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1 Zusammenfassung  

Lymphoblastoide Zelllinien, die Cancer/Testis Antigene (CTA) exprimieren, können 

möglicherweise als prophylaktische oder therapeutische Vakzine bei Krebs eingesetzt werden. 

Ziel dieser  Arbeit war es, die CTA-Expression in lymphoblastoiden Zelllinien (LCLs) näher 

zu charakterisieren. Initial wurden hierfür 20 LCLs mittels qualitativer RT-PCR (Reverse 

Transkriptase – Polymerase - Kettenreaktion) auf ihre CTA-Expression hin untersucht. Bei 

70% der untersuchten LCLs konnte auf mRNA-Ebene mind. ein CT-Antigen nachgewiesen 

werden, 50% exprimierten zwei oder mehr CT-Antigene. Am häufigsten wurde SSX4 

(synovial sarcoma, X breakpoint 4) exprimiert: in 50% der untersuchten Linien. Im nächsten 

Schritt wurde die Expression von CTAs im zeitlichen Verlauf nach EBV-Transformation 

(Epstein-Barr-Virus) von B-Zellen untersucht, mit der Fragestellung, ab wann welche CTAs 

nachweisbar sind und ob sich ein spezifisches CTA-Expressionsmuster erkennen lässt. 

Hierfür wurden von 11 gesunden Spendern prospektiv neue LCLs angelegt und mittels 

qualitativer PCR auf ihre CTA-Expression hin untersucht. In der Zusammenschau der 

Ergebnisse konnte kein einheitlicher Startpunkt für die CTA-Expression in B-Zellen nach 

EBV-Transformation determiniert werden. Auch ließ sich kein einheitliches 

Expressionsmuster erkennen: weder die einzelnen CT-Antigene noch die einzelnen LCLs 

betreffend. Weiterführend wurde die Stärke der CTA-Expression auf mRNA-Ebene mittels 

Real-Time-PCR und auf Protein-Ebene mittels Immunhistochemie untersucht. Als Vergleich 

für die Expressionsstärke wurden bestehende Tumorzelllinien unterschiedlicher Entitäten 

verwendet. Einzig die LCL LG2 zeigte eine annähernd gleich starke CTA-Expression 

verglichen mit Tumorzelllinien. Dieses Ergebnis bestätigte sich auch auf Protein-Ebene. Im 

Anschluss wurde dann versucht, die CTA-Expression bei LCLs durch den Einsatz von DNA-

Methyltransferase-Inhibitoren (DNMTi)  in Kombination mit Histon-Deacetylase-Inhibitoren 

(HDACi) in vitro hoch zu regulieren. Nach Behandlung von 5 LCLs mit DNMTi und HDACi 

konnte eine bis zu 700fache Expressionsverstärkung  von SSX2 bei der Linie JY beobachtet 

werden. Von den 5 untersuchten CTAs wurde damit die Expression von SSX2 am stärksten 

hoch reguliert. Den größten Effekt auf die Stärke der CTA-Expression hatte 

linienübergreifend die Kombination aus 5-Azacytidin (Aza) und Valproat (VPA). Gleichzeitig 

kam es durch die Behandlung mit DNMTi und HDACi zu einer CTA-Induktion bei der LCL 

MGAR. Nach Behandlung konnte die erstmalige Expression von 7 CTAs bei dieser Linie 

beobachtet werden. Die Behandlung mit DNMTi und HDACi induzierte eine messbare T-

Zell-Reaktion, so dass LCLs, als Antigen-präsentierende Zellen (APC), als Impfstoff für eine 

autologe in vitro und gebebenfalls in vivo Tumorvakzinierung in Frage kommen. 
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Summary 

Lymphoblastoid cell lines (LCLs) which express cancer/testis antigens (CTA) might be used 

as prophylactic or therapeutic vaccine against cancer. The aim of this study was to 

characterize the CTA expression in LCLs more precisely. Initially 20 lymphoblastoid cell 

lines were analysed for their CTA expression pattern by PCR. 70% of these cell lines 

expressed at least one CTA and even 50% of them expressed two or more CTA. The most 

frequently expressed CTA was SSX 4 with an expression level of 50% in all of the analyzed 

LCLs. The next step was to investigate the CTA expression in a chronological sequence after 

transfection of native B cells with the Epstein Barr virus. Objective of this study was to 

investigate from when until when CTA expression was detectable and if there is any specific 

expression pattern. Therefore peripheral blood cells from 11 healthy donors were taken to 

prospectivly establish new LCLs and analyse their CTA expression pattern. We demonstrated 

that no specific start point for the CTA expression in B cells after EBV-transfection could be 

identified nor was a homogenous expression pattern shown, neither for a given CTA nor for a 

given LCL. To characterize the CTA expresion in more detail the intensity of he CTA 

epxression was investigated by using Real-Time-PCR for quantitative detection at mRNA 

level and immunohistochemistry at the protein level. For comparison of the expression 

intensity several established tumor cell lines from different entities were used and only LG2 

was shown to express CTA mRNA in an amount comparable to tumor cell lines. The 

investigations at protein level confirmed these results. Finally, we tried to upregulate the 

CTA-expression in vitro by using DNMTi in combination with HDACi. After the treatment 

of 5 LCLs with DNMTi and HDACi up to 700times highter expression of SSX 2 in the cell 

line JY was observed. According to this the expression of SSX2 was the most strongly 

upregulated one. The combination of 5-azacytidin and valproat acid had the greatest impact 

on CTA expression in cell lines.  We could generate a de novo CTA expression in the line 

MGAR, with 7 CTA being expressed for the first time. Further on, and most important, an 

increased T-cell reactivity against LCL JY was observed after treatment of this LCL with the 

combination of HDACi and DNMTi. 

Our study is the first to demonstrate and characterize CTA expression in LCLs. LCLs have 

the ability to induce a T cell response because of their ability to act as APC so they are 

promising candidates for the use as autologous in vitro or in vivo tumor vaccine. 
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2 Einleitung 

2.1 Tumorbiologie/Tumorimmunologie 

Zellen, die maligne entarten, weisen unabhängig von ihrer Entität gewisse Gemeinsamkeiten 

auf: die Fähigkeit zur ungehemmten Proliferation, den Verlust der Apoptose-Fähigkeit und 

das Überschreiten natürlicher Gewebegrenzen (Invasion und Metastasierung). Biologisch 

unterscheiden sich Tumorzellen demnach deutlich von ihren nicht-malignen Ursprungszellen.  

Auf Grund von genetischen Veränderungen verfügen Tumorzellen zudem über qualitativ und 

quantitativ veränderte molekulare Strukturen. In diesem Zusammenhang werden solche 

Strukturen dann als Tumorantigene bezeichnet, wenn sie vom spezifischen Immunsystem des 

tumortragenden Individuums erkannt werden. Im Laufe der Jahre konnte eine Vielzahl dieser 

Antigene identifiziert werden. Auf Grund ihrer Expressionseigenschaften und molekularen 

Alterationen lassen sich diese Antigene in verschiedene Klassen einteilen. Zu diesen Klassen 

gehören Cancer/Testis-Antigene (CTAs), auf die in der vorliegenden Arbeit noch detaillierter 

eingegangen wird. Diese Antigene weisen keine Expression in somatischem Gewebe auf, 

außer in Keimzellen von Hoden und Ovar. Dagegen werden sie auf einem breiten  Spektrum 

verschiedener Tumoren mit unterschiedlicher Frequenz exprimiert[1]. 

Differenzierungsantigene (Bsp.: Tyrosinase beim Melanom) werden in normalen Geweben 

nur in Zellen bestimmter Entwicklungsstufen exprimiert (wie z.B. in Melanozyten) und sind 

damit zelltypspezifische Differenzierungsantigene, wie z.B. Tyrosinase, das am 

Melaninstoffwechsel beteiligt ist[2]. Überexprimierte Antigene (Bsp.: Her2/neu) sind durch 

Überproduktion entstandene Proteine - sei es durch verstärkte Transkription oder durch 

Genamplifikation, die bei Überschreiten der immunologischen Toleranzschwelle zu einer 

Immunantwort führen. Bei mutierten Genprodukten (Bsp.: p53) kommt es durch Änderungen 

in der Gensequenz zu einer konsekutiv veränderten Aminosäuresequenz des kodierten 

Proteins, das damit ein neues Epitop bildet[3]. Bei tumorspezifischen Spleißvarianten (Bsp.: 

Restin) kommt es zu einer beschränkten Expression einer Spleißvariante in Tumorzellen. Für 

die Therapie maligner Erkrankungen stellen o.g. molekulare Strukturen Angriffspunkte für 

Therapiestrategien dar, hierbei v.a. unter Nutzung bzw. Miteinbeziehung des Immunsystems, 

insbesondere von T-Lymphozyten. 
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2.2 T-Zell-basierte Immuntherapie 

2.2.1 Aktivierung des Immunsystems auf T-Zell-Ebene  

T-Lymphozyten (T-Zellen) spielen eine Schlüsselrolle im Rahmen der adaptiven Immunität 

und sind für die zellvermittelte Immunantwort verantwortlich. T-Zellen lassen sich auf Grund 

ihrer Funktion in zwei große Kategorien unterteilen: in zytotoxische (CD8+) T-Zellen und in 

(CD4+) T-Helferzellen[4]. Zudem unterscheidet man noch mindestens eine dritte Gruppe von 

T-Zellen, sog. regulatorische T-Zellen (CD4+/CD25+/FoxP3+), die u. a. für die Kontrolle der 

T- Zellantwort zuständig sind und sowohl durch Sekretion proliferations-supprimierender 

Zytokine als auch über Zell-Zell-Kontakte limitierend auf die T-Zellantwort wirken[5].  

Die o.g. Populationen von T-Zellen haben bei der Immunantwort sehr unterschiedliche 

Aufgaben: 

Zytotoxische T-Zellen spielen v. a. bei der Zerstörung Virus-infizierter Zellen eine Rolle. Sie 

erkennen Antigene, die nicht zum Proteinbestand der gesunden Zelle gehören – sowohl 

körpereigene als auch körperfremde. Die Antigenpräsentation erfolgt hierbei über den 

Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) der Klasse I, auch humanes Leukozytenantigen 

(HLA) genannt. Der MHC-Komplex wird auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 kodiert 

und weist eine hohe Polygenie und einen hohen Polymorphismus auf. Zur Präsentation 

zytosolischer Proteine bzw. Polypeptide werden diese in Proteasomen zu Peptiden mit einer 

Länge von 8-12 AS proteolytisch gespalten. Spezifische Transportproteine (Transporters 

associated with antigen processing = TAP) schleusen diese Peptide dann in das 

endoplasmatische Retikulum (ER), wo die Peptide an MHC-I-Moleküle gebunden und an die 

Zelloberfläche transportiert werden. Neben Antigenen von Viren, die den Proteinsynthese-

Apparat der Wirtszelle nutzen, können über diesen Weg auch Tumor-spezifische Antigene an 

der Oberfläche einer Trägerzelle präsentiert werden. Diese MHC/Peptid-Komplexe führen 

über direkten Kontakt mit T-Zellen, die die „passenden“ T-Zell-Rezeptoren tragen, zur 

Aktivierung dieser T-Zellen und zur Auslösung der entsprechenden Effektorfunktionen. 

Somit unterliegen auch Tumorzellen der Kontrolle des adaptiven Immunsystems und sind der 

Eliminierung durch zytotoxische T-Zellen zugänglich. Im Gegensatz dazu werden über den 

MHC-II-Weg v. a. extrazelluläre Antigene präsentiert, die zuvor von der APC durch 

Endozytose internalisiert wurden. Ebenso werden über diesen Weg jedoch auch solche 

Antigene präsentiert, die von Pathogenen stammen, die sich in intrazellulären Vesikeln 

replizieren. Die so aufgenommenen Antigene induzieren einen pH-Abfall, was zur 

Aktivierung von sauren Proteasen und zum proteolytischen Verdau der Antigene führt. Die 

Endosomen werden so zu Lysosomen. Diese fusionieren dann mit Transportvesikeln mit 
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leeren MHC-II-Molekülen, und die Peptide bilden mit den passenden MHC-II-Molekülen 

stabile Peptid/MCH-II-Komplexe. Diese werden zur Oberfläche der APC transportiert und 

dort über direkten Zell-Zell-Kontakt den „passenden“ CD4+ T-Helferzellen präsentiert, die 

dadurch zu Effektorzellen werden. Die Antigenpräsentation über den  MHC-II-Weg findet v. 

a. in sog. professionellen antigenpräsentierenden Zellen (dendritische Zellen, Makrophagen, 

B-Lymphozyten) statt. 

Das primäre Signal zur Induktion einer T-Zell-Antwort wird, wie beschrieben, durch die 

direkte Interaktion zwischen dem Peptid/MHC-Komplex auf der Seite der APC und dem T-

Zell-Rezeptor (TCR) und dessen Korezeptoren (CD3, CD8 bzw. CD4) auf der Seite der T-

Zelle ausgelöst. Völlig unabhängig davon, ob es sich um MHC-I-restringierte Reaktionen 

CD8+ CTLs handelt oder um MHC-II-restringierte Antworten CD4+ T-Helferzellen, müssen 

dabei immer zwei Voraussetzungen erfüllt sein: 

 1. Das aus dem Antigen prozessierte Peptid muss zu einem MHC-Molekül passen. Das 

zu gewährleisten, war die evolutionäre Grundlage für die Entwicklung der enormen Polygenie 

und multiplen Allelie des MHC-Komplexes. Darin liegt jedoch ein für die Etablierung von 

Immuntherapien gegen Krebs limitierender Faktor. Zwar wurden soweit schon etliche Peptid-

Epitope aus Tumor-spezifischen und auch aus Cancer-Testis-Antigenen gefunden und deren 

Potential zur Induktion sowohl von zytotoxischen als auch T-Helferzell-Antworten 

beschrieben, jedoch bleibt aufgrund der MHC-restringierten Bindung dieser Peptide deren 

klinischer Einsatz auf Patienten beschränkt, die die entsprechenden MHC-Moleküle 

exprimieren. Nur eine Vakzinierung mit dem Volllänge-Antigen bietet den beiden 

Präsentationswegen alle Möglichkeiten ein passendes Peptid zu prozessieren und zwar für 

beliebige MHC-Konstellationen. Deren synthetische Bereitstellung zur klinischen 

Anwendung am Patienten ist allerdings extrem aufwendig und somit ebenso kostspielig. Dies 

ist einer der Gründe, warum bis heute Immuntherapien gegen verschiedene Tumoren nur auf 

Basis einer handvoll Tumorantigene in wenigen klinischen Studien getestet werden konnten. 

 2. Zu jedem Peptid/MHC-Komplex muss (müssen) eine T-Zelle (oder mehrere) mit 

einem TCR existieren, die den entsprechenden Komplex auf der APC erkennt. Der TCR 

gehört zur Immunglobulin-Superfamilie. Die genetische Varianz dieser Familie ist, 

wenngleich auch auf Grund einer anderer Organisation, nahezu genauso breit wie die des 

MHC-Genkomplexes. Von daher ist sichergestellt, dass prinzipiell sich zu jeder Peptid/MHC-

Kombination (eine) T-Zelle(n) mit einem passenden TCR rekrutieren (lässt) lassen. 

Um bei naiven T-Zellen, die noch keinen Antigenkontakt hatten, eine T-Zell-Antwort zu 

induzieren, sind neben dem primären Signal (Peptid/MHC-Komplex + TCR) noch weitere 

sog. kostimulatorische Signale notwendig. Der wichtigste Rezeptor für diesen Kostimulus auf 
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naiven T-Zellen (CD4+ und CD8+) ist das CD28-Molekül. Die entsprechenden Liganden für 

den CD28-Rezeptor auf Seiten der APC sind die beiden Moleküle CD80 bzw. CD86. Diese 

werden nur auf professionellen APC exprimiert, und diese verfügen über das entsprechende 

Potential, naive T-Zellen gegen neue Antigene zu mobilisieren. Werden naive T-Zellen 

kompetent stimuliert, beginnen sie zu proliferieren und entwickeln sich dabei zu sog. 

Effektor-Zellen[6]. 

Diese Entwicklung kann in sehr unterschiedliche Richtungen laufen und bringt T-Zellen mit 

unterschiedlichen Eigenschaften und Funktionen hervor. Charakteristisch für die 

verschiedenen Entwicklungsstadien und Funktionen ist das Zytokinmuster, das die T-Zellen 

dabei exprimieren. Im Gegensatz zu den naiven T-Zellen verfügen Memory-T-Zellen, die 

schon primären Antigenkontakt hatten, bereits über Effektorfunktionen und befinden sich 

schon in einem (mehr oder weniger) finalen Stadium ihrer Entwicklung. 

2.2.2 T-Zellaktivierung als mögliche Therapieoption bei Malignomen  

Die Möglichkeit, eine spezifische T-Zellantwort gezielt als therapeutische Option zu nutzen, 

wurde bisher auf unterschiedliche Weise untersucht. So konnte eine unspezifische 

Aktivierung von T-Zellen z.B. durch eine immunogene Kostimulation mittels Bakterien 

erreicht werden. Hierbei zeigte sich, dass die Instillation von Bacillus Calmette-Guerin (BCG) 

wirksam bei Blasenkrebs im Carcinoma in situ–Stadium (CIS) ist, da BCG wahrscheinlich 

durch eine unspezifische Entzündungsreaktion eine zusätzliche T-Zell-Aktivierung über APC 

auslöst[7]. Ein anderer therapeutischer Ansatz ist die Nutzung von sog. Donor-Lymphozyten 

Infusionen (DLI) bei Patienten mit Rezidiven nach allogener Stammzelltransplantation. Der 

therapeutische Effekt wird hierbei über eine Verstärkung der graft-versus-leukemia-Reaktion 

erzielt und erwies sich bei Patienten mit chronischer myeloischer Leukämie als hoch 

effektiv[8]. Bei diesem Ansatz erkennen zytotoxische T-Lymphozyten des Spenders Epitope 

auf den CML-Zellen und zerstören diese fremden malignen Zellen. Beim Multiplen Myelom 

beobachtet man nach allogener Stammzelltransplantation (SZT) ebenfalls diesen Effekt 

(„graft-versus-myeloma-Effekt“). Auch hier führt die Gabe von DLI nach allogener SZT zu 

einem graft–versus-myeloma-Effekt, der möglicherweise mit  einem verbesserten OS (overall 

survival) und PFS (progression free survival) verbunden ist[9].  

Während es sich bei der Verwendung von DLI um eine passive Immuntherapie mittels T-

Zelltransfer handelt, zielt der Einsatz von monoklonalen Antikörpern (MAK) direkt auf eine 

T-Zellaktivierung als Therapieoption ab. Als Beispiel sei an dieser Stelle Catumaxomab 

genannt, ein trifunktionaler Anti-CD3-anti-EpCAM MAK. Zugelassen bei der Behandlung 

des malignen Ascites bei Patienten mit EpCAM-positiven Tumoren, erreicht er über CD3 eine 
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T-Zellaktivierung[10]. Zudem gibt es Ansätze, bei denen aktiv versucht wird, eine spezifische 

T-Zellantwort auszulösen, nämlich in Form einer aktiven Impfung. So versuchten Kwak et al. 

durch eine aktive Immnisierung mit von Myelomzellen gebildeten Immunglobulinen oder –

fragmenten bei Myelompatienten spezifische CD4+-T-Zellen zu generieren. Diese CD4+-T-

Zellen lösten dann bei einem Myelompatienten gleichen Myelomsubtyps eine spezifische T- 

Zellantwort aus, die zu einer Reduktion der Myelomzellen führte[11]. Vom Prinzip her ist dies 

ein überaus vielversprechender Ansatz – wenn man die gleichen Effekte wie bei einer 

prophylaktischen Impfung, wie z.B. gegen das Influenzavirus erreichen könnte. Es gibt 

jedoch auf diesem Weg noch einige Hindernisse, deren Überwindung Gegenstand der 

aktuellen Forschung ist. 

Die Anfänge der Tumorvakzinierungsforschung liegen weit zurück. Bereits vor mehr als 30 

Jahren (1981) konnten Brunner et al. zeigen, dass die Injektion von Moloney sarcoma 

leukemia virus (MSLV) bei Mäusen zu einem starken Anstieg der zytotoxischen T-

Lymphozyten und gleichzeitig zu einem Schrumpfen von Tumorgewebe führt[12]. Dies waren 

die ersten Schritte in Richtung einer therapeutischen Tumorvakzinierung. Heutzutage ist eine 

der Herangehensweisen, Tumorantigene über eine in vitro hergestellte APC präsentieren, um 

so (über eine HLA-I - Aktivierung) eine T-Zellantwort hervorzurufen[13]. Hintergrund hierbei 

ist die Tatsache, dass Tumorzellen häufig HLA-I oder kostimulatorische Moleküle fehlen, die 

für eine T-Zellaktivierung notwendig sind - dieses Fehlen kann so über eine Präsentation 

mittels APC umgangen werden. Voraussetzung für diese Art der T-Zellaktivierung sind 

tumorspezifische Antigene als Angriffsziele. Hierbei handelt es sich  um Antigene, die 

aufgrund einer Punktmutation in normalem Gewebe, z.B. ß-Catenin, CDK-4, im Zuge 

neoplastischer Veränderung entstehen. So entstehen durch individuelle Mutationen auch 

Antigene, die für einen Tumor spezifisch sind und damit als Zielantigene für T-Zellen genutzt 

werden können[3].  

Zu der Gruppe dieser Tumor-assozierten Antigene (TAA) zählen auch CTAs. Hierbei handelt 

es sich um Antigene, die von Tumoren unterschiedlichster Entitäten, im somatischen Gewebe 

aber nur von Hoden und Ovar exprimiert werden. Sie sind somit ideale Kandidaten für eine 

Immuntherapie sind. Schon Anfang 1990 berichteten Boon et al. über das erste erfolgreiche 

Klonen eines humanen Tumorantigens, bezeichnet als melanoma antigen-1 (MAGE-1)[14],  

das eine autologe Antwort von zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) in Melanom-Patienten 

hervorrief[15].  
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2.3 Cancer/Testis-Antigene 

Wie vorausgehend kurz angedeutet, ist einer der Ansatzpunkte für die Entwicklung einer 

tumorspezifischen Immuntherapie die Existenz von Tumorantigenen, also von Antigenen, die 

eine Überexpression in malignen Zellen aufweisen[16]. Es handelt sich hierbei um Tumor-

assoziierte Strukturen, die vom spezifischen Immunsystem erkannt werden und dann zu einer 

Initiierung zytotoxischer Effektormechanismen führen. Entsprechend ihrem 

Expressionsmuster und aufgrund der Spezifität der durch sie hervorgerufenen Immunantwort, 

können Antigene humaner Neoplasien in verschiedene Gruppen klassifiziert werden[17].  

