor transfizierten DCs erfolgte die Analyse der Effektorfunktionen in °'Cr-
release und Elispot Assays.

4.1.2.1 Lytische Aktivitat

Fur die Uberpriifung der lytischen Aktivitat der induzierten CTLs wurden diese mit

unterschiedlichen mit radioaktivem *'Cr beladenen Targetzellen koinkubiert und nach 4 h
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die Freisetzung der Radioaktivitat als MaB fir die Lyse der Zielzellen gemessen. Als
Targetzellen wurden autologe DCs eingesetzt, die ebenso wie die Stimulatoren mit RNA
der behandelten Zelllinien, bzw. als Negativkontrolle mit EGFP-IVT, transfiziert waren.
Zum Nachweis der CD8+-vemittelten Lyse wurden blockierende Antikérper gegen MHC
Klasse | und Klasse Il verwendet, sowie K-562-Zellen als klassisches NK-Zell-Target zum
Ausschluss NK-Zell-vermittelter Zytotoxizitat eingesetzt.
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Abb.5: Analyse der spezifischen Lyse von Targetzellen durch in vitro induzierte CTLs im °'Cr-release Assay.
Als Stimulatoren zur Induktion der CTL wurden autologe DC eingesetzt, die mit RNA aus DMSO-
behandelten K-562 (A), Imatinib-behandelten K-562 (B), DMSO-behandelten K-562R (C) oder Imatinib-
behandelten K-562R (D) transfiziert wurden.

Wie in Abb. 5A zu erkennen, sind CTLs, welche unter Verwendung von RNA aus DMSO-
behandelten K-562-Zellen induziert wurden, effektiv in der Lage, Zielzellen zu lysieren,
welche mit RNA aus DMSO-behandelten K-562 oder K-562R sowie Imatinib-behandelten
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K-562R-Zellen transfiziert waren. Im Gegensatz dazu wurden mit RNA aus Imatinib-
behandelten K-562-Zellen transfizierte DCs nicht lysiert. Die Zugabe eines anti-MHC
Klasse |-Antikdrpers flhrte zur Blockade der Lyse von Targetzellen mit dem Antigenprofil
DMSO-behandelter K-562-Zellen, wodurch die CTL-vermittelte spezifische Lyse
nachgewiesen werden konnte. Ein vergleichbares lytisches Profil zeigten CTLs, welche
unter Verwendung von RNA aus DMSO-behandelten K-562R induziert worden waren (C).
Der Einsatz von RNA aus Imatinib-behandelten K-562-Zellen dahingegen flhrte zu einer
vollstandigen Unfahigkeit der induzierten CTLs Zielzellen zu lysieren (B), wahrend eine
entsprechende Behandlung der K-562R-Zellen keine Auswirkungen auf die Induktion
funktionell aktiver CTLs hatte (D). Die in vitro induzierten CTL-Linien waren in der Lage
Zielzellen zu lysieren, welche Antigene aus DMSO-behandelten K-562- und K-562R-
Zellen, ebenso wie Antigene aus Imatinib-behandelten K-562R-Zellen prasentierten. Keine
dieser CTL-Linien jedoch lysierte DCs, die mit RNA aus Imatinib-behandelten K-562
transfiziert waren. Zusammengenommen geben diese Ergebnisse den Hinweis, dass eine
effektive Inhibition der Aktivitdt von BCR-ABL eine Reduktion der Immunogenitat der CML-
Zellen zur Folge hat.

4.1.2.2 Spezifitat gegentiber definierten Antigenen

Mit dem Ziel, die Reaktivitat und Spezifitdt der CTL genauer zu untersuchen, wurde die
IFN-y-Produktion der CTLs in Reaktion auf definierte Antigene in IFN-y Elispot Assays
Uberprift. Als Stimulatoren wurden autologe DCs eingesetzt, die mit in vitro-transkribierten
RNAs (IVT) transfiziert waren. Es wurden IVTs eingesetzt, die fir TAAs kodieren, welche
mit der Erkennung durch CD8" T-Zellen in myloiden Leukamien in Verbindung gebracht
werden, darunter Survivin, PRAME, PR3 und WT1 (Gao et al., 2000; Watari et al., 2000;
Elmaagacli et al., 2005; Carter et al., 2006; Schmitt et al., 2006). Wie in Abb. 6 zu
erkennen ist, fihrte die Transfektion mit RNA aus DMSO-behandelten K-562 zur Induktion
von T-Zellen, die in der Lage waren, spezifisch autologe, mit RNA von DMSO-behandelten
K-562-Zellen, survivin-INT, PRAME-INT, PR3-IVT oder WTT1-IVT transfizierte DCs zu
erkennen. Wurde RNA aus mit Imatinib behandelten K-562-Zellen fir die Induktion der

CTLs verwendet, waren diese gegen die 0.g. Antigene nicht reaktiv (B).
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Abb. 6: Nachweis der IFN-y-Produktion von in vitro induzierten CTLs im Elispot Assay. Als Stimulatoren fur
die Induktion wurden autologe DCs verwendet, die mit RNA aus DMSO-behandelten K-562-Zellen (A) bzw.

Imatinib-behandelten K-562-Zellen (B) transfiziert waren. Gezeigt ist eine Effektor:Stimulator Ratio von 4:1.

4.1.3 Expression von Tumorantigenen in K-562- und K-562R-Zellen nach
Behandlung mit Imatinib

Aus den bisherigen Ergebnissen geht hervor, dass mit Imatinib behandelte Zellen
gegenlber der Kontrollbehandlung mit DMSO ein verandertes Antigenprofil aufweisen.
Dies fihrt zu der Frage, ob bestimmte Tumorantigene, die an der CTL-Induktion gegen
CML beteiligt sind, mdglicherweise durch die Aktivitat von BCR-ABL verstarkt exprimiert
und entsprechend durch Imatinib in ihrer Expression negativ reguliert werden.
Verschiedene Tumorantigene wurden mit der Erkennung durch CTLs in Verbindung
gebracht und sind nachweislich in CML-Zellen Uberexprimiert (Guinn et al., 2007). Dazu
gehdren unter anderem Survivin (Carter et al., 2006; Marioni et al., 2006; Zeis et al.,
2003), Adipophilin (Schmidt et al., 2004), Bcl-2 (Andersen et al., 2005a; Andersen et al.,
2005c), Bcl-x. (Andersen et al., 2005b), hTERT (Uziel et al., 2005) und WT1 (Elmaagacli
et al., 2005).
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Abb. 7: Western Blot Analyse der Expression verschiedener Tumorantigene und zellulérer Proteine in K-562-
und K-562R-Zellen nach Behandlung mit Imatinib. Als Ladekontrolle ist eine Hybridisierung mit GAPDH-

bzw. Aktin-spezifischen Antikérpern gezeigt.

