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Zusammenfassung

Nierenzellkarzinome gehoéren zu den am haufigsten auftretenden urologischen Tumorarten.
Mit konventionellen Behandlungsmethoden (Bestrahlung, Chemotherapie) werden in der
Regel nur unzureichende Behandlungserfolge erzielt. Seit wenigen Jahren kommen nun neue
Wirkstoffe zum Einsatz. Diese Thyrosin-Kinase- und Angiogenese-Inhibitoren interagieren mit
spezifischen Molekiilen die mit dem Wachstum und der Progression des Tumors assoziiert sind
und blockieren so dessen Wachstum und Ausbreitung. Dennoch sind vollstandige, dauerhafte
Remissionen eher selten zu beobachten. Dies macht es notwendig alternative

Behandlungsstrategien zu erforschen.

Die Firma Mologen AG arbeitet seit einigen Jahren an der Entwicklung eines zellbasierter
Wirkstoffes, der das Prinzip der Tumorvakzinierung verfolgt. Dabei werden Zellen einer
Nierenkarzinomzelllinie (B25-MOL) durch das Einbringen von vier MIDGE®-DNA-Vektoren, die
kostimulatorische Molekile (CD80, CD154) bzw. immunstimulierende Zytokine (IL-7, GM-CSF)
kodieren, genetisch modifiziert und als Wirkstoffzellen eingesetzt. Bedingt durch diese
genetische Modifikation sowie weiterer Effekte, verursacht durch den Herstellungsprozess
(z.B. Bestrahlung), wird der Phanotyp der B25-MOL-Zellen verandert. Unter Verwendung der
DNA-Microarray-Technologie (Human GeneChip 1.0 ST, Applied Biosystems) wird in der
vorliegenden Arbeit untersucht, wie sich das Genexpressionsprofil der Wirkstoffzellen

gegeniber den nativen B25-MOL-Zellen verandert.

Anhand der Ergebnisse der Microarray-Analysen ergibt sich fiir insgesamt 392 Gene eine
differentielle Expression (relative Expressionsanderung > 3). Der Fokus der funktionellen
Analysen liegt auf den biologischen Zusammenhangen, die eine Auswirkung auf das
angestrebte Wirkprinzip haben kénnten. Die vermehrte Produktion von Zytokinen sowie die
Expression kostimulatorischer Molekiile durch die Wirkstoffzellen tréagt dazu bei, dass sowohl
professionelle APC, wie auch Effektorzellen des Immunsystems besser rekrutiert und aktiviert
werden kénnen. So zeigen vorlaufige Ergebnisse einer laufenden klinischen Studie mit dSLIM®
in Kombination mit genetisch modifizierten Tumorzellen, die CD80, CD154, IL-7 und GM-CSF
exprimieren, eine vielversprechende Wirksamkeit bei Patienten mit metastasierenden
Nierenzellkarzinom (Griinwald et al., 2013). Dies ist in erster Linie auf die Expression dieser vier
Molekiile durch die Wirkstoffzellen zuriickzufiihren. Ebenso tragt vermutlich die sekundar
verursachte verstarkte Expression weiterer immunstimulatorischer Molekile und Zytokine
(z.B. CCL5, CXCL10, IL-6) zu diesem Effekt bei. Die verstarkte Expression von Rezeptoren der

Tumornekrosefaktoren (Fas, TNFRSF10B) kann zu einer erhdhten Sensitivitdt gegenliber einer



Rezeptor-induzierten Apoptose flihren. Eine signifikante Veranderung der Expression von
Genen, die an der Antigen-Prozessierung oder -Prasentation beteiligt sind, kann nicht
beobachtet werden. Das Expressionsniveau der MHC-Klasse-I-Molekiile in den Wirkstoffzellen
bleibt gegenliber den nativen B25-MOL-Zellen unverandert hoch. Die Wirkstoffzellen sind in
der Lage Proteinfragmente zelleigener Proteine, unter anderem auch Tumor-assoziierte
Antigene (TAA), zu prasentieren und durch die Expression kostimulatorischer Molekile (z.B.
CD80) CD8" T-Lymphozyten direkt zu aktivieren. Viele TAA zeigen eine relativ hohe mRNA-
Expression in den Wirkstoffzellen. Eine differentielle Genexpression ist dagegen nur bei

wenigen zu beobachten (HSPA1A/B, CDKN1A, HIG2, PLIN2, HMMR).

Die Ergebnisse der genomweiten Expressionsanalysen zeigen, dass herstellungsbedingt nur
geringfligige Veranderungen des Expressionsprofils zu beobachten sind, die vermutlich keinen
negativen Effekt auf das angestrebte Wirkprinzip haben. Die durch das Einbringen der vier
MIDGE®-DNA-Vektoren verursachten Verdnderungen des Expressionsprofils, verstarken

voraussichtlich das angestrebte Wirkprinzip, vermindern es jedoch keinesfalls.



Abstract

Renal cell carcinoma (RCC) is one of the most common urological cancer. Conventional
treatments (chemotherapy and radiotherapy) result in only limited success. Recently, new
agents for targeted cancer therapies were approved. These tyrosine kinases inhibitors and
angiogenesis inhibitors block the growth and spread of cancer cells by interfering with specific
molecules involved in tumor growth and progression. However, complete and durable

remissions are rare. Therefore alternate therapeutic strategies are demanded.

The company Mologen AG has developed a cell-based therapy for tumor vaccination. Thereby
cells of a renal cell carcinoma cell line (B25-MOL) are genetically modified by in vitro
transfection with four MIDGE® DNA vectors encoding co-stimulatory molecules (CD80, CD154)
and cytokines (IL-7, GM-CSF) and serve as active component in the tumor vaccine. As a result
of gene modification and further effects, caused by the manufacturing process (e.g.
irradiation) the phenotype of B25-MOL cells is changed. Using the DNA-Microarray technology
(Human GeneChip 1.0 ST, Applied Biosystems) the overall aim of this thesis was to elucidate

the alterations of the gene expression profile of B25-MOL cells and vaccine cells.

The comparison of gene expression profiles of native B25-MOL cells and vaccine cell results in
a total of 392 differentially expressed genes (change in intensity of expression > 3). The focus
of the research was on the biological context with potential impact on the mode of action of
the tumor vaccine. The increased production of cytokines and the expression of co-stimulatory
molecules by the vaccine cells may contribute to improved recruitment and activation of APC
and immunological effector cells. Corresponding to this, preliminary Data of an on-going
clinical study using dSLIM® in combination with modified tumor cells, that express CD80,
CD154 and IL-7 and GM-CSF, show promising efficacy in patients with metastatic renal cell
carcinoma (Griinwald et al., 2013). This is mainly due to the expression of these four molecules
through the vaccine cells. Besides this, increased expression of other immunostimulatory
molecules and cytokines (CCL5, CXCL10, IL-6) due to secondary effects probably contributes to
this effect. Additionally, the increased expression of certain TNF receptors (Fas, TNFRSF10B),
may lead to an increased sensitivity against receptor-mediated apoptosis. No significant
change in expression of genes that are involved in processing and presentation of antigens is
observed. The expression level of MHC class | molecules on cell surface remains unchanged
when comparing native B25-MOL cells with vaccine cells. Expression of co-stimulatory
molecules as CD80 enables the vaccine cells to present protein fragments of antigens

(including TAA) and, as a consequence, activate effector T-lymphocytes directly. A variety of



TAA exhibit a relatively high gene expression level in vaccine cells. In contrast, only a few of

these genes show an altered gene expression level (HSPA1A/B, CDKN1A, HIG2, PLIN2, HMMR).

Comparison of B25-Mol cells and vaccine cells by genome-wide expression analysis show
mainly stable gene expression profiles. These minor changes in the expression profile induced
by the manufacturing process are probably irrelevant for the mode of action. Expression of the
four proteins encoded by the MIDGE® DNA vectors result in secondary effects that probably

enhance the intended mode of action.
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1 Einleitung

1.1 Das Nierenzellkarzinom

In Europa rangieren maligne Nierenerkrankungen unter den 10 haufigsten Turmorarten.
Nierenzellkarzinome (renal cell carcinoma, RCC) machen etwa 90 % dieser Neoplasien aus,
dabei ist eine stetig steigende Inzidenz dieser Tumorerkrankung zu beobachten. Das RCC weist
unter den urogenitalen Neoplasien die hochste Mortalitatsrate auf. Die Prognose fiir Patienten
in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium ist mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von unter
10 % schlecht (Ather et al., 2010; Corgna et al., 2007). RCC sind sehr heterogen und entstehen
aus unterschiedlichen Zelltypen. Im frihen Stadium zeigen RCC nur selten spezifische
Symptome, wie Schmerzen oder Hiamaturie, weshalb sie hiufig in diesem gut therapiebaren
Stadium unerkannt bleiben und 20 —30 % der Patienten die Diagnose erst nach Ausbilden
erster Metastasen gestellt bekommen. Typischerweise sind Metastasen eines RCC in der
Lunge, den Knochen, der Leber, im weichen Gewebe, der Haut und im zentralen
Nervensystems lokalisiert (Corgna et al., 2007; Ljungberg et al., 2011). Pathophysiologisch
werden RCC nach dem TNM-System der ,Union Internationale contre le Cancer” (UICC,
International union against cancer) bezlglich ihrer Ausbreitung (staging) und dem Grad ihrer
Entdifferenzierung (grading) eingeteilt. Da Nierenzellkarzinome in der Regel resistent
gegeniber einer zytostatischer Chemo-, Strahlen- und Hormonbehandlung sind, wird seit
Jahren intensiv an alternativen Therapiemethoden geforscht. Seit wenigen Jahren sind nun
neue Substanzen im Einsatz (Thyrosin-Kinase-, Multikinase- und Angiogenese-Inhibitoren), die
gegenlber den traditionellen Behandlungsmethoden zu deutlich besseren Ergebnissen (Calvo

et al., 2013; Negrier et al., 2012; Patel et al., 2012).

1.1.1 Charakteristika des Nierenzellkarzinoms

Humane RCC entstehen aus einer Reihe verschiedener spezialisierter Zellen, die entlang des
Nephrons lokalisiert sind. Eine Unterscheidung der RCC erfolgt anhand ihrer Morphologie in
kompakte, tubulopapillare und zystische Tumore, sowie anhand zytologischer und
molekulargenetischer Parameter in klarzellige, papillare, chromophobe und onkozytische
Tumore. Die klarzelligen RCC treten mit einer Inzidenz von 75 — 80 % auf, wahrend die

papillare mit 10 — 15 % und die chromophoben mit etwa 5 % deutlich seltener auftreten.



Andere maligne Nierentumore, wie das Ductus-Bellini-Karzinom, zeigen eine sehr geringe

Inzidenz von unter 1 % (Motzer et al., 1996).

Das klarzellige RCC kann spontan auftreten (> 96 %) oder genetisch vererbt (< 4 %) werden und
ist in den meisten Fallen mit der Inaktivierung des VHL-Gens (von Hippel-Landau) assoziiert.
Die genetische Alteration, die in spontanen und vererbten klarzelligen RCC beobachtet wird,
sind Mutationen des VHL-Tumorsuppressorgens, die eine Inaktivierung des Gens zur Folge
haben (Chen et al., 2006; Finke et al., 1998). Dabei werden Hypermethylierungen des
Promotors, Rearrangierungen des Gens und Deletionen bzw. Translokationen von
Chromosomenabschnitte beobachtet. Das VHL-Protein stellt eine Komponente eines Ubiquitin-
Ligase-Komplexes, welcher in die Ubiquitinylierung und Degradation zahlreicher zellularer
Proteine involviert ist, einschlieBlich des Hypoxie-induzierbaren Faktors (hypoxia-inducible
factor, HIF). Dieser Transkriptionsfaktor HIF spielt eine essentielle Rolle in der Regulation der
Genexpression als Reaktion auf eine Mangelversorgung mit Sauerstoff. Eine Inaktivierung des
VHL-Gens unterbindet die Degradation von HIF, was zu dessen Akkumulation fihrt. Dies
mindet in einer gesteigerten Transkription verschiedener Gene, die mit Angiogenese,
metabolischen Veranderungen, sowie autokriner und parakriner Wachstumsstimulation in
Verbindung stehen, wie VEGFR, TGFa, PDGF, EPO und GLUT-1 (Corgna et al., 2007; Finke et al.,
1998).

Im erblich bedingten papillaren RCC (hereditary papillary renal carcinoma, HPRC) sind
Alternationen des MET-Gens beschrieben, z. B. eine Trisomie des Chromosom 7, auf dem das
MET-Gen lokalisiert ist. Eine Duplikation des MET-Allels, sowie eine missense Mutation im
MET-Gen, die zu einer Uberexpression des resultierenden c-Met Proteins fiihrt (Chen et al.,
2006). Da sich das Gen des Liganden von c-Met (hepatocyte growth factor, HGF) auf
demselben Chromosomenabschnitt befindet, fiihrt eine Trisomie des Chromosom 7 bzw. eine
Duplikation des betreffenden Allels zu einer autokrinen Stimulation und damit zu einem
Wachstumsvorteil dieser Tumorzellen (Cairns, 2010). In spontan etablierten papillaren RCC
wird eine Mutation des MET-Gens dagegen nur selten beobachtet. Hier tritt haufig eine
Mutation der Furmarat Hydratase (furmarate hydratase, FH) auf, ein essentielles Enzym des
Krebs-Zyklus. Der Aktivitatsverlust der Furmarat Hydratase fihrt zur Akkumulation von
Furmarat, welche kompetitiv die HIF-Propylhydroxylase (HIF propyl hydroxylase, HPH)
inhibiert. Dadurch kommt es auch in diesem Fall zur Akkumulation von HIF, mit den bereits
beschriebenen Folgen (Finke et al., 1998). Bedingt durch die Amplifikation von Chromosom 8q
kann in papilliren RCC auch eine Uberexpression des MYC-Onkogens beobachtet werden.
Generell zeichnet sich das papillare RCC durch die Modifikation der Anzahl verschiedener

Chromosomen bzw. Chromosomenabschnitte aus. (Chen et al., 2006).



Fiir die Ausbildung eines chromophoben RCC sind zu {iber 75 % Deletionen von Chromosomen
bzw. Chromosomenabschnitte verantwortlich. Mutationen des VHL- oder MET-Gens sind
bisher nicht beschrieben. Allerdings kann in ca. 30 % eine Mutation im Tumorsuppressorgen
p53 nachgewiesen werden. Andere Studien zeigen eine Uberexpression des KIT-

Protoonkogens, welche nicht durch eine Punktmutation verursacht wird (Cairns, 2010).

1.1.2 Immunogenitit des Nierenzellkarzinoms

Eine zelluldare Immunantwort gegen Nierenkarzinomzellen ist in den meisten Fallen eher
schwach und ineffektiv. Obwohl in vitro CD8" zytotoxische T-Lymphozyten generiert werden
konnen, die autologe humane Tumorzellen erkennen und lysieren, werden nur in wenigen
Patienten tumorspezifische zytotoxische T-Lymphozyten nachgewiesen (Banat et al., 2001;
Brouwenstijn et al., 1996). Haufig ist eine Infiltration des Tumorgewebes durch mononukleare
Zellen zu beobachten, unter denen auch CD4" und CD8" T-Lymphozyten zu finden sind (Finke
et al., 1994; Shimabukuro et al., 2008). Verschiedene Immun-Evasionsmechanismen der
Nierenkarzinomzellen fuhren allerdings zu einer Inhibition der zytotoxischen Aktivitat und
einer verminderten Proliferationsfahigkeit dieser Tumor-infiltrierenden Lymphozyten

(Abbildung 1.1).

IL-10, TGF-B,
Prostaglandin \/
T-Lymphozyt
HLA-A, -B, -C TCR
/ Signal 1 Anergie
FasL
E—— Apoptose

T-Lymphozyt

TCR
CD80/ CD86 S
O Tumorzelle — Signal 2

Signal 1

) ) keine Aktivierung

Abbildung 1.1 Immun-Evasionsmechanismen des Nierenzellkarzinoms

Immunevasionsmechanismen koénnen eine effektive Aktivierung des Immunsystems inhibieren; z.B. die
konstitutive Expression von nicht klassischen MHC-Molekilen (z.B. HLA-G), die Expression von FasL bzw. die
verminderte Expression von Fas, eine fehlende Expression kostimulatorischer Molekiile (CD80, CD86), die
Sekretion immunsuppressiver Faktoren (IL-10, TGF-B, Prostaglandin), eine fehlende bzw. verminderte
Expression von MHC-Molekiilen sowie eine defiziente Antigen-Prozessierung und —Prdsentation. (Seliger et al.,
2001).