Der Name Cancer/Testis-Antigene (CTAs) leitet sich von den Gewebearten ab, welche diese 

Antigene auf ihrer Zelloberfläche exprimieren - so werden CTAs ausschließlich von Tumor-, 

Testis- und Plazentagewebe exprimiert und sind in der Lage, eine humorale und zelluläre 

Immunantwort auszulösen[1]. CTAs von gesundem Hoden- bzw. Plazentagewebe führen zu 

keiner Immunreaktion, da diese Gewebe zum einen keinerlei HLA-Klasse-I-Moleküle 

exprimieren  (wodurch keine Erkennung durch CTA-spezifische CTL möglich ist)[18] und zum 

anderen durch die Blut-Hoden- bzw. Blut-Plazenta-Schranke zusätzlich geschützt sind, da es 

nicht zu einem direktem Kontakt zwischen Zellen des Immunsystems und testikulären Zellen 

kommen kann[19]. Per definitionem dürfen CTAs in nicht mehr als zwei gesunden 

Gewebearten detektierbar sein[1]. Die ersten CTAs wurden zunächst durch autologe 

Typisierung entdeckt, bei der gesunde Zellen und Tumorzellen von einem Patienten mit 

dessen T- Zellen und Antikörpern konfrontiert wurden[20]. Im Verlauf wurden dann nach dem 

Prinzip der autologen Typisierung weitere CTAs gefunden, bis man dazu überging, auf 

serologischer Ebene mit dem SEREX-Ansatz weiterzuarbeiten. SEREX (serological 

identification of antigens by recombinant expression cloning) ist eine sehr erfolgreiche 

serologische Technik zur Identifikation von Tumorantigenen und fand weiter internationale 

Verbreitung.  Für SEREX wurden cDNA-Expressionsbibliotheken, die aus der mRNA von 

frischem Tumorbiopsiematerial hergestellt werden, in Bakteriophagen kloniert und dann 

rekombinant in E.Coli-Bakterien exprimiert. Diese Proteine werden dann mit hochtitrierten 

IgG- bzw. IgA-Antikörpern aus Tumorpatienten-Serum zusammengebracht, um zu testen, ob 

sie von Antikörpern im Serum von Tumorpatienten erkannt werden. Durch anschließende 

Sequenzanalyse positiv reagierender Klone wurden die molekulare Struktur dieser Antigene 

aufgeklärt[21]. In Ihren ersten Experimenten analysierten Sahin et al. zunächst Melanome, 

Nierenzellkarzinome, Astrozytome und Hodgkin Lymphome und konnten dabei eine große 

Anzahl von Genen isolieren, einschließlich MAGE-A1 und Tyrosinase, die beide schon 

vorher als Ziele für zytotoxische T-Lymphozyten identifiziert waren[22], was darauf 
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hindeutete, dass Antigene, die eine Antikörper-Antwort bei Tumor-Patienten auslösen, auch 

gleichzeitig in der Lage sind, eine T-Zell-Antwort auszulösen. Mittels SEREX war damit die 

serologische Identifikation von Tumorantigenen möglich, so auch bei der Entdeckung des 

Antigens SSX-2 (synovial sarcoma/X breakpoint) durch Türeci et al.[23]. Einer der großen 

Vorteile von SEREX ist, dass es - neben dem geringeren Zeit- und Kostenaufwand - 

unabhängig von der Verfügbarkeit etablierter Tumorzelllinien und tumorspezifischer CTL-

Klone verwendet werden kann. Es erlaubt somit auch die Untersuchung von Malignomen, für 

die eine Etablierung von CTL-Klonen schwierig ist[24]. Was CT-Antigene neben ihrem 

charakteristischen Expressionsmuster so interessant macht, ist die Tatsache, dass sie von einer 

ganzen Reihe unterschiedlicher Tumorentitäten exprimiert werden und somit nicht spezifisch 

für eine einzige Tumor-Entität sind. So konnte mittels RT-PCR die Expression von 

Mitgliedern verschiedener CTA-Familien beim malignen Melanom, Blasenkarzinom, 

NSCLC, Mammakarzinom, Prostatakarzinom und vereinzelt auch beim Nieren- und 

Kolonkarzinom nachgewiesen werden,[25], [26] ebenso wie bei hämatologischen Neoplasien 

wie z.B. Hodgkin- oder Non-Hodgkin-Lymphom[27]. Mittlerweile konnten weltweit durch 

SEREX weit mehr als 1000 Antigene von Tumoren unterschiedlichster Entitäten identifiziert 

werden[21].  

Mit Modifikationen von SEREX konnten neue CT-Gene identifiziert werden.  So klonierten 

z.B. Gure et al. mittels Representational-Difference Analysis (RDA) und dem Vergleich 

Melanom versus normaler Haut, ein MAGE-A ähnliches CT Gen, CT10[28] und fanden einen 

anti-CT10 Antikörper in Melanom-Patienten als Beleg für die Immunogenität von CT10. 

Durch ein ähnliches Vorgehen isolierten Lucas et al.[29] unabhängig davon ein cDNA-

Fragment, das eine signifikante Homologie mit den  MAGE-Genen aufwies und bezeichneten 

es als CT7. Diese Antigene wurden später dann als MAGE-C1 (CT7) und MAGE-C2 (CT10) 

bezeichnet. In jüngster Zeit wurde u.a. MPSS (massively parallel signature sequencing) 

genutzt, um das mRNA Epressionsprofil von Testisgewebe, Melanomzelllinien und anderen 

somatischen Geweben miteinander zu vergleichen[30]. Dies führte zu der Identifikation von    

>20 CTAs oder CTA-ähnlichen Genen. Zudem führte die in silico Analyse, z.B. der EST-

Datenbanken (expressed sequence tags) für Gene mit CT-beschränkter Expression, zu der 

Identifikation weiterer CT-Antigene, wie z.B. von dem CTA CRT2[31]. Um die Daten der 

mRNA-Epression auf genomischer Ebene zu vergleichen und für den Versuch, alle 

potentiellen CT Gene zu identifizieren, haben Hoffman et al. alle verfügbaren Daten mithilfe 

der Kombination von vier verschiedenen Methoden, nämlich MPSS, ESTs, CAGE und RT-

PCR  untereinander bzw. miteinander verglichen[32].  
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Bisher wurden 70 Familien von CTAs mit über 140 Mitgliedern identifiziert und in einer 

Datenbank des Ludwig Insitute for Cancer Research gelistet[33]. CTAs können unterteilt 

werden nach CTAs, die auf dem X-Chromosom kodiert sind und solche, die es nicht sind, 

sog. non-X-CTA[30].  Es wird geschätzt, dass ungefähr 10% aller auf dem X-Chromosom 

gelegenen Gene zu der X-CTA-Familie gehören[34]. Die X-CTA-Gene repräsentieren mehr als 

die Hälfte aller CTAs und sind oft als Multigen-Familien in genau definierten Mustern 

entlang des X-Chromosoms organisiert. Exemplarisch hierfür ist die Xp11-Region, die alle 

Gene der SSX-Familie und der GAGE/PAGE/XAGE-Superfamilie enthält sowie die Xq24-

q28-Region, die die höchste Dichte von CTA-Genen aufweist, inklusive der MAGE-A, 

MAGE-C und NY-ESO-1 Multigen-Familie[1], [35].  

Bis heute ist die eigentliche Funktion der CTAs sowohl bei Keim- als auch bei Tumorzellen 

größtenteils nicht bekannt, jedoch konnten für einige CTAs bestimmte Funktionen 

nachgewiesen werden. So beeinflusst z.B. das vom SCP-1 Gen kodierte CTA 17SYCP1 die 

Chromosomenpaarung in der Meiose[36]. Im regulären Zellzyklus wird SYCP1 nach der 

meiotischen Prophase degradiert, in Tumorzellen hingegen wird es zellzyklusunabhängig 

exprimiert, so dass vermutet wird, dass es mit dem regulären Mitose-Ablauf in somatischen 

Zellen interferiert und dort möglicherweise Chromosomenalterationen induziert[37]. Bei 

anderen CTAs ist die Funktion eher vage bekannt, so spielt wohl z.B. MAGE-A3 eine 

wichtige Rolle in Transkriptionsprozessen[38] und auch für  MAGE-A1 gibt es ebenfalls 

Hinweise, dass es als potentieller Transkriptionsrepressor fungiert und in dieser Funktion die 

Expression von Genen, die für die Zelldifferenzierung während der Spermatogenese obligat 

sind, unterdrückt[39]. Zudem scheint die Überexpression von MAGE-A2 und MAGE-A6 bei 

Ovarialkarzinomzellen eine leicht erhöhte Resistenz gegenüber Paclitaxel und Doxorubicin zu 

bewirken[40]. Diese Beobachtungen stützen die Hypothese einiger Studien, dass die 

Expression von MAGE-Genen in Tumorzellen zu einem malignem Phänotyp beiträgt.  

Ein Schlüsselmechanismus bei der CTA-Expression scheint die Hypo- oder Demethylierung 

der DNA bzw. insbesondere der Antigen-Promotorregion zu sein[38], da eine Methylierung die 

Transkription der Antigen–DNA und damit die Expression der CT-Antigene[41] blockiert bzw. 

verhindert. Dieser Prozess der Demethylierung und damit Aktivierung von CT-Antigenen 

konnte u.a. von Singalotti et al. gezeigt werden[42]. Bei der Methylierung von DNA handelt es 

sich um eine häufig vorkommende Modifikation der DNA. Hierbei kommt es durch die DNA-

Methyltransferase zu einer kovalenten Bindung einer Methyl-Gruppe an die C-5 Position des 

Cytosin der CpG-Dinukleotide des DNA-Stranges.  Diese DNA-Methylierung kann dann zu 

einem Gen-Silencing führen indem sie zum einen direkt mit der Bindung von spezifischen 

Transkriptionsfaktoren an die DNA interferiert[43] oder zum anderen indem durch die Bindung 
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von methyl-CpG-bindenden Proteinen (engl. MBDs = mehtyl-CpG-binding proteins) die 

Rekrutierung eines Chromatin-verändernden Co-Repressor-Komplexes erfolgt, der die Gen-

Expression verhindert[44], [45], [46], [47]. Im Umkehrschluss gibt es die Möglichkeit, durch den 

Einsatz von DNA-Methyltransferase-Inhibitoren (DNMTi) wie z.B. 5`-Aza-Deoxcythidine in 

Kombination mit Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACi) die Expression von CT-Antigenen 

hoch zu regulieren, wie exemplarisch von Wischneswski et al. für einige Mitglieder der 

MAGE-Familie gezeigt werden konnte[48]. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Umstand 

berücksichtigt und versucht, experimentell bei LCLs durch den Einsatz von einem DNMTi in 

Kombination mit verschiedenen HDACi die CTA-Expression anzuschalten bzw. zu 

verstärken.  

Da CTA-Gene eigentlich keine großen Gemeinsamkeiten aufweisen, wurde eine Nomenklatur 

eingeführt, die sich zu einem nach dem Tumorgewebe, bei dem das CTA zum ersten Mal 

nachgewiesen werden konnte (z.B. Melanoma associated antigen = MAGE) richtet und zum 

anderen an der chronologischen Entdeckung des CTA  im Sinne einer Durchnummerierung 

(MAGEA = CT1; BAGE = CT2) orientiert[26].  

 

2.4 Epstein-Barr-Virus 

Das Epstein-Barr-Virus (EBV), ein ubiquitäres Virus der Herpesvirus-Familie, ist ein 

doppelsträngiges DNA-Virus, dessen eigentliche Hauptzielzellen B-Zellen sind. Es ist jedoch 

auch in der Lage andere Zellen, unter anderem T-Zellen und Epithelialzellen zu befallen[49]. 

Das Virus kann eine großen Bandbreite von B-Zellen befallen, von ruhenden B-Zellen[50] über 

Blasten bis hin zu voll ausdifferenzierten Plasmazellen[51]. Nach Infektion der B-Zellen 

etabliert das Epstein-Barr-Virus eine Latenz in einer Subpopulation von B-Zellen (ruhende 

Gedächtnis-B-Zellen). In diesen rezirkulierenden B-Zellen liegt das Virusgenom in 

mehrfacher Kopie als zirkulär geschlossenes Episom im Zellkern vor[52].  

In diesen latent infizierten B-Zellen werden bis zu neun EBV-codierte Proteine exprimiert[53]. 

Es handelt sich hierbei um die nukleären Antigene EBNA1, EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, 

EBNA3C und EBNA-LP sowie um die latenten Membranproteine LMP1, LMP2A und 

LMP2B. LMP1 ähnelt in vielen Aspekten dem konstitutiv aktiven CD40-Rezeptor[54]. Die 

Funktion von LMP2 ist die Blockade von Virus-reaktivierenden Signalen[55], was  erklärt, 

warum (nach Infektion) keine virale Replikation im peripheren Blut detektierbar ist[56]. Zwar 

ist  LMP2 auch Zielmolekül von zytotoxischen T-Zellen, jedoch kommt es zu keiner 

Erkennung durch T-Zellen, da die Viruslatenz in ruhenden B-Zellen stattfindet und diesen B-
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Zellen[57] das kostimulatorische Molekül B7 fehlt, welches Gedächtnis-CTLs aktiviert[58]. 

Zudem scheint LMP2A den B-Zell-Rezeptor imitieren zu können, konnte doch in einem 

transgenen Maus-Modell gezeigt werden, dass die Expression von LMPA2 die Überlebens-

Signale für B-Zellen, die normalerweise mit der B-Zell-Rezeptor-Expression einhergehen, 

ersetzen kann[59].  

In den meisten Fällen verläuft eine EBV-Infektion asymptomatisch, symptomatische Verläufe 

präsentieren sich klinisch als infektiöse Mononukleose.   

In der Literatur werden jedoch auch Fälle beschrieben, in denen die transformierenden 

Eigenschaften des Virus mit der Entwicklung von T-Zell-Lymphomen assoziiert werden[60]. 

Weiterhin wird das Virus mit der Entstehung bestimmter Tumoren/Lymphomen, namentlich 

Hodgkin Lymphom (HL)[61], Nasopharynx-Karzinom (NPC)[62], Burkitt Lymphom (BL)[63] 

und post-transplant B-Zell Lymphom (PTLD)[64], assoziiert.  

 

2.5 Lymphoblastoide Zelllinien (LCLs) 

Durch die in vitro Transfektion humaner (ruhender) B-Zellen mit EBV werden diese in aktive 

proliferierende Lymphoblastoide Zell-Linien (LCLs) transformiert. Die Empfindlichkeit der 

B-Zellen für diese Transformation variiert in der Literatur sehr breit zwischen 10% und 

100%[65], [66], [67], [68], [69], [70], [71]. Nach der Etablierung können lymphoblastoide Zellen dann als 

unbegrenzte Quelle z.B. für Patienten-DNA oder epigenetische Studien genutzt werden[72]. 

Auf Grund ihrer geringen somatischen Mutationsrate von nur 0,3%[73] und ihrer einfachen 

Handhabung sind LCLs die bevorzugte Wahl bei der Lagerung von genetischem Material von 

Patienten und eignen sich zudem auch für molekulare und funktionale Studien von 

Stoffwechselwegen[74].  

Die ursprüngliche Annahme, dass EBV-transformierte B-Zellen immortal sind, gründete wohl 

auf der ungewöhnlich langen Lebensspanne dieser Zelllinien: durchschnittlich 86.0 PDLs 

(population doubling levels) für normale LCLs[75]. Einige Studien[75], [76], [77] haben jedoch 

gezeigt, dass diese initiale Annahme offenbar nicht korrekt ist[78]. Bei der Untersuchung von 

LCLs haben zwei Technologien eine essentielle Rolle gespielt: die Etablierung von LCLs 

mittels in vitro Zugabe von exogenem EBV-Überstand, gewonnen aus der B95-8 

(Seidenaffen) Zelllinie[74] und die Untersuchung der Telomerase-Aktivität[79].  

Sugimoto et al. plädierten auf Grund ihrer Studien dafür, LCLs erst dann als immortal zu 

bezeichnen, wenn sie folgende Kriterien erfüllen: a) Aktivierung der Telomerase; b) 

Aneuploidie; c) Überschreiten von 180 PDLs. Des Weiteren teilten Sugimoto et al. LCLs 
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aufgrund bestimmter Merkmale (Kolonienwachstum, Telomeraseaktivität, Telomerlänge, 

Karyotyp, PDLs, Wachstum in nackten Mäusen, andere Veränderungen) in verschiedene 

Stadien ein (Stadium 0 - 4)[80]. 

Stage 0 :  ruhende B-Zellen  

Stage 1:  prä-immortale LCLs mit niedriger Telomeraseaktivität und normalem, diploiden 

        Karyotyp 

Stage 2:  post-immortale LCLs mit starker Telomeraseaktivität und Aneuploidie 

Stage 3:  post-immortale LCLs mit der Fähigkeit, Kolonien in Agarose zu bilden 

Stage 4:  post-immortale LCLs mit der Fähigkeit des Koloniewachstums in Agarose und 

Fähigkeit, in nackten Mäusen zu wachsen 

 

2.6 Zielsetzung der Arbeit 

Schon seit einigen Jahrzehnten wird auf dem Feld der Tumorimmunologie nach humanen 

Tumorantigenen gesucht, die sich als potentielle immuntherapeutische Ziele eignen, sei es für 

eine Antikörper-basierte Therapie oder als Basis für die Entwicklung einer Tumorvakzine. Es 

ist bekannt, dass genetische Veränderungen in Tumorzellen zu einerr Reaktivierung von 

(normalerweise) stillgelegten Keimzellexpressions-Programmen führen, die den Tumoren 

zentrale Charakteristika von Malignität verleihen. Da gezeigt worden war, dass einige 

Cancer-Testis-Antigene in der Lage sind, eine spontane humorale und zellvermittelte 

Immunantwort hervorzurufen, wurden CTAs als mögliche Zielstrukturen für eine Tumor-

Vakzine in Betracht gezogen. Die Beobachtung, dass CTAs auch von LCLs exprimiert 

werden, führte zu der Frage, ob LCLs als Tumorvakzine verwendet werden können und ob 

die CTA-Expression bei LCLs einem bestimmten Muster folgt oder ob sie von bestimmten 

Faktoren abhängig ist bzw. getriggert wird.  

 Hierbei stellte sich primär die Frage, ob die CTA-Expression in LCLs z.B. mit der 

Aktivität des Epstein-Barr Virus korreliert bzw. ob es einen Zusammenhang gibt zwischen 

der Expression einzelner Virus-Proteine und der Expression von CTAs.  

 In dieser Arbeit wurden, um die Expression von CTAs bei LCLs zu untersuchen, 

zunächst 20 bestehende LCLs auf ihre CTA-Expression hin untersucht. Es zeigte sich ein von 

Linie zu Linie unteschiedliches CTA-Expressionprofil. Um die CTA-Expression bei B-Zellen 

nach EBV-Transformation im zeitlichen Verlauf beurteilen zu können und um zu 

untersuchen, ob sich ein bestimmtes zeitliches CTA-Expressionsmuster bei LCLs zeigen lässt, 

wurden von gesunden Spendern 11 neue LCLs angelegt und im zeitlichen Verlauf (nach 
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EBV-Transformation) auf die Expression von 10 verschiedenen CT-Antigenen analysiert. Es 

wurden dabei Proben in verschiedenen Tages- bzw. Zeitabständen bis Tag 119 (nach Anlegen 

der Kultur) entnommen und untersucht. Neben der Frage, welches Expressionsmuster sich für 

die einzelnen LCLs ergibt, wurde geprüft, ob LCLs CT-Antigene in ausreichender Stärke 

exprimieren, also in ähnlicher Stärke wie Tumoren. Hierfür wurde auf quantitativer und auf 

Protein-Ebene die Expression von sechs ausgewählten CT-Antigenen bei LCLs mit der CTA-

Expression bei Tumoren unterschiedlicher Entitäten verglichen, um zu sehen, ob die 

Expressionsstärke von CTAs bei LCLs mit derer in Tumoren vergleichbar stark ist.  

 Da die DNA-Methylierung eine Rolle bei der Expresionsregulation von CT-Antigenen 

spielt, wurde abschließend versucht, die CTA-Expression bei LCLs durch den Einsatz von 

DNMTi und HDACi zu regulieren bzw. ihren Einfluss auf die CTA-Epressionsstärke zu 

untersuchen. Um LCLs als autologe Vakzine zu nutzen, müssen die exprimierten CT-

Antigene auch von T-Zellen erkannt werden. Schließlich sollte durch T-Zell-Stimulation die 

Frage beantwortet werden, ob durch den Einsatz von HDACi und DNMTi CT-Antigene an 

der Zelloberfläche über den MHC-1-Komplex stark genug präsentiert werden und dadurch 

eine stärkere T-Zell-Antwort hervorrufen. 
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3 Probanden, Material und Methoden 

3.1 Probanden 

Für das Anlegen der lymphoblastoiden Zelllinien wurde Blut von freiwilligen gesunden 

Spendern verwendet. Die Spender rekrutierten sich aus dem Personal des Jose-Carreras-

Zentrums für Immun- und Gentherapie, sowie aus dem Personal des Immunzelllabors der 

Inneren Medizin I des Universitätsklinikums des Saarlandes. Die Daten der Spender wurden 

verschlüsselt. 