In den hier gezeigten Western Blot Experimenten ist erkennbar, dass Survivin, Adipophilin,
Bcl-2 und Bcl-x. in K-562-Zellen mit steigender Imatinibkonzentration zunehmend
herunterreguliert werden (Abb. 7). Da keine geeigneten Antikérper fir die Detektion der
Antigene WT1 und hTERT im Western Blot zu Verfligung standen, wurden diese Antigene
auf RNA-Ebene durch quantitative Real-time PCR nachgewiesen. Die mRNA-Level von
WT1, ebenso wie die von hTERT waren in K-562-Zellen unter den gezeigten Bedingungen
stark herunterreguliert, wahrend bei analoger Behandlung der K-562R-Zellen keine
Veranderungen der Expressionslevel dieser Antigene verzeichnet werden konnten (s. Abb.
8). Neben diesen stark in ihrer Expression verminderten Proteinen wurden andere
untersuchte Proteine in K-562-Zellen durch Imatinib nicht reguliert, wie beispielsweise
XIAP (x-linked inhibitor of apoptosis protein). Ebenso ist die Expression der Phosphatase

PTEN, die als Gegenspieler der PI3-Kinase einen der wichtigsten durch BCR-ABL
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aktivierten Signalweg reguliert (Kharas and Fruman, 2005), nach Imatinib-Behandlung
nicht verandert. Das Tumorantigen PR3, gegen das im Elispot eine deutliche Reaktivitat
nachweisbar war, konnte weder im Western Blot noch mittels Real-time PCR in K-562-
bzw. K-562R-Zellen detektiert werden.

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass Imatinib eine verminderte
Phosphorylierung von mTOR auslést, wahrend eine kompensatorische Aktivierung des
PIBK/mTOR Signalweges mit der Entwicklung von Imatinibresistenz in BCR-ABL-positiven
Zellen assoziiert sein kann (Burchert et al., 2005; Kharas and Fruman, 2005). Daher
wurde die Expression von mTOR untersucht und die beschriebene Reduktion der
Phosphorylierung nachgewiesen, wahrend die Expression des Proteins unverandert blieb
(Parmar et al., 2005).

2,5 4

1,54 B K-562
mK-562R

RQ

0,5

DMSO Imatinib Imatinib Imatinib
1M 3uM 5uM

16
14
124

17 B K-562

g 08 BK-562R
0,6
0,4

DMSO Imatinib Imatinib Imatinib
1uM 3uM 5uM

Abb. 8: Relative Quantifikation der Expression des Tumorantigene WT1 (A) und hTERT (B) durch
quantitative Real-time PCR in K-562- bzw. K-562R-Zellen nach in vitro-Behandlung mit Imatinib fir 48 h.
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4.1.4 Erkennung von Targetzellen mit dem Antigenprofil primarer CML-Zellen

Um die mit Hilfe der Zelllinien erhaltenen Ergebnisse bestatigen zu kénnen, wurden auch
primdre Zellen neu diagnostizierter CML-Patienten einer Behandlung mit Imatinib
unterzogen und die Auswirkungen der Hemmung von BCR-ABL auf diese Zellen
analysiert. Die Patienten 1 und 2 befanden sich zum Zeitpunkt der Diagnose in der
Blastenkrise, Patient 3 in der chronischen Phase. Da die primaren Zellen wesentlich
empfindlicher auf die Substanz reagierten als Zelllinien, wurden geringere Konzentrationen
eingesetzt, das Imatinib nur einmalig zugegeben, sowie die Behandlungszeit auf 36 h

reduziert.

90 - —A— DC+Pat.1 DMSO-RNA
—— DC+Pat.1 Imatinib-RNA
—&— DC+Pat.2 DMSO-RNA
-8 DC+Pat.2 Imatinib-RNA
—— DC+Pat.3 DMSO-RNA

—— DC+Pat.3 Imatinib-RNA

—@— DC+ EGFP IVT-RNA

% Spezifische Lyse

Abb. 9: : Analyse der spezifischen Lyse von Targetzellen mit dem Antigenprofil unterschiedlich behandelter
Patientenzellen durch eine K-562-reaktive CTL-Linie (induziert unter Verwendung von RNA aus DMSO-
behandelten K-562-Zellen) im °'Cr-release Assay. Als Targetzellen wurden autologe DCs verwendet, die mit
RNA aus DMSO-behandelten (gefillte Symbole) bzw. mit 1 pM Imatinib behandelten (offene Symbole)

Patientenzellen transfiziert wurden.

Nach der Behandlung der Zellen mit 1 puM Imatinib oder der entsprechenden Menge
DMSO wurde die RNA isoliert und fir die Transfektion von DCs zu Herstellung von
Targetzellen eingesetzt. Im °'Cr-release Assay wurde die Lyse dieser Zellen durch eine
CTL-Linie untersucht, die unter Verwendung von RNA aus DMSO-behandelten K-562-
Zellen induziert wurde. Diejenigen Zielzellen, die nach Elektroporation mit RNA aus
Kontroll-behandelten priméren Zellen eingesetzt wurden, wurden sehr effektiv lysiert (Abb.
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9, geschlossene Symbole), wahrend die Behandlung mit Imatinib bereits in der hier
verwendeten sub-therapeutischen Konzentration die vollstdndige Inhibition der Erkennung
der Targets zur Folge hatte (Abb. 9, offene Symbole). Auch in primaren Zellen bewirkt
Imatinib dementsprechend eine sehr deutliche Verringerung der Immunogenitéat.

4.1.5 Expression von Tumorantigenen in primaren CML-Zellen nach Behandlung mit
Imatinib

A
1,2 4
1 |
0.8 1 m Patient No 1
8 0,6 - @ Patient No 2
o Patient No 3
0,4
0,2
0 -
DMSO Imatinib  Imatinib  Imatinib
0.5uM 1uM 3uM
B
Survivin
BCI‘XL
GAPDH

Abb. 10: (A) Relative Quantifikation der Expression des Tumorantigens hTERT durch quantitative Real-time
PCR in Zellen dreier CML-Patienten (Pat. 1 und 2 in Blastenkrise, Pat. 3 in chronischer Phase; vor Beginn
einer Therapie) nach in vitro-Behandlung mit Imatinib fiir 36 h. (B) Western Blot Analyse der Expression von
Survivin und Bcl-X_ in Zellen von Patient 2 nach in vitro-Behandlung mit Imatinib fir 36 h. Als Ladekontrolle
ist eine Hybridisierung mit GAPDH-spezifischem Antikdrper gezeigt.

In allen untersuchten Patientenzellen konnte in Korrelation mit der verminderten
Erkennung durch CTLs eine Reduktion der mRNA-Level von hTERT nachgewiesen
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werden (Abb. 10A). Diese war bei den Patienten, die sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme
in der Blastenkrise befanden starker ausgepragt als bei dem Patienten in der chronischen
Phase. Von Patient 2 konnten ausreichend Zellen gewonnen werden, um neben der RNA-
Isolation auch Gesamtzell-Lysate anzufertigen und eine Western Blot-Analyse
durchzuflhren. Einige der bei K-562-Zellen nachgewiesenen Tumorantigene waren in
dieser Probe nicht detektierbar, allerdings zeigte sich bereits bei einer Konzentration von
0,5 pM Imatinib eine eindeutige Herunterregulation der Expression von Survivin.
Dahingegen blieb die Expression von Bcl-x. unveréandert (Abb. 10B).