APM — Antigenprozessierungsapparat, TCR — T-Zellrezeptor



Tumorzellen exprimieren meist keine kostimulatorischen Molekiile, wie CD80 oder CD86. Eine
direkte Aktivierung der T-Lymphozyten setzt jedoch ein ,zweites” Aktivierungssignal (iber die
Interaktion von CD28 auf den T-Lymphozyten mit einem kostimulatorischen Molekil voraus.
Anderen Untersuchungen zufolge sezernieren Nierenkarzinomzellen immunsupprimierende
Zytokine, wie IL-10 oder TGF-B, die potente Inhibitoren fiir die Proliferation oder die
Aktivierung und Zytotoxizitdit von Lymphozyten darstellen (Banat et al., 2001). Ebenso ist
bekannt, dass Tumorzellen Uber die Interaktion von CD95 (Fas) mit FasL in der Lage sind, in
aktivierten T-Lymphozyten Apoptose zu induzieren (lgney et al., 2002). Molekularbiologische
und histochemische Analysen haben gezeigt, dass in Nierenkarzinomzellen Verdanderungen der
Expressionsstarke von Genen des Antigen-Prozessierungsapparates auftreten. Darunter sind
Gene, die flr Proteasom-Untereinheiten, des TAP-Transportersystems oder die Chaperone
Tapasin und Calretikulin kodieren. Eine aberante Expression dieser Gene beeinflusst letztlich
auch die Zelloberflachenexpression der MHC-Klasse-I-Molekiile (Atkins et al., 2004; Seliger,
2005; Seliger et al., 2000). AuRerdem ist auf zahlreichen Nierenzellkarzinomen die Expression
des nicht-klassischen MHC-Klasse-I-Molekiils G nachgewiesen, welches in der Lage ist, Anergie
in NK-Zellen (natirliche Killerzellen) und T-Lymphozyten zu induzieren (Bukur et al., 2003;

Ibrahim et al., 2001).

1.1.3 Therapie des Nierenzellkarzinoms

Eine effektive Behandlung von Nierenzellkarzinomen gestaltet sich schwierig, da der Tumor in
vielen Féllen lange unentdeckt bleibt und bei der Diagnose haufig bereits metastasiert ist. Bei
kleinen (< 4 cm Durchmesser) lokal begrenzten Tumoren ohne Metastasen ist die vollstandige
bzw. teilweise chirurgische Entfernung der betroffenen Niere (Nephrektomie) bis heute die
Standardtherapie. Sind bereits Metastasen vorhanden, wird eine Nephrektomie jedoch nur
noch palliativ durchgefiihrt, um vorhandene Symptome der Erkrankung zu lindern (Bex et al.,
2012). Gegenliber einer Radio- oder Chemotherapie haben sich metastasierte

Nierenzellkarzinome als weitgehend resistent erwiesen (Ather et al., 2010).

Die Beobachtung, dass Nierenzellkarzinome zwar resistent gegeniliber Zytostatika, aber
dennoch immunogen sind, fihrte zur Entwicklung zahlreicher Immuntherapeutika (Kim et al.,
1996). Bis vor kurzem stellte die Behandlung mit den Zytokinen IL-2 und/oder IFN-a die
Standardtherapie bei metastasierten Nierenzellkarzinom dar. Diese sind jedoch in den meisten
Fallen nur mit einer moderaten Zunahme des Gesamtiberlebens des Patienten assoziiert. Seit
wenigen Jahren sind vor allem zur Behandlung des metastasierenden Nierenzellkarzinoms
neue Substanzen als Standardtherapie im Einsatz. Diese Tyrosin-Kinase-, Multikinase-, und

Angiogenese-Inhibitoren, die in der Regel in Kombination mit einer Zytokin-Therapie
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eingesetzt werden, fliihren gegeniiber den traditionellen Behandlungsmethoden zu deutlich

besseren Ergebnissen (Calvo et al., 2013; Negrier et al., 2012; Patel et al., 2012).

Als vielversprechende Alternativen bieten sich Therapieverfahren an, die das Prinzip der
Tumorvakzinierung verfolgen. Die ersten Vakzine stellten autologe oder allogene Tumorzell-
basierte Vakzine dar, in denen aufbereitete Tumorzellen einen Pool verschiedener Tumor-
assoziierter Antigene (TAA) zur Immunisierung zur Verfligung stellen sollten. Dabei werden
dem Patienten autologe oder allogene, aufbereitete Tumor-assoziierte Antigene (Zelllysat oder
Expressionsvektoren) appliziert, die eine Immunantwort gegen die im Korper verbliebenen
Tumorzellen induzieren sollen. Die Applikation erfolgt in jedem Fall in Kombination mit
Immunmodulatoren, durch die eine Aktivierung des Immunsystems erreicht werden soll.
Peptid-basierte Vakzine stellen eine weitere mogliche Vakzinierungsstrategie zur Behandlung
von Nierenzellkarzinomen dar. Bisher wurden jedoch nur wenige Studien publiziert, in denen
eine solche Behandlung bei Nierenzellkarzinomen angewendet wurde. Eine mogliche Ursache
dafir ist vermutlich die Tatsache, dass viele TAA in Nierenzellkarzinomen noch nicht lange
bekannt sind. Die Vorteile Peptid-basierter Tumorvakzine sind vor allem der relativ geringe
Aufwand der Produktion, da hier kein Tumormaterial bendtigt wird. Ein Nachteil dieser
Strategie besteht jedoch darin, dass in der Hauptsache nur Patienten mit einem bestimmten
HLA-Allel behandelt werden konnen. Da die HLA-Allele fiir MHC-Molekile mit
unterschiedlichen Bindungseigenschaften kodieren, kann nicht jedes zur Verfiigung stehende
Peptid binden und prasentiert werden. Aufgrund der enormen Vielfalt der MHC-Molekile
werden hauptsachlich Peptide fir solche HLA-Allele eingesetzt, die ein grofRer Teil der

Bevolkerung exprimiert (z.B. HLA-A2 bei etwa 50 % der kaukasischen Europaer).

Unter den zellbasierten Tumorvakzinen unterscheidet man drei Formen, i) autologe
Tumorzellvakzine, ii) Gen-modifizierte Tumorzellvakzine und iii) auf Dendritischen Zellen (DC)-
basierende Vakzine. Das Prinzip der Vakzinierung mit autologen Tumorzellen basiert auf der
Tatsache, dass die Tumorzellen TAA exprimieren und theoretisch in der Lage sind, eine
zelluldre Immunantwort zu induzieren. Um eine starkere Immunantwort hervorzurufen, die fir
einen effektiven therapeutischen Effekt notwendig ist, werden sie haufig mit

Immunmodulatoren kombiniert.

Um die Immunantwort zu steigern, die durch Tumorzell-basierte Vakzine induziert wird,
werden autologe bzw. allogene Tumorzellen gentechnisch modifiziert. Dabei werden
Expressionskassetten, die kostimulatorische Molekiile oder immunstimulatorische Zytokine
kodieren, in die Tumorzellen eingebracht. Mit Hilfe der kostimulatorischen Molekile und der

lokalen Sekretion von immunstimulatorischer Zytokinen sollen T-Lymphozyten und NK-Zellen



aktiviert werden, die dann in der Lage sind, noch im Korper verbliebene Tumorzellen zu
erkennen und zu eliminieren. In autologen Ansatzen ist jedoch die Anzahl der zur Verfliigung
stehenden Tumorzellen stark limitiert, wahrend allogene Therapieansatze, basierend auf
Tumorzelllinien, deutlich bessere Voraussetzungen mitbringen, um die entsprechenden

Vakzine in groReren Mengen produzieren zu kénnen.

Bei der Immunisierung mit DC-basierten Vakzinen werden Patienten-eigene Dendritische
Zellen mit TAA beladen und anschlieRend wieder in den Patienten appliziert. Die DC gehoren
zu den Antigen-prasentierenden Zellen. Sie sind in der Lage, die TAA effektiv zu prozessieren
und geeignete Epitope iiber MHC-Klasse-I- bzw. MHC-Klasse-lI-Molekiile an CD4" und CD8" T-
Lymphozyten zu prasentieren. Dies flhrt zur Aktivierung und Proliferation von zytotoxischen T-
Lymphozyten, die in der Lage sind, Tumorzellen zu eliminieren, die ebensolche Antigen-
Peptide liber ihre MHC-Molekile prasentieren. Nachteil dieses Therapieverfahrens ist nicht
nur die immunologische Komplexitat der Biologie der DC und der damit verbundene hohe
Aufwand fir eine GMP-konforme Herstellung solcher Vakzine, sondern auch das bis dato
geringe Verstdandnis der biologischen Zusammenhinge, die eine wie auch immer begriindete

Manipulation der Zellen eher ungerichtet erscheinen lasst (Van Poppel et al., 2009).

1.2 MGN1601

Die Entwicklung autologer Tumorzell-basierten Vakzine, bei dem die Tumorzellen gentechnisch
modifiziert werden, ist ein Ansatz, der bereits vor Uber 10 Jahren studiert wurde (Antonia et
al., 2000). Der hohe technische Aufwand, sowie die hohen Kosten fiir die Praparation
autologer Tumorvakzine fuhrten schnell zu den Bemihungen, allogene Tumorzell-Vakzine zu
implementieren (Kronfeld et al., 2005). Die Wirkstoffzellen des MGN1601 Wirkstoffes gehdren
zu dieser Gruppe der allogenen genmodifizierten Tumorzell-basierten Vakzine. Hier handelt es
sich um einen Ansatz, bei dem allogene, transfizierte und bestrahlte Nierenkarzinomzellen
(etablierte Zelllinie, B25-MOL), die CD80, CD154, IL-7 und GM-CSF exprimieren, als Tumor-

Vakzine verwendet werden (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2 Generierung der MGN1601 Wirkstoffzellen

Durch das Einschleusen von vier MIDGE®-DNA-Vektoren in native B25-MOL-Zellen und anschlieBende
Bestrahlung (IR) werden die Zellen des Wirkstoffes MGN1601 generiert. Sie Gberexprimieren CD80, CD154, IL-7
und GM-CSF.

Fir die Herstellung dieser Wirkstoffzellen wird eine humane Nierenkarzinomzelllinie
verwendet, die aus Patientenmaterial etabliert wurde. In diese Nierenkarzinomzelllinie werden
im Rahmen des Herstellungsprozesses vier verschiedene MIDGE®-DNA-Vektoren (minimalistic
immunologically defined gene expression) zur transienten Expression von CD80, CD154, IL-7
oder GM-CSF eingebracht (Schakowski et al., 2001). Durch eine anschlieRende Bestrahlung
verlieren die Zellen ihre Proliferationsfahigkeit. Diese Wirkstoffzellen, in Kombination mit dem
DNA-basierten Immunmodulator dSLIM® (double stem-loop immune modulator; (Kochling et

al., 2008; Schmidt et al., 2006) bilden zusammen den Wirkstoff MGN1601.

1.2.1 MGN1601 Wirkmechanismus

Am Ort der Vakzinierung und in unmittelbarer Umgebung entsteht ein Milieu mit hoher
immunmodulierender Aktivitat. Aufgrund unmethylierter Cytosin-Guanin-Motive (CpG) dhnelt
dSLIM® bakterieller DNA und fungiert als , Gefahrensignal”. Das dSLIM® stimuliert vor allem
eine Tyl-Immunantwort, aber auch die Aktivierung von B-Lymphozyten, NK-Zellen, sowie

Dendritische Zellen (Hagner et al., 2004).

Die zweite Komponente des Wirkstoffes sind die genmodifizierten, bestrahlten, allogenen
Tumorzellen. Bedingt durch ihren allogenen Charakter werden die polymorphen MHC-
Molekiile der Wirkstoffzellen vom adaptiven Immunsystem des Patienten als kérperfremd
erkannt und fihren zu einer AbstoBungsreaktion. Bedingt durch die Syntheseleistung der
Wirkstoffzellen entsteht am Ort der Vakzinierung eine hohe Konzentration der Zytokine IL-7
und GM-CSF, sowie eine hohe Dichte der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD154. Die

Prasentation allogener MHC-Molekiil::Peptid-Komplexe bewirkt eine direkte Aktivierung von



CD8" T-Lymphozyten, vermittelt Gber die Interaktion der MHC-Klasse-lI-Molekiil::Peptid-
Komplexe mit TCR (T-Zellrezeptor). Das durch diese Interaktion ausgel6ste Signal in den
Lymphozyten wird durch die simultane Bindung von CD80 auf den Wirkstoffzellen und CD28
auf den CD8" T-Lymphozyten verstirkt. Durch die Aktivierung des TCR-Komplexes werden
intrazelluldre Signalkaskaden ausgeldst, wodurch die Differenzierung der naiven CD8" T-
Lymphozyten in zytotoxische CD8" T-Lymphozyten induziert wird (Abbildung 1.3). Diese
zytotoxischen T-Lymphozyten sind in der Lage analoge allogene MHC-Klasse-l::Peptid-

Komplexe auf den Wirkstoffzellen zu erkennen und diese Zellen zu lysieren.

MIDGE modifizierte Tumorzelle CD8* T-Lymphozyt

MHC-I::Peptid-
Komplex TCR

cD28

Zytokine

Abbildung 1.3 Wirkmechanismus Wirkstoffzellen - direkte Aktivierung von cp8* T-Lymphozyten (Mologen,
modifiziert)

Bedingt durch die Aktivierung werden die CD8" T-Lymphozyten zur Sezernierung von IL-2
angeregt sowie zur Expression des hoch-affinen IL-2-Rezeptors CD25. Dies fiihrt zu einer
autokrinen Stimulation, welche die klonale Expansion und die Differenzierung in zytotoxische
T-Lymphozyten fordert (Frankenberger et al., 2005; Kronfeld et al., 2005). Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass genmodifizierte Tumorzellen, welche kostimulatorische Molekiile
exprimieren (CD80/ CD86) in der Lage sind, in tumorspezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten
(CTL)-Immunantworten zu induzieren. (Frankenberger et al., 2005; Joki et al., 1999; Jung et al.,
1999; Kronfeld et al., 2005; Lee et al., 2001). Ebenso werden allogene MHC-Molekiil::Peptid-
Komplexe durch NK-Zellen erkannt und eliminiert. Dabei interagieren die allogenen MHC-
Molekiil::Peptid-Komplexe mit Killerzell-Immunglobulin-dhnlichen Rezeptoren (KIR, killer
immunoglobulin like receptor) auf den NK-Zellen. Das daraus resultierende aktivierende Signal
flihrt schlielich zur Aktivierung der NK-Zelle und Eliminierung der allogenen Tumorzelle

(Caligiuri, 2008).

Professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APC) phagozytieren Zelltrimmer abgettteter

Wirkstoffzellen und prozessieren vorhandene Antigene, um diese liber ihre zelleigenen MHC-



Molekiile geeigneten T-Lymphozyten zu prasentieren. Naive T-Lymphozyten erkennen (iber
ihren T-Zellrezeptor (TCR) den Komplex aus korpereigenem MHC-Molekiil und prasentiertem
Antigenpeptid und erhalten so das primare Aktivierungssignal. Fir eine vollstandige
Aktivierung ist jedoch ein zweites Signal Uber eine Interaktion mit kostimulatorischen
Molekiilen notwendig, welches ebenfalls von den APC gestellt wird. Die Aktivierung von CD4"
T-Lymphozyten erfolgt iber MHC-Klasse-ll-Molekiile, wihrend CD8" T-Lymphozyten (ber
MHC-Klasse-I-Molekile aktiviert werden (,,cross presentation”, Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.4 Wirkmechanismus der Wirkstoffzellen - indirekte Aktivierung von T-Lymphozyten iiber
Antigen-prasentierende Zellen (Mologen, modifiziert)

Antigen-prasentierende Zellen (APC) phagozytieren und prozessieren Antigene der Wirkstoffzellen. In der Regel
erfolgt die Prasentation der prozessierten Antigenpeptide liber MHC-Klasse-Il-Molekiile, wodurch CD4" T-
Lymphozyten aktiviert werden. Uber einen Prozess der als ,Cross presentation” bezeichnet wird, werden die
prozessierten Antigenpeptide auch auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert, wodurch CD8" T-Lymphozyten
aktiviert werden kénnen.

In Folge einer direkten Aktivierung von CD8" T-Lymphozyten eliminieren die differenzierten
CD8" Effektorzellen andere kérperfremde Zellen, welche den gleichen MHC-Klasse-I-
Molekiil::Peptid-Komplex tragen. Wihrend CD8" T-Lymphozyten, die nach einer indirekten
Aktivierung (iber APCs zu Effektorzellen differenzieren, kérpereigene Zellen lysieren, die die
gleichen Antigenpeptide Uber korpereigene MHC-Klasse-I-Molekiile prasentieren. Die
aktivierten CD4" T-Lymphozyten differenzieren in Ty1- bzw. Ty2-Lymphozyten. Wahrend die
Tul-Lymphozyten eine zellvermittelte Immunantwort unterstiitzen, ruft die Generierung von
Tu2-Lymphozyten eher eine humorale Immunantwort hervor. Die Anwesenheit von dSLIM®
und die durch die Wirkstoffzellen sezernierten Zytokine (IL-7, GM-CSF) verlagern das
Gleichgewicht der Differenzierung der CD4" T-Lymphozyten zu Gunsten einer T,yl-basierten

zellvermittelten Immunantwort.