3.2 Materialien und Geräte  

3.2.1 Chemikalien      

 
Name Bezugsquelle 

Agarose Roti® Garose Roth (Karlsruhe, Germany) 
(Streptavidin-gekoppelte) Alkalische 
Phospatase Roche Diagnostics (Mannheim, Germany) 

β-Mercaptoethanol Merck (Darmstadt, Germany) 
Chloroform Roth (Karlsruhe, Germany) 
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)  Sigma-Aldrich (München, Germany) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck (Darmstadt, Germany) 
Essigsäure (Eisessig) Merck (Darmstadt, Germany) 
Ethanol Sigma-Aldrich  (München, Germany) 
Ethidiumbromid Merck (Darmstadt, Germany) 
Guanidinthiocyanat Roth (Karlsruhe, Germany) 
L-Glutamin PPA (Pasching, Österreich) 
IFN-γ-Detektionsantikörper Mabtech (Nacka Strand, Schweden) 
Isopropanol Hedinger (Stuttgart, Germany) 
Kaliumchlorid Merck (Darmstadt, Germany) 
Magnesiumchlorid Merck (Darmstadt, Germany) 
Natriumchlorid Roth (Karlsruhe, Germany) 
Natriumcitrat Merck (Darmstadt, Germany) 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck (Darmstadt, Germany) 
Nukleotide (dNTPs) Roche (Grenzlach-Wyhlen, Germany) 
Penicillin-Streptomycin PAA (Cölbe, Germany) 
Phenol, wassergesättigt, pH 4,5-5 Roth (Karlsruhe, Germany) 
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol Sigma-Aldrich (München, Germany) 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Applichem (Gatersleben, Germany) 
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Trizol® Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
  X-Vivo (Serum-freies Medium) Lonza (Verviers, Belgien) 

Trypanblau Roth (Karlsruhe, Germany) 
 

3.2.2 Puffer und Lösungen und Zellkulturmedien 

 
Name Zusammensetzung 

Fetales Kälberserum (FCS) PAA Laboratories GmbH (Cölbe, 
Germany) 

RPMI Medium 

500 ml RPMI Medium 
50 ml   FCS 
 5 ml    Glutamin 
2,5 ml  Penicillin/Streptomycin 

50x TAE-Puffer 
2 M      Tris 
1 M      Eisessig 
0,05 M EDTA 

Natriumacetatlösung pH 4,0 2 M  NaAc 
H2O DEPC 

Natriumacetatlösung pH 5,2 3 M NaAc 
Eisessig 

Nitrozellulose-Böden Merck/Milipore (Darmstadt, Germany) 

PBS-Puffer, pH 7,2 

140 mM NaCl 
25 mM KCl 
0,5 mM MgCl2 
1 mM CaCl2 
10 mM Na-K-Phosphat  

TENS-Puffer 

10 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
1 mM EDTA (pH 8,0) 
0,1 M NaOH 
0,5% SDS 
ad 100 ml H20 

Stimulationsmedium  

X-Vivo 
10 % (v/v) humanes AB-Serum 
10 ng/ml IL-7 
(R&D Systems, Wiesbaden, Germany) 

Solution D 

250g Guanidiumthiocyanat in 293ml 
H2O DEPC 
0,75 M Natriumcitrat (17,6 ml) 
10% N-Lauroyl-Sacrosine (26,4 ml) 
β-Mercaptoethanol (0,36 ml in 50 ml 
Stock) 
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3.2.3 Enzyme und Kits 

Name Bezugsquelle 
Ampli-Taq Gold (Hot-Start) Applied Biosystems (Foster City, USA) 
AP Conjugate Substrate Kits Bio-Rad-Laboratories (Hercules, USA) 
Illustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit GE Healthcare (München, Germany) 

MACS-Technologie Miltenyi Biotech (Bergisch-Gladbach, 
Deutschland) 

Superscript II Reverse Transkriptase Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR     
Green I Roche (Grenzach-Wyhlen, Germany) 

Restriktionsendonukleasen Fermentas (Mannheim, Germany) 
Trypsin/EDTA Roth (Karlsruhe, Germany) 

Zytokin-Sekretion-Anreicherungs-Kit Miltenyi Biotech (Bergisch-Gladbach, 
Deutschland) 

 

3.2.4 Primer 

Gene Sense primer Antisense primer 
Anneali

ng 
Temp. 

GAPDH 5´ - GAA GGT GAA GGT CGG AG TC 5´ - GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC 60 °C 
GAGE 5´ - AGA CGC TAC GTA GAG CCT 5´ - CCA TCA GGA CCA TCT TCA 52 °C 
MAGE-C1 5´ - CGG AGG GAG GAG ACT TA 5´ - TTA AGG TGG TGC TCT AGG 61 °C 
MAGE-C2 5´ - CGG ATC GAA GGC ATT TGT GAG 5´ - GTG AAC TCA CGG GCT CTC TTG AG 52 °C 
MAGE-A3 5´ - TGG AGG ACC AGA GGC CCC C  5´ - GGA CGA TTA TCA GGA GGC CTG C 64 °C 
MAGE-A4 5´ - GAG CAG ACA GGC CAA CCG 5´ - AAG GAC TCT GCG TCA GGC 67 °C 
NY-ESO-1 5´ - AGT TCT ACC TCG CCA TGC CT 5´ - TCC TCC TCC AGC GAC AAA CAA 65 °C 
SSX-1 5´ - CTA AAG CAT CAG AGA AGA GAA GC  5´ - AGA TCT CTT ATT AAT CTT CTC AGA 

AA 56 °C 
SSX-2 5´ - GTG CTC AAA TAC CAG AGA AGA TC 5´ - TTT TGG GTC CAG ATC TCT CGT G 67 °C 
SSX-4 5´ - AAA TCG TCT ATG TGT ATA TGA AGC 

T 5´ - GGG TCG CTG ATC TCT TCA TAA AC 60 °C 
SCP-1 5´ - GTA CAG CAG AAA GCA AGC AAC      

TGA ATG 
5´ - GAA GGA ACT GCT TTA GAA TCC AAT                             

TTC C 60 °C 

 

3.2.5 Größen- und Molekulargewichtsmarker 

Die Größe linearer, doppelstränginger DNA-Moleküle (dsDNA) kann bei der 

gelelektrophoretischen Auftrennung in Relation zu einem Größenmarker berechnet 

(abgeschätzt) werden. Zur Anwendung kam die GeneRuler™ 50bp DNA Ladder der Firma 

Fermentas (Abb. 1). Dieser Größenstandard umfasst DNA-Fragmente von 50bp bis 1000bp in 

Schritten à 50 bp. Die Lauffront ist zusätzlich mit einem blauen Farbstoff markiert. 
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Abb. 1: GeneRuler™ 50bp DNA Ladder (Fermentas). Abgebildet ist eine 50bp DNA-Ladder, die zur 
Größenbestimmung und approximativen Quantifizierung von doppelsträngiger DNA auf Agarose- oder 
Polyacrylamid-Gel verwendet wird. 

 

3.2.6 Lymphoblastoide Zelllinien  

Name Bezugsquelle 

B95-8 Prof. F. Grässer (Universitätsklinikum des 
Saarlandes - Institut für Virologie) 

GS 7/1 selbst angelegt 
GS 7/2 selbst angelegt 
GS 7/3 selbst angelegt 
GS 7/4 selbst angelegt 
GS 17 selbst angelegt 

GS 40N selbst angelegt 
GS 90N selbst angelegt 
GS 90/2 selbst angelegt 

GS 70/126 selbst angelegt 
GS 125N2 selbst angelegt 

GS 133 selbst angelegt 
GS 134 selbst angelegt 
GS 141 selbst angelegt 
G 355 selbst angelegt 
G 393 selbst angelegt 
G 418 selbst angelegt 
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G 476 selbst angelegt 
G 478 selbst angelegt 
G 506 selbst angelegt 

JY Prof. S. Stevanovic (Inst. für Zellbiologie / 
Universtität Tüningen) 

LG2 P. van der Bruggen, Ph.D.  (LICR, Brüssel) 
MGAR Prof. S. Stevanovic  

3.2.7 Tumorzelllinien 

Name Entität Bezugsquelle 
MCF-7 Mamma-Karzinom Eigenbestand 

Me 275 Malignes Melanom Dr. D. Speiser (LICR 
Lausanne) 

ESTAB Malignes Melanom Dr. A. Waddle (Zürich) 
Raji  Burkitt Lymphom Eigenbestand 

HCT 116 Colorektales Karzinom Eigenbestand 
SK-MEL 37 Malignes Melanom Eigenbestand 
SU-DHL-2 B-Zell Lymphom Eigenbestand 

U118 Glioblastom Prof. Meese (UKS, 
Homburg)  

U 266 Multiples Myelom Eigenbestand 
NB-4 Neuroblastom Eigenbestand 

3.2.8 Geräte 

Aufgeführt sind nur solche Geräte mit besonderer Technik und/oder übergeordneter 

Bedeutung für die Arbeit. Standardgeräte wie Zentrifugen, Wasserbäder etc. sowie 

Verbrauchsmaterialien (Zentrifugen-Röhrchen, Reagiergefäße etc.) sind nicht aufgeführt. 

Sterile Ge- bzw. Verbrauchsartikel wurden entweder steril verpackt bezogen oder im Haus 

autoklaviert. 

Gerät Bezugsquelle 

Brutschrank – HERA cell 150 Thermo Electron LED GmbH 
(Langeselbold, Germany) 

BIOREADER 3000 Pro BIOSYS (Karben, Germany) 

Sterile Werkbank – HERA safe Thermo Electron LED GmbH 
(Langeselbold, Germany) 

Elektrophoresekammer Biorad (München, Germany) 

Feinwaage 440-47 Kern (Balingen, Germany) 

Heizblock QBT neoLab (Heidelberg, Germany) 

Heizblock TRIO-Thermoblock Biometra (Göttingen, Germany) 
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Kühlzentrifuge 5180R Eppendorf (Hamburg, Germany) 

Diavert – Mikroskop (Zellzählung) Leitz (Wetzlar, Germany) 

PCR-Gerät PTC200 MJ Research (Waltham, USA) 

PCR-Gerät GeneAMP®PCR System 9700 Applied Biosystems (Foster City, USA) 

LightCycler® 2.0 Roche (Grenzach-Wyhlen, Germany) 

Spectrophotometer NanoDrop ND-1000 Peqlab (Erlangen, Germany) 

Autoklav - V 75 Systec (Wettenberg, Germany) 

UV/VIS Spektrophotometer Ultrospec 3100 pro Amersham Biosciences (Freiburg, 
Germany) 

FACS-Calibur  Becton-Dickinson (Heidelberg, Germany) 

Fotodokumentationseinheit – High 
Performance Ultraviolet Transilluminator UVP (Cambridge, UK) 

Videoprinter P91 Mitsubishi (Ratingen, Germany) 

Fotodokumentationseinheit (Rechner) – Vilber 
Lourmat Peqlab (Erlangen, Germany) 

3.2.9 Computersoftware 

Diese Arbeit wurde mit verschiedenen Programmen aus dem Microsoft Office-Paket und 

iWork-Paket erstellt. 

 

3.3 Methoden 

3.3.1 Zellbiologische Methoden 

3.3.1.1 Allgemeine Zellkultur 

Unter Zellkultur versteht man die Aufrechterhaltung des Wachstums und die Vermehrung 

vitaler Zellen und Zellverbände in vitro. Um Kontaminationen jedweder Art zu vermeiden, 

werden Zellkulturarbeiten strikt unter sterilen Arbeitsbedingungen durchgeführt. 

Uneingeschränkt wachsende Zelllinien resultieren dabei meist aus Zellablegern von 

Tumorzellen, aus unterschiedlich viral transformierten Primärzellen oder auch aus 

Primärzellen mit auf unterschiedliche Art und Weise ausgeschalteten Faktoren, die in vivo das 

Wachstum kontrollieren und beschränken. Je nach Art des Wachstums unterscheidet man 

adhärente Zelllinien, die sich von Zellen aus soliden Geweben ableiten. Allerdings 

organisieren sich solche Zellen in vitro nicht (mehr) zu einem Gewebe, sondern wachsen 
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meist als Einzelschicht (Monolayer) oder in mehrschichtigen Zelllagen (Multilayer). Zur 

Zellpassage bzw. Subkultivierung wurden adhärente Zellen vom Boden des Zellkulturgefäßes 

durch Behandlung mit Trypsin (0,5 mg/ml) und EDTA (0,22 mg/ml) abgelöst. Trypsin ist 

eine Protease, die die Proteinbrücken zwischen einzelnen Zellen sowie zwischen Zellen und 

Unterlage auflöst. EDTA, ein sechszähniger Komplexbildner, der besonders stabile 1:1 

Chelatkomplexe mit Kationen von einer Ladungszahl von mindestens +2 bildet, da das 

Ethylendiamintetraessigsäure-Anion 4 Carboxygruppen für eine Komplexverbindung zur 

Verfügung stellen kann und sich somit 6-fach an ein Kation binden kann, komplexiert 

Ca2+/Mg2+-Ionen. Danach wurde das überschüssige Trypsin/EDTA-Gemisch ausgewaschen. 

Den adhärenten Zellen gegenüber stehen die Suspensionskulturen, die sich typischerweise 

von Zellen aus dem Knochenmark bzw. Blut ableiten. Auch deren Immortalisierung hat die 

gleichen Ursachen wie die von adhärenten Zelllinien. 

Alle in dieser Arbeit eingesetzten Zelllinien wurden in RPMI-1640 Medium kultiviert. 

Diesem halbsynthetischen und gepuffertem Nährmedium wurden zusätzlich noch L-

Glutaminsäure (2 mM), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (0,1 µg/ml) zur 

Infektionsprophylaxe und je nach Anforderungen der Zelllinie auch fötales Kälberserum 

(FCS, 10 % bzw. 20 %) zugesetzt. 

3.3.1.2 Isolierung von mononukleären Zellen aus peripherem Blut 

Die B-Zellen bilden mit den T-Zellen und den natürlichen Killer-Zellen die Lymphozyten-

Population des peripheren Blutes. Zusammen mit den Monozyten wird diese Fraktion der 

Leukozyten aufgrund ihres mononukleären Status als PBMC (engl. Peripheral Blood 

Mononuclear Cells) bezeichnet. Der nur einzeln vorliegende Zellkern und weitere zelluläre 

Eigenschaften sind für die im Vergleich zu den Granulozyten und Erythrozyten geringere 

Zelldichte der PBMC verantwortlich. Diese Tatsache macht man sich bei Isolierung der 

PBMC mittels Dichtegradientzentrifugation zu Nutze. Dazu wurden 7-9 ml peripheres 

EDTA-Blut mit PBS auf 11 ml aufgefüllt. Diese wurden dann in einem Zentrifugenröhrchen 

auf 4 ml Ficoll-Hypopaque vorsichtig überschichtet. Diese zweiphasige Suspension wurde 

dann bei Raumtemperatur 30 min bei 400 g zentrifugiert. Anschließend wurde das Plasma 

abgenommen und verworfen. Danach wurde die Interphase mit einer 10  ml Pipette  

aufgenommen und in ein steriles Tube überführt. Die Interphase wurde dann mit 3°C kaltem 

PBS gewaschen und dann 10 min abzentrifugiert (200 g, 4°C). Der Überstand wurde dann 

erneut mit kaltem PBS gewaschen und anschließend pelletiert (10 min, 200 g, 4°C). Die 

Pellets wurden gepoolt und auf Eis gelagert. Abschließend wurden das Pellet mit PBS auf 

10 ml aufgefüllt und die Zellen gezählt. Nach der Zählung konnten die PBMC in 



Probanden, Material und Methoden 

 

Seite 29 

verschiedener Form genutzt werden (Wegfrieren, FACS-Stimulation, Anlegen von LCLs oder 

als Elispot).  

3.3.1.3 Generierung und Kultur von lymphoblasotiden Zelllinien (LCL) 

Die Transformation von B-Zellen durch Epstein-Barr-Viren ist eine sehr effiziente Methode 

um aus Primärzellen von beliebigen Probanden eine eigene Zelllinie zu etablieren. Oft 

erreichen diese lymphoblastoiden Linien sogar einen immortalen Status. Unter 

Laborbedingungen der Sicherheitsstufe 2 wurde zunächst EBV-Überstand gewonnen. Dazu 

wurden Zellen der EBV+ Linie B95-8 mit 0,005 µg/ml des Mitogens Phorbol-Myrestol-Acetat 

(PMA) 4 Tage bei 37°C inkubiert und dabei überstimuliert. Das induziert bei den Viren in 

den Zellen den Übergang vom latenten in den lytischen Zyklus. In der Folge steigt die 

Viruslast im Überstand massiv an. Die vergleichbar hohen Titer an EBV-DNA wurden 

regelmäßig in der Abteilung für Viren-Diagnostik des Instituts für Virologie des 

Universitätsklinikums des Saarlandes überprüft und bestätigt. Der Überstand wurde filtriert 

und in 3 ml großen Aliquots bei -80 °C gelagert. So konnte der Überstand für  4 Wochen mit 

gleich bleibendem virulentem Potential für Transformationen genutzt werden. Für das 

Anlegen von LCL wurden dann 1x107 PBMC in 2,5 ml RPMI-1640 (20% FCS) 

aufgenommen und dann 2,5 ml EBV-Überstand zupipettiert. Die Zellen wurden bei 37 °C und 

5 % CO2 für 3-4 Wochen im Brutschrank inkubiert. Stabil wachsende Kulturen wurden alle 3 

Tage 1:2 bis 1:3 für die nächste Passage gesplittet.   

Von den LCLs wurden in verschiedenen Tages- bzw. Zeitabständen bis Tag 119 nach Stand 

der Kultur Proben entnommen und auf die CTA-Expression untersucht: 

d0 d1 d2 d3 d7 d10 d14 d21 d28 d35 d42 d49 d56 d63 d70 d77 d84 d91 d98 d105 d112 d119 

 
Abb. 2: Zeitachse für die Tage, an denen Proben entnommen wurden 

3.3.1.4 Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellzählung erfolgte nach Neubauer. Hierzu wurde ein bestimmtes Volumen der 

Zellsuspension in ein Reagiergefäß geerntet (bei Suspensionszelllinien direkt aus der Kultur 

und bei adhärenten Linien nach Ablösen). Die Zellen wurden einmal gewaschen und das 

Pellet in 100 µl PBS resuspendiert. Nach Zugabe von 100 µl Trypanblau wurden die vitalen 

Zellen in einer Neubauer-Kammer gezählt. Um die „Verdünnung“ durch den Trypanblau-

Zusatz zu kompensieren, wurden immer 2 Groß-Quadrate à (4 x 4) Kleinquadrate ausgezählt 

und dann die Zelldichte nach der Neubauer-Formel berechnet. Dabei mussten noch sowohl 

das Probevolumen in Bezug auf das Gesamtvolumen der jeweiligen Zelllinien-Suspension als 

auch der Faktor einer eventuellen Aufkonzentrierung bei der Präparation der Zählprobe 



Probanden, Material und Methoden 

 

Seite 30 

berücksichtigt werden. Auf der Grundlage der so ermittelten Zelldichte wurde dann das 

Volumen berechnet, das zur Gewinnung einer bestimmten Anzahl von Zellen der jeweiligen 

Kultur zu entnehmen war. 

3.3.1.5 Bereitstellung von Proben adhärenter Zellen für molekularbiologische Analysen 

Das alte Kulturmedium wurde verworfen und die Zellen mit 10 ml sterilem PBS gewaschen. 

Dann wurden 5-8 ml Trypsin zugegeben und gewartet, bis sich die Zellen abgelöst hatten (ca. 

2-5 min). Anschließend wurden 20 ml FCS-haltiges Nährmedium zu der Trypsin-Suspension 

zugegeben, wodurch das Trypsin abgestoppt wurde. Alles wurde in ein Zentrifugenröhrchen 

überführt und zentrifugiert (200 g, 5 min, 25°C). Der Überstand wurde verworfen, die Zellen 

in PBC resuspendiert und gezählt, um das notwendige Volumen der Zellsuspension zu ernten. 

Abschließend wurden die so dosierten Zellen erneut zentrifugiert (800 g, 1 min) und in 

flüssigem N2 schockgefroren. 

3.3.1.6 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen 

Die Langzeitlagerung eukaryotischer Zelllinien erfolgte in der Gasphase über flüssigem 

Stickstoff bei Temperaturen zwischen -196 und -150 °C. Um Suspensionszellkulturen 

einzufrieren, wurden die Zellen zunächst in Medium gewaschen und pelletiert (5 min bei 

200 g). Das Zellpellet wurde in Einfriermedium (90 % FCS, 10 % DMSO) mit einer 

Zelldichte von 1 x 106 Zellen / 100 µl resuspendiert, wobei für 1 x 106 Zellen 100 µl 

Einfriermedium verwendet wurden, dann in ein Kryotube überführt und in Stickstoff gelagert. 

In diesem Zustand können die Zellen für mehrere Jahre aufbewahrt werden. 

Das Auftauen eingefrorener eukayotischer Zelllinien sollte schnell durchgeführt werden. 

Vorab wurde das Auftaumedium (40% RPMI in FCS) bei 37 °C im Wasserbad erwärmt und 

13 ml Auftaumedium in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen vorgelegt. Die gefrorenen Zellen im 

Kryotube wurden anschließend ebenfalls bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und die 

Zellsuspension in das Auftaumedium überführt. Diese Suspension wurde sofort zentrifugiert 

(200 g, 5 min, 4°C). Das Zellpellet wurde in 5 ml Kultur-Medium resuspendiert, in ein 

Zellkulturgefäß überführt und im Brutschrank in Kultur genommen. 

3.3.1.7 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von einzelnen Zellen auf der 

Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Das Prinzip bildet die Emission 

optischer Strahlen durch die Zelle, wenn diese einen Laser passiert. Während der Messung 

werden die Zellen durch Überdruck so stark beschleunigt, dass sie bei Eintritt in die 

Messkammer vereinzelt und am Messpunkt fokussiert werden. Dieser Vorgang wird als 
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hydrodynamische Fokussierung bezeichnet. Das Vorwärtsstreulicht (FSC = Forward Scatter) 

ist ein Maß für die Beugung des Lichts im flachen Winkel und hängt vom Volumen bzw. der 

Größe der Zelle ab. Das Seitwärtsstreulicht (SSC = Sideward Scatter) ist ein Maß für die 

Brechung des Lichts im rechten Winkel, das von der Granularität, der Struktur des Zellkerns 

und der Menge intrazellulärer Vesikel beeinflusst wird. Somit ist die relative Lichtintensität 

die Messeinheit der Durchflusszytometrie. 

Für die durchflusszytometrische Analyse wurden die zu untersuchenden Zellen durch 

Zentrifugation (300 g, 3 min, RT) pelletiert und das Pellet in 100 µl PBS resuspendiert. Nach 

Zugabe von 10 µl des entsprechenden Antikörpers wurde der Ansatz für 30 min bei 4 °C 

inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (300 g, 7 min, RT) wurde das Pellet in 200 µl PBS 

resuspendiert. Abschließend wurde der Ansatz in ein systemgerechtes Röhrchen überführt 

und vermessen. Die Auswertung der dabei erhobenen Daten erfolgte mit der Win Mdi 2.8-

Software. 

 

3.3.2 T-Zell-Kultur 

3.3.2.1 In-vitro-T-Zell-Stimulationen 

 

Aus Studien war bekannt, dass das SSX2-Peptid p101-111 Antworten zytotoxischer CD8+ T-

Zellen im Kontext von HLA-A*0201 induzieren kann[81]. Um T-Zellen, die spezifisch gegen 

dieses SSX2-Epitop gerichtet sind, zu generieren, wurden PBMC von Spendern über Ficoll-

Dichtegradient isoliert. Daraus wurden die CD8+ T-Zellen mittels MACS-Technologie 

angereichert. Die Fraktion der CD8-negativen Zellen wurde als APC eingesetzt. Dazu wurden 

die CD8-negativen Zellen in Serum-freiem Medium, 2 mM L-Glutamin mit 2 µg/ml des SSX2-

Peptids beladen (1,5 h bei 37 °C), danach mit 30 Gy bestrahlt, gewaschen und in 

Stimulationsmedium resuspendiert. 1 x 106 Peptid-beladene APC und 1 x 106 CD8+ T-Zellen 

wurden dann in 750 µl Stimulationsmedium bei 37 °C im Brutschrank koinkubiert (Tag d0). 