4.2 Einfluss von Apoptose und Zellzyklusarrest auf die Induktion

zytotoxischer T-Lymphozyten

Um auszuschlieBen, dass die Inhibition der Induktion zytotoxischer T-Zellen und die
Verringerung der Erkennung von Targetzellen mit dem Antigenprofil Imatinib-behandelter
Zellen darauf beruht, dass Imatinib Apoptose induziert, wurde Uber in K-562-Zellen
alternative Wege Apoptose bzw. Zellzyklusarrest induziert und die Gesamt-RNA aus
diesen Zellen fir die Induktion von CTLs verwendet. Dadurch werden mit der
Apoptoseinduktion und dem Zellzyklusarrest verbundene Mechanismen wie der Stopp der
Transkription und Translation oder eine mindere Qualitdt der isolierten RNA aus
apoptotischen Zellen als potentieller Grund flir eine schlechtere Prasentation der
immunogenen Antigene auf den zur Induktion der CTLs verwendeten APCs Uberprift und
analysiert, ob der Verlust der Immunogenitat der CML-Zellen durch eine Reduktion der
BCR-ABL-Aktivitat bedingt ist.

4.2.1 Induktion von Apoptose und Zellzyklusarrest

Hierzu wurden K-562-Zellen jeweils flr 48 h mit 15 pg/ml des Alkaloids Etoposid, welches
als Topoisomerase ll-Inhibitor wirkt, bzw. 20 pM des mTOR-Inhibitors Rapamycin
behandelt. Ebenso wurden die Zellen nach y-Bestrahlung mit 200 Gy far 48 h in Kultur
genommen, um in Analogie zu der Behandlung mit Imatinio nach 48 h Apoptose zu
induzieren. Wie in Abbildung 11 durch die Markierung der fragmentierten DNA durch den
Marker M1 gezeigt, fihren diese MaBnahmen sogar zu héheren Apoptoseraten als durch
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die Anwendung von 3 uM Imatinib erreicht werden. Dadurch kann untersucht werden, ob
Uber unterschiedliche Wege ausgeléste Apoptose in diesem Ausmal fir die hemmenden
Auswirkungen auf die CTL-Induktion verantwortlich ist.

DMSO 3 uM Imatinib
200 1 200 1

E 26,38%
3 2,63% |

3 M1 | 2

counts
counts

100 10! 102 103 10%
FL2-H

20 puM Rapamycin 15 pg/ml Etoposid
200 1 200
" 13,3% " 3 29,88%
€ 4 0, E 0,
£ 40,53% | |_| £ 3 40,43% |
8 1 M1 | 3 M1 |
F M2 ; M2
109 10! 102 103 10% 100 10! 102 103 10%
FL2-H FL2-H
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200 200 9
3 28,53% 3 51%

3 44,8% 3 13,28%

v w1 g

I M2
| I 3 S—

-
100 10" 102 103 10% 100 10 102 103 10t
FL2-H FL2-H

counts
1

N

counts
1

Abb. 11: Farbung der fragmentierten DNA zur Messung der Apoptose nach Nicoletti (Nicoletti et al., 1991) in
K-562-Zellen nach Behandlung mit verschiedenen Apoptoseinduktoren fiir 48h. M1 markiert die
fragmentierte, hypodiploide DNA der apoptotischen Zellen links des 2N-Peaks, M2 markiert den 4N-Peak
der Zellen mit repliziertem Chromosomensatz. Die Diagramme zeigen reprasentative Beispiele aus drei

unabhangigen Experimenten.

Neben der Induktion von Apoptose ist nach der Behandlung mit 3 pM Imatinib zu
erkennen, dass die K-562-Zellen in einen Zellzyklusarrest in der Gi-Phase Ubergehen. Der
4N-Peak, der den verdoppelten Chromosomensatz nach der Replikation in der S- bzw. G-
Phase des Zellzyklus reprasentiert (M2 in Abb. 11), nimmt im Vergleich zur Kontrolle
deutlich ab. Um auch diesen Effekt als Ursache fur die verminderte CTL-Induktion
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ausschlieBen zu kénnen, wurde durch das CML-Therapeutikum Hydroxyurea in einer
Konzentration von 1 mM innerhalb von 48 h ein Zellzyklusarrest induziert. Hydroxyurea
inhibiert die Ribonukleotidreduktase, was dazu fOhrt, dass der intrazellulare
Desoxynukleotid-Vorrat dezimiert und so die DNA-Reparatur gehemmt wird. Die hier
verwendete Konzentration entspricht der steady-state Plasmakonzentration in Patienten
(Smith et al., 1993; Gandhi et al., 1998). Nach 48-stliindiger Behandlung zeigten die K-
562-Zellen in der DNA-Farbung nach Nicoletti eine deutlich verminderte S- bzw. Gg-
Phase, entsprechend dem Gq-Zellzyklusarrest durch Imatinib, wahrend die Apoptoserate

nur rund 20% betrug.

4.2.2 Einfluss von Apoptose und Zellzyklusarrest auf die Induktion von

zytotoxischen T-Lymphozyten

Aus den apoptotischen bzw. im Zellzyklusarrest befindlichen Zellen wurde die Gesamt-
RNA isoliert und entsprechend der CTL-Induktion mit RNA aus Imatinib-behandelten
Zellen fUr die Elektroporation von DCs und die darauf folgende Induktion zytotoxischer T-
Lymphozyten eingesetzt. In Abb. 12 ist die spezifische Lyse ausgewahlter Targetzellen
durch diese CTLs dargestellt (A-C). Alle CTLs waren in der Lage, das Antigenprofil von
DMSO-behandelten K-562-Zellen zu erkennen und die entsprechenden Targetzellen zu
lysieren. Targets, die mit RNA aus Imatinib-behandelten K-562-Zellen transfiziert waren,
konnten von keiner der mit Hilfe von RNA aus apoptotischen Zellen induzierten CTL-Linien
lysiert werden.

Ebenso wie nach Verwendung der RNA aus apoptotischen Zellen fihrte der Einsatz der
RNA aus mit Hydroxyurea behandelten Zellen nicht zu einem Verlust der lytischen Aktivitat
der induzierten CTLs. Dies zeigt, dass ein Eingriff in den Zellzyklus ebenso wenig wie die
Induktion von Apoptose die Immunogenitat der CML-Zellen beeinflusst. Da Hydroxyurea
ebenso wie IFN-a als CML-Therapeutikum eingesetzt wurde und zur Induktionstherapie
auch heute noch verwendet wird, ist dieses Ergebnis auch ein wichtiger Hinweis darauf,
dass die Elimination der CML-Zellen bei verschiedenen Behandlungen unterschiedlichen

Mechanismen unterliegt.
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Abb. 12: Analyse der spezifischen Lyse von Targetzellen durch in vitro induzierte CTLs im *'Cr-release
Assay. Als Stimulatoren zur Induktion der CTL wurden autologe DC eingesetzt, die mit RNA aus mit 20 pM
Rapamycin behandelten K-562 (A), mit 15 pg/ml Etoposid behandelten K-562 (B), mit 200 Gy bestrahlten K-
562 (C) oder mit 1 mM Hydroxyurea behandelten K-562 (D) transfiziert wurden.