Das Membranprotein CD80 wird in erster Linie von APCs und B-Lymphozyten exprimiert. Es

fungiert als kostimulatorisches Signalmolekiil bei der Aktivierung von T-Lymphozyten. Diese



benotigen zwei Signale fiir eine vollstandige Aktivierung. Zundchst das primare Signal, welches
Uber die Interaktion eines MHC-Molekil::Peptid-Komplexes mit dem TCR vermittelt wird.
Dieses primare Signal allein miindet in einem Zustand der als Anergie bezeichnet wird, in dem
der T-Lymphozyt nicht mehr auf eine Aktivierung durch ein spezifisches Antigen aktiviert
werden kann. Eine vollstandige Aktivierung wird nur durch ein sekundares Signal erreicht,
vermittelt durch das auf naiven T-Lymphozyten exprimierte CD28-Antigen. Diese Aktivierung
erfolgt durch die Interaktion mit CD80 (bzw. CD86) auf den APCs (Abbildung 1.3 und Abbildung
1.4). In Folge des Einschleusens eines CD80-kodierenden MIDGE®-DNA-Vektors exprimieren
die Wirkstoffzellen dieses kostimulatorische Molekiil. Die Prasentation zelleigener
Antigenpeptide Uber die MHC-Molekiile in Kombination mit der Expression von CD80, sind die
Wirkstoffzellen in Lage naiven T-Lymphozyten nicht nur das priméare, sondern auch das
sekundar aktivierende Signal zu vermitteln und bewirken in Folge dessen eine vollstandige
Aktivierung von T-Lymphozyten. Neben dieser positiven Regulation der T-Lymphozyten-
Aktivierung spielt CD80 auRerdem eine Rolle in der Repression der T-Lymphozyten-
Aktivierung. Dabei interagiert CD80 mit dem Oberflaichenmolekil CTLA-4, dessen Expression
durch die Aktivierung des T-Lymphozyten verstarkt wird. Da CTLA-4 eine hohere Affinitat fur
CD80 (bzw. CD86) besitzt als CD28, interagiert es bevorzugt mit CD80, wodurch die
Proliferation des T-Lymphozyten beendet wird (Green, 2000). In einer Studie von Antonia et al.
(2000) konnte belegt werden, dass in M&usen einer Uberexpression von CD80 in autologen
Tumorzellen zu einer erhéhten Anzahl reaktiver T-Lymphozyten fiihrt, sowie zu einer durch T-
Lymphozyten vermittelten Eliminierung parentaler Tumorzellen. Ebenso konnte auch im
Menschen bereits nachgewiesen werden, dass CD80 genmodifizierte allogene Tumorzellen,
vor allem in Kombination mit Zytokinen wie IL-2, IL-7 oder GM-CSF zu einer Expansion

Tumorzell-spezifischer T-Lymphozyten fuhrt (Frankenberger et al., 2005).

Das kostimulatorische Molekiil CD154 wird hauptsichlich auf aktivierten CD4" T-Lymphozyten
exprimiert und vermittelt Aktivierungssignale an APC und B-Lymphozyten. Durch das
Einschleusen entsprechender MIDGE®-DNA-Vektoren exprimieren auch die Wirkstoffzellen
dieses kostimulatorische Molekiil und sind so in der Lage diese aktivierende Funktion zu
imitieren.  Eine Interaktion mit CD40 auf B-Lymphozyten foérdert je nach
Differenzierungsstadium die Proliferation, Differenzierung, Immunglobulin-Produktion bzw.
den Immunglobulin-Klassenwechsel. AuBerdem hat die Expression von CD154 einen direkten
Effekt auf die Expression von Adhasionsmolekiilen sowie weiterer kostimulatorischer Molekiile
(CD54, CD23, CD80, CD86); es regt die Produktion zahlreicher Zytokine (IL-6, IL-10, TNF-a) an
und fuhrt weiterhin zu einer vermehrten Expression von MHC-Molekiilen auf B-Lymphozyten

(van Kooten et al., 2000). Monozyten und Makrophagen werden nach einer Interaktion von
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CD40 und CD154 dazu angeregt, Zytokine, wie TNF-a, MIP-1a (CCL3) und IL-12 zu sezernieren.
Ebenso wird eine gesteigerte Expression kostimulierender Molekile (CD80, CD86) auf den APC
(Abbildung 1.5) induziert. Damit erhoht sich das Potential der APC, T-Lymphozyten zu
aktivieren und die Immunantwort der CD4" T-Lymphozyten zu Gunsten einer Tyl-basierten

zelluldaren Immunantwort zu verschieben (Elgueta et al., 2009; van Kooten et al., 2000).

MIDGE modifizierte Tumorzelle Professionelle
Antigen-prasentierende Zelle

CD154 CD40

Zytokine

Abbildung 1.5 Wirkmechanismus der Wirkstoffzellen — Aktivierung von APC
Das Zytokin IL-7 spielt eine essentielle Rolle in der Entwicklung der B- und T-Lymphozyten.
Durch die Inhibition der Bcl-2-vermittelten Apoptose unterstiitzt IL-7 das Uberleben von
naiven T-Lymphozyten im peripheren lymphatischen Gewebe. Die Eigenschaft, dass IL-7 die
Immunreaktion auf schwache oder niedrig affine Antigene durch Forderung der T-
Lymphozyten-Proliferation (Abbildung 1.3) und Sezernierung weiterer Zytokine steigert, macht
es als potentielles Immuntherapeutikum gegen Tumorzellen besonders interessant. So
konnten Finke et al. (1997) bereits zeigen, dass genmodifizierte, IL-7 exprimierende primare
Tumorzellen in der Lage sind die Sensitivitdit von Tumorzellen gegeniiber Tumorzell-

spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten in einem autologen Ansatz zu verstarken.

GM-CSF gehort zu den hamatopoetischen Zytokinen. Es stimuliert die Proliferation von
Vorlauferzellen der Granulozyten und/oder Makrophagen, beeinflusst deren Differenzierung,
induziert ihre Reifung und stimuliert die funktionelle Aktivitat reifer hamatopoetischer Zellen.
Monozyten differenzieren unter Einfluss von GM-CSF zu Typ 1 Dendritischen Zellen (DC),
welche die Differenzierung von CD4" T-Lymphozyten in T,1-Zellen férdern, wodurch wiederum
eine zellvermittelte Anti-Tumorreaktion forciert wird (Arellano et al., 2008). Aktivierte, reife DC
sind professionelle APC, die ebenso CD8" T-Lymphozyten effektiv aktivieren kénnen. Damit

fordert GM-CSF eine potente, spezifische Anti-Tumor-Immunantwort, die Giber CD8" und CD4

T-Lymphozyten vermittelt wird. Verschiedene Studien belegen eine GM-CSF vermittelte
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Induktion einer effektiven Anti-Tumorreaktion und Tumorregression (Dranoff et al., 1993; Rini
et al.,, 1998; Wos et al.,, 1996). Die Kombination der Zytokine IL-7 und GM-CSF in einer
Immuntherapiestudie in Mausen (Li et al., 2007) zeigt eine deutlich héhere Anzahl aktivierter
Effektor-T-Lymphozyten in den Tumoren der Versuchstiere, sowie eine hohere
Lebenserwartung, gegenliber der Einzeltherapie. Weiterhin konnte die Anzahl der T-
Lymphozyten erh6ht werden, die spezifisch fiir schwache Antigene sind. Im Menschen erfolgte
eine Pilotstudie mit autologen Tumorzellen, die mit IL-7 und GM-CSF kodierenden Vektoren
transfiziert wurden, in Kombination mit dem immunstimulierenden Oligonukleotid dSLIM®.
Dabei wurde ein verdndertes Zytokin-Muster im Serum und eine erhdhte Anzahl an CD8" und
CD56" Lymphozyten im Blut der behandelten Patienten festgestellt, was insgesamt auf die

Induktion einer Anti-Tumor-Immunantwort in vivo schlieRen lasst (Wittig et al., 2001).

Der Wirkstoff MGN1601 stimuliert eine effektive Anti-Tumor-Immunantwort auf
verschiedenen Ebenen. Wahrend das immunstimulatorische Adjuvanz dSLIM® zu einer
unspezifischen Aktivierung des Immunsystems fiihrt, induzieren die Wirkstoffzellen eine
spezifische T-Lymphozyten-vermittelte Anti-Tumorantwort. Dabei stellen die allogenen MHC-
Molekiile bzw. die darauf prasentierten Wirkstoffzell-assoziierten Antigenpeptide das primare
Aktivierungssignal, wdhrend das sekunddre Aktivierungssignal von den durch die
Wirkstoffzellen exprimierten, kostimulatorischen Molekiilen (CD80, CD154) gestellt wird. Die
hohe lokale Konzentration der Zytokine IL-7 und GM-CSF intensiviert die Aktivierung des

Immunsystems zusatzlich und forcieren eine zellvermittelte Immunantwort.

1.3  DNA-Microarrays als Mittel zur Genexpressionsanalyse

Durch die Genmodifikation der B25-MOL-Zellen zur Herstellung der Wirkstoffzellen wird das
Proteom dieser Zellen, durch das Einschleusen CD80-, CD154-, IL-7- und GM-CSF-kodierender
MIDGE®-DNA-Vektoren verandert. Es ist davon auszugehen, dass es auRerdem zu sekundaren
Veranderungen des Expressionsmusters kommt. Zum einen bedingt durch den
Herstellungsprozess selbst und zum anderen durch die Adaptation der Zellen auf die
eingeschleusten MIDGE®-DNA-Vektoren und ihrer Genprodukte. Um zu ermitteln, wie sich das
Expressionsmuster der Wirkstoffzellen von dem der nativen B25-MOL-Zellen unterscheidet, ist
es notwendig, die relativen Mengen der mRNA moglichst vieler Gene zu bestimmen und
einander gegentliberzustellen. Da dies mittels etablierter Methoden wie der quantitativen RT-
PCR aufgrund der hohen Anzahl an Einzelexperimenten nicht praktikabel ist, wird im Rahmen
der vorliegenden Arbeit auf eine alternative Hochdurchsatz-Methode zuriickgegriffen, die

Microarray-Technologie. Diese bietet die Moglichkeit, bei geringem Material- und Zeitaufwand
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die relativen Mengen der mRNA zehntausender Gene gleichzeitig zu bestimmen und damit
Rickschliisse auf die veranderte Aktivitdit von Genen bzw. den veranderten Phanotyp der

Wirkstoffzellen zu ziehen.

Das Prinzip der DNA-Microarray-Technologie beruht analog zum Southern Blot auf einer
spezifischen Bindung komplementarer, einzelstrangiger Polynukleotide. Im Gegensatz zu
dieser Methode wird bei der DNA-Microarray-Technologie die Sonde (einzelstringiges
Oligonukleotid mit bekannter Sequenz) auf einem Trager ortspezifisch immobilisiert, wahrend
die zu untersuchende Probe (einzelstrangiges Nukleinsdure-Fragmente aus Probenmaterial)
markiert und frei beweglich ist. Komplementare Nukleinsdure-Fragmente binden spezifisch an
ihre entsprechende Sonde auf dem Tragermaterial. Die Fluorophor- oder Silber-markierten
hybridisierten Nukleinsdure-Fragmente werden anschlieBend mittels eines geeigneten
Scanners detektiert und quantifiziert. Die vom Scanner erfassten Signale kdnnen einzelnen
Sonden und damit bestimmten Nukleotidsequenzen zugeordnet werden. Die Intensitat der
detektierten Signale stellt dabei ein Mal} fir die entsprechend vorhandene Menge des

hybridisierten Nukleinsaure-Fragments aus dem Probenmaterial dar.

Die kommerziell erhéltlichen DNA-Microarrays lassen sich in drei Gruppen unterscheiden, i)
den ,short oligonucleotides” basierten, bei denen Sonden verwendet werden, die 25
Nukleotide lang sind (Affymetrix), ii) ,/long oligonucleotides" basierten, bei denen die Lange der
Sonden 50 - 80 Nukleotide betragt (Agilent, lllumina, Amersham) und iii) den ,spotted-cDNA

amplicons”, bei denen kurze PCR-Amplifikate als Sonden dienen (NIA).

1.3.1 Human GeneChip® 1.0 ST (Affymetrix Inc.)

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird der Human GeneChip® 1.0 ST der Firma Affymetrix
Inc. verwendet. Hierbei handelt es sich um einen ,,short oligonucleotides” basierten humanen
Gesamt-Transkriptom-Array, der die Expressionsstarke von tber 28.000 Genen mit Hilfe von
Uber 764.000 verschiedenen Sonden abbildet. Dabei wird das Ergebnis der Gen-Level-Analyse
von multiplen Sonden auf verschiedenen Transkriptbereichen eines Gens zu einem Wert
zusammengefasst, der die Expressionsstarke aller Transkripte desselben Gens reprasentiert

(GeneChip Gene 1.0 ST Array System for Human, Mouse and Rat, 2007).

Die Herstellung dieser GeneChips erfolgt in situ durch Photolithographie, wobei die einzelnen
Sonden direkt auf dem Trager (Glas) synthetisiert werden. Durch diese Art der Herstellung wird
eine sehr hohe Dichte der Sonden auf dem Trager erreicht, weshalb die Chips eine relativ
geringe GroRe besitzen. Eine exemplarische Darstellung der Affymetrix GeneChips ist in

Abbildung 1.6 zu sehen. Derzeit betragt die Lange der Oligonukleotide, die auf den Affymetrix
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Chips synthetisiert werden, 25 Nukleotide. In der Regel ist fiir jedes Oligonukleotid (PM-Oligo,
perfect match) auf dem Chip ein spezifisches MM-0ligo (miss match) vorhanden, bei dem die
mittlere Base durch ihr jeweiliges Komplement ersetzt ist. Zusammen wird ein solcher Satz an

Sonden bei Affymetrix als ,ProbeSet” und im Folgenden als Sonden-Set bezeichnet.

Abbildung 1.6 Affymetrix GeneChip (www.affymetrix.com)

1.3.2 Array-Hybridisierung

Fiir die Durchfiihrung eines Microarray-Experimentes muss in einem ersten Schritt aus den zu
untersuchenden Zellen die RNA extrahiert werden. AnschlieRend wird die aufgereinigte RNA in

mehreren Schritten amplifiziert und markiert.

Ausgehend von der Gesamt-RNA erfolgt als erstes eine reverse Transkription mit
anschlieRender Zweitstrangsynthese, aus der doppelstrangige cDNA hervorgeht. Diese fungiert
im folgenden Schritt als Transkriptions-Template; die vorhandene cDNA wird in vitro in cRNA
umgeschrieben. Mittels nukleinsaure-bindender Beads wird die Probe von vorhandenen
Enzymen, Salzen und nicht eingebauten dNTP getrennt. Daran schlieft sich eine weitere
reverse Transkription an, bei der das Nukleotid-Analogon dUTP in die resultierende cDNA
eingebaut wird. Nach einer RNase H Behandlung zur Hydrolyse der cRNA und einem weiteren
Reinigungsschritt wird die einzelstrangige cDNA fragmentiert. Unter Verwendung der Uracil-
DNA-Glykosilase (UDG) und der A-Purin-A-Pyrimidin-Endonuklease (APE1) werden die zuvor
eingebauten dUTP in der cDNA erkannt und an dieser Position fragmentiert. Anschliefend
erfolgt eine terminale Polyadenylierung und Biotin-Markierung der fragmentierten cDNA. Im
folgenden Schritt wird die markierte cDNA in einem mehrstiindigen Prozess unter Northern-
Blot-dhnlichen Bedingungen mit den Sonden auf der Chipoberflache hybridisiert. AnschliefSend
wird der Chip gewaschen und gefarbt. Dabei wird ein fluoreszierendes Streptavidin-
Phycoerythrin-Konjugat aufgebracht. Uber die nicht-kovalente Biotin-Streptavidin-Bindung
wird die hybridisierte cDNA auf der Chip-Oberflache gefarbt. Nach einem letzten Waschschritt
werden die Fluoreszenzintensitditen mittels eines Laserscanners ausgelesen und Software-

basiert fir jedes Sonden-Set eine numerische Signalintensitat berechnet. Diese erlaubt nach
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der Praprozessierung der Daten, auf die im folgenden Abschnitt naher eingegangen wird, eine
genspezifische Bestimmung der relativen Menge von RNA-Transkripten innerhalb der zu
untersuchenden Probe und stellt damit ein MaR fiir die Expressionsstarke der Transkripte dar

(GeneChip® Expression Analysis Technical Manual, 2009).
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Abbildung 1.7 Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufes eines Human GeneChip Microarray
Experiments

Die extrahierte RNA wird zundchst in doppelstrangige cDNA konvertiert, um anschliefend in cRNA transkribiert
zu werden. Unter Verwendung eines dUTP/dNTP Mixes erfolgt dann eine weitere reverse Transkription. Die
resultierende cDNA wird hydrolytisch fragmentiert und Biotin-markiert. Im nachsten Schritt erfolgen die
Hybridisierung an die Sonden auf der Chip-Oberflache, die Farbung und schlieRlich das Laser-gestiitzte Auslesen
der Fluoreszenzintensitaten. (modifiziert, www.affymetrix.com)

1.3.3 Datenanalyse von Affymetrix GeneChips

Die Oligo-Microarray-Technologie wird seit etwa Ende der 1990er Jahre routinemaRig
eingesetzt. Obwohl seitdem zahllose Microarray-Experimente von Forschergruppen weltweit
durchgefiuhrt wurden, konnte man sich bisher nicht auf eine zuverlassige allgemeingiiltige
Methode zur Auswertung der gewonnenen Daten einigen. Vielmehr existiert eine Reihe von
Datenanalyse-Methoden nebeneinander, und laufend werden neue Verfahren entwickelt. In
zahlreichen Publikationen werden Datenanalyse-Methoden miteinander verglichen, jedoch
fliihren diese Vergleiche je nach verwendetem Chip, analysierten Parametern und angelegten
Malstaben zu unterschiedlichen Ergebnissen (Boes et al., 2005; Bolstad et al., 2003; Irizarry et
al., 2006; Qin et al., 2006). Entsprechend schwierig gestaltet sich die Auswahl einer objektiven

Methode zur Datenanalyse.
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Zur Auswertung der groRen Datenmengen stehen verschiedene kommerzielle
Softwarelosungen zur Verfligung, die vor allem von den Herstellerfirmen der Microarrays
vertrieben werden (Partek, MAS5.0, Microarray Software Suite TM4, Mayday). Daneben
existieren auch nicht-kommerzielle Softwareprogramme zur Analyse solcher Datensatze, die
auf verschiedene Chip-Plattformen angewendet werden kénnen und im Vergleich zu den
kommerziell vertriebenen Programmen nicht so kostenintensiv sind. Wahrend die
kommerziellen Software-Loésungen meist nur eine Methode zur Qualitdtskontrolle,
Praprozessierung und Identifikation differentiell exprimierter Gene zur Verfligung stellen, sind
die nicht-kommerziellen Software-Lésungen weitaus flexibler und bieten verschiedene

Methoden und Algorithmen zur Auswertung an.