Am Tag d1 wurden die Stimulationsansätze mit 250 µl IL-2-Medium auf 1 ml ergänzt. Nach 

jeweils 7 Tagen erfolgte nach dem gleichen Protokoll eine Restimulation. An den Tagen d21 

und d28 wurde die spezifische Reaktivität der in-vitro stimulierten CD8+ T-Zellen gegen 

SSX2/p101-111 im IFN-γ-ELISPOT-Assay getestet. 
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3.3.2.2. Interferon-γ-ELISPOT-Assay 

 

Werden T-Zellen über ihren T-Zell-Rezeptor durch eine komplementäre HLA-Peptid-

Kombination spezifisch stimuliert, wird dadurch eine T-Zell-Antwort induziert. Diese führt 

unter anderem zur Ausschüttung von Zytokinen. Dabei ist das Zytokin-Spektrum je nach T-

Zell-Subtyp und Reifegrad der T-Zelle sehr unterschiedlich. IFN-γ wird als „universelles“ 

Zytokin jedoch sowohl von CD4+ T-Helferzellen als auch von CD8+ zytotoxischen T-Zellen der 

unterschiedlichsten Reifestadien sezerniert und eignet sich von daher sehr gut, um eine T-Zell-

Antwort zu quantifizieren, wenn keine weitergehende differenzierende Analyse angedacht ist. 

Die Messung der nach APC-Kontakt sezernierten Zytokine ist dabei prinzipiell auf dreierlei Art 

möglich. Die in den Zellkulturüberstand freigesetzten Zytokine können entweder mittels ELISA 

analysiert werden oder das Zytokin wird auf einer Membran am Boden um die sezernierende 

Zelle herum gebunden und anschließend detektiert. Somit kann jede Zytokin-positive Zelle als 

Spot sichtbar gemacht und quantifiziert werden. Diese Methode bezeichnet man als „ELISPOT-

Assay“. Drittens kann das Zytokin bereits intrazellulär mit entsprechenden Fluoreszenz-

markierten Antikörpern detektiert und die T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert werden. 

Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die T-Zellen gleichzeitig auf mehrere Eigen-

schaften (weitere Zytokine, Differenzierungscluster) hin charakterisiert werden können. Der 

Vorteil des ELISPOT-Assays gegenüber der durchflusszytometrischen Analyse liegt in der 

höheren Sensibilität dieser Methode bei einer gleichzeitig deutlich geringeren Zahl der zur 

Analyse benötigten T-Zellen. Der ELISPOT-Assay wurde in 96-Well-Platten mit 

Nitrozellulose-Böden angelegt, die mit anti-IFN-γ-Detektionsantikörper beschichtet worden 

waren (über Nacht, 4 °C). Danach wurden diese gewaschen, mit 10 % (v/v) humanem AB-

Serum geblockt (1,5 h bei 37 °C) und danach nochmals gewaschen. Dann wurden jeweils 5 x 

104 der zu testenden, in-vitro vorstimulierten CD8+ T-Zellen und die APC für ca. 18 h bei 37 °C 

in 100 µl Assay-Medium (X-Vivo, 2 mM L-Glutamat) koinkubiert. Die APC waren wie zuvor 

beschrieben (s. in vitro-T-Zell-Stimulationen) mit Peptid beladen: entweder mit dem zur 

Vorstimulation eingesetzten SSX2-Peptid p101- 111 oder mit einem HLA-A*0201-

restringierten Kontroll-Peptid z.B. mit CMV/pp65/p495-503. Nach Ablauf der Inkubationszeit 

wurden die Überstände verworfen, die Platten gründlich gewaschen und danach mit 

biotinylierten IFN-γ-Detektionsantikörper inkubiert (2 h, 37 °C). Erneutes Waschen der Platten 

und Inkubation (1,5 h bei RT) mit Streptavidin-gekoppelter alkalischer Phosphatase. Danach 

wurden die Platten ein letztes Mal gewaschen und die IFN-γ-Spots durch Inkubation (10-15 min 
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bei RT) mit einer Lösung des AP Conjugate Substrate Kits sichtbar gefärbt. Die Spots wurden 

mit einem BIOREADER 3000 Pro gezählt. Alle Ansätze in den Assays wurden als Doppelt- 

bzw. Dreifach-Bestimmungen angelegt. Die statistische Signifikanz-Analyse erfolgte mittels F-

Test (Varianz) und zweiseitigem T-Test nach Student (Mittelwerte). Als signifikat 

unterschiedlich wurden Ansätze mit p <0,05 bewertet.  

3.3.2.3 Etablierung Epitop-spezifischer T-Zell-Klone 

Spezifisch gegen SSX2/p101-111 reagierende T-Zellen wurden ebenfalls aufgrund ihrer IFN-γ-

Sekretion aus dem Stimulationsansatz mit Hilfe des „Zytokin-Sekretion-Anreicherungs-Kit“ 

angereichert und über eine limitierende Verdünnungsreihe kloniert[82]. SSX2/p101-111-

spezifische CD8+ T-Zell-Klone (ELISPOT) wurden expandiert durch 14-tägige 

Restimulationen unter identischen Bedingungen wie beschreiben (s. in-vitro-T-Zell-

Stimulationen). 

3.3.3 DNA-Techniken 

3.3.3.1 Analytische Minipräparation von Plasmiden nach der TENS-Methode: 

Plasmide sind kleine, zirkuläre, extrachromosomale DNA-Moleküle, die natürlicherweise in 

Bakterien vorkommen und dort u. a. für die Weitergabe von (Antibiotika-) Resistenzen-

Genen mittels Konjugation verantwortlich sind. In der Molekularbiologie sind sie von 

Bedeutung, da sie sich relativ einfach gentechnisch manipulieren und in Bakterien einbringen 

lassen. Auf diese Weise können z.B. Fremdproteine kloniert und Gene vervielfältigt werden. 

Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem Maßstab dient die so genannte 

„Minipräparation“. Die dabei gewonnenen DNA-Mengen sind (z. B.) für die Analyse von 

Klonierungsschritten ausreichend.  

Eine Variante dieser Minipräperation ist die hier angewandte TENS-Methode. Dabei wurden 

die Bakterien einer 1,5 ml-Übernachtkultur eingesetzt. Die Zellen wurden zunächst kurz 

zentrifugiert (15.500 g, 30 s, 25°C) und der Überstand bis auf einen Rest von ca. 50-100 µl 

über dem Pellet abgehoben. Das Pellet wurde in 200 µl LBAmp-Medium (100 µg/ml) 

resuspendiert und nach Zugabe von 300 µl TENS-Puffer und 150 µl 3 M Natriumacetat 

(pH 5,2) – nach jeder Zugabe wurde kurz gevortext – wurde der Ansatz zentrifugiert 

(15.500 g, 4 min, 25 °C). Dieser Überstand wurde in ein steriles Reagier-Gefäß überführt, mit 

0,1 ml EtOH 95 % ergänzt und durch Inversion gemischt. Erneut wurde die Suspension 

zentrifugiert (15.500 g, 5 min, 25 °C) und das Pellet in 1 ml EtOH 70 % gewaschen. Das 

Pellet wurde bei RT (22-26 °C) 10 min getrocknet und abschließend in 20 µl H2Odest 

resuspendiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde die Plasmid-DNA bei -20 °C gelagert.  
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3.3.3.2 Analytische Minipräparation von Plasmiden mit der Spin-Methode: 

Für die Minipräparation mit der Spin-Methode mittels plasmidPrep Mini Spin Kit (illustra™, 

GE Healthcare) wurden 1,5 ml Bakteriensuspension in ein 1,5 ml Reagier-Gefäß suspendiert 

und durch Zentrifugation (15.500 g, 1 min, RT) pelletiert. Das Pellet wurde zunächst in 

200 µl Lösung I resuspendiert und bis zur vollständigen Suspension gevortext. Anschließend 

wurden 200 µl Lösung II zugegeben und durch Inversion gemischt. Abschließend wurden 

nochmals 400 µl Lösung II zugegeben und erneut durch Inversion gemischt. Der Ansatz 

wurde zentrifugiert (15.500 g, 4 min, 4°C) und der Überstand auf eine Trennsäule pipettiert. 

Die Säule wurde 1 min bei RT inkubiert und dann zentrifugiert (15.500 g, 30 s). Der 

Überstand wurde verworfen und 400 µl Wash Puffer wurden auf die Säule gegeben. Nach 

erneuter Zentrifugation (15.500 g, 2 min, RT, Wasch-Überstand ebenfalls verworfen) wurde 

die Säule in ein frisches Reagier-Gefäß überführt. Nach Zugabe von 50 µl H2Odest wurde der 

Ansatz 1 min bei RT inkubiert und letztmalig zentrifugiert (15.500 g, 1 min, RT). Die Säule 

wurde dann verworfen und das Eluat mit der Plasmid-DNA bei -20 °C bis zu ihrer weiteren 

Verwendung gelagert.  

3.3.3.3 Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukleasen 

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, deren ürsprüngliche Funktion die 

Abwehr fremder (viraler) DNA durch Fragmentierung war. Jede Restriktionsendonuklease 

erkennt dabei eine artspezifische DNA-Zielsequenz. Während das eigene Genom durch 

Methylierung dieser Erkennungssequenz intakt bleibt, werden bei der extragenomischen 

fremden DNA  Phosphodiesterbindungen dieser Zielsequenz gespalten. Für die 

Molekularbiologie stellen Restriktionsnukleasen somit ideale Werkzeuge dar, um DNA ganz 

gezielt zu manipulieren, u. a. um zielgerichtet bestimmte DNA-Fragmente zu isolieren, zu 

klonieren etc. 

In der vorliegenden Arbeit kamen die Restriktionsenzyme SmaI, Xhol und HindIII zum 

Einsatz.  Ein analytischer Reaktionsansatz enthielt 2 µl Plasmid-DNA, 10 U Enzym, 15,4 µl 

H2Odest und 2 µl des geeigneten 10x Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 µl. Bei dem 

Doppelverdau wurde der Ansatz 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz 

mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und dokumentiert. 

3.3.3.4 DNA-Sequenzierung 

Alle Sequenzierungen wurden extern am Institut für Immunologie and Genetik, Dr. Thiele, 

Kaiserslautern (www.immungenetik-kl.de) nach der Didesoxyribonucleotid-Methode gemäß 
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Sanger durchgeführt. Ein Sequenzieransatz mit einem Gesamtvolumen von 20 µl enthielt 2-3 

µg DNA in 5 mM Tris-HCl pH 8.  

3.3.4 RNA-Techniken 

3.3.4.1 RNA-Isolierung 

In eukaryotischen Zellen befinden sich verschiedene Spezies von RNA. Den größten Teil 

davon macht die ribosomale RNA (rRNA) aus, der Hauptbestandteil des Ribosoms. Weiterhin 

findet man Transfer-RNA (tRNA), die als eigentliches Bindeglied zwischen den Aminosäuren 

und der Gensequenz an der Proteinbiosynthese beteiligt ist, microRNAs, die an der post-

transkriptionalen Genregulation beteiligt sind und Messenger-RNA (mRNA), die die 

proteinkodierende Information des Erbgutes zum Ort der Proteinsynthese trägt. Zur Isolierung 

der Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen wurde zum einen die Phenol-Chloroform-

Methode angewandt und zum anderen eine Methode, bei der ein sog. TRIZOL® Reagenz 

Verwendung findet.  

3.3.4.1.1 RNA-Isolierung mit der Phenol-Chloroform-Methode 

Nach Abnahme des Mediums von den Zellen wurde sofort 1 ml Lösung D auf die Zellen 

gegeben. Diese setzt sich aus Guanidiniumthiocyanat, β-Mercaptoethanol und N-Guanosyl-

Sarcosin zusammen und lysiert die Zellen. Gleichzeitig werden die Proteine, darunter auch 

die Ribonukleasen denaturiert. Anschließend wurden 0,1 ml 2 M Natriumacetat (pH 4,0),  

1 ml wassergesättigtes Phenol und 0,2 ml eines Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches 

(49:1) zupipettiert. Durch Inversion wurde der Ansatz gemischt. Abschließend wurde das 

Gemisch für 10 s kräftig geschüttelt, 15 min auf Eis inkubiert und bei 4 °C zentrifugiert 

(4.000 g, 60 min). Nach Zentrifugation wurde die wässrige, RNA-haltige Oberphase (die 

DNA befindet sich in der Interphase) vorsichtig abgenommen und in ein steriles Reagier-

Gefäß überführt. Zum Fällen der RNA wurde 1 ml Isopropanol 100 % zugegeben, über Nacht 

bei -20 °C inkubiert und die RNA dann durch Zentrifugation pelletiert (15.500 g, 20 min, 

4 °C). Anschließend wurde das Pellet in 0,3 ml Lösung D resuspendiert und mit 0,3 ml 

Isopropanol 100 % bei -20 °C, jetzt jedoch nur 60 min lang, gefällt. Durch Zentrifugation 

(15.500 g, 10 min) wurde die RNA erneut pelletiert und dann in 70 % Ethanol gewaschen und 

getrocknet. Das gewonnene RNA-Pellet konnte dann in 30 µl H2Odest  gelöst und die 

Konzentration bestimmt werden. Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei 80 °C 

gelagert. 



Probanden, Material und Methoden 

 

Seite 36 

3.3.4.1.2 RNA-Isolierung mit TRIZOL® Reagent 

Nach Abnahme des Mediums wurden die Zellen in 800 µl TRIZOL® Reagenz (auf RT 

vortemperiert) suspendiert und der Ansatz für 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellen durch mehrmaliges Aufziehen und Herausdrücken durch die Kanüle einer Insulin-

Spritze homogenisiert und das Homogenisat sofort auf Eis gelagert. Dann wurden 200 µl 

Chloroform zugegeben und gründlich 1 min gevortext. Nach dem Aufwirbeln wurde der 

Ansatz erneut für 10 min bei RT inkubiert. Durch Zentrifugation (12.000 rpm, 30 min, 4 °C) 

kommt es zur Auftrennung in drei Phasen, wobei in der wässrigen Oberphase die RNA 

enthalten ist. Diese Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein steriles Reaktionsgefäß 

überführt und sofort auf Eis inkubiert. Anschließend wurde mit einem Äquivalent an 

eiskaltem Isopropanol aufgefüllt und invertiert. Zum Fällen wurde die RNA über Nacht bei    

-20 °C inkubiert und durch Zentrifugation (13.300 g, 30 min, 4 °C) pelletiert. Der Überstand 

wurde verworfen und das Pellet in 1 ml eiskaltem Ethanol 75 % gewaschen (Zentrifugation, 

5300 g, 5 min, 4 °C). Die RNA wurde bei RT 10 min getrocknet und in 30 µl DEPC-H2O 

gelöst, 20 min auf Eis inkubiert und dann die Konzentration bestimmt. Bis zur weiteren 

Verwendung wurde die RNA bei -80 °C gelagert. 

 

3.3.5 cDNA-Synthese: Reverse Transkription 

Unter cDNA (complementary DNA) versteht man die mit Hilfe des Enzyms Reverse 

Transkriptase aus RNA hergestellte komplementäre DNA. So genannte „random hexamer“-

Oligonukleotide dienen als Startpunkt für die Erststrangsynthese. Sie lagern sich entlang der 

RNA an und fungieren als Anker für die Reverse Transkriptase und definieren so die 

Startpunkte für die reverse Transkription. Von 5’ nach 3’ fortlaufend erstellt dann die Reverse 

Transkriptase in Anwesenheit von dNTPs einen komplementären DNA-Strang. Das 

Umschreiben der RNA in cDNA wurde mit Hilfe der Super Script II Reversen Transkriptase 

(Invitrogen) durchgeführt. 2 µg RNA wurden mit DEPC-H2O auf insgesamt 11,2 µl 

aufgefüllt. Zu diesen 11,2 µl wurden 1 µl dT18-Primer gegeben und anschließend 5 min im 

Heizblock bei 65 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 7,8 µl vom 

Mastermix hinzu gegeben, gevortext und erneut im Heizblock zunächst 60 min bei 42 °C und 

anschließend für 10 min bei 65 °C inkubiert. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung 

bei -20 °C gelagert. 
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Tabelle 1: Pipettier-Schema für den Mastermix-Ansatz [7,8 µl Ansatz] für die cDNA-
Synthese 

Komponente Volumen [µl] 
First Strand Puffer 4 
dNTP’s 1 
0,1 M DTT 2 
Reverse Transkriptase 0,8 

 

3.3.6 Polymerase-Kettenreaktion / Polymerase chain reaction (engl., PCR)  

3.3.6.1 Semiquantitative PCR 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein in vitro Verfahren zur gezielten 

Vervielfältigung von DNA definierter Länge und Sequenz (Mullis & Faloona, 1987). Bei 

diesem Verfahren werden DNA-Polymerasen verwendet, die aus thermophilen 

Mikroorganismen isoliert werden und somit thermostabil sind, so dass sie auch bei hohen 

Temperaturen (> 95 °C) aktiv sind. Ausgehend von einer einzelsträngigen DNA-Vorlage 

(Template) wird in multiplen Reaktionszyklen eine exakte komplementäre DNA-Kopie 

erstellt. 

In einem ersten Schritt wird das heterogene dsDNA-Gemisch durch hohe Temperaturen 

denaturiert. Durch Inkubation bei 95°C werden die nichtkovalenten chemischen 

Wechselwirkungen zwischen den beiden DNA-Molekülen eines Doppelstranges gelöst und 

dieser somit in seine beiden Einzelstränge aufgetrennt (Denaturierung). Anschließend wird 

die Amplifikation vorbereitet. Hierzu wird die Temperatur soweit reduziert, dass die 

synthetischen Oligonukleotide (Primer) sequenzspezifisch an die ssDNA (single strand DNA 

= einzelsträngige DNA = Template) hybridisieren. Dieser Vorgang des Annealings definiert 

die Startpunkte der DNA-Synthese. Die optimale Temperatur zur Primer-Hybridisierung ist 

abhängig von deren Länge und Sequenz. Das Reaktionsgemisch wurde nun auf 72 °C 

erwärmt – bei dieser Temperatur erreicht die Polymerase ihre optimale 

Reaktionsgeschwindigkeit. Es erfolgt ein nukleophiler Angriff des 3‘-Hydroxyendes des 

Oligonukleotids an das α-Phosphat des Desoxynukleosidtriphosphats (dNTPs), welches unter 

Abspaltung von Pyrophosphat kovalent an den Primer gebunden wird. Diese chemische 

Reaktion wird von der Polymerase in hoher Geschwindigkeit und Präzision katalysiert. Die 

DNA wird somit anhand ihres Templates verlängert (Elongation). 

Das Resultat ist eine anhand eines festgelegten Startpunktes sequenzspezifische DNA-Kopie. 

Diese Kopie kann in nachfolgenden Reaktionsrunden ebenfalls als Template fungieren. Durch 
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mehrmalige Wiederholung dieser Reaktionsfolge aus DNA-Denaturierung, Primer-

Hybridisierung und Auffüllreaktion wird die gewünschte DNA-Sequenz so mit dem in vitro 

Verfahren der PCR exponentiell vermehrt. 

„Semiquantitativ“ bedeutet hierbei, dass dieses Verfahren prinzipiell qualitativen Charakter 

hat und nur ungefähre Mengenverhältnisse nachgewiesen und vergleichend, relativ zu einem 

Standard, abgeschätzt werden können. Limitierend dabei ist zum einen das PCR-Verfahren 

per se, da es theoretisch nur eine Verdopplung der DNA pro Zyklus erlaubt, jedoch in der 

Praxis zumeist nur eine 1,6 – 1,9fache Vermehrung der DNA zulässt. Zum anderen ist die 

DNA-Nachweismethode mittels agarosegelelektrophoretischer Auftrennung und Färbung mit 

Ethidiumbromid zur exakten Quantifizierung ungeeignet. 

 
Tabelle 2: Pipettier-Schema für Standard-PCR-Ansatz [30µl Ansatz] 

Komponente Volumen [µl] 
H2Odest 24,6 
10x Puffer 3 
dNTP’s 0,2 
Primer forward 0,5 
Primer reverse 0,5 
Taq-Polymerase 0,2 
cDNA 1 

 
Der PCR-Ansatz wurde in ein Reaktionsgefäß pipettiert und abschließend 1µl cDNA 

hinzugegeben. Die PCR wurde in einem PCR-Gerät nach folgendem Programm durchgeführt: 

 
Tabelle 3: Standard-PCR-Programm 

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min:s] 
Denaturierung 94 12 
Denaturierung 94 1 

1      35 Zyklen 
1 

Annealing 52-67 
Extension 72 
Letzte Extension 72 12 
Pause 4 ∞ 

 
Die Annealing-Temperatur ist abhängig von dem eingesetzten Primerpaar und variierte bei 

den in dieser Arbeit eingesetzten Primern zwischen 52 und 67 °C. Die Anzahl der Zyklen ist 

je nach PCR-Protokoll variabel und wurde zuvor empirisch bestimmt. Es gilt hierbei, dass 

low-copy Gene, also Gene, welche nur in geringer Kopienzahl in der Zelle vorkommen, mit 

hoher PCR-Zyklenzahl (36 Zyklen) nachgewiesen wurden. Für Plasmid-DNA (in dieser 

Arbeit als Positivkontrolle verwendet) und house-keeping Gene (in dieser Arbeit GAPDH als 
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Kontrolle eingesetzt) wurden PCR-Programme mit weniger Zyklen verwendet  (25 Zyklen). 

Um die Funktion der PCR beurteilen zu können, wurde als Positivkontrolle immer eine 

Plasmid-Verdünnungsreihe (1:103, 1:105, 1:107) und als Negativkontrolle, sowie zur 

Überprüfung auf etwaige Kontamination ein Ansatz mit H2Odest (komplett, aber ohne 

Template) angesetzt. 

 

3.3.6.2 Quantitative PCR (qPCR) 

Im Gegensatz zu der „semiquantitativen“ PCR ist die quantitative PCR eine 

molekularbiologische Technik, die es ermöglicht, die Amplifikation von DNA-Fragmenten in 

Echtzeit zu verfolgen und zu quantifizieren. Für die Quantifizierung werden 

Fluoreszenzfarbstoffe, wie Ethidiumbromid oder SYBR Green I verwendet, die mit der DNA 

interkalieren. Fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide wie Taqman-Sonden oder LightCycler-

Sonden nutzen das FRET (fluorescence resonance energy transfer) genannte Phänomen. 

Hierbei gibt ein Donor-Fluorochrom, das durch eine Lichtquelle angeregt wird, einen Teil 

seiner Energie an ein in ausreichender Nähe befindliches Akzeptor-Fluorochrom ab. Nimmt 

der Abstand zwischen Akzeptor und Donor zu, so nimmt FRET und somit das 

Fluoreszenzsignal des Akzeptors ab, während das des Donors zunimmt. Die einfachste 

Möglichkeit der Nutzung des FRET zur Quantifizierung von Nukleinsäuren besteht in der 

Verwendung von o.g. LightCycler-Sonden. Zwei verschiedene, jeweils mit einem FRET-

Donor bzw. FRET-Akzeptor markierte Oligonukleotide, die nebeneinander an die Ziel-

Sequenz binden und damit die Fluorochrome in eine für den FRET ausreichende Nähe 

bringen, können als Sonden für die Quantifizierung der PCR-Produkte eingesetzt werden.  