4.3 Einfluss der Depletion von BCR-ABL in K-562- und K-562R-Zellen

4.3.1 Depletion der BCR-ABL-Expression in K-562- und K-562R-Zellen

Imatinib inhibiert neben BCR-ABL auch c-ABL, PDGF-R und c-KIT Kinaseaktivitaten
(Heinrich et al.,, 2000; Buchdunger et al., 2000). Um nachzuweisen, dass die
beeintrachtigte CTL-Induktion nach Behandlung der CML-Zellen mit Imatinib auf der
direkten Inhibition von BCR-ABL beruht, wurde die Expression des Fusionsproteins mit der
Methode der RNA-Interferenz in K-562- und K-562R-Zellen unterbunden. Dazu wurde
siRNA eingesetzt, die gegen die in K-562-Zellen vorliegende BCR-ABL-Fusionsstelle b3a2

gerichtet ist (sib3a2_1). Durch den Einsatz verschiedener Konzentrationen der siRNA
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zwischen 120 pmol und 320 pmol pro 2x10° Zellen (0,6 — 1,6 uM) konnte in beiden
Zelllinien die Expression effektiv vermindert werden (Abb. 13). Sekundéare Effekte, wie z.B.
eine Interferonantwort in transfizierten Zellen, wurden durch den Einsatz einer mismatch-
Kontrolle (simis), die sich im Vergleich zur spezifischen siRNA durch zwei ausgetauschte
Nukleotide auszeichnet, sowie durch den Einsatz einer sequenz-unabhangigen siRNA
(siGL2) und nichttransfizierten Zellen (nontransfected cells, NTC) ausgeschlossen.

<— BCR-ABL
K-562
<«<— ABL
B
<«— BCR-ABL
K-562R

<— ABL

Abb.13: Analyse der verminderten Expression von BCR-ABL durch Transfektion mit spezifischer siRNA
gegen die b3a2-Fusionsstelle (sib3a2_1) in K-562- (A) und K-562R-Zellen (B). Die Expression der zellularen
ABL-Tyrosinkinase bleibt unbeeinflusst und dient als Ladekontrolle.

In K-562-Zellen war nach der Transfektion mit 0,6 uM der spezifischen siRNA bereits eine
deutliche Reduktion der Expression von BCR-ABL zu verzeichnen, die sich durch leichte
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Erhdhung der Konzentration auf 0,8 uM noch steigern lieB. Keine der Kontroll-siRNAs
hatte eine Auswirkung auf die Expression des Fusionsproteins. sib3a2 3 stellt eine
spezifische siRNA dar, die im Gegensatz zu sib3a2_1 keine Wirkung zeigt, und ebenfalls
als Negativkontrolle eingesetzt wurde. Die Transfektion der Imatinib-resistenten K-562R
fihrte aufgrund der Uberexpression von BCR-ABL in diesen Zellen (Weisberg and Giriffin,
2000) erwartungsgemaf zu einer schwacheren prozentualen Reduktion der Expression
beim Einsatz von 0,8 pM spezifischer siRNA. Durch den Einsatz von 1,6 pM lieB sich
jedoch auch in diesen Zellen eine der Regulation durch 0,8 pM siRNA in K-562

entsprechende Verminderung der Expression erreichen.

4.3.2 Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten gegen Antigene aus mit siRNA
transfizierten K-562- und K-562R-Zellen

Die Gesamt-RNA aus siRNA-transfizierten K-562- und K-562R-Zellen wurde zur
Elektroporation von DCs verwendet, um analog zum Vorgehen nach der Behandlung der
Zelllinien mit Imatinib CTLs zu induzieren. Diese wurden in Standard °'Cr-release Assays
auf ihre lytische Aktivitat und Spezifitat hin getestet. In diesen Versuchen wurden fir die
Herstellung der Targetzellen autologe DCs mit RNA aus siRNA-transfizierten K-562
elektroporiert. K-562-Zellen sowie mit EGFP-IVT transfiziete DCs wurden als
Negativkontrollen eingesetzt.

CTLs, die unter Verwendung von Gesamt-RNA aus simis-transfizierten K-562 induziert
wurden, waren in der Lage, Zielzellen zu lysieren, die das Antigenprofil von simis-
transfizierten K-562-Zellen prasentierten. Gleichzeitig waren sie unfahig, solche DCs zu
lysieren, die mit RNA aus sib3a2_1-transfizierten K-562 elektroporiert waren (Abb. 14A).
Die MHC-Klasse I-Restriktion konnte durch die Inhibition der Lyse mittels eines
blockierenden Antkdrpers gegen MHC Klasse | nachgewiesen werden. Das gleiche
Lyseverhalten wurde erreicht, wenn CTLs mit DCs generiert wurden, die mit RNA aus
simis-transfizierten K-562R-Zellen transfiziert waren (C).

Wurde fir die CTL-Induktion RNA aus K-562-Zellen verwendet, die mit 0,8 uM der
spezifischen siRNA transfiziert waren, so flhrte dies zu einer kompletten Unfahigkeit der
CTLs, Targetzellen zu erkennen und zu lysieren (B). Die Behandlung der resistenten
Zellen mit der gleichen Konzentration der spezifischen siRNA, entsprechend einer weniger
ausgepragten Herunterregulation der BCR-ABL-Expression (siehe Abb. 13B), flhrte
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dagegen nur zu einer Reduktion der Reaktivitat der CTLs. Im Vergleich zur Kontrolle, bei
der die CTL-Induktion unter Verwendung von RNA aus mit mismatch-siRNA transfizierten
K-562R erfolgte, ist eine deutliche Verminderung der lytischen Kapazitat zu erkennen.
Wurden die resistenten Zellen jedoch mit 1,6 uM der spezifischen siRNA transfiziert und
dementsprechend die Expression des BCR-ABL-Proteins auf eine BCR-ABL:c-ABL Ratio
reduziert, die der Transfektion der nicht-resistenten Zellen mit 0,8 uM entspricht (Abb. 13),
so waren auch die in der Folge induzierten CTLs nicht lytisch aktiv.
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Abb. 14: Analyse der spezifischen Lyse von Targetzellen durch in vitro induzierte CTLs im *'Cr-release
Assay. Als Stimulatoren zur Induktion der CTL wurden autologe DC eingesetzt, die mit RNA aus siRNA-
transfizierten K-562-Zellen (A+B) oder K-562R-Zellen (C-E) transfiziert wurden. Folgende siRNAs wurden
verwendet: (A) simis, (B) 0,8 uM sib3a2_1, (C) simis, (D) 0,8 uM sib3a2_1, (E) 1,6 uM sib3a2_1.