Eines dieser nicht-kommerziellen Softwareprogramme ist das Bioconductor-Projekt
(www.bioconductor.org), ein internationales open-source und open-development Software-
Projekt fir die Analyse groRBer Datensatze aus Microarray-Experimenten. Es basiert auf der
Programmiersprache R, welche fir statistische Berechnungen und Generierung von Grafiken
entwickelt wurde (www.r-project.org). Das Bioconductor-Projekt besitzt einen modularen
Aufbau, was eine unabhangige und parallele Weiterentwicklung der Software erlaubt. Fir die
Datenanalyse stehen hier eine Vielzahl verschiedener Softwarepakete und Module zur
Verfligung, so dass basierend auf den Eigenschaften des Datensatzes ein geeignetes Modul fir

die Auswertung ausgewahlt werden kann (Gentleman et al., 2004).

1.3.3.1 Prdprozessierung

Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, welche Auswirkungen bestimmte experimentelle
Bedingungen auf das Expressionsmuster von Zellen haben, ist es notwendig, die
Expressionsdaten der unveranderten Zellen mit denen der finalen Zellen aus dem Experiment

zu vergleichen.

Bei der Verwendung der aufwendigen und komplizierten Microarray-Technologie kdnnen
zufdllige und systematische Fehler auftreten. Da die zahlreichen technischen Arbeitsschritte
nie exakt wiederholt werden kdnnen, sind die detektierten Signale und damit die Ergebnisse
eines Microarray-Experimentes nie identisch zu den Ergebnissen eines zweiten Microarray-
Experiments. Weiterhin kann eine Variabilitdt, bedingt durch unterschiedliche Bearbeiter oder
verschiedene Herstellungschargen der benétigten Komponenten entstehen. Zusatzlich kbnnen
Gen-spezifische Effekte beobachtet werden, da die Hybridisierung des Probenmaterials mit
den Sonden auf den Chips von Gen zu Gen unterschiedlich effizient sein kann. Letztlich wird
auf jedem Chip ein gewisses Hintergrundsignal beobachtet (Hintergrundrauschen und

Artefakte). Deshalb muss als erster Schritt in der Praprozessierung einer Microarray-
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Datenanalyse grundsatzlich eine Qualitatskontrolle der detektierten Signale durchgefiihrt
werden, um grobe Verunreinigungen oder andere Mangel aufzudecken und betroffene
Microarray-Experimente gegebenenfalls aus der Datenanalyse auszuschlieBen (Russell et al.,
2009). Dabei werden die erhobenen Datensatze aller durchgefliihrten Microarray-Experimente
auf zwei Ebenen analysiert: i) auf Array-Ebene, dabei wird anhand des gescannten Bildes die
Qualitat des detektierten Signals eines jeden Spots und dessen Umgebung analysiert,
aulerdem werden die vorhandenen Kontrollspots ausgewertet und schlieBlich die Uniformitat
zwischen Sonden des gleichen Typs analysiert; ii) auf experimenteller Ebene werden alle
durchgefihrten Microarray-Experimente miteinander verglichen, um so AusreilRerexperimente

zu identifizieren und diese von der eigentlichen Datenanalyse ausschlieRen zu kdnnen.

Trotz Qualitatskontrolle bleibt jedoch eine gewisse, unerwiinschte Variabilitdt zwischen den
Microarrays, welche durch die genannten Effekte verursacht wird. Aus diesem Grund werden
die Expressionsdaten (.CEL Dateien, welche die Sonden-Set-spezifischen Signhalintensitdten
enthalten) vor der statistischen Analyse zur Identifizierung der differentiellen Genexpression
bereinigt. Flr dieses als Praprozessierung bezeichnetes Verfahren wurden zahlreiche
Methoden entwickelt. Flr die Praprozessierung von Affymetrix Daten kommen meist MAS5
(Statistical Algorithms Reference Guide, 2007), PLIER (Guide to Probe Logarithmic Intensity
Error (PLIER) Estimation, 2001), RMA oder GCRMA (Irizarry et al., 2003b) zur Anwendung. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die von Irizarry et al. (2003b) publizierte
Praprozessierungsmethode RMA (robust multi-array average) angewendet. Diese setzt sich
aus drei essentiellen Schritten zusammen: i) die Korrektur des Hintergrundrauschens, lber ein
globales Modell einer normalverteilten Hintergrundintensitat, ii) die Quartilnormalisierung,
wodurch die Verteilung der Expressionsintensititen der Microarrays einander angeglichen
werden und iii) das Zusammenfassen der Einzelintensititen zu Probe-Sets und damit
Zuordnung eines Expressionswertes zu einem Gen. Das Ergebnis dieser Praprozessierung ist
ein Datensatz, welcher die Expressionsstarke jedes mit Hilfe des GeneChips analysierten Gens

aller analysierten Versuchsproben enthalt.

1.3.3.2 Filterung der Daten

Bevor die Daten einer statistischen Analyse zur Bestimmung der differentiellen Expression der
analysierten Gene in unterschiedlich behandelten Zellpopulationen zugefiihrt werden, ist es
sinnvoll, eine Datenfilterung durchzufiihren, um den vorhandenen Datensatz des globalen
Expressionsprofils auf die Daten einzugrenzen, die fir die gegebene Fragestellung von

Interesse sind. Die Reduktion der Anzahl der betrachteten Gene fiihrt bei der Identifizierung
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der differentiell exprimierten Gene zu statistisch besser abgesicherten Ergebnissen. Dabei

unterscheidet man unspezifische und spezifische Filtermethoden.

Bei den spezifischen Filtermethoden wird der globale Datensatz der Expression aller Gene
anhand einer Liste von Gen gefiltert, die beispielsweise auf einer bestimmten Gen-Ontologie
(Gene Ontologies, GO) beruhen. Hier beschrankt sich das Interesse auf einen bzw. wenige
biologische Prozesse oder eine bestimmte Gengruppe. Nach der Filterung der Daten bleiben
nur die Gene im Datensatz erhalten, die zur gewahlten Gengruppe gehoren, alle Gbrigen Gene,
egal ob differentiell exprimiert oder nicht, bleiben unberiicksichtigt. So kdénnen schnell
differentiell exprimierte Gene identifiziert werden, die mit einem bestimmten Phanotyp

assoziiert sind.

Die nichtspezifischen Filtermethoden zielen darauf ab, Gene aus der Analyse zu entfernen, die
Uber alle analysierten GeneChips nur eine sehr geringe Signalintensitdt oder eine geringe
Varianz aufweisen. Die Filterung der Gene erfolgt dabei unabhangig von Genclustern oder
funktionellen Gengruppen. Dabei ist die Filterung der Daten basierend auf der Variabilitat
generell besser, als die Filterung der Daten allein basierend auf der Signalintensitat (Russell et

al., 2009).

1.3.3.3 Identifizierung differentiell exprimierter Gene

Wie fur die Prdprozessierung, stehen auch fiur die Identifizierung differentiell exprimierter
Gene verschiedene statistische Verfahren zur Verfligung. Zwar ist bekannt, dass das
Expressionsmuster einer Zelle ein koordiniertes System darstellt, die Gene dementsprechend
nicht unabhéngig voneinander reguliert werden. Dennoch beschrianken sich die meisten
Verfahren aufgrund der hohen Dimensionalitit der Daten und des allgemein fehlenden
Wissens Uber die genauen Wechselwirkungen zwischen den Genen auf univariante Analysen
(Scholtens et al., 2005). Die einfachste Moglichkeit fir die Berechnung der differentiellen
Expression sind Quotienten (Verhéltnisse) der Expressionsmittelwerte zwischen den zu
untersuchenden Probengruppen. Also die Berechnung der relativen Expressionsanderung (fold
change, FC). Bei einer geringen Anzahl an durchgefiihrten Microarray-Experimenten pro
Probengruppe, wie auch in der vorliegenden Arbeit, ist der FC wohl die beste Mdglichkeit zur
Ermittlung und Bewertung der differentiellen Expression. Dieser hat jedoch den
entscheidenden Nachteil, dass die experimentelle Variabilitdt nicht berilcksichtigt werden
kann. Es wurden jedoch auch Verfahren entwickelt, welche die Varianzabschatzung
verbessern, indem sie die Informationen der Streuung aller Gene {(iber mehrere mit
unterschiedlichen Proben hybridisierten Chips miteinbeziehen. Dazu gehdren unter anderem

die ,Significance Analysis of Microarrays“ (SAM) von Tusher et al. (2001) und ,linear models
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for microarray data” (limma) von Smyth (2004). In beiden Methoden wird die Varianz eines
Gens durch eine globale Varianzabschatzung bestimmt, wodurch die resultierenden
t-Statistiken (moderate t-Statistik) stabiler werden (Hummel, 2009). Beide Verfahren liefern
auch bei einer relativ geringen Anzahl an Versuchsproben und Replikaten verlassliche
Aussagen. Fir die Identifizierung der differentiell exprimierten Gene wird im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ,limma“ verwendet, welches in OnechannelGUI, einem Modul des

Bioconductors, implementiert ist.

1.3.4 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse

Um die differentiell regulierten Gene funktionellen Gengruppen zuordnen und so die
biologische Relevanz der Ergebnisse zu analysieren, kann eine funktionelle Gen-
Annotationsanalyse mit Hilfe des Internet-basierten DAVID-Programms durchgefiihrt werden.
Diese Auswertungsmethode ermoglicht die ldentifizierung Ulberreprasentierter funktioneller
Gengruppen gegeniliber dem genomweiten Expressionsprofil. Unter Berlicksichtigung der
vermuteten Wirkungsweise z. B. der Tumorvakzine kénnen dann funktionelle Gengruppen als

besonders interessant eingestuft werden.

1.3.4.1 Zellzyklus und Apoptose

Voraussetzung fir eine physiologische Teilung von Zellen ist ein intakter und korrekt
regulierter Ablauf des Zellzyklus, der durch eine Vielzahl von Aktivatoren und Inhibitoren
kontrolliert wird. Im Verlauf der Zellteilung (Mitose) verdoppelt sich das Genom und verteilt
sich exakt auf die beiden entstehenden Tochterzellen. Kontrollmechanismen ermdglichen
einerseits eine Reparatur eventuell vorhandener DNA-Schaden, gleichzeitig kdnnen sie eine
Zelle durch Apoptose eliminieren (Wyllie et al.,, 1999). Weiterhin kann eine Expression
bestimmter Rezeptoren (z.B. Rezeptoren fiir Tumornekrosefaktoren) eine erhdhte Sensitivitat
der  Wirkstoffzellen gegeniliber extrinsischen  Apoptosesignalen  bewirken. Die
Genexpressionsanalysen  sollen zeigen, ob ein herstellungsbedingt verdandertes
Expressionsprofil zu einem vermehrten Absterben der Wirkstoffzellen fihrt. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit soll so der Einfluss des Herstellungsprozesses auf die Apoptose-Rate der

Wirkstoffzellen untersucht werden.
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1.3.4.2 Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten

Die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten stellt einen komplexen
Prozess dar, an dem eine Vielzahl verschiedener Molekiile beteiligt ist. Die Wirkstoffzellen
exprimieren essentielle immunstimulatorische Oberflichenmolekiile (CD80, CD154) und
sezernieren GM-CSF und IL-7. In Kombination mit der Expression allogener MHC-Klasse-I-
Molekiile sind die Wirkstoffzellen in der Lage mit CD8" T-Lymphozyten zu interagieren und
diese direkt zu aktivieren. AuBerdem sollen Antigenprasentierende Zellen (APC) aktiviert
werden, welche Wirkstoffzell-assoziierte Antigene phagozytieren, prozessieren und daraus
resultierende Peptidfragmente T-Lymphozyten prasentieren (vgl. 1.2.1 MGN1601
Wirkmechanismus). An der Interaktion mit T-Lymphozyten sind weitere Oberflaichenmolekiile
beteiligt, deren verdandertes Expressionsprofil sich positiv oder negativ auswirken kann.
Insbesondere zdhlen dazu Molekiile, die an der Ausbildung der immunologischen Synapse
beteiligt sind; z.B. Adhdsionsmolekiile wie ICAM1, ICOSLG oder DC-SIGN. Eine verminderte
Expression dieser Gene hatte zur Folge, dass es zu Stérungen bei der Ausbildung der
immunologischen Synapse kommt und damit zu einer verminderten Fahigkeit der

Wirkstoffzellen mit T-Lymphozyten zu interagieren.

1.3.4.3 Zytokine und Chemokine

Eine erfolgreiche Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten ist abhangig
von lokalen und systemischen Zytokin-Mustern. Chemotaktische Zytokine, die auch als
Chemokine bezeichnet werden, vermitteln die Adhadsion und Migration von Immunzellen.
Neben den bereits erwdhnten Zytokinen IL-7 und GM-CSF, die von den Wirkstoffzellen
sezerniert werden, konnte die Expression weiterer Zytokine sowohl positive, wie negative
Effekte hervorrufen. Eine verstarkte Expression weiterer immunstimulatorischer Zytokine (z.B.
IL-2, CCL5, IL-6) kann dazu beitragen Antigenprasentierende Zellen oder Lymphozyten
anzulocken und zu aktivieren. Dagegen wiirde sich eine verstarkte Expression
immunsuppressiver Zytokine (z.B. TFN-B, TGF-B, IL-10) negativ auf das angestrebte Wirkprinzip

des Tumorvakzins auswirken (Janeway et al., 2002).

1.3.4.4 Antigenprozessierung und Antigenprdsentation

Fiir eine effektive Aktivierung von Lymphozyten und APC ist die Expression von MHC-
Molekiilen essentiell. Diese prasentieren Antigene des zelleigenen Proteinrepertoires (MHC-
Klasse-I-Molekiile) sowie phagozytierter und prozessierter Antigene (MHC-Klasse-I-Molekiile
und MHC-Klasse-llI-Molekiile). Geeignete T-Lymphozyten sind in der Lage Uber die Interaktion

ihres TCR mit dem prasentierten MHC-Molekiil::Peptid-Komplex zu differenzieren, ob es sich
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um eine korpereigene oder kérperfremde, bzw. um eine gesunde, infizierte oder maligne Zelle
handelt. Uber MHC:: TCR-Komplexe werden, in Kombination mit der Expression des
kostimulatorischen Molekiils CD80, CD8" T-Lymphozyten direkt aktiviert. Diese sind
anschlieRend in Lage weitere Tumorzellen, die denselben MHC-Klasse-I-Molekiil::Peptid-
Komplex prasentieren, Uber ihren TCR zu erkennen und zu eliminieren (Janeway et al., 2002).
Dagegen wirde sich eine verminderte oder gar fehlende Expression von MHC-Molekiilen
negativ auswirken, da dann eine direkte Aktivierung geeigneter T-Lymphozyten ausbleibt. In
Nierenzellkarzinomen und anderen Neoplasien wird in Kombination mit einer verminderten
Expression von MHC-Klasse-I-Molekilen haufig eine verstarkte Expression des nicht-
klassischen MHC-Molekiils HLA-G beobachtet (Bukur et al., 2003; Lefebvre et al., 2002; Paul et
al., 1998). Eine Zelloberflachenexpression von HLA-G fihrt zur Resistenz der Zelle gegeniiber
einer NK-Zell und T-Lymphozyten vermittelten Zytotoxizitat, was erhebliche negative Folgen
fliir das angestrebte Wirkprinzip der Tumorvakzine hatte. In diesem Fall kénnen die
Wirkstoffzellen T-Lymphozyten nicht mehr direkt aktivieren; ein essentieller Teil des

Wirkprinzips der Tumorvakzine wiirde nicht mehr funktionieren.

1.3.4.5 Tumorassoziierte Antigene (TAA)

Bedingt durch die Mutationen und epigenetischen Veranderungen unterscheiden sich
Tumorzellen in ihrem Expressionsmuster entscheidend von gesunden Zellen. Daraus resultiert
ein verandertes Repertoire der Peptidfragmente, die ilber MHC-Molekile prasentiert werden.
Geeignete CD8" T-Lymphozyten sind in der Lage entsprechende MHC::Peptid-Komplexe auf
solchen Zellen zu erkennen und diese zu eliminieren. Da jeder Tumor ein eigenes Repertoire
verschiedener TAA exprimiert, ist es wichtig, dass die Wirkstoffzellen ein moglichst breites
Spektrum verschiedener TAA exprimieren und so eine effektive Anti-Tumorantwort generiert
werden kann. Die Genexpressionsanalysen sollen helfen herauszufinden, welche TAA von den
Wirkstoffzellen exprimiert werden. Die Kenntnis darlber kann auBerdem helfen, weitere
Tumorarten zu identifizieren, die mit diesem oder einem leicht veranderten Tumorvakzinen

behandelt werden kénnen.