Die in dieser Arbeit angewandte Technik bedient sich des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR 

Green I. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist die geringe Spezifität, da zwischen verschiedenen 

PCR-Produkten nicht unterschieden werden kann. Diesem Nachteil wurde in dieser Arbeit 

dadurch Rechnung getragen, dass sowohl eine gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-

Produkte als auch eine Schmelzkurvenanalyse der PCR-Reaktion durchgeführt worden ist. 

Beide Kontrollen dienten der Identifikation mehrerer PCR-Produkte. Bei der 

Schmelzkurvenanalyse wird die DNA durch kontinuierliche Erhöhung der Temperatur (50 °C 

→ 95 °C) aufgeschmolzen. Bei einer für das Fragment spezifischen Schmelztemperatur 

denaturiert der Doppelstrang zu zwei einzelsträngigen Molekülen. Dabei wird der 

Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green I) freigesetzt, und es wird eine Fluoreszenzabnahme 

registriert. Da die doppelsträngige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen höheren 

Schmelzpunkt hat als unspezifisch entstehende Primerdimere, ist eine Unterscheidung 
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möglich. Die Höhe des Peaks der Schmelzkurve gibt zudem einen Anhaltspunkt über die 

Menge des gebildeten Fragments.  

Die qPCR wurde in einem LightCycler® 2.0 der Firma Roche mit dem dazugehörigen 

LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I Kit durchgeführt.  

Es wurde mit folgendem PCR-Standard-Ansatz gearbeitet, wobei die Volumina der einzelnen 

Komponenten variierten (s. folgende Pipettierschemata): 

Tabelle 4: Standard qPCR-Ansatz [20 µl] 
Komponente Volumen [µl] 

H2Odest 10,8 – 12,4  
MgCl2 1,6 – 3,2 
Primer-Mix 2 
SYBR Green I 2 
cDNA 2 

 

Der Reaktionsansatz wurde in eine Glaskapillare pipettiert, die in einem vorgekühlten (4°C) 

Metallblock stand. Es wurden 2 µl cDNA zugegeben, die Glaskapillare verschlossen und 

anschließend vorsichtig kurz abzentrifugiert (max. 800 g). Nach Positionierung der Kapillare 

im LightCycler® Karussell wurde das Karussell in die LightCycler® PCR Maschine 

eingesetzt.  

Die Annealing-Temperatur variierte entsprechend dem Primer, das qPCR-Programm sah aber 

prinzipiell wie folgt aus: 

Tabelle 5: Standard qPCR - Programm 
Modus Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min : s] 

Quantifizierung Denaturierung 95 15 : 00 
 Denaturierung 95 00 : 10 
 Annealing 56-67 00 : 04 
 Elongation 72 00 : 20 
Schmelzkurve Denaturierung 95 00 : 00 

 Annealing 65 15 : 00 
 Melting 65-95 00 : 00 
 
Der sog. „threshold-cycle“ Ct (Cp “crossing point”) ist als der PCR-Zyklus definiert, bei dem 

das Fluoreszenzsignal erstmalig signifikant über der Hintergrundfluoreszenz liegt. Diese 

Zykluszahl ist Grundlage für die Kalkulation der Produktmenge. Bei dieser Arbeit wurde das 

gewünschte PCR-Produkt in das Verhältnis zu einer internen Kontrolle (GAPDH = 

Referenzgen) gesetzt. Weiterhin wurde für die Bestimmung der PCR-Effizienz bei jedem 

Lauf eine Template-Verdünnungsreihe mit gemessen.  
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Um die Qualität der quantitativen Realtime-PCR hinsichtlich der entstandenen PCR-

Amplifikate zu überprüfen, wurde die Möglichkeit genutzt, eine Schmelzpunktanalyse mit 

den in der PCR generierten PCR-Produkten durchzuführen. Anhand dieser 

Schmelzpunktanalyse können unspezifische Produkte, wie zusammengelagerte Primer und 

DNA-Kontaminationen in den Proben festgestellt werden. Bei der Schmelzpunktanalyse 

werden die PCR-Produkte in mehreren Zyklen einem Temperaturgradienten ausgesetzt und 

dabei das Fluoreszenz- Signal der Signalgeber aufgenommen. Der Schmelzpunkt der PCR-

Produkte ist dabei von der Sequenz und der Länge der Nukleinsäurekette abhängig, so dass 

jeder DNA- Doppelstrang bei einer charakteristischen Temperatur, der Schmelztemperatur, in 

seine zwei Einzelstränge zerfällt und die entstandenen PCR-Produkte verschiedener Länge 

erkannt werden können, da eine Unterscheidung anhand der Fluoreszenzabnahme bei 

Zunahme der Temperatur möglich ist. 

3.3.7 Agarosegelelektrophorese 

Die Auftrennung von DNA-Gemischen erfolgt standardisiert im Agarosegel durch Anlegen 

eines elektrischen Feldes. Hierbei wandert die negativ geladene DNA zur Kathode. Die 

Gelmatrix sorgt dabei für die Auftrennung der DNA-Fragmente, da sie als Sieb wirkt, in dem 

sich kleinere Fragmente schneller bewegen können als größere. Der Grad der Vernetzung der 

Agarosematrix richtet sich nach der Größe der aufzutrennenden DNA-Fragmente. In dieser 

Arbeit wurden 2 %ige Agarosegele in 1x TAE-Puffer verwendet. Die Detektion der DNA-

Fragmente ist mit Hilfe des interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid möglich, der bei 

Anregung durch UV-Licht fluoresziert. 

Dazu wurde Ethidiumbromid in die etwas abgekühlte, aber noch flüssige Lösung in einer 

Endkonzentration von 0,5 µg/ml gegeben, die Lösung in einen entsprechenden Gelträger 

gegossen und anschließend das dann erstarrte Agarosegel zur Elektrophorese in eine mit 1x 

TAE-Puffer gefüllte Lauf-Kammer platziert. Die DNA-Gemische wurden mit 5x Probepuffer 

versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Abschließend wurde eine elektrische Spannung von 

5-7 V/cm angelegt. 

Nach dem Lauf wurde die in den analytischen Gelen aufgetrennte DNA mit kurzwelligem 

UV-Licht (254 nm) betrachtet und zur Dokumentation fotografiert. 

3.3.8 Behandlung lymphoblastoider Zelllinien mit DNA-Methyltransferase 1-

(DNMT1-) und Histon-Deacetylase- (HDAC) Inhibitoren 

Die Transkriptionsrate der CT-Gene und somit die Expression der entsprechenden Antigene 

kann durch den kombinierten Zusatz von DNMT1- und HDAC-Inhibitoren zum Zellkultur-
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medium erhöht werden. Beide Substanzklassen besitzen jedoch auch ein zytotoxisches 

Potential. In Vorversuchen wurde die Verträglichkeit des DNMT1-Inhibitors 5-Azacytidin (5-

Aza, Vidaza®) mit bis zu 2 µM über 72 h ermittelt. Laut Literatur liegt die Dosis in den 

meisten Studien mit vergleichbarer Fragestellung bei 1 µM. Deshalb wurde 5-Azacytidin 

1 µmolar eingesetzt. Die Literaturangaben über die Konzentration der drei verwendeten 

HDAC-Inhibitoren Valproat (Depakene®), Suberoylanilid Hydroxyamid Säure (SAHA, 

Vorinostat®) und Trichostatin A (TSA) bezüglich eines optimalen Verhältnisses von 

Wirksamkeit zu Verträglichkeit schwanken über einen großen Bereich. Die in Tabelle 6 

angegebenen Daten liegen im mittleren Bereich der Literaturwerte. Für die Untersuchung 

wurden 5 LCLs eingesetzt, die nativ ein unterschiedliches Spektrum an CTAs exprimieren: 

bei MGAR waren unbehandelt keine CTAs nachzuweisen. Dagegen exprimierten auch die 

nativen Zellen von JY mehrere CTAs. Zur Behandlung wurden von jeder Linie 4 Ansätze à 

1,2 x 107 Zellen in 30 ml Medium (RPMI 1640, 10 % FCS, Pen/Steep, 2 mM L-Glu) 

vorgelegt. Diese wurden gemäß dem in Tabelle 6 dargestellten Schema behandelt. Dabei 

wurde nach 0, 12, 24 und 48 h jeweils das komplette Medium des Ansatzes erneuert und mit 

den angegebenen Zusätzen ergänzt. Um eine Verdünnung der 12 h zuvor eingesetzten 

HDAC-Inhibitoren zu vermeiden wurde nach 36 bzw. 60 h Azacytidin lediglich ergänzt. 

Aufgrund der nur sehr geringen Halbwertszeit von 5-Azacytidin (4 h) und SAHA wurden 

deren Stock-Lösungen täglich frisch angesetzt. Ein Ansatz blieb unbehandelt. Auch bei diesen 

Zellen wurde, genau wie bei den behandelten 4 Ansätzen, das Medium zu den jeweiligen 

Zeiten komplett erneuert. Nach 72 h wurden die Zellen aller Ansätze geerntet, zentrifugiert 

und die Zell-Pellets zur Isolierung der RNA eingesetzt. 

 

Tabelle 6: Behandlungsschema der LCL mit dem DNMT1-Inhibitor 5-Azacytidin in 
Kombination mit dem jeweiligen HDAC-Inhibitor 

 
 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 
 0 h 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h 

5-Azacytidin 1 µM 1 µM 1 µM 1 µM 1 µM 1 µM 

Ernte Valproat - - 750 µM - 750 µM - 
SAHA - - 5 nM - 5 nM - 
TSA - - - - 65 nM - 

 



Ergebnisse 

 

Seite 43 

4 Ergebnisse 

4. Expression von CT-Antigenen in Lymphoblastoiden Zelllinien 

4.1 Häufigkeit der CTA-Expression 

Es wurden 20 bereits etablierte LCLs qualitativ mittels RT-PCR auf ihre CT-

Antigenexpression hin untersucht. Dabei variierte die Anzahl der exprimierten CT-Antigene 

bei den einzelnen Linien (Abb.1). 70% der untersuchten LCLs exprimierten mindestens ein 

CT-Antigen. 50% exprimierten zwei oder mehr CT-Antigene. Weiterhin konnte gezeigt 

werden, dass 20% der untersuchten LCL sogar sieben oder mehr CT-Antigene exprimierten 

und damit fast 60% der insgesamt 11 untersuchten CT-Antigene. 

Abb. 3: Prozentuale Verteilung, mit der die LCLs die untersuchten CT-Antigene exprimieren,  
 aufgeschlüsselt nach der Anzahl der exprimierten CT-Antigene (RT-PCR Ergebnisse) 
 

 

 

 

 

 

n = 20 
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4.2 Expressionrate der einzelnen CT-Antigene 

Die Auswertung der PCR-Daten ergab, dass SSX4 in 50 % der untersuchten Linien und somit 

am häufigsten exprimiert wurde, gefolgt von GAGE mit 45 % (Abb. 2). MAGE A4 und NY-

ESO-1 wurden von nur 5 % der LCLs exprimiert und zeigten damit die geringste 

Expressionsrate. Die Expression des CT-Antigens BORIS konnte bei keiner der untersuchten 

Lymphoblastoiden Zelllinien nachgewiesen werden. 

 

 
 

Abb. 4: Relative Expressionshäufigkeit von 11 CT-Antigenen bei 20 LCLs (Untersuchung auf mRNA 
 Ebene) 
 
 

4.3 Die Expression von CT-Antigenen im Verlauf der viralen 

Transformation von B-Zellen 

Auf Grund der Beobachtung, dass LCLs verschiedene CT-Antigene exprimieren, wurden B-

Zellen von 11 Spendern mit Epstein-Barr-Virus transformiert und daraus neue LCLs angelegt. 

Im Verlauf der Transformation wurden die Linien nach einem vorgegeben Zeitschema auf ihr 

CTA-Expressionsprofil hin untersucht. Untersucht wurde dabei die Frage, ob die CTA-

Expression bei LCLs einem bestimmten Schema folgt: welches CT-Antigen wird zu welchem 
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Zeitpunkt exprimiert und erfolgt die Expression mit der Zeit konstant? Da naive B-Zellen 

keine CT-Antigene exprimieren, war es somit gleichzeitig möglich, zu untersuchen, ab 

welchem Zeitpunkt die Expression dieser Antigene beginnt. Um weiterhin zu überprüfen, ob 

die CTA-Expression im Verlauf der Transformation dem gleichen oder einem individuellen 

Muster folgt, wurden von ein und demselben Spender je 3 Linien und von einem zweiten 

Spender je 2 Linien angelegt. Wie unter Punkt 2.6 im Kapitel Einleitung (Seite 11) 

beschrieben, wurde in einem bestimmten Zeitabstand jeweils eine Probe entnommen und 

dann mittels RT-PCR das CTA-Expressionsprofil auf qualitativer Ebene ermittelt. Mit Hilfe 

einer Plasmid-Titration der entsprechenden PCR-Fragmente als Positivkontrolle konnte zum 

einen eine verlässliche untere Ausschlussgrenze definiert werden, und zum anderen konnte sie 

gleichzeitig als Hinweis für die Stärke der mRNA-Expression (wie exemplarisch in Abb.3 

dargestellt) herangezogen werden. 

Abb. 5: Exemplarische Darstellung der zeitabhängigen Expression von GAGE bei der LCL GS133N. Auf 
 entsprechender Höhe (600bp) sind die Expressionsbanden für die einzelnene Tage, an denen 
 Expressionsdaten erhoben wurden, abgebildet. Zudem ist die entsprechende Positivkontrolle als 
 Verdünnungsreihe abgebildet. 
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Für die Untersuchung auf mRNA-Ebene mussten zwischen 1x106- 1x107 Zellen eingesetzt 

werden, um ausreichend RNA für die cDNA-Synthese isolieren zu können. Vereinzelt war es  

nicht immer möglich, genügend Zellen für die RNA-Isolation zu gewinnen, so dass an den 

entsprechenden Tagen keine Expressionsanalyse durchgeführt werden konnte. 

In den folgenden Tabellen wird, wie vorangehend beschrieben, die CTA-Expression nach 

EBV-Transformation im zeitlichen Verlauf für jede einzelne der 11 neu angelegten Linien 

dargestellt und ausgewertet.  

 

Tabelle 7: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der LCL 

GS 7/2 

LCL: 
GS 7/2 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1 GAGE NY-
ESO 1 

d0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d2 - - - - - - - +++ +++ - 
d3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d7 - +++ - - +++ - - +++ +++ - 
d10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d14 - - - - - - - - - - 
d21 + - - - - - - - +++ - 
d23 ++ - +++ - +++ - - - +++ - 
d28 +++ ++ +++ - +++ - +++ +++ +++ - 
d35 +++ +++ +++ - +++ - +++ - +++ - 
d42 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d49 +++ +++ +++ - +++ - + - +++ - 
d56 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d63 +++ +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ - 
d70 +++ +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ - 
d77 +++ +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ - 
d84 +++ +++ - +++ +++ +++ +++ - +++ - 
d91 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - 
d98 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d105 +++ +++ ++ +++ - +++ +++ - +++ - 
d112 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d119 +++ +++ +++ +++ - - +++ - - - 

Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag. Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung je nach Bandenstärke. + = schwach, ++ = medium, +++ = 
stark 

 
 
Von der Linie GS 7/2 wurden (im untersuchten Zeitraum) bis auf NY-ESO-1 alle 

untersuchten CT-Antigene exprimiert. Die Expression von MAGE 3 konnte insgesamt an nur 
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4 (d84, d91, d105, d119)  der untersuchten Tage nachgewiesen werden, während die 

Expression der übrigen CT-Antigene fast durchgehend war. GAGE konnte an allen 

untersuchten Tagen nachgewiesen werden.  

 
 
 
Tabelle 8: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der LCL 

GS 7/3 

LCL: 
GS 7/3 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1  GAGE NY-
ESO 1 

d0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d1 - - - - - - - - +++ - 
d2 - - - - - - - - +++ - 
d3 - - - - +++ - - - +++ - 
d7 - - - - +++ - - - +++ - 
d10 - - - - - - - - - - 
d14 - - - - - - - - - - 
d21 - - - - - - - - - - 
d28 - - - - +++ - - - ++ - 
d35 - - - - +++ - - - - - 
d42 - - - - +++ - - - + - 
d49 - - - - +++ - - - +++ - 
d56 - - - - +++ - - -  - 
d63 - - - - +++ - - - +++ - 
d70 - - - - - - - - + - 
d77 - - - - +++ - - - +++ - 
d84 - - - - +++ - - - +++ - 
d91 - - - - +++ - - - +++ - 
d98 - - - - +++ - - - +++ - 
d105 - - - - +++ - - - +++ - 
d112 - - - - - - - - - - 
d119 - - - - - - - - - - 

Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag. Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung je nach Bandenstärke. + = schwach, ++ = medium, +++ = 
stark 
 

 
Die Linie GS 7/3 exprimierte im Untersuchungszeitraum aussschließlich GAGE und MAGE 

4 und damit zwei der  zehn untersuchten CT-Antigene. Beide CT-Antigene zeigten ein 

ähnliches Expressionsverhalten, so konnte ihre Expression zu Beginn des 

Untersuchungszeitraums und dann wieder ab d28 nachgewiesen werden. Die Linie GS 7/3 

exprimierte MAGE 4, bis auf d70, durchgehend an d28 – d105. Die Expression von GAGE 

konnte ab d63 durchgehend an den untersuchten Tagen nachgewiesen werden. 
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Tabelle 9: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der LCL 

GS 7/4 

LCL: 
GS 7/4 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1 
neu 

GAGE NY-
ESO 1 

d0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d1 - - - - - - - - +++ - 
d2 - - - - - - - - +++ - 
d3 - - - - +++ - - - +++ - 
d7 - +++ - - +++ - - - +++ - 
d10 - - - - - - - - - - 
d14 - - - - - - - - - - 
d21 - - - - - - - - - - 
d28 - - - - +++ - - - ++ - 
d35 - - +++ - +++ - - - - - 
d42 - - - - +++ - - - + - 
d49 - - - - +++ - - - +++ - 
d56 - - - - +++ - - -  - 
d63 - - - - +++ - - - +++ - 
d70 - - - - - - - - + - 
d77 - - - - +++ - - - +++ - 
d84 +++ - - - +++ - - - +++ - 
d91 - - - - +++ - - - +++ - 
d98 - - - - +++ - - - +++ - 
d105 - - - - +++ - - - +++ - 
d112 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d119 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag. Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung. + = schwach, ++ = medium, +++ = stark 
 

 
Von der Linie GS 7/4 wurden am häufigsten MAGE 4 und GAGE exprimiert. Die übrigen 

untersuchten CT-Antigene wurden nur sehr vereinzelt (SSX-Familie) oder gar nicht 

exprimiert. Bei der zeitabhängigen Auswertung zeigte sich, dass MAGE 4 fast durchgehend 

exprimiert wurde, ausgenommen die Tage 1, 2, 10, 14, 21 und 70. GAGE wurde dagegen an 

einigen Tagen (subjektiv) nur sehr schwach exprimiert, zeigte dann jedoch eine konstante 

Expression an den untersuchten Tagen ab Tag 63.  
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Tabelle 10: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der 

LCL GS 40N 

LCL: 
GS 40N 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1  GAGE NY-
ESO 1 

d0 - - - - - - - - - - 
d1 - - - - - - - - - - 
d2 - - - - - - - - - - 
d3 - - - - - - - - - - 
d7 - - - - - - - - - - 
d10 - - - - - - - - - - 
d14 - - - - - - - - - - 
d21 - - - - - - - - - - 
d28 - - - - - - - - - - 
d35 - - - - - - - - - - 
d42 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d49 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d56 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d63 - - - - - - - + - - 
d70 - - - - - - - - - - 
d77 - - - - - - - - - - 
d84 - - - - - - - - - - 
d91 - - - - - - - - - - 
d98 - - - - - - - - - - 
d105 - - +++ - - - - - - - 
d112 - - +++ - - - - - - - 
d119 - - +++ - - - - - - - 

Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag. Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung je nach Bandenstärke. + = schwach, ++ = medium, +++ = 
stark 
 

 
Bei der Linie GS 40 konnte die Expression von nur einem CT-Antigen gezeigt werden, so 

wurde SSX4 konstant ab d105 an den untersuchten Tagen exprimiert. 

Damit exprimierte die Linie GS 40 im untersuchten Zeitraum ausschließlich ein CT-Antigen. 
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Tabelle 11: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der 

LCL GS 70/126 

LCL: 
GS 

70/126 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1 GAGE NY-
ESO 1 

d0 - - - - - - - - - - 
d1 - - - - - - - - +++ - 
d2 - - - - - - - - +++ - 
d3 - - - - +++ - - - +++ - 
d7 - +++ - - +++ - - - +++ - 
d10 - - - - - - - - - - 
d14 - - - - - - - - - - 
d21 - - - - - - - - - - 
d28 - - - - +++ - - - +++ - 
d35 - - - - +++ - - - +++ - 
d42 - - - - +++ - - - +++ - 
d49 - - - - +++ - - - +++ - 
d56 - - - - +++ - - - +++ - 
d63 - - - - +++ - - - +++ - 
d70 - - - - - - - - +++ - 
d77 - - - - +++ - - - +++ - 
d84 - - - - +++ - - - +++ - 
d91 - - - - +++ - - - +++ - 
d98 - - - - +++ - - - +++ - 
d105 - - - - +++ - - - +++ - 
d112 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d119 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag. Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung je nach Bandenstärke. + = schwach, ++ = medium, +++ = 
stark 
 

 
Bei der LCL GS 70/126 wurde ausschließlich die Expression von MAGE 4, GAGE und SSX 

2 und damit von drei CT-Antigenen nachgewiesen. Die Expression von MAGE 4 und GAGE 

konnte hierbei konstant ab Tag 28 nachgewiesen werden (Ausnahme ist d70 bei MAGE 4). 