In Einklang mit den Ergebnissen nach Inhibition der Kinaseaktivitat durch Imatinib fahrt die
Herunterregulation der Expression durch spezifische siRNA zu einem hemmenden Effekt

auf die CTL-Induktion. Eine Inhibition der Funktion durch die Verminderung der Expression
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des Fusionsproteins hatte den vollstadndigen Verlust der Immunogenitat der K-562-Zellen
zur Folge, wahrend dieser Effekt in den resistenten Zellen durch das AusmalB der
Inhibition von BCR-ABL durch siRNA titrierbar war. Dies zeigt die Anhangigkeit der
Induzierbarkeit von CTL-Antworten von der Expression und Aktivitdt des BCR-ABL-
Fusionsproteins und unterstiitzt daher die Annahme, dass BCR-ABL-Aktivitdt immunogene
Antigene in CML-Zellen hochreguliert und im Gegenzug die Inhibition der Kinaseaktivitat
die Reduktion der Expression dieser Antigene zur Folge hat.

4.3.3 Expression von Tumorantigenen in K-562- und K-562R-Zellen nach Depletion
der BCR-ABL-Expression durch spezifische siRNA

Die Depletion der BCR-ABL-Expression fuhrt ebenso wie die Behandlung Ph-positiver
Zellen mit Imatinib zu einem Verlust der konstitutiven BCR-ABL Kinaseaktivitat und der
daraus resultierenden Aktivierung von Signalwegen. Ein Einfluss der Aktivitat von BCR-
ABL auf die Expression von Tumorantigenen sollte daher nach der Transfektion mit siRNA
nachweisbar sein. Um dieser Frage auf den Grund zu gehen, wurde nach der Depletion
von BCR-ABL im Western Blot die Expression der bereits in Reaktion auf die Behandlung
mit Imatinib untersuchten Antigene Gberpruft.

Wie in Abb. 15 ersichtlich ist, wurde nur die Expression von Survivin nach der siRNA-
Transfektion von K-562-Zellen deutlich reduziert. In K-562R-Zellen ist selbst bei
entsprechend ausgepragter Verminderung der Expression durch 1,6 uM sib3a2_1 kein
Effekt erkennbar. Demnach ware es mdglich, dass die Effekte auf die Expression von
tumorassoziierten Antigenen, die nach Behandlung mit Imatinib nachweisbar sind, durch
sekundare Wirkungen der Substanz, bsp. durch Hemmung der Aktivitdt von c-KIT,
entstehen. Dennoch ist die Hemmung der Induzierbarkeit von CTLs ebenso stark
ausgepragt wie nach Applikation von Imatinib und durch die Konzentration der siRNA und
dementsprechend die Expression von BCR-ABL in der Zelle titrierbar. Die Aktivitat von
BCR-ABL hat also einen direkten Einfluss auf die Immunogenitat und wirkt méglicherweise
durch die Beeinflussung nicht in dieser Arbeit untersuchter Antigene.
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p-mTOR
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Abb. 15: Analyse der Expression verschiedener Tumorantigene und zellulérer Proteine nach Depletion der
Expression von BCR-ABL durch spezifische siRNA (sib3a2_1). Als Ladekontrolle ist eine Hybridisierung mit
Aktin-spezifischem Antikdrper gezeigt.
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5 DISKUSSION

In ca. 90% aller Falle ist die chronische myeloische Leukdmie mit der reziproken
Translokation 1(9;22)(g34;911) assoziiert, welche die Expression des Fusionsproteins
BCR-ABL zur Folge hat. Dessen konstitutive Tyrosinkinaseaktivitat verursacht die maligne
Transformation der CML-Blasten durch Deregulation der Proliferation, Apoptose und
Adhasion. Zusatzlich stellt BCR-ABL ein fir die CML-Blasten spezifisches Antigen dar,
das die Mdoglichkeit eroffnet, gezielte medikamentbése oder immuntherapeutische
Therapiestrategien zu entwickeln.

Imatinib (Gleevec©/GIivec©) ist ein Inhibitor der BCR-ABL Kinaseaktivitdt und wurde im
Jahr 2001 in den USA und der EU fir die Behandlung von CML-Patienten in der
chronischen Phase nach Versagen einer IFN-a-Therapie oder in fortgeschrittenen Stadien,
Ende 2002 auch als Erstlinientherapie der CML zugelassen. Weiterhin hat Imatinib seit
2002 die Zulassung fur die Therapie gastrointestinaler Stromatumoren (GIST), die in der
Mehrzahl der Falle auf Mutationen der Kinase c-KIT beruhen. Die Einflhrung dieser
spezifischen Therapie hat zu signifikanten Verbesserungen des Ansprechens und des
Uberlebens der Patienten gefiihrt.

In die gezielte Therapie der CML wurde zu Beginn die Hoffnung gesetzt, die Patienten
heilen zu kdnnen. Mittlerweile fihrten jedoch neue Erkenntnisse Uber die Existenz von
Leukdmiestammzellen dazu, groBes Augenmerk auf die Beteiligung des Immunsystems
an der Eliminierung leuk@mischer Zellen zu legen (Copland et al., 2005). CML-
Stammzellen sind ruhende Zellen insbesondere im Knochenmark, die im Gegensatz zu
den proliferativ aktiven Leukamiezellen des peripheren Blutes nicht von der Aktivitat der
BCR-ABL Tyrosinkinase abhangig sind. Dies fihrt dazu, dass sie durch
Tyrosinkinaseinhibitoren nicht eliminiert werden kénnen (Jiang et al., 2007). Eine aktive
Immunantwort gegen fir CML-Zellen charakteristische Antigene kénnte diese Zellen
jedoch mdglicherweise erreichen und eliminieren. Bei Patienten, die mit IFN-a, der
Standardtherapie vor der Zulassung von Imatinib, behandelt wurden, beruht die anti-
leukédmische Aktivitat zum Teil auf der Induktion von zytotoxischen T-Zell-Antworten gegen
die Leukamiezellen. Im Gegensatz dazu konnten Burchert et al. nachweisen, dass mit
Imatinib behandelte Patienten verminderte CTL-Antworten aufweisen (Burchert et al.,

2003). Die Griinde fir diese unterschiedlich ausgepragte Beteiligung des Immunsystems
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sind unklar. Ausléser kdnnten ein negativer Einfluss des Medikamentes auf die Funktionen
des Immunsystems oder eine reduzierte Immunogenitat der CML-Zellen sein.

Imatinib wurde bereits in mehreren Veréffentlichungen mit hemmenden Einflissen auf das
Immunsystem in Verbindung gebracht. So wird die Funktion und die Differenzierung von
APCs und die Effektorfunktion von T-Zellen inhibiert, wodurch Imatinib mit auf
dendritischen Zellen basierenden immuntherapeutischen Strategien durch die Hemmung
der Induktion von CTL-Antworten in vivo interferieren kénnte (Dietz et al., 2004; Appel et
al., 2004; Appel et al., 2005; Seggewiss et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob die Immunantwort gegen CML auch
unabhangig von der direkten Beeinflussung des Immunsystems durch Imatinib gehemmt
wird. Die zentrale Frage war hierbei, ob die Aktivitdt der Tyrosinkinase BCR-ABL eine
Rolle in der Immunogenitat von CML-Zellen spielt.