1.3.4.6 NK-Zellinteraktion

Haufig zeigen Tumorzellen eine verminderte Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I-
Molekiilen; ein Escape-Mechanismus, der es diesen abnormen Zellen ermdglicht, der
Detektion zytotoxischer T-Lymphozyten zu entgehen. Die NK-Zellen stellen die zytotoxischen
Zellen des angeborenen Immunsystems dar und besitzen ein eigenes Repertoire inhibitorischer

und aktivierender Rezeptoren. Die Diskriminierung von Tumorzellen durch NK-Zellen beruht
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auf deren Fahigkeit, ebensolche Zellen mit einer verminderten Oberflachenexpression von
MHC-Klasse-I-Molekiilen zu erkennen. Durch eine verminderte Expression von MHC-Molekiilen
fehlen den inhibitorischen Rezeptoren auf der NK-Zelle die Liganden, wodurch die Signale der
aktivierenden Rezeptoren iberwiegen und die NK-Zelle aktiviert wird. Infolge dessen werden
Perforin, Serin-Esterasen und Proteoglykane aus zytotoxischen Granula in Richtung Zielzelle
entlassen; diese verursachen eine osmotische Lyse. AuBerdem sind die NK-Zellen in der Lage,
mittels spezifischer Rezeptoren wie Fas und TRAIL Apoptose in der Zielzelle zu induzieren
(Moretta et al., 2001; Purdy et al., 2009). Allerdings kann in einer Reihe verschiedener
Neoplasien neben einer verminderten MHC-Molekiil-Expression eine Oberflachenexpression
von HLA-G beobachtet werden (vgl. 1.3.4.4 Antigenprozessierung und Antigenprasentation),
ein Escape-Mechanismus, der zur Resistenz der Tumorzelle gegentiber einer NK-Zell bzw. T-Zell

vermittelten Zytotoxizitat fihren kann.

Die Lyse der Wirkstoffzellen durch NK-Zellen kénnte Teil des vermuteten Wirkmechanismus
sein. Ein Angriff von NK-Zellen auf die Wirkstoffzellen fihrt dann zu einer vermehrten
Freisetzung von Antigenen, die von Antigenprasentierenden Zellen aufgenommen, prozessiert
und mittels MHC-Molekiilen zytotoxischen T-Lymphozyten prasentiert werden. Die so
aktivierten CD8" T-Lymphozyten sind dann in der Lage, andere Tumorzellen, die das gleiche
Antigen prasentieren, zu erkennen und zu eliminieren. Anhand der Genexpressionsanalysen
kann eventuell ein erhthtes oder vermindertes Interaktionspotential der Wirkstoffzellen
gegenilber NK-Zellen abgeleitet werden. Die Genexpressionsanalysen dieser Arbeit kdnnten
solche durch NK-Zellen vermittelten Wechselwirkungen mit den Wirkstoffzellen aufklaren

helfen.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Maligne Nierenerkrankungen rangieren unter den 10 hdufigsten Tumorerkrankungen der
westlichen Welt; darunter machen die Nierenzellkarzinome (RCC) den weitaus grofSten Teil
dieser Neoplasien aus. RCC sind sehr heterogen und entstehen aus unterschiedlichen
Zelltypen. Haufig werden mit konventionellen Behandlungsmethoden (Bestrahlung,
Chemotherapie) nur unzureichende Behandlungserfolge erzielt, weshalb seit einigen Jahren

neue Therapieansatze erforscht werden.

Es wurden alternative Therapiemethoden entwickelt, welche unter anderem das Prinzip der
Tumorvakzinierung verfolgen. Eine dieser vielversprechenden Methoden zur Behandlung von
RCC entwickelt die Firma Mologen AG, eine zellbasierte Gentherapie mit dem Wirkstoff
MGN1601. Dabei werden allogene Tumorzellen (immortalisierte Nierenkarzinomzelllinie)
genutzt, um das Immunsystem des Patienten zu aktivieren, so dass die korpereigenen
Tumorzellen effektiv bekdampft werden kénnen. Um diese Aktivierung weiter zu steigern,
werden vier MIDGE®-DNA-Vektoren, die verschiedene Gene kodieren (CD80, CD154, IL-7, GM-

CSF) in die allogenen Tumorzellen mittels Transfektion eingeschleust.

Das bis dato relativ geringe Verstandnis biologischer Zusammenhange ist ursachlich dafir, dass
eine wie auch immer begriindete Manipulation eher ungerichtet ist und damit auch die
resultierenden Effekte als ungerichtet betrachtet werden missen. Diese Effekte, ausgedriickt
im Expressionsmuster der Zellen, nach Manipulation kénnen in i) technisch bedingte Effekte
durch die physikalischen Auswirkungen der Transfektion und anschliefende Bestrahlung im
Verlauf der Wirkstoffherstellung; ii) direkt und beabsichtigte Effekte durch die Expression der
vier eingebrachten Vektoren; und iii) sekundare Effekte, die durch die Expression der vier

Vektoren und die zelluldre Adaptation darauf entstehen, unterteilt werden.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Genexpressionsanalyse der Zellen des Wirkstoffes
MGN1601 im Vergleich zu den nativen B25-MOL-Zellen, welche als Ausgangsmaterial fir die
Herstellung der Wirkstoffzellen dienen, um die resultierenden Effekte, die sich aus der
Manipulation dieser Zellen ergeben zu identifizieren und so eine Grundlage fiir die weitere

Optimierung und Fortentwicklung dieser zellbasierten Tumorvakzine zu legen.

In einem ersten Schritt wurden zunéachst die Bedingungen der Vektor-DNA-Transfektion flr
eine hohe Transfektionseffizienz an dem zur Verfligung stehenden Gerdt optimiert.
AnschlieBend sollten Microarray-Analysen durchgefiihnrt werden, anhand derer die

Expressionsmuster der Zellen im Verlauf des Herstellungsprozesses untersucht und
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miteinander verglichen werden sollen. Ein Teil der so identifizierten Genregulationen sollte zur
Absicherung und besseren Quantifizierung mittels Tagman® basierter gPCR-Analyse verifiziert
werden. Inwieweit sich die verdnderte Genexpression tatsachlich in den Proteinprodukten
widerspiegelt, sollte fir einige Gene mittels proteinbiochemischer Nachweismethoden

ermittelt werden.

Mit Hilfe dieser Daten sollten dann die Gene im Kontext von zelluldren Signalwegen und
Genclustern bestimmt werden, deren Expression durch die Manipulation der Zellen beeinflusst

wird.
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2 Material

2.1 Gerate

7500 Real Time PCR

Biofuge pico

Cary 1E UV-Visible Spektrophotometer
Coulter Counter 71

Einfrierboxen

Equibio “Easylet” Plus Electroporation System
FACSCalibur™

Megafuge 1.0R

MilliQ Plus Ultra Pure Water System

Mithras Multimode Reader LB940

MultiStand
QuadroMACS™ Separator
Sicherheitswerkbank

Steri-cult 200 Inkubator
Thermomixer comfort
Vortex Genie™
Wasserbad
Thermocycler
Vakuumpumpe

Plattenschuttler Titramax 100
BIO-RAD Mini Sub® Cell GT
BIO-RAD PowerPac 200

Zellkultur Inkubator
Kihlzentrifuge, Biofuge fresco

Feinwaage

Life Technologies, Applied Biosystems, USA
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Varian Deutschland GmbH, Darmstadt
Beckman Coulter Inc., Brea CA, USA

Thermo Scientific, Nunc GmbH & Co. KG,
Langenselbold, Deutschland

Eurogentec Deutschland GmbH, Kdln

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad
Wildbad, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Sonnenbiihl, Deutschland

Thermo Scientific, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Bender & Hobein AG, Bruchsal, Deutschland
GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
Vacuubrand GmbH, Deutschland

Heidolph GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Satorius AG, Gottingen, Deutschland
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2.2

Praseparationsfilter (30 um)

100 mm Zellkulturschalen

96-well Mikrotiterplatten (Flachboden)
MicroAmp® optische 96-well Reaktion

Platte
Sterile Spritzen 50 ml

0.22 pm Sterilfilter

Sterile Filterpipettenspitzen

6-well Platten

0,5 bzw. 1,5 ml Safe-Lock
ReaktionsgefaRe

Serologische Pipetten 2, 5, 10, 25 ml

4 mm Elektroporationskiivetten
LS Columns (MACS)

50 ml konische Zentrifugenrohrchen
15 ml konische Zentrifugenréhrchen
5 ml R6éhrchen

75 cm” Zellkulturflaschen

175 cm? Zellkulturflaschen

2er Zellkulturstacks (1.271 cmz)

Kryordhrchen

96-well Mikrotiterplatten mit Filter

Verbrauchsmaterialien

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Corning Life Science, Corning NY,
USA

Thermo Scientific, Deutschland

Life Technologies, Applied
Biosystems, USA

Carl Roth GmbH &Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Corning Life Science, Corning NY,
USA

Sorenson Bioscience Inc., Salt
Lake City, UT, USA

SPL Life Science Inc., Korea
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Corning Life Science, Corning NY,
USA

Eurogentec Deutschland GmbH,
Kéln

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

SPL Life Science Inc., Korea
SPL Life Science Inc., Korea
VWR, West Chester, USA

SPL Life Science Inc., Korea
SPL Life Science Inc., Korea

Corning Life Science, Corning NY,
USA

Thermo Scientific, Nunc GmbH &
Co. KG, Langenselbold,
Deutschland

Corning Life Science, Corning NY,
USA

Cat.

Cat.

Cat.
Cat.

Cat.

Cat.

Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.

Cat.

Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.

Cat.

Cat.

No.

No.

No.
No.

No.

No.

No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.

No.

No.
No.
No.
No.
No.
No.

No.

No.

130-041-407

2396

269620
N8010560

T552.1

431219

28200

15020

36060

30510

14200

30004

0030 123.301
0030 123.328
4021

4051

4101

4251
CE-0004-50

130-042-401

50050
50015
60818292
70075
71175
3269

10577391

3511
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2.3 Chemikalien

Aqua Spul Losung (Ampuwa®)
RNAzol® RT
Ethanol absolut

Propidiumiodid (1 mg/ml)
FACSRinse™

FACSClean™
FACSFlow™

Bovines Serum Albumin
Dithiothreitol (DTT)
7-AAD

Formaldehyd
Schwefelsdure (H,S0,)
MOPS (pH 7)

Natriumacetat

2.4

Fetales Kalberserum (FCS), hitze-
inaktiviert

Penicillin/ Streptomycin 10000 U/ml

D-Glucose (45 %)

Natriumbikarbonat (7,5 %)
L-Glutamin (200 mmol/l)
10 x Trypsin/EDTA

DPBS ohne Ca** und Mg**
Leibovitz’s L-15 Medium
MEM Vitamine (100x)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA

Medien und Zusatze

Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland

Molecular Research Center,
Cincinnati, OH, USA

AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Sigma Aldrich, St. Gallen, Schweiz

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Life Technologies, Invitrogen,
USA

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland Roth

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Linaris GmbH, Dossenheim,
Deutschland

Lonza, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich, St. Gallen,
Schweiz

Lonza, Basel, Schweiz
Lonza, Basel, Schweiz
Lonza, Basel, Schweiz
Lonza, Basel, Schweiz
Lonza, Basel, Schweiz
Lonza, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.
Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.
Cat.

Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.

Cat.

No.

No.

No.

No.
No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.
No.

No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.

No.

7151-5

RN190

A3678

P4864
340346

340345

342003

8076.3

P2325

559925

4979.1

X945.1

6979.4

1.0628.1000

SBF3111YK

DE17-6025
G8769

BE 17-613
BE 17-605
BE02-007E
BE17-512F
BE12-700F
13-607C
D2650

8043.2
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Natriumchlorid (NaCl) Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Cat. No. 3957.3
Deutschland

Tris-HCI Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Cat. No. 9090.3
Deutschland

2.5 Losungen, Puffer und Kits

2.5.1 Zellkultivierung

Normalmedium 10% FCS
1% Pen/ Strep 10000 U/ml
1,5% Natriumbicarbonat (7,5 %)
1% MEM Vitamine
0,5% L-Glutamin
0,25% D-Glucose
in L-15 Medium

FACS-PBS DPBS
2% FCS

TNE (Tris-Natrium-EDTA) 40 mM  Tris-HCl pH7.5
1mM EDTA
150 mM  NacCl

Einfriermedium 80% Normalmedium

10% FCS
10% DMSO

2.5.2 Zellseparation mit MACS® Zell-Separationssystem

Dead Cell Removal Kit Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Cat. No. 130-090-101
Deutschland
Anti-FITC MultiSort Kit Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Cat. No. 130-058-701
Deutschland
CD154 MicroBead Kit Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Cat. No. 130-092-658
(human) Deutschland
MACS-Puffer 1x DPBS
2% FCS
2mM EDTA
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Bindungspuffer
5%

2.5.3 ELISA

Duoset ELISA human IL7

Duoset ELISA human GM-CSF

Duoset ELISA human MIP-3a

Color Reagent

HRP-L6sung (Meerrettich-Peroxidase-
Losung)

Waschpuffer 1x
0,05 %

Stoppldsung 2N
Reagent Diluents’ 1x
1%

Substrat-Losung 50 %

50 %

2.5.4 Bead Array
Flow Cytomix Basic Kit
TNF-a Simplex Kit
RANTES Simplex Kit

1I-6 Simplex Kit

11-8 Simplex Kit

MCP-1 Simplex Kit

IP-10 Simplex Kit

Aqua Spul Lésung
20 x Binding Buffer

R&D Systems Inc., Minneapolis, Cat. No. DY207

MN USA

R&D Systems Inc., Minneapolis,
MN USA

R&D Systems Inc., Minneapolis,
MN USA

R&D Systems Inc., Minneapolis,
MN USA

R&D Systems Inc., Minneapolis,
MN USA

Cat. No. DY215

Cat. No. DY360

Cat. No. DY999

Cat. No. 890803

DPBS
TWEEN 20

H,S0,

DPBS

BSA

steril filtriert

Color Reagent A (H,0,)

Color Reagent B
(Tetramethylbenzidin)

Bender MedSystems GmbH, BMS8420FF
Wien, Osterreich
Bender MedSystems GmbH, BMS8223FF
Wien, Osterreich
Bender MedSystems GmbH, BMS8287FF
Wien, Osterreich
Bender MedSystems GmbH, BMS8213FF
Wien, Osterreich
Bender MedSystems GmbH, BMS8204FF
Wien, Osterreich
Bender MedSystems GmbH, BMS8281FF
Wien, Osterreich
Bender MedSystems GmbH, BMS8284FF

Wien, Osterreich
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SA-PE Losung 2,5% SA-PE (Streptavidin-Phycoerythrin-Konzentrat)
in Assay Puffer

Assay Puffer 10% 10 x Assay Puffer (10 % BSA in PBS)
in Aqua Spul Wasser

Reagent Dilution Puffer Ready to use

2.5.5 Molekularbiologische Materialien

Tagman Universal PCR Master Mix Life Technologies, Applied Cat. No. 4324020
Biosystems, USA

SuperScriptTM Il Reverse Transcriptase Life Technologies, Invitrogen, Cat. No. 18064-022
USA

Tagman® Universal PCR Mix, no Life Technologies, Applied Cat. No. 4324018

AmpErase® UNG Biosystems, USA

2 x Loading Dye (RNA) Thermo Scientific, Fermentas, St.  Cat. No. R0641
Leon-Rot, Deutschland

Random Hexamer Primer Thermo Scientific, Fermentas, St.  Cat. No. S0142
Leon-Rot, Deutschland

RNA-Marker Thermo Scientific, Fermentas, St.  Cat. No. SM1821
Leon-Rot, Deutschland

RNase out Life Technologies, Invitrogen, Cat. No. 10777-019
USA

dNTP 10 mM each Roche Holding GmbH, Grenzach Cat. No. 03622614001

Wyhlen, Deutschland

10 x MOPS RNA- 200 mM  MOPS (pH 7)
Gelelektrophorese Puffer

50 mM Natriumacetat

10mM EDTA
1 x MOPS RNA- 100 ml 10 x MOPS RNA-Gelelektrophorese
Gelelektrophorese Puffer Puffer

20 ml  Formaldehyd (37 %)

880 ml Aqua Spul Lésung

RNA-Gel (100 ml) 1,2g Agarose

10 ml 10 x MOPS RNA-Gelelektrophorese
Puffer

90 ml  Aqua Spiil Losung

1,7 ml  Formaldehyd (37 %, nach dem
Aufkochen dazugeben)
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2.6 Zelllinie

Die im Rahmen dieses Projektes verwendete Zelllinie B25-MOL-1 wurde von Mitarbeitern der

Firma Mologen AG aus Patientenmaterial etabliert und wird im Folgenden als B25-MOL

bezeichnet. Sie stammt urspriinglich von einer Biopsie eines Nierenzellkarzinoms einer Frau

kaukasischer Abstammung.