Im Gegensatz dazu konnte die Expression von SSX 2 nur einmalig an d7 nachgewiesen 

werden. 
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Tabelle 12: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der 

LCL GS 90N 

LCL: 
GS 90N 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1  GAGE NY-
ESO 1 

d0 - - - - - - - - - - 
d1 - - - - - - - - - - 
d2 - - - - - - - - - - 
d3 - - - - - - - - - - 
d7 - - - - - - - +++ - - 
d10 - - - - - - - - - - 
d14 - - - - - - - - - - 
d21 - - - - - - - - - - 
d28 - - - - - - - - - - 
d35 - - - - - - - - - - 
d42 - - - - - - - - - - 
d49 - - - - - - - - - - 
d56 - - - - - - - - - - 
d63 - - +++ - - - - - - - 
d70 - +++ +++ - - - - - - - 
d77 - - +++ - - - - - - - 
d84 - - +++ - - - - - - - 
d91 - - +++ - - - - - - - 
d105 - - - - - - - - +++ - 
d112 +++ - - - - - - - +++ - 
d119 +++ +++ +++ - - - - - +++ - 

Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag. Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung je nach Bandenstärke. + = schwach, ++ = medium, +++ = 
stark 
 

 

Die Linie GS 90N zeigte im Untersuchungszeitraum die Epxression von 5 verschiedenen CT-

Antigenen. Bei dieser Linie konnte im zeitlichen Verlauf die Expression aller untersuchten 

CT-Gene aus der SSX-Familie, teilweise jedoch an verschiedenen Zeitpunkten, nachgewiesen 

werden. Zudem konnte die Expression von Scp1 einmalig an d63, und die von GAGE an den 

Tagen 105, 112, 119 nachgewiesen werden. 
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Tabelle 13: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der 

LCL GS 90/2 

LCL: 
GS 90/2 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1 GAGE NY-
ESO 1 

d0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d1 - - - - - - - - - - 
d2 - - - - - - - - +++ - 
d3 - - - - - - - - +++ - 
d7 - - - - - - +++ - - - 
d10 - - - - - - - - - - 
d14 - - - - - - - - - - 
d21 - - - - - - - - - - 
d28 - - - - +++ - - - +++ - 
d35 - - - - - - - - - - 
d42 - - +++ - - +++ - - +++ - 
d56 - +++ +++ - - +++ - - +++ - 
d63 - - +++ - - - - - +++ - 
d70 - +++ - - - +++ - - +++ - 
d77 - - +++ - - - - - +++ +++ 
d84 - +++ - - - - - - +++ - 
d91 - +++ +++ - - - - - +++ - 
d98 - - - - - - - - +++ - 
d105 - - - - - - - - +++ - 
d112 - +++ - - - +++ - - +++ - 
d119 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag. Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung je nach Bandenstärke. + = schwach, ++ = medium, +++ = 
stark 
 

 

Bei der Linie GS 90/2 zeigte sich ein sehr breites Expressionsmuster: so konnte im Verlauf 

die Expression von 7 der 10 untersuchten CT-Antigene gezeigt werden. Am häufigsten wurde 

hierbei die Expression von GAGE, sowie SSX2 und SSX4 nachgewiesen. Die Expression von 

GAGE wurde durchgehend an allen untersuchten Tagen ab d42 beobachtet. Die Expression 

von SS2, SSX4 und MAGE-C1 begann bei der LCL GS 90/2 synchron ab d42.  

Im Vergleich zeigte sich somit bei den LCLs GS90 und GS 90/2 ein unterschiedliches CTA-

Expressionsmuster, obwohl die Linien von ein und demselben Spender stammen. 
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Tabelle 14: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der 

LCL GS 125N 

LCL: 
GS125N 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1 GAGE NY-
ESO 1 

d0 - - - - - - - - - - 
d1 - - - - +++ - - - - - 
d2 - - - - +++ - - +++ - - 
d3 - - - - + - - +++ +++ - 
d7 - - - - - - - - - - 
d10 - - - - + - - - +++ - 
d14 - - - - + - - - - - 
d21 - - - - +++ - - - +++ - 
d28 - - - - +++ - - - - - 
d35 - - - - - - - - - - 
d42 - - - - - - - - +++ - 
d49 - - - - - - - - +++ - 
d56 - - - - + - - - - - 
d63 - - - - - - - - +++ - 
d70 +++ +++ - - - - - - +++ - 
d77 +++ +++ - - +++ - - - +++ - 
d84 +++ +++ - - +++ - - - +++ - 
d91 +++ +++ - - +++ - - - +++ - 
d98 - - - - +++ - - - ++ - 
d105 +++ +++ - ++ +++ - - - +++ - 
d112 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d119 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung je nach Bandenstärke. + = schwach, ++ = medium, +++ = 
stark 
 

 
Die Linie GS125N exprimierte insgesamt 6 der 10 untersuchten CT-Antigene. Die CT-

Antigene SSX1, SSX2, MAGE4 und GAGE wurden am häufigsten exprimiert. Während 

SSX1, SSX2 ab d70 exprimiert wurden, zeigte sich bei MAGE4 und GAGE ein anderes 

Expressionsverhalten.  
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Tabelle 15: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der 

LCL GS 133N 

LCL: 
GS133N 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1  GAGE NY-
ESO 1 

d0 - - - - - - - - - - 
d1 +++ - - - - - - - +++ - 
d2 +++ - - - - - - - +++ - 
d3 +++ - - - - - - - +++ - 
d7 +++ - - - - - - - +++ - 
d10 +++ - - - - - - - +++ - 
d14 - - - - - - - - - - 
d21 +++ - - - - - - - - - 
d28 + - - - - - - - - - 
d35 - - - - - - - - - - 
d42 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d49 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d56 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d63 + - - - - - - - +++ - 
d70 +++ - - - - - - - +++ - 
d77 - - - - - - - - +++ - 
d84 - - - - - - - - +++ - 
d91 - - - - - - - - +++ - 
d98 - - - - - - - - +++ - 
d105 + - - - - - - - +++ - 
d112 +++ - - - - - - - +++ - 
d119 +++ - - - - - - - +++ - 
Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag. Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung je nach Bandenstärke. + = schwach, ++ = medium, +++ = 
stark 
 

 
Die LCL GS 133N exprimierte 2 der 10 untersuchten CT-Antigene. Es wurden ausschließlich 

SSX1 und GAGE exprimiert, wobei GAGE von der Linie fast durchgehend exprimiert wurde, 

einzig an den Tagen 14-35 konnte keine Expression nachgewiesen werden. Die Expression 

von SSX1 verhielt  sich ein wenig unterschiedlich, so konnte hier eine durchgehende 

Expression an den Tagen 1-10 gezeigt werden und danach erneut nur an einzelnen Tagen, 

wobei die Expression zum Ende der untersuchten Tage wieder zuzunehmen schien, zeigte 

sich doch eine durchgehende, wenn auch teilweise schwache, Expression an den Tagen 105, 

112 und 119. 

 

 

 



Ergebnisse 

 

Seite 55 

Tabelle 16: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der 

LCL GS 134 

LCL: 
GS 

134N 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1 GAGE NY-
ESO 1 

d0 - - - - - - - - - - 
d1 - - - - - - - - +++ - 
d2 - +++ - - - - - - +++ - 
d3 - +++ - - - - - - +++ - 
d7 - +++ - - - - - - - - 
d10 - +++ - - - - - - - - 
d14 - - - - - - - - - - 
d21 - - - - - - - - - - 
d28 - - - - - - - - +++ - 
d35 - - - - - - - - +++ - 
d42 - - - - - - - - +++ - 
d49 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
d56 - - - - - - - - +++ - 
d63 - - - - - - - - +++ - 
d70 - - - - - - - - +++ - 
d77 - - - - - - - - +++ - 
d84 - - - - - - - - - - 
d91 - - - - - - - - - - 
d98 - - - - - - - - - - 
d105 - - - - - - - - - - 
d112 - - - - - - - - - - 
d119 - - - - - - - - - - 

Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag. Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung je nach Bandenstärke. + = schwach, ++ = medium, +++ = 
stark 
 

 

Die Expression von CT-Antigenen bei der Linie GS 134 setzte sehr früh ab d1 mit der 

Expression von GAGE ein, dessen Expression auch am häufigsten im untersuchten Zeitraum 

nachgewiesen werden konnte. Es wurde kurz am Anfang (d1, d2, d3) und dann durchgehend 

an den untersuchten Tagen 28 – 77 exprimiert. Zudem konnte an den Tagen d2, d3, d7, 10 die 

Expression von SSX 2 gezeigt werden. Somit exprimierte die LCL GS 134N insgesamt 2 der 

untersuchten CT-Antigene.  
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Tabelle 17: CTA-Expression im Verlauf der EBV-Transformation der 

LCL GS 141 

LCL: 
GS 141 

SSX 1 SSX 2 SSX 4 MAGE 
3 

MAGE 
4 

Mage 
C1 

Mage 
C2 

Scp 1 GAGE NY-
ESO 1 

d0 - - - - - - - - - - 
d1 - - - - - - - - +++ - 
d2 - - - - - - - - +++ - 
d3 - - - - - - - - +++ - 
d7 - - - - - - - - +++ - 
d10 - - - - - - - - - - 
d14 - - - - - - - - - - 
d21 - - - - - - - - - - 
d28 - +++ - - - - - - ++ - 
d35 - - - - - - - - - - 
d42 - - - - - - - - + - 
d49 - - - - - - - - +++ - 
d56 - - - - - - - -  - 
d63 - - - - - - - - +++ - 
d70 - - - - - - - - + - 
d77 - - - - - - - - +++ - 
d84 - - - - - - - - +++ - 
d91 - +++ - - - - - - +++ - 
d98 - - - - - - - - +++ - 
d105 - +++ +++ - - - - - +++ - 
d112 - - - - - - - - - - 
d119 +++ + - - - - - - - - 

Dabei steht “+” für eine Expression und “-“ bedeutet, dass keine Expression vorlag. Die einzelnen 
“+” dienen als subjektive Abstufung je nach Bandenstärke. + = schwach, ++ = medium, +++ = 
stark 
 

Wie bei fast allen untersuchten lymphoblastoiden Zelllinien zeigte sich auch bei der Linie GS 

141N die Expression von GAGE und den untersuchten CT-Genen der SSX-Familie. Die 

Expression von GAGE konnte an fast allen untersuchten Tagen gezeigt werden, während die 

Epxression der CT-Gene der SSX-Familie nur vereinzelt am Ende des 

Untersuchungszeitraums zu beobachten war. Insgesamt exprimierte die Linie GS 141N somit 

im Verlauf 4 der untersuchten CT-Antigene.  
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4.3.1 Zeitlicher Verlauf der CT-Antigenexpression nach EBV-Transformation 

Zusammengefasst lassen sich aus den vorhergehenden Ergebnissen in Bezug auf den 

zeitlichen Verlauf der CTA-Expression folgende Schlüsse ziehen: 

Es ist kein allgemeingültiges Zeit-Schema erkennbar. Dies gilt für alle 11 neu angelegten 

LCLs, unabhängig davon, ob es sich um die Linien von unterschiedlichen Spendern handelt 

oder um die verschiendenen Linien ein und desselben Spenders (GS7/2, GS7/3 und GS7/4 

bzw. GS90/N und GS90/2). Es gibt keinen erkennbaren einheitlichen Zeitpunkt, der den 

Beginn der CTA-Expression (im zeitlichen Verlauf nach EBV-Transformation) markiert. So 

wurde im Falle der LCL GS 141 das CT-Antigen GAGE bereits an Tag d1 exprimiert, die 

Expression von SSX 4 hingegen konnte bei dieser LCL erstmalig an Tag d105 nachgewiesen 

werden. Auch bei den übrigen LCLs lässt sich kein einheitlicher Zeitpunkt als 

Expressionsbeginn ausmachen. 

 

 
Abb.  6: Linienspezifische, zeitabhängige Expressionsverteilung der untersuchten C/T-Antigene von 3 
 LCLs desselben Spenders 
 

Die Auswertung (s. Abb 4-6) zeigte, dass sich B-Zellen nach Transformation immer 

individuell unterschiedlich verhalten. So gab es keinen bestimmten Zeitpunkt, der einheitlich 

bei allen untersuchten Linien den Beginn der CTA-Expression markiert. Zudem zeigten sich 

zusätzlich intraindiviulle Unterschiede, da es auch bei den untersuchten Linien desselben 

Spenders kein einheitliches Zeitmuster gab (s. Abb 4 und 5). Somit ließ sich kein einheitlich 

Muster erkennen bzw. aufzeigen, was den Expressionsbeginn der untersuchten CT-Antigene 

angeht. 
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Abb.  7: Linienspezifische, zeitabhängige Expressionsverteilung der untersuchten C/T-Antigene von 2 
 LCLs desselben Spenders 
 

 
Abb.  8: Linienspezifische, zeitabhängige Expressionsverteilung der untersuchten C/T-Antigene von den 
 (restlichen) 6 LCLs von unterschiedlichen Spendern 
 

Weiterhin existiert auch eine erhebliche CTA-spezifische Varianz. So wurde SSX2 von der 

LCL GS 134 bereits an Tag d2 exprimiert, bei LCL GS 125N jedoch erst an Tag d70. Auch 

im Falle von SSX 1  war diese Varianz erkennbar, konnte es doch bei der LCL GS 133N 

schon an Tag d 1 nachgewiesen werden, während es bei der LCL GS 141 erst an Tag d 119 

nachgewiesen werden konnte. 
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4.3.2 Zeitabhängige CTA-Expression bei LCLs 

 

 
Abb. 9: CTA-Expression von allen 11 LCLs an Tagen, an denen alle Linien auf ihre MAGE-Expression 
 untersucht werden konnten 
 

 
Abb. 10: CTA-Expression von allen 11 LCLs an Tagen, an denen alle Linien auf ihre SSX-Expression 
 untersucht werden konnten 
 

Bei der Betrachtung der Expression aller untersuchten CT-Antigene im zeitlichen Verlauf 

zeigt sich bei allen CT-Antigenen eine eher wechselhafte Expression mit Hoch- und 

Tiefständen um ein bestimmtes Expressionslevel. Es lässt sich also auch bezogen auf die 

einzelnen CT-Antigene kein einheitlicher Beginn der Expression (= CTA-spezifischer 

Beginn) markieren. Ebensowenig ließ sich eine Konstanz bei der Expression nachweisen. 

Jedoch zeigte sich eine Tendenz jenseits von Tag d21 dahingehend, dass von diesem Tag an 

die meisten CT-Antigene von mehreren LCLs exprimiert wurden.  
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Abb. 11: CTA-Expression von allen 11 LCLs an Tagen,  an denen alle Linien auf die CTA-Expression 
 (Scp 1, Gage, NY-Eso-1) untersucht werden konnten 
 

4.3.3 Konstanz der Expression jenseits von Tag 119 

Bei den neu angelegten LCLs wurde, wie beschrieben, die CTA-Expression im Zeitverlauf bis 

Tag d119 untersucht. Der Tag 119 als Endpunkt der Untersuchungen wurde aufgrund von 

Vorversuchen gewählt: bei diesen Untersuchungen wurden mehrere (neu) angelegte Linien im 

Zeitverlauf in unregelmäßigen Abständen auf ihre CTA-Expression hin untersucht. Bei diesen 

Linien ließen sich CT-Antigene im Zeitraum von Tag 100-130 immer konstant nachweisen. 

Zudem zeigten ältere Linien, wie z.B. die LCL LG2 immer ein konstantes Expressionsmuster 

ab Tag 100, so dass primär davon ausgegangen werden kann, dass die Expression von CT-

Antigenen bei LCLs (zumindest) nach Tag 100 konstant zu sein scheint. Wir setzten Tag 119 

als Endpunkt fest, um den zeitlichen Verlauf der CT-Antigenexpression bei B-Zellen nach 

EBV-Transformation zu untersuchen. Da sich in den obigen Ergebnissen jedoch zeigte, dass 

die CTA-Expression bei LCLs stark variiert, kam die Frage auf, wie sich die Expression bei 

LCLs nach Tag d119 verhält. 

Einige der neu angelegten LCLs wurden auch nach Abschluss der eigentlichen Versuche 

weiterhin in Kultur gehalten, so dass es dadurch möglich war, zu einem sehr viel späteren 

Zeitpunkt eine CTA-Expressionsanalyse durchzuführen, um zu sehen, ob es Unterschiede in 

der CTA-Expression zwischen Tag d119 und Tag d ff. (vgl. Tabelle 12) gibt oder ob sich eine 

Konstanz aufzeigen lässt. Hiefür wurde die Expression von Mitgliedern der SSX-Familie 

(SSX1, SSX2, SSX4) bei 6 der untersuchten LCLs analysiert. 

Von folgenden LCLs konnten spätere Proben aufgearbeitet und mit dem Stand der Expression 

von Tag d119 verglichen werden: 
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Tabelle 18: Übersicht der untersuchten LCLs  

LCL Tag d ff. 
GS 7/2  d307 
GS 40N d778 
GS 70/126 d320 
GS 90 d480 
GS 90N2 d952 
GS 133N d1139 
GS 134N  d554 
 
 

Tabelle 19: Expression von SSX1, 2 und 4 an Tag d119 und Tag d ff. 

SSX1 GS 7/2 GS 40N GS 70/126 GS 90 GS 90N2 GS 133N GS 134N 
d119 + - - + - + - 
d ff. + - + - + - - 
 

SSX2 GS 7/2 GS 40N GS 70/126 GS 90 GS 90N2 GS 133N GS 134N 
d119 - - - + + - - 
d ff. + - - - - - - 
 

SSX4 GS 7/2 GS 40N GS 70/126 GS 90 GS 90N2 GS 133N GS 134N 
d119 - + - + - - - 
d ff. - - - - - - - 
 

Bei dem Vergleich der Expression von SSX1, SSX2 und SSX4 an Tag d119 mit Tag d ff. 

zeigte sich, dass die Expression auch hier bei einigen der untersuchten LCLs zeitabhängig 

variiert. So konnte eine Expressionsdifferenz von SSX1 bei 4 LCLs und SSX2, sowie SSX4 

bei 2 LCLs zwischen Tag d119 und dem jeweils zu einem sehr viel späteren Zeitpunkt 

untersuchtem Tag d ff. nachgewiesen werden.  

Zudem war auch hier kein CTA-spezifisches Muster bei der Expression erkennbar: während 

bei SSX1 die Expression von Linie zu Linie variierte, wurde SSX2 von der LCL GS 90 und 

GS 90N2 an d119 exprimiert und dann an d ff. (z.B. d480 bei GS90 für SSX2) nicht mehr, 

ebenso wie SSX4, welches von der Linie GS 40N und GS 90 an Tag d119 exprimiert wurde 

und dann an Tag d ff. (z.B. d778 bei GS 40 für SSX 4) nicht mehr. In der Zusammenschau 

werden damit die obigen Ergebnisse bestätigt, zeigte sich doch auch bei dieser Untersuchung 

ein zeitabhängiges Variationsverhalten, was die Expression von CT-Antigenen, hier 

repräsentiert durch einige Antigene der SSX-Familie, bei LCLs betrifft.
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4.4 Charakterisierung der LCLs 

Um die Transformation der B-Zellen zu überprüfen, wurden die auswachsenden Linien auf 

die Expression Transformations-typischer Marker hin untersucht. Dazu wurde das für 

lymphoide Blasten charakteristische Differenzierungscluster CD19/CD21/CD23 mittels 

Antikörperfärbung und Durchflusszytometrie gemessen. In Abbildung 8 ist die Expression 

dieser Differenzierungsmarker exemplarisch für 3 der neu angelegten Linien dargestellt. Alle 

der 11 untersuchten Linien zeigten den gleichen Expressionsverlauf. 
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Abb. 12: Exemplarische Darstellung des Differenzierungsclusters CD19/CD21/CD23 für drei LCLs 
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4.5 Vergleich der CTA-Expressionsstärke von LCL und 

Tumorzelllinien 

Nimmt man LCL als Modell, um die Expression von Cancer Testis Antigenen näher zu 

charakterisieren, muss im Rahmen dessen auch der Frage nach der Expressionsstärke von CT-

Antigenen bei LCLs nachgegangen werden. Interessant hierbei ist der direkte Vergleich der 

CTA- Expressionsstärke von LCLs verglichen mit der von Tumorzelllinien. 

 
Abb. 13:Vergleich der Expressionsstärke der jeweils am stärksten exprimierenden LCL bzw.    
 Tumorzelllinie. Je niedriger der angegebene Crossing point, desto stärker die Expression 
 

Um zu untersuchen, inwieweit sich Lymphoblastoide Zelllinien im Vergleich mit 

Tumorzelllinien in der Stärke der CT-Antigen Expression unterscheiden, wurden 6 Cancer 

Testis Antigene ausgewählt (MAGE 3, MAGE 4, SSX1, SSX2, SSX4 und NY-ESO-1) und 

die vergleichende Analyse der Expressionsstärke auf quantitativer Ebene mittels Lightcycler 

PCR durchgeführt. Die Expressionsstärke wurde dann anhand des Crossing point ermittelt. 

Der Crossing Point, also die Zyklenzahl, bei der das Fluoreszenzsignal des PCR-Produkts 

sich statistisch signifikant von dem des Hintergrunds unterscheidet, ist abhängig von der 

initialen Menge an Ziel-DNA. Über den Crossing Point (Cp) lässt sich somit eine 

vergleichende quantitative Aussage über die Ausgangsmenge an Ziel-DNA machen; da sich 

der Crossing Point dabei umgekehrt proportional zu dem Logarithmus der initial eingesetzten 
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Kopienzahlen verhält, lassen sich Unterschiede somit noch deutlicher erkennen. Neben der 

Analyse der Crossing points wurde auch die Schmelzkurvenanalyse miteinbezogen, um die 

Spezifität der Lightcycler-PCR zu prüfen und zusätzlich wurde das PCR-Produkt nach jedem 

PCR-Lauf auf 2% Agarose-Gel aufgetragen, um zu überprüfen, ob auch die richtige Sequenz 

amplifiziert wurde. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 14: Exemplarische Ergebnis-Darstellung nach einem RT-PCR-Lauf. Abbgebildet ist ein RT-PCR-Lauf 
 mit den einzelnenen Zell-/Tumorzelllinien, der entsprechenden Zyklenzahl und der dazugehörigen 
 Schmelzkurvenanalyse. 
 

Insgesamt wurden 17 LCLs und 11 Tumorzelllinien für den quantitativen Vergleich 

verwendet, wobei nur jeweils Linien miteinander verglichen wurden, die das entsprechende 

CT-Antigen exprimierten. 

Es zeigte sich, dass Tumorzelllinien eine zum Teil deutlich stärkere CTA-Expression 

aufwiesen als LCLs, so lag der Cp bei den Tumorzelllinien im Vergleich mit den LCLs 

durchgehend niedriger. Am Beispiel von SSX 1 zeigte sich der Unterschied der 

Expressionsstärke am deutlichsten, lag der Cp bei der am stärksten exprimierenden 

Tumorzelllinie U118 bei 20,84 (Cp), während er bei der am stärksten exprimierenden LCL 

LG 2 bei 28,53 (Cp) lag - es zeigte sich somit eine Differenz von fast 8 Zyklen bzw. 

Logstufen. Einzig bei NY-ESO 1 zeigten die Tumorzelllinien und LCLs eine gleichwertige 

Expressionsstärke, da der Cp sowohl bei der am stärksten exprimierenden Tumorzelllinie als 

auch bei der am stärksten exprimierenden LCL bei 25,53 (Cp) lag. Die quantitative 

Untersuchung ergab (s. Abb. 9), dass bis auf die LCL LG2, die als einzige der untersuchten 
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lymphoblastoiden Zelllinien zum einen alle untersuchten CT-Antigene exprimierte und dies 

zum anderen in ausreichender Kopienzahl (= ähnliche Kopienzahl wie Tumorzelllinien), die 

Expression von CT-Antigenen in LCLs verglichen mit Tumorzelllinien wesentlich schwächer 

ausgeprägt ist.  