Die Untersuchung der Hemmung der Kinaseaktivitat durch die Behandlung von CML-
Zellen mit Imatinib fihrte ebenso wie die Reduktion der Expression von BCR-ABL durch
spezifische siRNA zu dem Ergebnis, dass Zelllinien und primare CML-Zellen nach BCR-
ABL-Hemmung eine stark verminderte Immunogenitat aufweisen. So war die Induktion
einer spezifischen CTL-Antwort gegen das veranderte Antigenprofil dieser Zellen nicht
mehr mdglich, sowie die Erkennung des Antigenprofils Imatinib-behandelter Zellen durch
CML-spezifische CTLs gehemmt (Brauer et al., 2007).

Um die Auswirkungen der BCR-ABL-Inhibition zu untersuchen, wurden Zellen der CML-
Zelllinie K-562 und einer neben anderen Mechanismen aufgrund einer BCR-ABL-
Uberexpression gegen Imatinib resistenten Variante, K-562R (Weisberg and Griffin, 2000),
mit Imatinib oder zur Kontrolle mit DMSO behandelt, die RNA isoliert und diese zur
Transfektion von aus Monozyten generierten DCs verwendet. Diese Zellen wurden dann
als antigenprasentierende Zellen zur Induktion polyklonaler T-Zell-Antworten verwendet.
Unter Verwendung von RNA aus Imatinib-behandelten Zellen induzierte CTLs waren nicht
in der Lage Targetzellen mit verschiedenen CML-assoziierten Antigenprofilen zu lysieren,
wahrend die Verwendung von RNA aus DMSO-behandelten K-562-Zellen, ebenso wie
RNA aus DMSO- oder Imatinib-behandelten K-562R-Zellen zur Induktion spezifischer
CTLs mit starker lytischer Aktivitat fihrte. Zudem waren diese CTLs in der Lage,
verschiedene CML-assoziierte Antigene wie Survivin, PRAME, WT1 und PR3 in Elispot-
Assays zu erkennen. Keine der aktiven CTL-Linien lysierte jedoch Targetzellen, die unter
Verwendung von RNA aus Imatinib-behandelten K-562-Zellen hergestellt wurden. Dies

legt nahe, dass die antigene Information, die die isolierte RNA aus unterschiedlich
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behandelten Zellen enthalt, distinkte Unterschiede aufweist, die die Induzierbarkeit von
zytotoxischen T-Zellen determiniert. Da in den CML-Zellen ebenso wie in den hier
verwendeten DCs die Translation der in der RNA codierten Proteine die Voraussetzung far
eine Prasentation immunogener Epitope auf der Zelloberflache ist, kénnen diese
Ergebnisse auf die Immunogenitat der CML-Zellen Ubertragen werden. Die Reduktion der
Immunogenitdt nach Hemmung von BCR-ABL kénnte also bespielsweise auf einer
verminderten Expression immunogener Antigene beruhen. Es ist bekannt, dass die
konstitutive Aktivitdt der ABL-Tyrosinkinase in CML-Zellen Gber die Aktivierung diverser
Signalkaskaden die Expression unterschiedlicher Proteine beeinflusst und teilweise
induziert (Watari et al., 2000; Hakansson et al., 2004).

Um die Auswirkungen der BCR-ABL-Inhibition genauer zu analysieren wurde die
Expression von Antigenen, die in Zusammenhang mit Immunantworten gegen CML
stehen, nach der Applikation von Imatinib untersucht. Die durch Imatinib vermittelte
Inhibition von BCR-ABL flihrt in K-562-Zellen zu einer verminderten Expression von
Tumorantigenen und zellularen Proteinen wie Survivin, Adipophilin, hTERT, WT1, Bcl-x,
und Bcl-2 in Korrelation mit einer verminderten Induktion spezifischer CTLs, wahrend die
Expression mehrerer anderer Proteine unverandert blieb. Diese Herunterregulation wurde
in K-562R-Zellen nicht beobachtet. Da nach einer Imatinib-Behandlung in resistenten
Zellen keine Beeinflussung der Immunogenitat festgestellt werden konnte, unterstitzt
dieses Ergebnis die Hypothese, dass durch die Aktivitdt von BCR-ABL hochregulierte
Antigene fur die Erkennung der CML-Zellen verantwortlich sind.

In primaren CML-Zellen, die mit Imatinib inkubiert wurden, konnte die Herunterregulation
von hTERT und Survivin detektiert werden, die mit der verminderten Lyse von mit RNA
dieser Zellen transfizierten DCs als Targets in °'Cr-release Assays korrelierte. Es besteht
dementsprechend ein Zusammenhang zwischen Induzierbarkeit von CTLs und Expression
von Antigenen. Neben den hier untersuchten kénnten auch weitere Immunogene an
diesem Prozess beteiligt sein. AuBerdem ist es denkbar, dass nicht nur die Expression,
sondern auch die Prozessierung und Prasentation der Antigene von der Aktivitat der BCR-

ABL-Kinase beeinflusst werden.

Um auszuschlieBen, dass die inhibitorischen Effekte durch Apoptose und
dementsprechend globale Herunterregulation der Proteinsynthese bedingt sind, wurden
alternative Methoden zur Apoptoseinduktion eingesetzt und der Einfluss auf die

Induzierbarkeit von CTL-Antworten gegen CML-assoziierte Antigene untersucht. Zu
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diesem Zweck wurden K-562-Zellen mit Etoposid, Rapamycin oder y-Strahlung behandelt
um Apoptoseraten von ca 40% zu erreichen, einer hdhreren Rate als durch die
Behandlung mit 3 uM Imatinib erreicht wird. Die analog induzierten CTLs waren spezifisch
in der Lage, Targets zu lysieren und wiesen eine lytische Kapazitat auf, die der Lyse der
mit RNA aus DMSO-behandelten K-562-Zellen induzierten CTLs entsprach. Entsprechend
hatte der durch Hydroxyurea ausgeloste Zellzyklusarrest keinen Einfluss auf die CTL-
Induktion. Dies legt nahe, dass ebenso wie bei der Behandlung von CML-Patienten mit
IFN-a auch bei einer Behandlung mit Hydroxyurea die Induktion von zytotoxischen
Immunantworten méglich ist und diese Zellen an der Elimination der CML-Zellen beteiligt
sind. Dies scheint nach den vorliegenden Ergebnissen wahrend einer Behandlung mit
Imatinib aufgrund der verminderten Immunogenitat der CML-Zellen nicht méglich zu sein
und legt nahe, dass die Beseitigung der CML-Zellen bei mit Imatinib behandelten
Patienten ohne Beteiligung des Immunsystems durch eine zytotoxische Antwort erfolgt.

Da Hydroxyurea als CML-Therapeutikum eingesetzt wurde und zur Induktionstherapie
auch heute noch verwendet wird, ist dieses Ergebnis neben den bereits verdffentlichten
Erkenntnissen Uber den Einfluss von IFN-a auf das Immunsystem bei CML ein wichtiger
Hinweis darauf, dass die Elimination der CML-Zellen bei verschiedenen Behandlungen

unterschiedlichen Mechanismen unterliegt.