2.7 Software

MS Office 2007/2010
FlowJo 8.8.4
Sequence Detection Software 1.4

Bioconductor R Version 2.13.0

oneChannelGUI

FlowCytomixTM Pro Software
PrimerExpress 3.0

DAVID Bioinformatics Resources 6.7

Multi Experiment Viewer 4.9.0

2.8  Antikorper

FITC Mouse Anti-Human CD80
(mouse 1gG1)

APC Mouse Anti-Human CD154
(mouse 1gG1)

Human CD80 (B7-1) Antibody Biotin
(mouse 1gG1)

Human CD227 (Mucin-1) Antibody
Alexa Fluor® 488 (mouse IgG1)

PE Mouse Anti-Human CD40 (mouse
IgG1)

CD54-FITC conjugated Antibody
(mouse 1gG1)
Anti-Human CD95- FITC (mouse 1gG1)

Human c-Met (HGF Receptor)
Antibody FITC (mouse 1gG1)

Anti-Human HLA-ABC Antigen/ RPE
(mouse 1gG2a)

R Paket

Microsoft Corporation®, USA
Tree Star Inc., Ashland, OR, USA
Life Technologies, Applied Biosystems, USA

The R Foundation for Statistical Computing
(www.r-project.com)

R. A. Calogero, Bioinformatics and
Genomics Unit, Dept. of Clinical and
Biological Sciences Torino, Italy

eBioscience,San Diego CA, USA

Life Technologies, Applied Biosystems, USA
National Institute of Allergy and Infectious
Diseases (NIAID), NIH, USA

TM4 Software Suite (Saeed et al., 2003)

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

eBioscience, San Diego, CA, USA

eBioscience, San Diego, CA, USA

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Beckman Coulter Comp.,
Marseille Cedex 9, Frankreich

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

eBioscience, San Diego, CA, USA

Dako Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

Cat.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

557226

55702

13-0809

53-9893

555589

PN IMO726U

555673

11-8858-41

R7000
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PE Mouse Anti-Human EGFR

(mouse 1gG2b)

PE Mouse Anti-Human CD275

(mouse 1gG2b)

FITC Mouse 1gG1 (Isotypkontrolle)

PE Mouse IgG1 (Isotypkontrolle)

APC Mouse IgG1 (Isotykopntrolle)

PE Mouse 1gG2a (Isotypkontrolle)

PE Mouse IgG2b (Isotypkontrolle)

Streptavidin-APC

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

2.9 Primer und Sonden fiir Tagman® qPCR

Cat. No.

Cat. No.

Cat. No.

Cat. No.

Cat. No.

Cat. No.

Cat. No.

Cat. No.

555997

552502

555748

550617

555751

555574

555573

554067

Alle Primer und Sonden werden unter Verwendung des PrimerExpress 3.0 (Applied

Biosystems) entworfen und von der Firma Microsynth (Landau) bezogen.

Tabelle 2.1 Oligonukleotidprimer und Sonden

fwd — forward Primer; rev — reverse Primer; Probe — Sonde; FAM — 6-Carboxy-Fluorescein; TAMRA — 6-Carboxy-

Tetramethylrhodamin

Bezeichnung Sequenz (5 - 3Y) 5‘Mod. 3‘Mod. ;i::zI:ntration
AURKA-RNA-fwd TCTTCCAGGAGGACCACTCTCT 300 nM
AURKA-RNA-rev TGCATCCGACCTTCAATCATT 300 nM
AURKA-RNA-Probe = CACCCTGGACTACCTGCCCCCTG FAM TAMRA 200 nM
GINS1-RNA-fwd TCGACGCTGCACTGTAGCAT 300 nM
GINS1-RNA-rev CGCTACCATATTCCCATCTGAGT 300 nM
GINS1-RNA-Probe CCTGTATGACCGCTTGCTTCGGATCA FAM TAMRA 200 nM
CCNA2-RNA-fw CTGCTCCAACAGTAAATCAGTTTCTT 300 nM
CCNA2-RNA-rev CTTAATTCTCCCAAAAACATTGCTAA 300 nM
CCNA2-RNA-Probe  CCCAATACTTTCTGCATCAGCAGCCTG FAM TAMRA 200 nM
CENPE-RNA-fw CCAGATTAAGAAGCTACAGGAATACATAGA 150 nM
CENPE-RNA-rev GGCTACAGTTTCAGCATCAAACA 150 nM
CENPE-RNA-Probe CATTGGAAAGCATTGAAGACCCAAAACAAA FAM TAMRA  200nM
EGFR-RNA-fw CCAGAAACTGACCAAAATCATCTG 300 nM
EGFR-RNA-rev CCTGCAGCACACTGGTTGTG 300 nM
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Finale

Bezeichnung Sequenz (5‘-3Y) 5‘Mod. 3‘Mod. Konzentration
EGFR-RNA-Probe CTGCCGTGGCAAGTCCCCCA FAM TAMRA 200 nM
HLAG-RNA-fw CACGCACAGACTGACAGAATGAA 300 nM
HLAG-RNA-rev AACTGGCCTCGCTCTGGTT 300 nM
HLAG-RNA-Probe TGCAGACCCTGCGCGGCTACT FAM TAMRA 200 nM
ICOSLG-RNA-fw GCTGATACTCAGGAGAAGGAAGTCA 300 nM
ICOSLG-RNA-rev GACTCACTGGTTTGCCAATATACG 300 nM
ICOSLG-RNA-Probe  AGCTCAGCTGCGCTTGCCCTGA FAM TAMRA 200 nM
POLE2-RNA-fw GAAGATCAAGTGTTTCATGTCAATGC 300 nM
POLE2-RNA-rev CACAGATGTATTAGAAGGACCTCCAA 300 nM
POLE2-RNA-Probe TGGATTTCCACCCACTGAGCCCTCTAGTA FAM TAMRA 200 nM

2.10 Tagman® Gene Expression Assays

Fiir die Custom-made Tagman® Gene Expression Array Plate werden die in Tabelle 2.2

aufgefiihrten Tagman Gene Expression Assays bei der Firma Applied Biosystems (Life

Technologies) bestellt. Geliefert wird eine 96-well Reaktionsplatte, in der die entsprechenden

Primer und Sonden lyophilisiert vorliegen.

Tabelle 2.2 Tagman Gene Expression Assay (Applied Biosystems)

Assay ID Gensymbol Beschreibung

Hs01101127_m1 ANGPTL4 angiopoietin-like 4

Hs00559441_m1  APAF1 apoptotic peptidase activating factor 1
Hs01066280_m1 APOL1 apolipoprotein L, 1

Hs00188713_m1 BAG3 BCL2-associated athanogene 3
Hs00708019_s1 BCL2L11 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator
Hs00609632_m1 BID BH3 interacting domain death agonist
Hs00357350_m1 BIRC2 baculoviral IAP repeat containing 2
Hs00977611 gl BIRC5 baculoviral IAP repeat containing 5

Hs00203383_m1
Hs00154242_m1
Hs00154250_m1
Hs01594281_m1

Hs00234140_m1

HIG-2 (C70rf68)
CASP2

CASP6
CASP8AP2

CCL2

chromosome 7 open reading frame 68

caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase
caspase 6, apoptosis-related cysteine peptidase
caspase 8 associated protein 2

chemokine (C-C motif) ligand 2
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Assay ID

Gensymbol

Beschreibung

Hs01011368_m1
Hs00219797_m1
Hs00174575_m1
Hs00765553_m1
Hs99999080_m1
Hs99999100_s1

Hs00163934_m1
Hs01075861_m1
Hs01560662_m1
Hs00174297_m1
Hs00175478_m1
Hs01023894_m1
Hs00989783_m1
Hs01116280_m1
Hs99999084_m1
Hs00929873_m1
Hs00171086_m1

Hs00236937_m1

Hs01124251_gl
Hs00222859 m1
Hs00601975_m1
Hs00607029_g1
Hs00234489_m1
Hs00370206_m1
Hs00171656_m1
Hs01001580_m1
Hs00531110_m1
Hs99999173_m1
Hs00168325_m1
Hs01058806_g1
Hs00741005_g1

Hs00740298 g1

CCL20

CCL28

CCLS

CCND1

CCR7

CD40

CD154

CD44

CD58

CD70

CD80

CDH1

CEACAM1

CFLAR

CSF1

CSF2

CX3CL1

CXCL1

CXCL10

CXCL16

CXCL2

CXCL5

DAPK1

DEDD2

EPHA2

ERBB2

FAS

GADDA45A

GUCY1A3

HLA-A

HLA-B

HLA-C

chemokine (C-C motif) ligand 20

chemokine (C-C motif) ligand 28

chemokine (C-C motif) ligand 5

cyclin D1,Gene hCG2016647 Celera Annotation
chemokine (C-C motif) receptor 7

CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
CD154 molecule (CD40 ligand)

CD44 molecule (Indian blood group)

CD58 molecule

CD70 molecule

CD80 molecule

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator

colony stimulating factor 1 (macrophage)

colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)

chemokine (C-X3-C motif) ligand 1

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth
stimulating activity, alpha)

chemokine (C-X-C motif) ligand 10

chemokine (C-X-C motif) ligand 16

chemokine (C-X-C motif) ligand 2

chemokine (C-X-C motif) ligand 5
death-associated protein kinase 1

death effector domain containing 2

EPH receptor A2

v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2
Fas (TNF receptor superfamily, member 6
growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3

major histocompatibility complex, class I, A
major histocompatibility complex, class I, B

major histocompatibility complex, class I, C
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Assay ID

Gensymbol

Beschreibung

Hs03045171_m1
Hs01587837_gl1
Hs00365950_g1
Hs00359147_s1

Hs00164932_m1

Hs00168405_m1

Hs00233688_m1
Hs00174131_m1
Hs99999033_m1
Hs99999034_m1
Hs00241497_m1
Hs01055668_m1
Hs01123581_m1
Hs00607097_m1
Hs00366532_m1
Hs01565584_m1
Hs00792952_m1
Hs00159357_m1
Hs03037952_m1

Hs00196101_m1
Hs00765730_m1
Hs00174517_m1
Hs00153283_m1
Hs00182115_m1
Hs00234431_m1
Hs00765634_m1
Hs00560402_m1
Hs00231279_m1
Hs00153294_m1
Hs00232399_m1

Hs00180054_m1

Hs01572686_m1l

HLA-E
HLA-F
HLA-G
HSPA1A, HSPA1B

ICAM1

IL12A

IL12B

IL6

IL7

IL8
KITLG

LIF

LIFR
MAGEA1
MAGEA3
MET
MICB
MUC1
NAIP
NDC80

NFKB1

NFKB2

NFKBIA

NFKBIB

NFKBIE

PLIN2
PMAIP1
REL
RELA
RELB
RGS2

RIPK2

major histocompatibility complex, class I, E
major histocompatibility complex, class I, F
major histocompatibility complex, class |, G
heat shock 70kDa protein 1A, heat shock 70kDa protein 1B

intercellular adhesion molecule 1

interleukin 12A (natural killer cell stimulatory factor 1,
cytotoxic lymphocyte maturation factor 1, p35
interleukin 12B (natural killer cell stimulatory factor 2,
cytotoxic lymphocyte maturation factor 2, p40

interleukin 6 (interferon, beta 2)

interleukin 7

interleukin 8

KIT ligand

leukemia inhibitory factor (cholinergic differentiation factor)
leukemia inhibitory factor receptor alpha

melanoma antigen family A 1

melanoma antigen family A 3

met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor)
MHC class | polypeptide-related sequence B

mucin 1, cell surface associated

NLR family, apoptosis inhibitory protein

NDC80 homolog, kinetochore complex component

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells 1

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells 2 (p49/p100)

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, alpha

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, beta

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, epsilon

perilipin 2, ADFP
phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B
regulator of G-protein signaling 2, 24kDa

receptor-interacting serine-threonine kinase 2
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Assay ID

Gensymbol

Beschreibung

Hs00388675_m1
Hs99999022_m1
Hs01014511_m1
Hs99999043_m1
Hs00269491_m1
Hs00366278_m1
Hs01042313_m1
Hs00205419_m1
Hs00155512_m1
Hs00921974_m1
Hs00610488_m1
Hs00225909_m1
Hs01003372_m1
Hs99999901 _s1

Hs99999905_m1
Hs99999908_m1

Hs99999909_m1

TAP1

TERT

TLR2

TNF

TNFRSF10A

TNFRSF10B

TNFRSF1A

TNFRSF21

TNFRSF9

TNFSF10

TP53BP2

ULBP3

VCAM1

18S

GAPDH

GUSB

HPRT1

transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP)

telomerase reverse transcriptase

toll-like receptor 2

tumor necrosis factor

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
tumor protein p53 binding protein 2

UL16 binding protein 3

vascular cell adhesion molecule 1

eukaryotic 185 rRNA

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
glucuronidase, beta

hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

2.11 Vektoren

Fiir die Herstellung der Wirkstoffzellen aus den nativen B25-MOL-Zellen werden vier

verschiedene MIDGE®-DNA-Vektoren (minimalistic, immunologically defined gene expression)

verwendet, welche in der folgenden Tabelle 2.3 aufgelistet sind.

Tabelle 2.3 MIDGE®-DNA-Vektoren

Molmasse
Bezeichnun Lange (b Beschreibun
g (g/mol) ge (bp) g

MOK-hCD80-M 1,27E+06 2057 kodiert humanes CD80-Molekil, MIDGE-Vektor,
CMV-Promotor

MOK-hCD154-M 1.30E+06 1976 kodiert humanes CD154-Molekil, MIDGE-
Vektor, CMV-Promotor

MOK-hIL7-M 1.10E+06 1724 kodiert humanes Interleukin 7, MIDGE-Vektor,
CMV-Promotor

MOK-hGM-CSF-M  1,06E+06 1625 kodiert humanes GM-CSF, MIDGE-Vektor, CMV-

Promotor
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MIDGE®-DNA-Vektoren sind lineare, kovalent geschlossene DNA-Molekiile, die von der
Mologen AG entwickelt und vermarktet werden. Sie enthalten eine Expressionskassette,
bestehend aus Promotor, den kodierenden Genabschnitten (Exons) und der Poly-Adenin-
Nukleotidkette, flankiert von zwei kurzen Haarnadel-Nukleotidmolekiilen (Abbildung 2.1).
Andere sonst obligate Vektorbestandteile sind hier auf ein Minimum reduziert, wodurch die
MIDGE®-DNA-Vektoren gegeniiber DNA-Plasmiden einige Vorteile aufweisen. Im Gegensatz zu
den Plasmiden besitzen sie keine prokaryotischen Gene oder Steuerungselemente, wie
Antibiotika-Resistenzgene oder einen Replikationsursprung. Aus diesem Grund sind die
MIDGE®-DNA-Vektoren im Vergleich zu den DNA-Plasmiden deutlich kleiner. Durch das
Verzichten auf diese Vektorbestandteile, welche in der Regel dem Herstellungsprozess dienen,
konnen auBerdem unerwiinschte Wirkungen unterbunden werden, da einige dieser
Bestandteile als starke Antigene wirken und eine Immunreaktion auslésen kénnen (Schakowski

et al., 2001).

Hairpin Expression cassette Hairpin
- = 1

R
CMV Transgene pPA

a-st ‘-£1l‘|*iie'i] DNA Loop

{4 rgcreotLiaes | I O i C

Abbildung 2.1 Schematische Darstellung eines MIDGE®-Vektors

Minimalistischer, linearer, kovalent geschlossener Vektor mit CMV-Promotor, Transgen und Poly-Adenylsequenz
(Knablein et al., 2005)
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3 Methoden

3.1  Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von B25-MOL-Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgt in Inkubatoren bei einer konstanten Temperatur von 37°C,
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % und in einer CO,-angereicherten Atmosphare (5 %).
Es werden Zellkulturflaschen mit beschichteter Bodenflache unterschiedlicher GroRe (75, 175,
1.271 cm?) zur Zellanzucht verwendet. Als Kulturmedium fir die Tumorzelllinie B25-MOL wird
Normalmedium auf der Basis von Leibovitz Medium L-15 verwendet (vgl. 2.4 Medien und
Zusatze; S.27). Ein Mediumwechsel erfolgt mindestens zweimal pro Woche. Die Zellen werden
regelmaRig mikroskopisch untersucht; erreichen die adharenten Zellen in der Zellkulturflasche
eine Konfluenz von (iber 90 % wird die Zellpopulation gesplittet. Hierzu wird das Medium
entfernt und die Zellen einmal mit DPBS gewaschen. Anschliefend werden die Zellen mit einer
Trypsin-EDTA-LOsung benetzt und fiir 3 -5 min bei 37°C inkubiert. Um die Einwirkzeit der
Trypsin-EDTA-LOsung moglichst gering zu halten, wird das Abldsen der Zellen durch leichtes
Klopfen gegen die Zellkulturflasche beschleunigt. Wenn sich die Zellen vom Untergrund gelost
haben, wird der Suspension wieder Normalmedium zugesetzt, um die Wirkung des Trypsins
auf die Zellen abzustoppen. Mit Hilfe eines Coulter Counter Z1 wird die Gesamtzellzahl dieser
Zellsuspension bestimmt. AnschlieBend werden die Zellen in einer Dichte von 2 — 3 x 10*
Zellen/cm® in neue Zellkulturflaschen in frischem Normalmedium ausgelegt und unter

Kultivierungsbedingungen inkubiert (37°C, 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit).

3.1.2 Auftauen von Zellen

Fiir die Neukultivierung von Zellen werden kryokonservierte Zellen dem Stickstofftank
entnommen und im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Im Anschluss daran werden die Zellen so
schnell wie moglich in 5 — 10 ml Normalmedium aufgenommen und abzentrifugiert (300 x g,
3 min). Durch das Abnehmen des Uberstandes kann eine Schadigung der Zellen durch eine zu
hohe DMSO-Konzentration vermieden werden. AnschlieBend werden die Zellen in frischem
Normalmedium resuspendiert, in Zellkulturflaschen ausgesat und unter

Kultivierungsbedingungen inkubiert (37°C, 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit).
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3.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung der Zellen werden diese zunachst gezahlt und fiir 3 min bei 300 x g
abzentrifugiert. AnschlieRend werden die Zellen in einem definierten Volumen Einfriermedium
(vgl. 2.4 Medien und Zusatze; S. 27) aufgenommen, so dass eine Zelldichte von etwa
1x 10’ Zellen/m| erreicht wird. Die Zellsuspension wird in Kryordhrchen gefillt und
anschlieRend in spezielle Einfrierboxen dberfiihrt, in denen die Zellen mit einem
Temperaturgradienten von 1 °K pro Minute auf -80°C heruntergekiihlt werden. Nach zwei
Tagen konnen die Kryordohrchen zur Langzeitlagerung von -80°C in einen mit Stickstoff

gefillten Tank Gberfihrt werden.