Die Auswertung der Häufigkeiten der exprimierten CT-Antigene zeigte, dass die SSX-

Familie (hier SSX 1, 2 und 4) am stärksten und zugleich am häufigsten exprimiert wurde. Das 

am stärksten exprimierte CT-Antigen sowohl bei den LCLs als auch bei den Tumorzelllinien 

war MAGE A4 mit einem Cp von 19,48 (LCL) bzw. 18,51 (Tumorzelllinie). 

4.5.1 CTA-Expression auf Proteinebene 

Auch auf Proteinebene wurde mittels Immunzytologie die Stärke der CTA-Expression von 

LCLs mit Tumorzelllinien verglichen. Hierfür wurden adhärent wachsende Zellen der 

jeweiligen Tumorlinie bzw. Cyto-Spins der LCL-Zellen nach Formolaceton-Fixierung mit 

Antikörper des MAGE-A Klons 6C1, des NY-ESO-1 Klons E978 bzw. dem Überstand des 

anti-SSX2/4 Klons E3AS markiert. Die Detektion erfolgte dann in zwei Schritten jeweils mit 

Alkalischer-Phosphatase-gekoppeltem sekundärem bzw. tertiärem Antikörper (1) Rabbit-anti-

Maus und (2) Schwein-anti-Rabbit -APAP. Das Ergebnis deckt sich mit der quantitativen RT-

PCR-Analyse, da sich auch auf Proteinebene eine deutlich schwächer ausgeprägte Expression 

von CT-Antigenen bei LCLs im Vergleich mit Tumorzelllinien zeigte. Einzig wiederum die 

LCL LG2 zeigte ein ähnlich starkes Expressionsverhalten verglichen mit den Tumorzelllinien 

(Abb. 15). 

 

 
Abb. 15: Vergleich der Expressionsstärke von LCL (LG2) und Tumorzelllinie (U 118) mittels 
 Immunzytologie gegen die MAGE-A-Protein-Familie. Abgebildet ist die Expression von 
 MAGE-A auf Proteinebene - im hier gewählten Bild-Bsp. vergleichbar starke Expression der 
 Tumorzelllinie U118 und der LCL LG2. 
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4.6 CTA-Expressionsanalyse nach Behandlung mit HDACi und 

DNMTi 

Wie in der Literatur mehrfach beschrieben, lässt sich die Transkriptionsrate von CT-Genen 

und somit die Expression der entsprechenden Antigene durch den Zusatz von HDAC-

Inhibitoren in Kombination mit DNMT1-Inhibitoren zum Zellkultur-Medium erhöhen bzw. 

verstärken. Für die Untersuchung der CTA-Expression bei LCLs nach Behandlung mit 

DNMTi und HDACi wurden 5 LCLs (MGAR, JY, LG2, G355, GS 133) eingesetzt, die nativ 

alle ein unterschiedliches CTA-Epressionsspektrum aufwiesen: bei der LCL MGAR waren 

unbehandelt keine CTAs nachzuweisen, im Gegensatz zu den nativen Zellen der Linie JY, die 

auch nativ CTAs exprimierten. Bei der Linie GS 133 konnte das verwendete Housekeeping-

Gen GAPDH nach RNA-Isolation und cDNA-Synthese nicht nachgewiesen werden, so dass 

diese Linie nicht weiter untersucht wurde. Nach der Behandlung mit HDACi in Kombination 

mit DNTMi (s. Material & Methoden, Kapitel 2.3.7) wurden die einzelnen Linien erneut auf 

ihre CTA-Expression hin untersucht. Nachfolgend sind die Ergebnisse als Balkendiagramm 

aufgetragen. 

 

 
Abb. 16: CTA-Expression der LCLs nach der alleinigen Behandlung mit Aza.  
   Dargestellt sind die untersuchten CTAs (x-Achse) und LCLs (z-Achse). Auf der y-Achse ist das n-
   fache der nativen Expression, d.h. vor Behandlung mit dem Agens, aufgetragen.  
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Abb. 17: CTA-Expression der LCLs nach der Behandlung mit Aza + SAHA.  
  Dargestellt sind die untersuchten CTAs (x-Achse) und LCLs (z-Achse). Auf der y-Achse ist das n-
  fache der nativen Expression, d.h. vor Behandlung mit dem Agens, aufgetragen. 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abb. 18: CTA-Expression der LCLs nach der Behandlung mit Aza + TSA.  
   Dargestellt sind die untersuchten CTAs (x-Achse) und LCLs (z-Achse). Auf der y-Achse ist das n-
   fache der nativen Expression, d.h. vor Behandlung mit dem Agens, aufgetragen. 
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Abb. 19: CTA-Expression der LCLs nach der Behandlung mit Aza + Valproat.  
   Dargestellt sind die untersuchten CTAs (x-Achse) und LCLs (z-Achse). Auf der y-Achse ist das n-
   fache der nativen Expression, d.h. vor Behandlung mit dem Agens, aufgetragen. 
 
Nach der Behandlung der LCLs mit HDACi und DNMTi zeigte sich eine deutliche Zunahme 

der CTA-Expression auf mRNA-Ebene, vor allem bei den CT-Antigenen BORIS und SSX2, 

unabhängig von den eingesetzen Substanzen. Die Kombination Aza + Valproat führte hierbei 

in der Zusammenschau am deutlichsten zu einer Erhöhung der CTA-Expression: bis zum 

700fachen des Ausgangswertes (s. Abb. 16, SSX2 bei JY). Die einzelnen Linien wiesen eine 

unterschiedliche Suszeptibilität auf, was die Erhöhung ihrer CTA-Expression anging (s. Abb. 

13-16). Sie reichte von gar keiner Erhöhung (BORIS bei GS 355) bis zur (mehrfachen) 

hundertfachen Erhöhung (SSX2 bei JY). Das gleiche gilt für die einzelnen untersuchten CT-

Antigene: bei MAGE A3 und A4  kam es zu keiner signifikanten Erhöhung der Expression, 

ebenso wie bei SSX4, während es  bei BORIS und SSX2 zu einer sehr starken Erhöhung der 

Expression kam (s. Abb. 13-16). Die Linie JY zeigte insgesamt die stärkste Erhöhung 

(700fach) - für das CT-Antigen SSX2 (Abb. 16). Bei der Linie G355 erhöhte sich nur die 

Expression von SSX2, auch hier wieder durch den Einsatz von Aza in Kombination mit 

Valproat. 
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Bei der Linie MGAR, die unbehandelt keinerlei CTA-Expression aufwies, kam es nach dem 

Einwirken von DNMTi und HDACi zu einer Induktion der CTA-Expression von 7 

verschiedenen CT-Antigenen (nicht abgebildet). 

4.7 T-Zell Stimulation 

Zellen der lymphoblastoiden Linie JY exprimieren im nativen Zustand das CT-Antigen SSX2 

nur mäßig. Nach Behandlung entweder nur mit dem DNMT-Inhibitor 5-Azacytidin oder in 

Kombination mit einem der drei Histon-Deacetylase-Inhibitoren SAHA, TSA oder Valproat 

kommt es zu einem deutlichen Anstieg der SSX2-Expression (s. Abb. 16-19). SSX2 stellt als 

CTA ein hoch tumorspezifisches Target für eine Immuntherapie da. Es wurden bereits einige 

T-Zell-immunogene Epitope aus der SSX2-Sequenz beschrieben[83], [84]. Darüber hinaus stellt 

der SSX2-Bereich von p101-111 ein Epitop dar, das alle drei Äste des adaptiven 

Immunsystems stimuliert: dieses Peptid induziert simultan B-Zellen und deren Synthese 

Peptid-spezifischer Antikörper, es stimuliert CD4+ T-Helferzellen und gleichzeitig auch CD8+ 

zytotoxische T-Zellen, die im Kontext von HLA-A*0201 SSX2+ Tumorzellen effizient 

eliminieren[81]. Diese Tatsache warf die Frage auf, ob auch SSX2-exprimierende LCLs wie 

die Linie JY in der Lage sind, T-Zell-Antworten zu induzieren. Um das zu untersuchen, 

wurden in-vitro-T-Zell-Stimulationen durchgeführt, bei denen Zellen von JY als APC dienten. 

Als Effektorzellen wurden Zellen eines CD8+ zytotoxischen T-Zell-Klons, der spezifisch das 

SSX2-Epitop p101-111 im Kontext von HLA-A*0201 erkennt, eingesetzt. Dieser Klon wurde 

aus der Bulk-T-Zell-Population nach in-vitro-Stimulation mit dem SSX2-Peptid (p101-111) 

isoliert und expandiert. Seine Epitop-Spezifität, seine HLA-A*0201-Restriktion sowie sein 

zytotoxisches Potential (Perforin-Expression und -Freisetzung) waren in Vorversuchen genau 

charakterisiert und bestätigt worden (Daten hier nicht gezeigt). Nach 18-stündiger 

Koinkubation von Effektor- und antigenpräsentierenden Zellen zeigte sich im IFN-γ-

ELISPOT (s. Abb. 20), dass die nativen (unbehandelten) JY-Zellen (HLA-A*0201+) keine 

IFN-γ-Sekretion bei den T-Zellen des SSX2/p101-111-spezfischen CTL-Klons induzieren 

konnten. Erst nach zusätzlicher Beladung mit dem Ziel-Peptid (vgl. Abb. 20, weiße Balken) 

wurde die LCL JY als Target erkannt. Ganz anders dagegen stellte sich die Situation nach 

Vorbehandlung der Zellen dieser LCL dar. Bereits die vermehrte SSX2-Expression nach 

alleiniger Behandlung mit dem DNMTi 5-Azacatidin führte schon zu einer deutlichen 

Antwort (IFN-γ-Ausschüttung) des CTL-Klons. Die kombinierte Behandlung von JY mit 

diesem DNMTi und einem der drei HDACi SAHA, TSA oder Valproat und die daraus 

resultierende weitergehende Erhöhung der Expression des CTA SSX2 führten zu einer ebenso 
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verstärkten Reaktion des CTL-Klons. Nach Aza/TSA- bzw. Aza/Valproat-Behandlung war 

die Reaktion gegen die JY-APC nicht mehr signifikant schwächer als gegen die zusätzlich mit 

dem Peptid beladenen APC (vgl. Abb. 20, weiße Balken). Die generelle Zunahme der IFN-γ-

Spots nach DNMTi- und HDACi-Behandlung und zusätzlicher Peptid-Beladung (weiße 

Balken) ist auf die dadurch gleichzeitig induzierte verstärkte Expression von MHC-

Molekülen, den eigentlichen Antigen-präsentierenden Molekülen, auf den JY-Zellen 

zurückzuführen. 

 

Abb. 20: T-Zell Stimulation mit der LCL JY nach Behandlung mit HDACi und DNMTi.  
  Dargestellt sind die IFN-y spots des CTL- Klons gegen die LCL JY nach Behandlung mit DNMTi± 
  HDACi (schwarzer Balken) im direkten Vergleich mit der Positivkontrolle (weisser Balken) . 

 

5 Diskussion 

Die Entdeckung von Tumorantigenen und die Erkenntnis, dass diese vom Immunsystem 

erkannt und damit als Zielstruktur genutzt werden können[85], führte primär zu der 

Entwicklung von Immuntherapeutika. Innerhalb der Gruppe von Tumorantigenen sind die 

CT-Antigene von besonderem Interesse,  da sie einige wichtige Kriterien vereinen, um sie 

immuntherapeutisch nutzen zu können. So ist ihre Expression sehr spezifisch, konnten sie 

doch bisher nur in Tumorgewebe nachgewiesen werden[86], während sie in somatischem 

Gewebe einer Expressionsrestriktion, beschränkt auf Hoden- und Plazentagewebe, unterliegen. 

Bei diesem (somatischen) Gewebe handelt es sich jedoch um immungeschütztes Gewebe, da 
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es zum einen keinerlei HLA-Klasse I-Expression aufweist[87] und zum anderen durch die 

Blut-Hoden- bzw. Plazenta- Schranke zusätzlich geschützt ist[88]. Da CT-Antigene einen 

immunogenen Effekt auf T-Zellen (CD4+ und CD8+) haben[89], [90], [91], liegt die Überlegung 

nahe, diese Antigene immuntherapeutisch zur Aktivierung der spezifischen zellulären und 

humoralen Abwehr zu nutzen. Lymphoblastoide Zelllinien können als antigenpräsentierende 

Zellen fungieren, die T-Lymphozyten stark stimulieren. Die Präsenz von Tumorantigenen in 

LCLs würde bedeuten, dass sie als potentielle Tumorvakzine zur therapeutischen 

Vakzinierung herangezogen werden könnten. 

5.1 Expression von CT-Antigenen bei Lymphoblastoiden Zelllinien 

Bisher gab es keinerlei Untersuchungen zu der Expression von CT-Antigenen bei LCLs. In 

unseren Vorversuchen wurde zunächst auch die Expression von CT-Antigenen bei naiven B-

Zellen untersucht, jedoch konnte hierbei keine Expression von CT-Antigenen bei naiven B-

Zellen nachgewiesen werden. Um generell einen Überblick über die Expression von CT-

Antigenen bei LCLs zu gewinnen, wurden initial 20 LCLs mittels qualitativer PCR auf ihre 

CT-Antigen-Expression hin untersucht. Hierbei konnte erstmalig die Expression von CT-

Antigenen bei LCLs gezeigt werden. Von den untersuchten LCLs exprimierten                  

70% mindestens 1 CT-Antigen, so dass sich LCLs als Modell für die Expressionsanalyse von 

CT-Antigenen nutzen lassen. Im Vergleich dazu liegt die Expression von verschiedenen CT-

Antigenen bei Tumoren unterschiedlicher Entitäten ebenfalls in der gleichen Größenordnung. 

So konnten Akcakanat et al. zeigen, dass bei 213 untersuchten Patienten mit Ösophagus-

Carcinom 59% der Karzinome mindestens ein CT-Antigen exprimierten (untersucht wurden  

GAGE, NY-ESO-1, MAGE-A und SSX)[92], ebenso wie Li et al., die eine CTA-Expression 

(mind. 1 CT-Antigen) bei 56% ihrer untersuchten Patienten mit kolorektalem Karzinom 

zeigen konnten[93]. Bei 50% der untersuchten LCLs lag eine Co-Expression verschiedener 

CT-Antigene vor, d.h. es wurde mehr als 1 CT-Antigen gleichzeitig exprimiert. Interessant ist 

dies im Hinblick auf eine therapeutische Nutzung der CT-Antigene als kombinierte oder 

sequenzielle Vakzinierung, da das Vorhandensein mehrerer CT-Antigene sog. Tumor-

„Escape“-Mechanismen vorbeugen oder sie verhindern kann, da somit mehrere Antigene als 

Zielstrukturen für eine immunbasierte Therapie dienen können.  Als „Escape“-Mechanismus 

wird hierbei die Fähigkeit von Tumorzellen bezeichnet, ihren Antigenbesatz so zu verändern, 

dass er nicht mehr vom Immunsystem erkannt werden kann, sei es z.B. durch den Verlust von 

Antigenen oder durch Verlust der MHC-Moleküle. 

Dieses Ergebnis deckt sich auch mit den Ergebnissen vieler unabhängiger Untersuchungen 

zur CTA-Expression bei soliden Tumoren, die gezeigt haben, dass oft eine Co-Expression 
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mehrerer CT-Antigene vorliegt, wie z.B. beim malignen Melanom (40% ≥3 CT-Antigene), 

Bronchial-Karzinom (65% ≥3 CT-Antigene)[94], beim NSCLC (86% 2 oder mehr CT-

Antigene)[95] oder auch beim Mamma-Karzinom (38% ≥2 CT-Antigene) und 

gastrointestinalen Tumoren (46% ≥2 CT-Antigene)[96], so dass die CTA-Expression sich bei 

LCLs ähnlich wie bei soliden Tumoren verhält. 

Was die Expressionshäufigkeit der einzelnen CT-Antigene (untersucht an einem Zeitpunkt) 

angeht, so wurde SSX4 von 50% der untersuchten lymphoblastoiden Zelllinien und damit am 

häufigsten exprimiert, gefolgt von GAGE mit 45%, während im Gegenzug die Expression 

von MAGE-A4 und NY-ESO-1 bei nur 5% und die Expression von BORIS bei keiner der 

untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden konnte. Die Expression von MAGE-A4 und 

NY-ESO-1 war insgesamt sehr gering (bei 5% der untersuchten LCLs), werden beide CT-

Antigene doch als stark immunogen angesehen und gelten daher als vielversprechende 

Kandidaten für eine Immunvakzinierung. So konnte bereits mehrfach in klinischen Studien 

nachgewiesen werden, dass beide CT-Antigene in der Lage sind, bei Patienten eine CD4+ / 

CD8+ T-Zellantwort hervorzurufen ebenso wie die Induktion von Antikörpern bei 

gleichzeitig minimalen Nebenwirkungen[92], [97], [98], [99]. Diese Studien sind damit Schritte in 

Richtung einer Immunvakzinierung. Die Expression von CT-Antigenen bei LCLs kann im 

Gegensatz zu den bisherigen Untersuchungen mit Tumorgeweben nur in-vitro beurteilt 

werden, da B-Zellen nur in vitro zu LCLs auswachsen. Zwar exprimieren auch B-LCLs, die 

von einem EBV+ Spender stammen CT-Antigene in vitro (es handelt sich dann hierbei somit 

um „spontane“ LCLs), aber primäre B-Zellen von einem EBV+ Spender zeigten zunächst 

keinerlei CTA-Expression (Daten nicht gezeigt).  

5.2 Die Expression von CT-Antigenen im Verlauf der viralen 

Transformation von B-Zellen 

Um zu untersuchen, ab welchem Zeitpunkt LCLs im Verlauf der viralen Transformation CT-

Antigene exprimieren, wurden nach einem bestimmten Zeitschema Proben gezogen und 

mittels qualitativer RT-PCR auf eine CTA-Expression untersucht. In der Zusammenschau der 

Ergebnisse konnte kein einheitlicher Zeitpunkt determiniert werden, der den generellen 

Startpunkt der CTA-Expression bei LCLs markiert, auch wenn 7 Linien einen gemeinsamen 

Startzeitpunkt der CTA-Expression, nämlich bereits ab Tag 1 aufwiesen, schwankte bei den 

restlichen Linien der Zeitpunkt, an dem die Expression von CT-Antigenen erstmalig 

nachgewiesen werden konnte sehr stark, nämlich zwischen Tag 7 und Tag 105. Es ließ sich 

also kein allgemeingültiges Schema bei der zeitlichen Expression von CT-Antigenen bei 

LCLs ableiten - die Tendenz geht jedoch in Richtung einer relativ frühen (bezogen auf den 
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zeitlichen Verlauf nach EBV-Transformation) CTA-Expression, die dann aber im weiteren 

zeitlichen Verlauf mit Hoch- und Tiefständen um ein bestimmtes Level herum schwankt. 

Diese Schwankungen in der Expression zeigten sich auch intraindividuell – so wurden im 

Vorfeld mehrere Linien eines Spenders angelegt (GS7/2, GS7/3 und GS7/4 bzw. GS90/N und 

GS90/2), um zu sehen, ob sich das gleiche CTA-Expressionsmuster bei verschiedenen Linien 

eines Spenders aufzeigen lässt. Jedoch zeigten sich auch bei den Linien von ein und 

demselben Spender intraindividuelle Unterschiede, was das CTA-Expressionsmuster angeht. 

Somit lässt sich keine Vorhersage für LCLs, was die Cancer/Testis-Antigen Expression 

angeht treffen. Jede Linie muss individuell betrachtet und untersucht werden. Im Vergleich 

dazu gibt es bisher bei Tumoren, was die Expression von CT-Antigenen im zeitlichen Verlauf 

angeht, keinerlei Untersuchungen, d.h. es wurden bisher keine Tumorgewebeproben an 

verschiedenen Zeitpunkten auf ihr CTA-Expressionsmuster hin untersucht. Der Grund hierfür 

liegt zum einen in der technisch schwierigen Durchführbarkeit und zum anderen stellt sich die 

Frage nach dem Sinn, da Tumoren eine sehr heterogene CTA-Expression aufweisen. So gibt 

es bei Tumorgewebe immer Bereiche, die keinerlei CTA-Expression aufweisen, auch wenn 

der Tumor in anderen Bereichen CTA+ ist[100]. Näher betrachtet fällt jedoch auf, dass die 

CTA-Expression bei den LCLs im zeitlichen Verlauf zwar oft relativ früh einsetzte (ab Tag 1 

nach Transformation), sich dann jedoch an den folgenden Untersuchungstagen zunächst nicht 

weiter nachweisen ließ, dann im Verlauf erst wieder ab bzw. um den Tag 21/28 herum erneut 

einsetzte, um dann im weiteren zeitlichen Verlauf meist relativ konstant zu bleiben. Diese 

relativ spät einsetzende Konstanz lässt sich u.U. damit begründen, dass von den eingesetzten 

PBMC nur 5% B-Zellen sind, von diesen wiederum ca. 95% suffizient transfiziert werden und 

zunächst polyklonale Zellen vorliegen, bei denen sich erst im zeitlichen Verlauf der stärkste 

Klon durchsetzt und  somit erst nach einiger Zeit oligo- bis monoklonale LCLs vorliegen 

(auch wenn bei dieser Arbeit auf eine Klonalitätsprüfung verzichtet worden ist), die dann ein 

relativ konstantes CTA-Expressionsmuster zeigen. Etwas gegen diese Hypothese spricht 

jedoch das Ergebnis aus der Untersuchung der CTA-Expressionskonstanz jenseits von Tag 

119. Hierfür wurden nach Abschluss der eigentlichen Versuche 7 LCLs, die weiterhin in 

Kultur gehalten wurden, auf die Expression von Vertretern der SSX-Familie (SSX1, SSX2 

und SSX, 4) jenseits von Tag 119 untersucht, um zu sehen, ob sich das Ergebnis dieser 

Untersuchung mit dem Ergebnis von Tag 119 deckt bzw. ob die Expression konstant bleibt. 

Bei dieser Untersuchung zeigte sich dann insgesamt ein heterogenes Bild, zwar blieb bei der 

Mehrzahl der Linien die Expression konstant, jedoch gab es auch hier bei jedem der 

untersuchten CT-Antigen Abweichungen zwischen Tag 119 und Tag ff. (= entsprechender 

Tag, an dem eine spätere Expressionsanalyse stattfand). Damit bestätigt sich die 
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Beobachtung, dass LCLs ein sehr variables CTA-Expressionsmuster aufweisen. Diese hohe 

Variabilität der CTA-Expression kann eingeschgeränkt auch bei verschiedenen Tumoren 

beobachtet werden, auch wenn Tumoren bisher immer nur an einem Zeitpunkt untersucht 

wurden. Die CTA-Expression reicht hierbei von nur einer positiven Zelle oder einer kleinen 

Gruppe positiver Zellen bis hin zu Tumoren mit einem weitgehend homogenen 

Expressionsmuster[101], [102].  