Neben BCR-ABL inhibiert Imatinib auch die Kinasen c¢-KIT und PDGF-Rezeptor
(Buchdunger et al., 2000). Wie bereits erwahnt, macht man sich die Hemmung von c-KIT
in der Behandlung von GIST zu Nutze. In der CML-Behandlung ist dieser Effekt nicht
nétig, kénnte aber dennoch in CML-Zellen zusatzliche Auswirkungen auf die
Antigenexpression und die Immunogenitat haben. Um zu zeigen, dass die beobachteten
Effekte durch die Inhibition von BCR-ABL vermittelt sind, wurde spezifische siRNA gegen
die Fusionsstelle des BCR-ABL-Gens b3a2 eingesetzt, um die Expression des Proteins in
den CML-Zellen zu unterbinden.

Wahrend K-562-Zellen auf Imatinib ansprechen, ist die Resistenz der K-562R-Zellen
zumindest zum Teil durch eine zwei- bis dreifache Uberexpression von BCR-ABL bedingt,
was die Widerstandsfahigkeit dieser Zellen gegeniber den hier verwendeten Imatinib-
Konzentrationen erklart (Weisberg and Griffin, 2000). Die direkte Beeinflussung der
Expression durch spezifische siRNA jedoch zeigt, dass das AusmaB der
Herunterregulation mit der Induzierbarkeit von CTLs korreliert. Die Verwendung von 0,8
UM siRNA, einer Konzentration, die in nicht-resistenten Zellen sehr effektiv die Expression

56



DISKUSSION

von BCR-ABL vermindert und die Induktion von spezifischen CTLs inhibiert, resultiert
durch den deutlich geringeren Einfluss auf die BCR-ABL-Expression in K-562R-Zellen
entsprechend in einer nur geringen Verminderung der CTL-Induktion. Wird eine
Konzentration von 1,6 uM verwendet, die zu einer der Herunterregulation in nicht-
resistenten Zellen entsprechenden Reduktion der BCR-ABL-Expression flhrt, bewirkt dies
einen entsprechenden nachteiligen Effekt auf die CTL-Induktion.

Zusammengenommen bestatigen diese Ergebnisse, dass die Inhibition der BCR-ABL-
Aktivitat direkt die Immunogenitdt der CML-Zellen determiniert. Dies ist nicht auf
Apoptoseinduktion, mTOR-Inhibition oder andere Einflisse auf den Zellzyklus und evtl.
verminderte RNA-Qualitdit bei der Transfektion zuriickzufiihren. Uber welchen
Mechanismus die Hemmung erfolgt, ist allerdings nicht abschlieBend zu klaren. Nach der
Behandlung mit Imatinib ist die Expression mehrerer Tumorantigene deutlich reduziert,
was auch mit der eindeutig verminderten Erkennung diverser Antigene im Elispot
korreliert. Nach der erfolgreichen Herunterregulation der BCR-ABL-Expression durch
siRNA ist dagegen kein so deutlicher Effekt auf die Antigenexpression zu beobachten.
Auffallig ist allerdings, dass sowohl nach Imatinib-vermittelter Hemmung der Aktivitat, als
auch nach Depletion der BCR-ABL-Expression in CML-Zelllinien ebenso wie in primaren
Zellen die Expression von Survivin sehr stark vermindert ist.

Es wurde bereits nachgewiesen, dass die Expression von Survivin durch Signalkaskaden
downstream von BCR-ABL reguliert wird und Survivin essentiell fiir das Uberleben BCR-
ABL positiver Zellen ist (Carter et al., 2006). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte
zudem in Elispot Assays gezeigt werden, dass Survivin an der Erkennung von CML-Zellen
durch CTLs beteiligt ist. Die Expression von Survivin ist sowohl in mit Imatinib behandelten
K-562-Zellen als auch nach Depletion von BCR-ABL durch spezifische siRNA, ebenso wie
in  mit Imatinib behandelten primaren CML-Zellen, stark reduziert. Diese
Herunterregulation korreliert mit der eingeschrankten Erkennung von Targetzellen mit dem
Antigenprofil dieser behandelten Zellen durch CTLs, welche gegen das Antigenprofil
unbehandelter K-562-Zellen generiert worden waren. Zusatzlich war die Erkennung von
DCs, welche mit survivin-IVT elektroporiert waren in Elispot-Assays durch diese CTLs sehr
stark. Dies legt eine Beteiligung von Survivin am Prozess der Erkennung von CML-Zellen
durch CTLs nahe. Dennoch kénnten andere tumorassoziierte Antigene, die in dieser Arbeit
nicht untersucht wurden, durch die konstitutive BCR-ABL-Aktivitdt in ihrer Expression

verstarkt und dadurch flr die Immunogenitat von Bedeutung sein.
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Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Aktivitait von BCR-ABL von
entscheidender Bedeutung flr die Immunogenitdt von CML-Zellen ist, da sowohl die
Inhibition der Aktivitat durch BCR-ABL als auch die Verminderung der Expression durch
spezifische siRNA die Induktion von spezifischen CTL-Antworten unterbindet. Dies kann in
einer Hochregulation der Expression immunogener tumorassoziierter Antigene durch die
unkontrollierte Tyrosinkinaseaktivitat begrindet liegen. Die Inhibition oder Reduktion der
Expression von BCR-ABL fihrt dementsprechend zu einer Herunterregulation der
Expression dieser Antigene und bedingt dadurch den Verlust der Immunogenitat.

Da die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen im Bereich der steady-state
Plasmalevel behandelter Patienten liegen (le Coutre et al., 2004), kénnte die Behandlung
mit Imatinib aufgrund einer Inhibition der Induktion von CTL-Antworten und der fehlenden
Erkennung der CML-Zellen durch spezifische CTLs mit immuntherapeutischen Anséatzen
interferieren. Insbesondere bei Therapiestrategien, die auf der Induktion von CTL-
Antworten gegen CML-assoziierte Antigene in vivo beruhen, hétte eine verminderte
Immunogenitat der Leukamiezellen das Scheitern der Therapie zur Folge. Aber auch der
adoptive Transfer in vitro generierter CTLs héatte wenig Aussicht auf Erfolg, da sie die
CML-Zellen wahrend der Imatinib-Behandlung nicht erkennen und eliminieren kénnten.
Die starke Beeinflussung des Antigenprofils wirde zwar mdglicherweise in CML-
Stammzellen nicht auftreten, da diese Zellen nicht von der Aktivitat der Tyrosinkinase
abhéangig sind. Sie kdnnten also mdglicherweise durch eine aktive Immunantwort gegen
CML-assoziierte Antigene eliminert werden. Allerdings ist es unwahrscheinlich, dass die
Induktion von CTL von diesen im Knochenmark residierenden Zellen ausgelést und
aufrechterhalten werden kann. Zusétzlich wirden auch die T-Zellen durch Imatinib in ihrer
Funktion beeintrachtigt, wie bereits 2005 von Seggewiss et al. gezeigt, und ein
Therapieerfolg kénnte sich trotz einer ex vivo-Generierung von CTL nicht einstellen.
Demnach erscheint aufgrund der vorliegenden Ergebnisse die Kombination von auf
zytotoxischen Immunantworten beruhenden immuntherapeutischen Strategien mit einer

Imatinib-Behandlung nicht aussichtsreich.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Chronisch myeloische Leukdmie ist eine durch exzessive Granulopoese gekennzeichnete
myeloproliferative Erkrankung, die in Uber 90% der Falle durch die Expression der
konstitutiv aktiven Tyrosinkinase BCR-ABL ausgelést wird. Die Therapie basiert auf dem
spezifischen Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib, der Abl-Kinasen, c-KIT und PDGFR durch
kompetitive Hemmung der ATP-Bindung inhibiert.