3.1.4 Gentransfer mittels Elektroporation

Fiir den Transfer der MIDGE®-DNA-Vektoren in die B25-MOL-Zellen wird die Elektroporation
verwendet, eine einfache und gut reproduzierbare Methode, um DNA-Molekile in lebende
Zellen einzuschleusen. Dabei werden die Zellen einem elektrischen Feld ausgesetzt, was zu
einer verstarkten, transient veranderten Membranpermeabilitat fihrt, wodurch die DNA in die
Zelle gelangen kann. Dazu werden B25-MOL-Zellen verwendet, die in den Zellkulturflaschen
eine Konfluenz von 90 - 100 % aufweisen. Fir das Abernten der adhdrenten Zellen wird
zunachst das Medium abgenommen und die Zellen mit DPBS gewaschen. Das Abldsen erfolgt
analog dem unter ,,3.1.1 Kultivierung von B25-MOL-Zellen” beschriebenen Verfahren. Nach der
Bestimmung der Zellzahl, werden die Zellen abzentrifugiert (300 x g, 3 min) und in einem
definiertem Volumen Transfektionsmedium  (L-15 Medium ohne Zusatze) aufgenommen. In
1,5 ml ReaktionsgefdlRe wird jeweils die zu transfizierende DNA vorgelegt. Dazu wird ein
definiertes Volumen der Zellsuspension (500 pl) gegeben, mit der vorgelegten DNA gemischt
und anschlieBend bei RT fur 10 min inkubiert. Der gesamte Ansatz wird dann in eine
Elektroporationsklvette Uberfiihrt und unter festgelegten Bedingungen (270 V, 1200 pF)
elektroporiert. AnschlieBend werden die Zellen in eine vorbereitete Zellkulturschale mit

Normalmedium tberfihrt und bei 37°C inkubiert.

3.1.5 Anreichern transfizierter Zellen mittels paramagnetischer

Zellseparation

Trotz Optimierung entscheidender Parameter der Transfektionsmethode und einer guten
Reproduzierbarkeit der Elektroporationsergebnisse kann keine einheitliche Population an
vierfach transfizierten Zellen generiert werden. Dies macht eine Anreicherung der

transfizierten Zellpopulation erforderlich, bevor diese der RNA-Extraktion zugefiihrt werden
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kann. Mit Hilfe dieses Prozesses soll eine moglichst reine Population an lebenden, mehrfach
transfizierten Zellen isoliert werden. Fir die Anreicherung von lebenden transfizierten Zellen

wird das MACS® Zell-Separationssystem (Miltenyi Biotec) verwendet.

Die MACS® Technologie basiert auf der Verwendung von paramagnetischen Mikrosphéren
(microbeads, ca. 50 nm Durchmesser), die direkt bzw. indirekt an spezifische
Oberflachenstrukturen/ -antigene der Zellen binden. Die Separation der Microbead-
gebundenen Zellen erfolgt in speziellen mit Stahlklgelchen gefiillten MACS®-Saulen, in denen
mit Hilfe des MACS®-Separators ein Magnetfeld induziert wird. Dieses ist stark genug, um die
Microbead-gebundenen Zellen in der Saule zuriickzuhalten, wahrend die nicht markierten
Zellen die Saule ungehindert passieren konnen. Nach dem Entfernen der MACS®-Saule aus
dem magnetischen Feld, kénnen auch die Microbead-gebundenen Zellen aus der Saule
ausgespllt und aufgefangen werden (Abbildung 3.1). Da die Microbeads, nach den Angaben
des Herstellers die Vitalitat, Struktur, Funktion und Aktivitat der Zellen nicht beeinflussen, wird
ein Einfluss auf Folgeversuche ausgeschlossen (MACS® Technology Gold standard in cell
separation). Entsprechend konnen die Microbead-gebundenen Zellen, wie auch die nicht

markierten Zellen, in sich an die Separation anschlieBenden Versuchen verwendet werden.

Abbildung 3.1 Prinzip der paramagnetischen, positiven Zellseparation (MACS®)

Die positive Zellseparation stellt eine hoch spezifische Methode zur Isolation von Zielzellen aus einer
heterogenen Zellsuspension dar. Spezifische Antikérper, die an die Microbeads (rote Spharen) gebunden sind,
interagieren mit bestimmten Oberflichenmolekiilen oder indirekt mit bereits gebundenen Antikérpern, ohne
dass sie die Vitalitat oder Funktion der Zellen beeinflussen. Die so markierten Zellen verbleiben in einer, mit
Stahlkigelchen gefillten Sdule, die in einem paramagnetischen Feld positioniert ist, wahrend nicht markierte
Zellen sich ungehindert durch die Saule bewegen. Die in der Sdule verbleibenden Zellen werden in einem
anschlieBenden Elutionsschritt, auflerhalb des magnetischen Feldes, ausgespllt. So konnen beide
Zellpopulationen effektiv voneinander getrennt werden.
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3.1.5.1 Eliminierung der toten Zellen

Die Zellen sind bei der Elektroporation, der Bestrahlung und dem Auftauprozess groRem Stress
ausgesetzt, entsprechend ist der Anteil an toten bzw. apoptotischen Zellen relativ hoch. Da
tote und apoptotische Zellen unspezifisch an die Microbeads binden kdnnen, ist es notwendig,
zunachst die lebenden von den toten Zellen zu trennen. Hierzu wird der , Dead Cell Removal
Kit“ (Miltenyi Biotec) verwendet. Dabei werden aus dem Ansatz gezielt die toten und
apoptotischen Zellen sowie Zelltriimmer depletiert; dies geschieht mit Hilfe von Microbeads,
die an ein spezifisches Antigen (vom Hersteller nicht ndher benannt) in der Zellmembran von

apoptotischen bzw. toten Zellen binden.

Zunachst werden die geernteten Zellen dreimal mit 10 ml DPBS und einmal in 250 ul
1 x Bindungspuffer gewaschen und abzentrifugiert (3 min, 300 x g, Tischzentrifuge). Jeweils 1 x
10’ Zellen werden in 100 ul ,,Dead Cell Removal Microbeads” resuspendiert und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wird die Zellsuspension mit 1 x Bindungspuffer auf
ein Volumen von 500 pul aufgefiillt und auf eine MACS®-Saule gegeben, die zur Equilibrierung
zuvor einmal mit MACS®-Puffer gespliilt wurde. Die toten und apoptotischen Zellen sowie
Zelltrimmer werden auf Grund der gebundenen Microbeads in der Matrix der MACS®-Saule
zuriickgehalten, wahrend die lebenden Zellen die Sdulenmatrix passieren und als Durchfluss
aufgefangen werden. Die Saulenmatrix wird nach dem Passieren der Zellsuspension mit
insgesamt 1,5 ml 1 x Bindungspuffer gespult. Dieser Durchfluss wird ebenfalls der

Lebendzellfraktion zugefiihrt.

3.1.5.2 Anreichern der CD80 und CD154 exprimierenden Zellen

Die Anreicherung der transfizierten Zellen erfolgt auf der Basis der Expression der beiden
Oberflachenantigene CD80 und CD154 mit Hilfe des , Anti-FITC MultiSort Kit“ (Miltenyi Biotec),
sowie des ,,CD154 Microbead Kit“ (Milteyi Biotec).

Das Prinzip des ,,Anti-FITC MultiSort Kit“ beruht auf einer indirekten magnetischen Markierung
der Zellen, die es erlaubt Zellen nacheinander auf spezifische Oberflaichenantigene zu
sortieren. Das Ergebnis dieser Prozedur ist eine nahezu reine Population lebender Zellen,
welche beide Oberflachenantigene exprimieren. Dabei erfolgt zunachst die Markierung des
ersten Oberflichenantigens (CD80) mit Hilfe eines FITC-konjugierten aCD80 Antikorpers,
gefolgt von der magnetischen Markierung mit oFITC Multisort Microbeads, speziellen
Microbeads, die gegen FITC gerichtet sind. Im magnetischen Feld der Saulenmatrix werden
ausschlieBlich die Zellen zurlickgehalten, welche an die paramagnetischen Microbeads

gebunden sind, was zu einer Anreicherung der FITC-markierten Zellen fiihrt. Diese werden
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nach einem intensiven Waschschritt und dem Entfernen der Saule aus dem magnetischen Feld
von der Sdulenmatrix eluiert. Die an die Zellen gebundenen paramagnetischen Microbeads
werden anschlielend unter Verwendung des ,Multisort Release Reagent” und des ,Multisort
Stop Reagent” von den Zellen abgel6st. So wird eine zweite magnetische Markierung und
Separation der Zellen auf ein weiteres Oberflachenantigen (CD154) ermdglicht. Hierzu wird das
,CD154 Microbead Kit“ (Miltenyi Biotec) verwendet. Dabei werden die Zellen zundchst mit
einem Biotin-konjugiertem oaCD154 Antikérper markiert und anschlieBend mit a-Biotin
Microbeads markiert. Im magnetischen Feld der Saulenmatrix werden die CD154-positiven
Zellen zuriickgehalten und nach einem intensiven Waschschritt und dem Entfernen der Saule

aus dem magnetischen Feld von der Saule eluiert (Abbildung 3.2).

®
1@ e
Direkte Ak-Farbung N o ‘@ ® Direkte  Ak-Farbung
und Bindung von ' Y und  Bindung von
. ¢ o .
aFITC-Microbeads o Y N\ aBiotin-Microbeads

magnetische
Separation

magnetische
Separation

Ablésen der
Microbeads

Abbildung 3.2 Anti-FITC Multi Sort Kit

Als erstes erfolgt eine direkte Antikdrperfarbung unter Anwendung eines FITC-konjugierten aCD80 Antikorpers.
An das FITC (grine Markierung an den Antikorpern) binden im folgenden Schritt aFITC-Microbeads (rote
Sphéren mit gebundenem Antikorper). Mittels paramagnetischer Separation und anschlieRender Elution der
spezifisch gebundenen Zellen, werden die CD80-positiven Zellen von allen anderen getrennt. Mit Hilfe des
,Multisort Release Reagent” werden die gebundenen Microbeads von den Zellen abgetrennt (Schere).
AnschlieBend werden die CD154-exprimierenden Zellen unter Verwendung eines Biotin-konjugierten aCD154
Antikorpers markiert. Die paramagnetische Separation der CD154 positiven Zellen erméglichen aBiotin
Microbeads. Letztlich erhalt man eine Zellpopulation, die zu sehr hohen Anteilen sowohl CD80 als auch CD154
exprimiert.

Die Lebendzellfraktion wird zunachst abzentrifugiert (3 min, 300 x g) und deren Zellzahl
bestimmt. In allen folgenden Schritten beziehen sich Puffer- und Antikérpermengen auf die
hier ermittelte Zellzahl. Jeweils 1 x 10’ Zellen werden in 90 pl MACS®-Puffer aufgenommen, 10
pl aCD80-FITC Antikorper hinzugegeben und 20 min bei 4 — 8°C inkubiert. AnschlieRend erfolgt
ein Waschschritt; der Ansatz wird mit MACS®-Puffer auf 2 ml aufgefiillt und abzentrifugiert (3

min, 300 x g). Die Zellen werden dann in 90 ul MACS®-Puffer aufgenommen, mit 10 ul aFITC-
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Microbeads versetzt und fiir weitere 15 min bei 4 — 8°C inkubiert. Ungebundene Microbeads
werden durch einen weiteren Waschschritt mit MACS®-Puffer entfernt und die Zellen

schlieRlich in 500 pl MACS®-Puffer resuspendiert.

Die MACS®-Saule wird zunichst mit 4 - 8°C kalten MACS®-Puffer konditioniert (dreifaches
Saulenvolumen) und im Magnetfeld eines VarioMACS® Separators positioniert. Die
Zellsuspension wird (iber einen Nylon-Gaze-Filter (Pre-Separation Filter, Miltenyi Biotec) auf
die Sdule aufgetragen. Zellaggregate mit einer GrofRe von lber 30 um werden von diesem
Filter zurlickgehalten, um so einem Verschluss der Sdule vorzubeugen. Zum Ausspilen nicht-
markierter Zellen (CD80 negativ) wird die Saule dreimal mit jeweils 500 pul MACS®-Puffer
gewaschen und der Durchfluss als Negativfraktion aufgefangen. Nach dem Entfernen der Saule
aus dem magnetischen Feld werden weitere 1000 pul MACS®-Puffer auf die Saule gegeben und
die Microbead-gebundenen Zellen unter Verwendung des mitgelieferten Stempels von der
Saule eluiert. Im folgenden Schritt werden die magnetischen Microbeads von den Zellen
enzymatisch gelost; dazu wird die Zellsuspension mit 20 ul des , Multisort Release Reagent”
versetzt und anschlieend fiir 10 min bei 4 — 8°C inkubiert. Dann werden die Zellen, wie oben
beschrieben, gewaschen und dann in MACS®-Puffer in einer finalen Konzentration von 1 x 10’
Zellen pro 50 pl Puffer aufgenommen. SchlieBlich wird der Zellsuspension 30 pl ,,Multisort Stop
Reagent” pro 1x 10’ Zellen zugesetzt und gemischt. AnschlieBend kann direkt mit der
Markierung des zweiten Oberflachenantigens (CD154) fortgefahren werden. Dazu wird der
(CD80") Zellsuspension 10 ul aCD154-Biotin-Antikdrper zugesetzt und 15 min bei 4 — 8°C
inkubiert. Es folgt ein Waschschritt mit 2 ml MACS®-Puffer, bevor die Zellen in einem Volumen
von 80 pl MACS®-Puffer und 20 pl aBiotin-Microbeads pro 1 x 10’ Zellen aufgenommen und
fur weitere 15 min bei 4 — 8°C inkubiert werden. Nach einem letzten Waschschritt, bei dem
nichtgebundene aBiotin-Microbeads entfernt werden, werden die Zellen in einem Volumen
von 500 pl MACS®-Puffer auf eine zuvor mit MACS®-Puffer konditionierte Saule aufgetragen,
die im Magnetfeld eines VarioMACS® Separators positioniert ist. Wahrend die nicht markierten
Zellen die Saulenmatrix ungehindert passierten, verbleiben die Microbead-gebundenen
CD154" Zellen in der Siule. Die Reinheit der in der Siule verbliebenen Zellfraktion wird durch
Spulen der Sdulenmatrix mit insgesamt 1,5 ml MACS®-Puffer zusatzlich erhéht. Nach dem
Entfernen der Saule aus dem magnetischen Feld werden die markierten Zellen unter
Verwendung von 1 ml MACS®-Puffer und dem mitgelieferten Stempel aus der Saule gespiilt.

AnschlieBend erfolgt zur Qualitdtskontrolle eine durchflusszytometrische Analyse der Zellen.
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3.1.6 Bestrahlung der Zellen

Um eine Vermehrung der Zellen des Wirkstoffen MGN1601 im Korper des Patienten zu
verhindern, werden die transfizierten B25-MOL-Zellen durch eine hohe Dosis y-Stahlen
inaktiviert. Um dem zellbasierten Gentherapeutikum moglichst ahnlich zu sein, werden die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellen ebenfalls einer Rontgenstrahlung von 100 Gy

ausgesetzt.

Dazu werden die angereicherten, transfizierten Zellen in ein verschlieBbares 50 ml Rohrchen
Uberfuhrt und zweimal mit je 25 ml FACS-PBS gewaschen und abzentrifugiert (3 min, 300 x g).
Im Anschluss wird das Zellpellet in 25 ml FACS-PBS aufgenommen, gut gekihlt (auf Eis)
verpackt und zur Bestrahlung gegeben. Diese wird im DRK-Blutspendedienst Ost GmbH, ITM
Berlin durchgefiihrt. Die Bestrahlung der Zellen erfolgt in vier Zyklen & 25 Gy (insg. 100 Gy).

3.1.7 Durchflusszytometrische Analyse von Zelloberflichen-Antigenen

Eine durchflusszytometrische Analyse der Zellen erfolgt zur Analyse regulierter bzw. stabil

exprimierter Oberflachenantigene auf nativen B25-MOL-Zellen und Wirkstoffzellen.

Die Qualitatskontrolle der selektierten Zellen erfolgt jeweils direkt im Anschluss an die
magnetische Zellseparation. Fiir eine Analyse der Wirkstoffzellen wird ein entsprechendes
Kryoréhrchen aus dem Stickstofftank entnommen und die Zellen wie unter ,2.5.1
Zellkultivierung” (S.28) aufgetaut und far 6 h inkubiert, bevor sie einer direkten
Antikorperfarbung unterzogen werden. Die Oberflachenantigene werden unter Verwendung
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikdrper (vgl. 2.8 Antikorper; S.31) markiert und in einem

FACS Calibur (BD) analysiert.