Wenn eine der LCLs ein CT-Antigen exprimierte, so wurde von dieser Linie auch gleichzeitig 

bzw. im zeitlichen Verlauf  ein Antigen aus der GAGE-Familie exprimiert. Somit lässt sich 

GAGE als Marker für die CT-Expression bei LCLs im zeitlichen Verlauf erkennen, ähnlich 

wie dies in einer Arbeit von Weinert et al. für MAGE-A3 bei Ösophagus-Tumoren 

beschrieben wurde[103]. Weinert et al. zeigten, dass Ösophagus-Tumoren, die MAGE-A3 

exprimieren, gleichzeitig eine Vielzahl von anderen CT-Antigenen exprimieren. GAGE 

könnte damit bei LCLs eine Art Gatekeeper-Funktion übernehmen. Nach Old[104]  besteht die 

Möglichkeit, dass es bei Tumoren zu einer Induktion oder Aktivierung einer Art gametogenen 

Programms kommt und damit zu der Expression von CT-Antigenen. Als Aktivator/Trigger 

könnte hierbei laut Old eine Mutation dienen, die zu  einer Veränderung in der 

Keimzellentwicklung oder einer Aktivierung/Veränderung von Onkogenen oder 

Tumorsuppressorgenen führt. Als andere Möglichkeit sieht Old die Aktivierung eines 

einzelnen CT-Gens an, das der Schalter für die Aktivierung von anderen Genen des 

gametogenen Programms ist, ähnlich wie GAGE in der vorliegenden Arbeit. Unterstützt wird 

diese These durch Studien an Synovialsarkomen, die zeigten, dass ein Translokationsvorgang, 

in den das SYT-Gen auf Chromosom 18 und das SSX-1 oder SSX-2 Gen auf dem X-

Chromosom involviert ist mit einer vermehrten Expression von nicht verwandten Genen, wie 

z.B. NY-ESO-1 und MAGE einhergeht[105], [106]. Dieses beschriebene Aktivierungsprogramm 

könnte vor allem die nah beieinander liegenden X-chromosomal lokalisierten CT-Antigene 

betreffen. Es wird hierbei von einer Demethylierung eines „Gatekeeper-Antigens“ 

ausgegangen, das im Anschluss zu einer Aktivierung anderer CT-Antigene führt. Diese 

Theorie könnte auch für die CTA-Expression bei LCLs zutreffen, da in Anwesenheit von dem 

X-chromosomalen CT-Antigen GAGE eine deutlich häufigere CT-Antigenexpression 

beobachtet werden konnte. 

5.4 Co-Expression von CT-Antigenen bei LCLs im zeitlichen Verlauf 

Für das Expressionsmuster von CT-Antigenen bei LCLs im zeitlichen Verlauf gibt es bisher 

keine gesicherten Daten. In der vorliegenden Arbeit konnte bei LCLs keine Co-Expression 

von CT-Antigenen einer Familie  nachgewiesen werden. Dies steht etwas im Gegensatz zu 
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einigen früheren Arbeiten, bei denen das Expressionsmuster von CT-Antigenen bei soliden 

Tumoren untersucht wurde. Hierbei wurde eine Co-Expression und damit fragliche Co-

Regulation von Mitgliedern einer CTA-Familie beim malignen Melanom und Bronchial-Ca 

beobachtet[22], [95].  

5.5 CTA-Expression bei LCLs nach Behandlung mit DNMTi und 

HDACi 

In Untersuchungen zu der Aktivierung von CT-Antigenen konnte als ein entscheidender 

Prozess die Demethylierung des DNA-Locus und hier insbesondere der Promoterregion von 

CT-Antigenen identifiziert werden[107], [108]. Durch Methylierung werden Gene inaktiviert – 

durch eine Demethylierung (Abspaltung von Methylgruppen) werden sie in die Lage versetzt, 

repliziert zu werden und somit aktiv am Zellzyklus teilzunehmen[109], [110], [111]. Dies trifft auf 

Gene zu, die in der Embryogenese aktiv waren und im Zuge der weiteren Entwicklung 

abgeschaltet wurden. Wischnewski et al. konnten dies für MAGE A3 zeigen. So führte bei 

ihren Untersuchungen der DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5`-Aza-Deoxcytidine in 

Kombination mit dem Histon-Deacetylase-Inhibitor Trichtostatin A zu einer universellen 

Expression von MAGE A3 in Zelllinien. Durch Einsatz des Histon-Deacetylase-Inhibitors 

konnte in der Arbeit sowohl bei der methylierten als auch bei der demethylierten Form eine 

Transkriptionsaktivierung ausgelöst werden[26]. Auf Grund dieser Tatsache wurde in der 

vorliegenden Arbeit in einem neuen Ansatz untersucht, ob sich die CTA-Expression auch bei 

LCLs durch das Einwirken von demethylierenden Substanzen verändern bzw. hochregulieren 

lässt und wenn ja, wie sich die Kombination dieser Substanzen auf die CTA-Expression bei 

LCLs auswirkt. Um diesen Mechanismus bei LCLs zu untersuchen, wurden 4 LCLs nach 

einem bestimmten Schema mit HDACi und DNMTi behandelt (s. Material & Methoden, 

Kapitel 2.3.7). Bei der Linie MGAR, die nativ keinerlei CTA-Expression aufwies, zeigte sich 

eine de novo Induktion von 7 CT-Antigenen auf mRNA-Ebene. Somit konnte erstmalig eine 

CTA-Induktion bei LCLs gezeigt werden. Gleichzeitig bestätigte sich damit auch bei LCLs 

die Beobachtung aus vielen in der Literatur beschriebenen Experimenten, in denen die 

Behandlung von Zellen mit DNMTi zu einer Induktion von CTAs führte[112], [113], [114]. Eine 

signifikante Verstärkung der Expression von MAGE A3 und MAGE A4 konnte bei allen 

untersuchten LCLs nicht nachgewiesen werden. Da die Stilllegung des MAGE-Gens nicht nur 

einer Hypermethylierung, sondern auch einer Histon-Deacetylierung, wie von Wischneswki 

et al. gezeigt werden konnte[26], unterliegt, wäre durch die kombinierte Behandlung der Zellen 

mit HDACi und DNMTi eigentlich eine verstärkten Expression von MAGE-A3 und –A4 zu 

erwarten gewesen. Zwar war eine geringe Verstärkung zu beobachten, jedoch nicht in dem 
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Ausmaße, wie in der Literatur mehrfach beschrieben. Jedoch ließ sich dieses Ergebnis auch 

bei einigen anderen Arbeitsgruppen beobachten. So konnte auch von diesen Gruppen bei 

Tumorzellen trotz Einsatz eines DNMTi keine[115] bzw. nur eine sehr geringe[116] Hoch-

Regualtion von MAGE-A Genen erreicht werden. Die stärkste Hoch-Regulation wurde 

linienübergreifend durch die kombinierte Behandlung mit Aza (DNMTi) und Valproat 

(HDACi) erreicht. Hierbei zeigte sich eine bis zu 700fache Verstärkung (im Vergleich mit der 

Expression vor der Behandlung) der SSX2-Expression. Interessant ist dies für eine mögliche 

Nutzung zur therapeutischen Vakzinierung, da durch den kombinierten Einsatz von HDACi 

und DNMTi eine CTA-Hochregulation und damit eine anschließende T-Zell-Reaktion 

induziert werden könnte, ähnlich wie es bereits von Goodyear et al. bei Patienten mit AML 

gezeigt werden konnte[117]. LCLs eignen sich zudem wesentlich besser für die Antigen-

Präsentation mit nachfolgender CTL-Antwort, da sie konstitutiv über einen MHC-Besatz 

verfügen, während Tumorzellen in der Lage sind, ihren MHC-Besatz zu verändern, um einer 

Immunantwort zu entgehen[118], [119].  

Der Vorteil einer Behandlung mit Aza und Valproat liegt darin, dass Valproat bereits in 

therapeutischer Dosis als HDACi wirkt und seit Jahrzehnten in klinischem Einsatz ist, so dass 

es auch bei Patieten mit einer Tumorerkrankung eingesetzt werden könnte[120].  

5.6 Analyse der CTA-Expression auf RNA- und Proteinebene und im 

Vergleich mit Tumorzelllinien 

5.6.1 RNA-Ebene (RT-PCR) 

Für den Vergleich der CTA-Expressionsstärke von LCLs und Tumorzelllinien wurde die 

Expression von 6 CT-Antigenen bei 17 LCLs und 11 Tumorzelllinien auf quantitativer Ebene 

untersucht. Als CT-Antigene wurden MAGE A3, MAGE A4, SSX1, SSX2, SSX4 und NY-

ESO-1 ausgewählt – es handelt sich hierbei um CT-Antigene, die immunologisch bisher am 

interessantesten erscheinen und teilweise in der Lage sind, eine starke Immunantwort 

hervorzurufen[90], [92], [123], [124]. Für die Expressionstärke wurde der Crossing poin ermittelt und 

die jeweils für das untersuchte Antigen am stärksten exprimierende LCL mit der jeweils am 

stärksten exprimierenden Tumorzelllinie verglichen bzw. gegenübergestellt. Als 

Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet, für die Positivkontrolle zusätzlich eine 

Plasmidtitration und die Schmelzkurvenanalyse. Im Anschluss wurden die amplifizierten 

Fragmente noch gelelektrophoretisch aufgetragen als abschließende Kontrolle der 

erfolgreichen PCR. Es zeigte sich, dass Tumorzelllinien eine zum Teil deutlich stärkere CTA-

Expression aufweisen als LCLs, so lag der Cp bei den Tumorzelllinien im Vergleich mit den 
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LCLs durchgehend niedriger. Die Analyse der Häufigkeit der exprimierten CT-Antigene 

zeigte, dass die SSX-Familie (hier SSX 1, 2 und 4) am stärksten und zugleich am häufigsten 

exprimiert wurde. Das am stärksten exprimierte CT-Antigen sowohl bei den LCLs als auch 

bei den Tumorzelllinien war MAGE A4 mit einem Cp von 19,48 (LCL) bzw. 18,51 

(Tumorzelllinie). Einzig die Lymphoblastoide Zelllinie LG2 erreichte annähernd ähnlich 

starke Expressionswerte im Vergleich mit Tumorzelllinien. Damit zeigt sich auch bei der 

CTA-Expressionsstärke ein heterogenes Verhalten bei den LCLs. 

5.6.2 Proteinebene (Immunhistochemie) 

Bei der Untersuchung der Expressionsstärke von CT-Antigenen bei LCLs im Vergleich mit 

Tumorzelllinien ist eine der Schwierigkeiten die mRNA – Protein-Expressionsdiskrepanz  

von CT-Antigenen[108], [109]. Bisher wurde versucht, durch die geringe Sensitivität der 

immunhistochemischen Analyse, Gewebeprobenunterschiede oder durch das insgesamt 

heterogene Expressionsmuster von CTAs[25] zu erklären. Diese Diskrepanz zeigte sich 

teilweise sogar auch auf Protein-Ebene, wenn derselbe Antikörper verwendet wurde[109], [125]. 

Um dieser Diskrepanz zu begegnen bzw. um die Ergebnisse aus der mRNA-Analyse zu 

bestätigen, wurde auch auf Proteinebene mittels Immunzytologie die Stärke der CTA-

Expression von LCLs mit Tumorzelllinien verglichen. Das Ergebnis auf Proteinebene deckt 

sich mit denen der quantitativen RT-PCR-Analyse, zeigte sich auch hier eine deutlich 

schwächer ausgeprägte Expression von CT-Antigenen bei LCLs im Vergleich mit 

Tumorzelllinien. Einzig die LCL LG2 zeigte erneut ein ähnlich starkes Expressionsverhalten 

verglichen mit den Tumorlinien, d.h. auch hier kann man nicht von einem einheitlichem 

Ergebnis für alle LCLs sprechen, sondern muss davon ausgehen, dass es bei LCLs (teilweise 

sehr starke) Unterschiede gibt, was die Stärke der CTA-Expression angeht.  

5.7 T-Zell-Stimulation 

5.7.1 T-Zell-Antwort gegen CTAs 

Wie bereits in Voruntersuchungen gezeigt werden konnte, stellen bestimmte Sequenzen von 

CT-Antigenen T-Zell-immunogene Epitope dar. Einige dieser Epitope induzieren sogar 

simultan Immunantworten aller 3 Bereiche des adaptiven Immunsystems, so z.B. das Epitop, 

das sich über den Bereich der SSX2-Aminosäuresequenz von p101-111 erstreckt[81]. Mit 

CD8+ CTL-Klonen gegen dieses SSX2-Epitop konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden, 

dass die Behandlung der HLA-A*0201+ LCL „JY“ mit 5-Azacytidin alleine und noch stärker in 

Kombination mit einem der drei HDACi die Expression von SSX2 auf ein T-Zell-immunogenes 

Niveau steigert. Darüber hinaus konnten Smith et al. zeigen, dass das SSX-2 Peptid p103-111 
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auch in vivo immunogen ist. Die in vivo generierten p103-111-spezifischen CTLs waren dort 

in der Lage, eine HLA-A*0201+ Prostatakarzinom-Zelllinie zu lysieren[121]. Somit konnte in 

der hier vorgelegten Arbeit erstmals gezeigt werden, dass sich nach Behandlung mit DNMTi 

und HDACi die Expression von CTAs in LCLs in einem Ausmaß verstärken lässt, so dass 

gegen (so behandelte) APC eine Antigen-spezifische T-Zell-Antwort induziert wird. Ein 

weiterer Beleg also dafür, dass nach Behandlung mit diesen Substanzen und der damit 

induzierten CTA-Überexpression eine spezifische T-Zell-Antwort auch gegen Tumoren 

möglich ist. Dies konnte ebenfalls beim metastasierten Chondrosarkom von Pollack et al. 

gezeigt werden, die in vitro eine NY-ESO-1/LAGE1-s und PRAME-spezifische CD8+-

Effektorzell-Antwort gegen HLA-A*0201 exprimierende Chondrosarkom-Zelllinien 

stimulieren konnten[122]. In der hier vorgelegten Arbeit zeigte die Kombination aus 

Aza/Valproat, wie zuvor beschrieben, den deutlichsten Effekt auf die Verstärkung der SSX2-

Expression. Ähnliche Ergebnisse lieferte eine Arbeit von Goodyear et al., in der die CTL-

Antwort gegen MAGE nach Einsatz von Aza/Valproat bei AML und MDS Patienten 

untersucht wurde. In dieser Arbeit konnte bei 8 von 22 untersuchten/behandelten Patienten 

eine major clinical response mit nachgewiesenen zirkulierenden MAGE-CTLs erzielt 

werden[117]. Dies zeigt abermals, dass der kombinierte Einsatz von DNMTi und HDACi auch 

in vivo für eine Immuntherapie gegen CTAs anwendbar ist. 

Des Weiteren liegt in der Art und Weise, in der LCLs im Träger im Gleichgewicht gehalten 

werden, ein indirekter therapeutischer Ansatz. So sorgen EBV-spezifische CTLs dafür, dass 

die Zahl der EBV-transformierten B-Zellen im Träger konstant bleibt. Dieses Gleichgewicht 

wird (u. a.) durch Lyse der EBV-transformierten B-Zellen bewahrt. Bei der Lyse dieser B-

Zellen werden dann auch entsprechend die von den LCLs exprimierten CTAs freigesetzt. 

Diese können dann wiederum von anderen APC des Trägers aufgenommen, prozessiert und 

der Immunabwehr des Trägers präsentiert werden. 

Bei vielen der bis heute publizierten T-Zell-Antworten gegen CTAs wurden T-Zell-Epitope 

beschrieben, deren Einsatzmöglichkeit meist wegen der Restriktion auf nur ganz wenige 

MHC-Subtypen deutlich limitiert ist. Gerade auch unter diesem Aspekt bieten CTA-

exprimierende LCLs eine zusätzliche Option, da LCLs sehr leicht und schnell von jedem 

Patienten angelegt werden können. Somit stellen sie höchst individuelle APC mit einer 

autologen HLA-Konfiguration dar, die das Antigen zum einen natürlich und zum anderen 

auch in voller Länge exprimieren. Im Vergleich zu den vielfach bereits in klinischen 

Vakzinierungsstudien mit CTAs eingesetzten dendritischen Zellen (DC), die zum einen unter 

erheblichem Kostenaufwand (Zytokine etc.) von den entsprechenden Patienten ebenfalls 
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individuell etabliert werden müssen und zum anderen danach auch noch mit dem 

entsprechenden CTA „versetzt“ (z. B. Transfektion) werden müssen, stellen lymphoblastoide 

Zelllinien, trotz DNMTi- und HDACi-Behandlung, eine kostengünstigere Alternative dar. 

5.8 Offene Fragen 

Eine Schwierigkeit beim Einhalten des aufgestellten Zeitschemas war die benötigte 

Zellanzahl für die RNA-Isolation. Für eine suffiziente RNA-Isolation wurden 1x106 – 1x107 

Zellen benötigt, d.h. wenn am geplanten Tag der RNA-Isolation nicht ausreichend Zellen zur 

Verfügung standen, musste an diesem Tag auf die Überprüfung der CTA-Expression 

verzichtet werden. Ein weiterer möglicher Kritikpunkt ist der willkürlich gewählte Endpunkt 

der Untersuchung, nämlich Tag 119. Dieser Endpunkt wurde bewusst gewählt aufgrund von 

Beobachtungen in Vorversuchen mit mehreren neu angelegten LCLs, bei denen sich meist ein 

konstantes CTA-Expressionsmuster zwischen bzw. ab Tag 100 – 130 zeigte. Die 

Nachuntersuchungen an Tag X haben gezeigt, dass Tag 119 nicht der Endpunkt einer stabilen 

Expression ist.  

Auf die Expression von EBV-Proteinen bzw. deren Bedeutung für die CTA-Expression bei  

LCLs konnte aufgrund des hohen Aufwandes nicht näher eingegangen werden. Dies wäre ein 

Punkt für weitere Versuche, in denen überprüft werden könnte, inwieweit es einen 

Zusammenhang mit der Expression von CT-Antigenen gibt. 

Als Positiv-Kontrolle hätte neben GAPDH und Plasmid-Titrationen auch Testisgewebe 

verwendet werden können, was den Vorteil gehabt hätte, dass ein direkter Vergleich mit der 

Expressionsstärke in somatischem Gewebe möglich gewesen wäre.  

Bei der Untersuchung der Auswirkung von DNMTi und HDACi auf die CTA-Expression bei 

LCLs hätte abschließend noch eine Untersuchung des Methylierungsstatus der DNA erfolgen 

können, um damit sicher zu gehen, dass eine Demethylierung wirklich stattgefunden hat. 

Abschließend hätte dann auch der Einfluss von DNMTi und HDACi auf die Expression von 

LMP1 untersucht werden können, da Li et al. beschrieben haben, dass eine DNA-

Hypomethylierung zu einer vermehrten Expression von LMP1 führt[126]. Damit hätte 

untersucht werden können, ob die Hoch-Regulation von Virusproteinen ähnlich stark ist wie 

die von CTAs.  

Zudem wurde der Einfluss von HDACi in der alleinigen Anwendung auf die CTA-Expression 

bei LCLs nicht untersucht. Jedoch ist in der Literatur mehrfach beschrieben, dass eine 

alleinige Anwendung von HDACi nicht zu einer Induktion der CTA-Expression führt. Das 

Hauptaugenmerk in der vorliegenden Arbeit lag jedoch auf einer Verstärkung der CTA-

Expression.   



Diskussion 

 

Seite 80 

5.9 Ausblick 

Wie bereits vorangehend angedeutet, wäre ein nächster Schritt, experimentell zu überprüfen, 

ob ein Zusammenhang zwischen der Expression eines EBV-Antigen und der CTA-Expression 

besteht. Hierfür könnte mittels Gen-Silencing (z.B. durch den Einsatz von siRNA) gezielt 

untersucht werden, welche(s) der 9 latenten EBV-Gene in Verbindung mit der Expression der 

CT-Antigene steht.  

Aufgrund ihrer Tumorspezifität und ihrer Immunogenität erfüllen CTAs wesentliche 

Voraussetzungen, um als Antigene bei einer therapeutischen Vakzinierung eingesetzt zu 

werden. Vor diesem Hintergrund zeigen mehrere klinische Studien, in denen einzelne CTAs 

als Vakzine verwendet wurden bzw. werden, dass bei Patienten mit Bronchial-Ca[127], 

Ovarial-Ca[128] und malignen Melanom[129] eine spezifische T-Zell-Antwort ausgelöst wurde. 

Da Tumoren oft aber eine sehr heterogene und teiltweise auch nur schwache CTA-Expression 

aufweisen, wäre eine polyvalente Vakzinierung von Vorteil. Dies könnte z.B. mit LCLs 

durchgeführt werden, da diese mehrere CTAs exprimieren. LCLs haben diesbezüglich als 

APC hervorragende immunstimulatorische Eigenschaften. So konnten Kubuschok et al. in 

einer ersten Arbeit bei Patienten mit Pankreas-Ca zeigen, dass durch Vakzinierung mit 

Tumorantigen transfizierten LCLs eine spezifische T-Zell-Antwort hervorgerufen werden 

kann[130]. Im Kontext dieser Arbeit ist der Nachweis, dass LCLs mehrere CTAs exprimieren 

und deren Expression durch 5-Azacytidin und HDACi hoch reguliert werden kann, somit ein 

weiterer wichtiger Schritt in Richtung einer potentiell wirksamen Tumorvakzinierung mit 

LCLs. Neben dem Einsatz von DNA-hypomethylierenden Agenzien sollte in Zukunft der 

Einsatz weiterer sekundärer immunstimulatorischer und immunmodulatorischer Agenzien 

(z.B. Interleukine) in Kombination mit DNTMi / HDACi überprüft werden, um eine CTA-

Expressionsverstärkung oder de-novo-CTA-Expression zu erreichen; dies konnte bereits z.B. 

für GM-CSF oder IL-7 bei der Expression des CT-Antigens SPAN-Xb beim Multiplen 

Myelom gezeigt werden[131]. Des Weiteren konnte eine CTA-Epression nicht nur bei soliden 

Tumoren, sondern auch bei hämatologischen Neoplasien gezeigt werden, so z.B. beim 

Multiplen Myelom[132] oder auch bei der chronischen lymphatischen Leukämie[133]. Vor allem 

für hämatologische Erkrankungen mit schlechter Prognose wäre eine CTA-basierte 

Vakzinierung vielversprechend, zeigt doch die Erfahrung bei allogenen 

Stammzelltransplantationen, dass es durchaus einen graft-versus-tumor Effekt gibt und damit 

eine gewisse Suszeptibilität von hämatologischen Neoplasien gegenüber zytotoxischen T-

Zellen besteht.  
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