Studien haben gezeigt, dass mit Imatinib therapierte Patienten im Gegensatz zu mit IFN-a
behandelten Patienten veminderte CTL-Antworten gegen CML-assoziierte Antigene
aufweisen. Dies kdnnte auf immunsuppressiven Effekten von Imatinib beruhen, aber auch
durch eine Verminderung der Immunogenitat der CML-Zellen bedingt sein. Um dies zu
Uberprifen, wurde in dieser Arbeit der Einfluss einer Inhibition der BCR-ABL-Aktivitat
sowie der Reduktion der BCR-ABL-Expression auf die Induzierbarkeit von CTL-Antworten
in vitro untersucht.

Die medikamentdse Inhibition von BCR-ABL flihrt zu einer Herunterregulation der
Expression verschiedener immunogener Antigene auf CML-Zellen in Korrelation zu einer
verminderten Induktion CML-spezifischer zytotoxischer Immunantworten. Dieser Effekt trat
entsprechend auch in primaren CML-Zellen von Patienten in chronischer Phase oder
Blastenkrise auf. Ebenso fihrt die siRNA-vermittelte Hemmung der Expression von BCR-
ABL zu einer stark verminderten Immunogenitat von CML-Zellen. In Imatinib-resistenten
K-562R-Zellen war dieser Effekt durch die siRNA-Konzentration titrierbar, was den

direkten Einfluss der Kinaseaktivitat von BCR-ABL demonstriert.
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7 SUMMARY

Chronic myelogenous leukemia (CML) is a myeloproliferative disorder characterized by
excessive granulopoiesis, which in over 90% of the cases is due to the formation of the
constitutively active tyrosine kinase BCR-ABL. The therapy is based on the tyrosine kinase
inhibitor imatinib, which inhibits Abl kinases, c-KIT and platelet-derived growth factor
receptor by competitive inhibition of ATP binding.

Recently, studies revealed that patients treated with imatinib showed impaired CTL
responses against CML-associated antigens in comparison to patients treated with IFN-a.
This might be due to immunosuppressive effects of imatinib or a treatment induced
reduction in immunogenicity of CML cells. To test this, the influence of an inhibition of the
activity of BCR-ABL as well as the Reduktion of BCR-ABL expression on the inducibility of
CTL responses was analyzed in vitro.

The pharmacological inhibition of BCR-ABL leads to a downregulation of the expression of
different immunogenic antigens on the CML cells in correlation to a diminished induction of
CML directed cytotoxic immune responses. This effect accordingly occurred in primary
CML cells of patients in chronic phase or blast crisis. Similarly, the siRNA-mediated
knockdown of BCR-ABL expression leads to a strongly reduced immunogenicity of CML
cells. This effect was titrateable in imatinib resistant K-562R cells by the concentration of
siRNA, which underlines the direct influence of BCR-ABL kinase activity.
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8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

a-
uF

A

ABL

AEC

APS

AS

b3a2

Bcel

BCR
BCR-ABL

BSA

CD
cDNA
CML
CTL

DC
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EGFP

Elispot

anti- (Antikérper gegen)

Mikrofarad, Einheit flr die elektrische Kapazitat
Adenosin

humanes Abelson-Protoonkogen
3-Amino-9-Ethylcarbazol

Ammoniumpersulfat

Aminoséaure

BCR-Exon 3 fusioniert an ABL-Exon 2

B-cell leukemia/lymphoma

breakpoint cluster region

Fusionsprotein aus BCR und ABL, translatiert
nach reziproker Translokation der langen Arme
von Chromosom 9 und 22 (1(9;22) (q34;q11))
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Cytosin

Differenzierungsantigen (cluster of differentiation)
komplementare DNA (complementary DNA)
Chronisch myeloische Leukéamie

Zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T
lymphocytes)

Dendritische Zelle (dendritic cell)
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)
Desoxynucleotidtriphosphat

1,4-Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

grines Fluoreszenzprotein (enhanced green
fluorescent protein)

Enzymgekoppelter Immun-Spot Test (enzyme
linked immunospot technique)
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FACS

FCS
FITC

g

G
GAPDH
GIST
GM-CSF

HEPES
HRP
HSP
hTERT

MHC
mA
mAb
mRNA
mTOR

NP-40
NTC

PAGE
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Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (fluorescence
activated cell sorting)

Fotales Kalberserum (fetal calf serum)
Fluoresceinisothiocyanat

Erdbeschleunigung

Guanosin
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
gastrointestinale Stromatumoren
Granulozyten/Makrophagen-Kolonie
stimulierender Faktor (granulocyte/macrophage
colony stimulating factor)

Gray, Einheit der Dosis radioaktiver Strahlung
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
Hitzeschockprotein (heat shock protein)

humane Telomerase (human telomerase reverse
transcriptase)

Interferon

Interleukin

Imatinib

in vitro-Transkript (in vitro transcript)
Kilobasenpaare

Kilodalton

Haupthistokompatibilititskomplex (major
histocompatibility complex)

Milliampére

monoklonaler Antikbrper (monoclonal antibody)
messenger RNA

Bindeprotein des Rapamycins in Mammalia
(mammalian target of rapamycin)

Nonidet P-40

nichttransfizierte Kontrolle (nontransfected
control)

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PBMC

PBS

PCR

PDGFR

PE

Ph

Pl

pk
PMA
PR3
PRAME
RNA
rpm
RPMI
RT
SDS
SEM
siRNA
STAT
SZT

TAA

TBS

TE
TEMED
TNF

Tris

U/ml

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes
(peripheral blood mononuclear cells)
Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphate
buffered saline)

Polymerasekettenreaktion (polymerase chain
reaction)

Plattchenwachstumsfaktor-Rezeptor (platelet
derived growth factor receptor)

Phycoerythrin

Philadelphia-Chromosom

Propidiumiodid

polyklonal

Phorbol-12-myristat-13-acetat

Proteinase 3

preferentially expressed antigen in melanoma
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl! sulphate)
Mittelabweichung (standard error of means)
short interfering RNA

signal transducer and activator of transcription
Stammzelltransplantation

Thymidin

tumorassoziiertes Antigen (tumor associated
antigen)

Tris-gepufferte Salzlésung (Tris buffered saline)
Tris-EDTA-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tumornekrosefaktor
Trihydroxymethylaminomethan

Uridin

Enzymeinheiten pro Milliliter (units per mi)
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WTH1
xIAP

66

Volt

Wilms tumor 1

x-gekoppelter Inhibitor der Apoptose (x-linked
inhibitor of apoptosis protein)
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