Die Zellen fur die durchflusszytometrische Analyse werden zunachst gewaschen und
anschlieRend in FACS-PBS aufgenommen. Etwa 1 - 10 x 10> Zellen werden in ein FACS-
Roéhrchen Gberfihrt und abzentrifugiert (3 min, 300 x g). Das Zellpellet wird in 50 pl FACS-PBS
aufgenommen und die entsprechende Antikorperldsung hinzu pipettiert. Nach einer
Inkubationsphase von 20 — 30 min auf Eis unter Lichtausschluss werden die Zellen ein weiteres
Mal unter Zugabe von FACS-PBS gewaschen, um nichtgebundenen Antikérper aus der Probe zu
entfernen. SchlieRlich werden die Zellen in 400 pl FACS-PBS aufgenommen und bis zur Analyse
auf Eis unter Lichtausschluss aufbewahrt. Die Diskriminierung der toten Zellen erfolgt unter
Verwendung von Propidiumiodid in einer finalen Konzentration von 0,05 ug/ml bzw. 7-AAD in
einer finalen Konzentration von 0,5 pg/ 5 x 10° Zellen. Die durchflusszytometrische Analyse

wird mit Hilfe eines FACS Calibur® durchgefiihrt.
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3.1.8 Nachweis sezernierter Antigene mittels ELISA

Die Detektion sezernierter, 16slicher Antigene erfolgt aus dem Uberstand kultivierter Zellen
unter Verwendung eines DuoSet ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, vgl. 2.5.3 ELISA;
S.29) der Firma R&D Systems. Ein auf dem Prinzip des ,Sandwich“-ELISA beruhendes
Nachweissystem. Dazu werden die gesammelten Uberstinde zweimal abzentrifugiert (3 min,
300 x g, 1 min 10.000 x g), um Zelltrimmer moglichst vollstdndig zu entfernen, in neue

Reaktionsgefalle tiberfihrt und bis zur Analyse bei -80°C aufbewahrt.

Das zu analysierende Antigen bindet an einen primaren monoklonalen Antikérper, der auf
einer 96-Well-Platte immobilisiert ist. Ein zweiter biotinylierter Detektions-Antikorper bindet
anschlieBend an ein anderes Epitop des Antigens. SchlielRlich erfolgt die Zugabe einer
Streptavidin-konjugierten Meerrettich-Peroxidase-Losung (HRP-Losung). Es bilden sich
»Sandwich“-Komplexe, bestehend aus primaren Fang-Antikorper, Antigen, biotinylierten
Detektions-Antikorper und Streptavidin-konjugierter Meerrettich-Peroxidase. Unter Zugabe
eines geeigneten Substrates (H,0,/ Tetramethylbenzidin), wird dieses durch die Peroxidase in
ein korrespondierendes, farbiges Produkt umgesetzt. Diese Reaktion wird durch die Zugabe
von 2 N H,SO, abgestoppt. Die Durchfihrung der Duoset ELISA erfolgt nach den Angaben des
Herstellers. Die Absorption der Proben wird bei einer Wellenlange von 450 nm photometrisch
(Mithras LB 940, Berthold Technologies) bestimmt. Anhand von mitgefiihrten Standards wird
die Antigenkonzentration unter Anwendung des nichtlinearen 4 Parameter Regressionsmodels

ermittelt.

A—-D
1= () +2

A= Minimum (Absortionswert der Negativkontrolle)

B= Steigung der sigmoiden Standardkurve

C= Wendepunkt der sigmoiden Standardkurve

D= Maximum (Absortionswert des Standards mit der groRten Konzentration)
x= detektierte Absorption der zu untersuchenden Probe

f(x)= Konzentration des Analytes in der zu untersuchenden Probe
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3.1.9 Nachweis sezernierter Antigene mittels Bead Array

Eine weitere Nachweismethode zur Detektion I6slicher Antigene bietet der ,,Bead Array Flow
Cytomix“ (Bender MedSystems). Dieser ermoglicht den gleichzeitigen Nachweis mehrerer
[6slicher Antigene in einer Probe mittels durchflusszytometrischer Analyse. Dazu werden die
gesammelten Zellkulturliberstande zweimal abzentrifugiert (3 min 300 x g, 1 min 10.000 x g),
um Zelltrimmer moglichst vollstandig zu entfernen, anschliefend in neue Reaktionsgefilie

Uberfihrt und bis zur Analyse bei -80°C aufbewahrt.

Die Beads sind mit spezifischen Antikorpern gegen ein Antigen markiert, wahrend die
Detektionslosung einen zweiten, spezifischen, Biotin-konjugierten sekundaren Antikorper
enthalt. Mittels einer Streptavidin-Phycoerytrin-Losung (SA-PE) erfolgt der Nachweis des
Biotin-konjugierten Antikoérpers. Anhand der GroRe und Eigenfluoreszenz der verwendeten
Beads lassen sich die analysierten Antigene identifizieren. Uber die Signalintensitit der PE-
Fluoreszenz wird die Konzentration des Antigens in der Probe ermittelt. Inkubiert man die zu
untersuchende Probe mit Detektionsldsung und SA-PE-Konjugat entsprechend den Vorgaben
des Herstellers, entstehen ,Sandwich“-Komplexe (Bead-Antigen-Detektorantikdrper-Biotin-
Streptavidin-PE). Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kénnen diese Komplexe anschliefend
detektiert werden. Die Durchfiihrung des Bead Arrays erfolgt nach den Angaben des
Herstellers (Human Basic Kit FlowCytomix, 2011). Fir die durchflusszytometrische Analyse
findet ein FACS Calibur® Verwendung mit einem Argon-Laser bei einer Wellenlange von 488
nm. Die Detektion der Fluoreszenz zur Quantifizierung des Antigens erfolgt bei einer
Wellenldnge von 575 nm (Nachweis der PE-Fluoreszenz) und 700 nm zur Identifizierung der

Bead-Population.

Als erstes wird mit Hilfe der im jeweiligen SimplexKit enthaltenen Standards eine
Verdinnungsreihe pipettiert, die bei der spateren Auswertung zur Erstellung der
Standardkurven der einzelnen Analyte herangezogen wird. Zur Herstellung des Beadmix-
Reagent werden 85 pl jedes bendtigten Bead-Reagent in ein Reaktionsgefal pipettiert und mit
1190 pl ,,Reagent Dilution“-Puffer zu einem Gesamtvolumen von 1700 pl aufgefillt. Fir die
Herstellung des Biotin-Antikorper-Konjugats werden 170 ul der jeweiligen Biotin-Antikorper-
Konjugate und 2380 ul ,,Reagent Dilution“-Puffer gemischt, um ein Endvolumen von 3400 pl zu

erreichen.

Zur Equilibrierung der Mikrotiterplatte wird zunachst in jede Vertiefung 50 ul des Assay-Puffer
pipettiert und dieser mit Hilfe einer Vakuumabsaugpumpe wieder entfernt. Noch vorhandene
Restfllssigkeit wird mit Hilfe eines Tuches vorsichtig entfernt. In die Vertiefungen werden

dann jeweils 25 pl der Standards, der Negativkontrolle (Blank, Assay-Puffer) und der Proben
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pipettiert. Dazu werden anschliefend jeweils 25 pl des Beadmix-Reagent und 50 pl des Biotin-
Antikorper-Konjugates gegeben. Die Mikrotiterplatte wird mit einer selbstklebenden Folie
abgedeckt und unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur fir 2 h auf einem Plattenschiittler
(400 rpm) inkubiert. Innerhalb der Inkubationszeit wird die Streptavidin-Phycoerythrin-Losung
(SA-PE) durch Verdiinnen von 85 ul des SA-PE-Konzentrats in 3315 pl Assay-Puffer angesetzt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Flussigkeit in den Vertiefungen der Mikrotiterplatte
abgesaugt. AnschlieBend werden die Vertiefungen 2-mal mit jeweils 100 pl Assay-Puffer
gewaschen. Die Waschlosung wird jeweils durch Absaugen entfernt. Nach dem zweiten
Waschschritt wird die noch vorhandene Flissigkeit unterhalb der Vertiefungen vorsichtig mit
einem Tuch entfernt. Im Anschluss werden in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 50 ul der
SA-PE-L6sung pipettiert. Dann wird die Mikrotiterplatte erneut mit Folie abgedeckt und unter
Lichtausschluss fiir eine weitere Stunde auf einem Plattenschittler bei Raumtemperatur (400
rpm) inkubiert. Nach dem Absaugen der Flissigkeit folgen zwei weitere Waschschritte mit
jeweils 100 ul Assay-Puffer. Nun wird in jede Vertiefung 200 pl Assay-Puffer gegeben, die
Ansatze gut gemischt und in vorbereitete Costardhrchen tberfihrt und diese bis zur Messung
auf Eis aufbewahrt. Vor Beginn der Messung am Durchflusszytometer wird ein Setup mit
geeigneten Setup-Beads durchgefiihrt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt unter

Anwendung der FlowCytomix™ Software (eBioscience).

3.2  Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Gesamt-RNA-Extraktion

Fir die Extraktion von Gesamt-RNA wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit RNAzol® RT
(Molecular Research Center) verwendet. Die Extraktion der RNA unter Verwendung dieses
Reagenz basiert auf einem denaturierenden Zellaufschluss und anschlieBender
Flissigkeitsphasenverteilung der zelluldaren Komponenten in Gegenwart von Phenol und
Guanidin und fuhrt zu hochreiner, intakter RNA, welche ohne eine DNase-Behandlung in
Microarray-Experimente eingesetzt werden kann. Frische oder tiefgefrorene Zellpellets
(1 x 10° Zellen) werden zundchst in 500 pl RNAzol® aufgeschlossen. Durch die Zugabe von 200
pl RNase freiem Wasser prazipitieren DNA, Proteine, Polysaccharide sowie andere Molekiile
aus dem Homogenat innerhalb von 5 — 15 min bei Raumtemperatur. Mit Hilfe eines
Zentrifugationsschrittes fir 15 min bei 12.000 x g werden diese sedimentiert. Die RNA bleibt
im Uberstand zuriick und wird durch eine anschlieBende Ethanolfillung isoliert. Dazu wird dem

Uberstand das gleiche Volumen 75 % Ethanol zugesetzt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert
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und bei 12.000 x g fiir 8 min zentrifugiert. Nach zwei aufeinander folgenden Waschschritten
mit jeweils 500 pl 75 % Ethanol, wird das RNA-Pellet in 30—-40 pl RNase freiem Wasser
aufgenommen. Die Bestimmung der RNA-Konzentration und des Reinheitsgrades erfolgt mit
Hilfe eines Spektrophotometers (Cary 1E UV-Visible Spektrophotometer). Fiir die Bestimmung
des Reinheitsgrades wird neben der spektrophotometrischen Analyse der Quotient aus der
Absorption bei 260 nm (A,) und 280 nm (A,s) gebildet, der einen Riickschluss auf den
Reinheitsgrad der RNA-Proben zuldsst. RNA-Proben mit einer A,g/A,50 Ratio von unter 1,8

gelten als potentiell mit organischen Verbindungen (Peptide, Phenol, RNAzol®) verunreinigt.

3.2.2 RNA Agarose-Gelelektrophorese

Die Integritdt der extrahierten RNA wird anhand einer elektrophoretischen Auftrennung
analysiert. Als Matrix dient ein Gel aus elektrisch neutraler Agarose (1,2 %), der Formaldehyd
als denaturierendes Reagenz zugesetzt wird, um die Ausbildung von Sekundarstrukturen der
RNA zu unterbinden. Das Verfahren wird unter Verwendung des MOPS-Puffersystems
durchgefuhrt (Bryant et al., 1998). Jedes Gel enthidlt auBerdem Ethidiumbromid in einer
finalen Konzentration von 1,5 pg/ml, um die RNA nach der Gelelektrophorese mittels UV
(312 nm) angeregter Fluoreszenz visualisieren zu kénnen. Vor dem Auftragen werden die
Proben mit einem 2-fach Ladepuffer (2 x Loading Dye, Fermentas) versetzt. Als Referenz dient
ein RNA-Marker der Firma Fermentas (#SM1821). Sowohl der RNA-Marker als auch die mit
Ladepuffer versetzten Proben werden vor dem Auftragen fir 10 min auf 70°C erhitzt. Die

Auftrennung der RNA Proben erfolgt bei einer Spannung von 5 -7 V/cm fiir 1 h.

3.2.3 Generierung von cDNA mittels reverser TransKkription

Fir die Verwendung in der quantitativen Real-time PCR (qRT-PCR) wird die extrahierte
Gesamt-RNA in cDNA transkribiert. Zu diesem Zweck wird die Superscript® Il Reverse

Transkriptase (Invitrogen) verwendet.

In einem Ansatz werden jeweils 2 ug Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben. Dazu wird das
entsprechende Volumen der extrahierten RNA, 1 pl dNTP (10 mM) und 1 pl Random Hexamer
Primer (Thermo Fisher Scientific) mit Aqua Spul Lésung auf ein Gesamtvolumen von 12 pl
aufgefiillt. Dieser Ansatz wird flir 5 min bei 65°C im Thermocycler inkubiert und dann auf Eis
abgekihlt. AnschlieBend werden dem Ansatz weitere Komponenten hinzugefiigt: 4 ul des
5 x First Stand Puffers, 2 ul DTT (0,1 M), sowie 0,5 pl RNaseOUT™. Nach einer weiteren
Inkubationsphase fiir 2 min bei 25°C wird dem Ansatz 1 pl der SuperScript® Il Reverse

Transkriptase hinzugefiigt und mit Aqua Spll Lésung auf ein Gesamtvolumen von 20 pl
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aufgefiillt. Nach einer Inkubationsphase von 10 min bei 25°C, in der die Random Hexamer
Primer an die RNA hybridisieren, erfolgt die Reaktion der eigentlichen reversen Transkription
im Verlauf einer Inkubationsphase fiir 50 min bei 42°C. Zur Inaktivierung der Reversen
Transkriptase wird der Ansatz schlieRlich fir 15 min bei 70°C inkubiert. Die generierten cDNA-

Proben werden bis zu ihrem Einsatz in die quantitative Real-time PCR bei -80°C aufbewahrt.

3.2.4 Quantitative Tagman® PCR

Die quantitative Real-time PCR (qPCR) unter Anwendung der Tagman® Technologie stellt eine
zuverlassige Methode zur Detektion und Quantifizierung von mRNA dar und eignet sich daher
als Verfahren, um das Expressionsniveau von Genen prazise zu untersuchen und so

Microarray-Daten zu validieren.

In eine solche Reaktion wird neben den spezifischen Primern, welche fiir die Amplifikation
notwendig sind, zusatzlich eine fluoreszenz-markierte Sonde eingesetzt, die ebenfalls
spezifisch an die zu amplifizierende Sequenz zwischen den beiden Primern hybridisiert. Die
Sonde besteht aus einem Oligonukleotid, dessen 5-Ende mit einem Fluorophor markiert ist,
wahrend das 3-Ende einen nichtfluoreszierenden Quencher tragt. Wird eine intakte Sonde
durch Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt, so wird die Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffes aufgrund der rdumlichen Ndhe zum Quencher durch einen Fluoreszenz-
Energietransfer unterbunden. Im Verlauf eines Amplifikationsschrittes wird die hybridisierte
Sonde durch die Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase hydrolysiert. Dadurch entfernen sich
der Reporter- und der Quencherfarbstoff raumlich voneinander, wodurch ein Energietransfer
vom Reporter zum Quencher nicht mehr moglich ist; damit wird die Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffes detektierbar. In Abhangigkeit von der Menge des generierten Amplifikates
steigt die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes mit jedem Reaktionszyklus weiter an. Das
detektierbare Fluoreszenzsignal ist sequenzspezifisch; Sonden eines unvollstéandigen Hybriden
werden verdrangt, bevor die Tag-Polymerase diese hydrolysieren kann. Die gemessene
Zunahme der Fluoreszenz in der exponentiellen Phase der PCR-Reaktion ist direkt proportional
zur Menge des entstandenen Amplifikats. Diese ist ihrerseits proportional zur Menge des
eingesetzten Templates. Die Intensitat der Fluoreszenz wird von einem entsprechenden
Detektionssystem (ABI PRISM 7500, Applied Biosystems) am Ende jedes Reaktionszyklus

quantifiziert.

Die Firma Life Technologies bietet ein groRes Spektrum Primer/Sonden-Kombinationen
(TagMan® Gene Expression gPCR Assays, Applied Biosystems) zur Detektion von mRNA sowie

nicht-kodierender RNA fiir verschiedene Organismen an.

49



Fiir insgesamt 90 Gene und vier endogene Kontrollen werden geeignete ,TagMan® Gene
Expression Assays” ausgewahlt (Tabelle 2.2; S.33), deren Primer und Sonden lyophylisiert auf
einer 96-Well Custom Tagman® Gene Expression Array Plate vorliegen. Jeder der verwendeten
Assays ist optimiert, um unter standardisierten Real-Time-Reaktionsbedingungen optimale
Ergebnisse zu erzeugen. In jedem Ansatz liegt eine finale Konzentration von 250 nM der Sonde
und 900 nM von jedem Primer vor. Als Template werden jeweils 10 ng cDNA pro
Reaktionsansatz eingesetzt; das finale Reaktionsvolumen betrdgt 20 pl pro Reaktionsansatz.
Der Tagman® Universal Master Mix (Applied Biosystems), der neben der AmpliTaq Gold® DNA
Polymerase auch dNTP, alle Pufferkomponenten, MgCl,, einen passiven Referenzfarbstoff
(Rox®) und AmpErase®UNG enthalt, wird nach den Angaben des Herstellers eingesetzt. Die
gPCR-Reaktion lauft unter folgenden Bedingungen, nach Angaben des Herstellers ab: ein
Schritt bei 50°C fur 2 min, gefolgt von einem weiteren Schritt zur Denaturierung der cDNA fir
10 min bei 95°C und 40 Zyklen zur Amplifikation, mit jeweils einem Denaturierungsschritt fir
15 sec bei 95°C und einem Hybridisierungs- und Elongationsschritt fir 1 min bei 60°C
(TagMan® Array Plates, 2009).

Flr einige Gene werden zusétzlich Primer und Sonden mit Hilfe der PrimerExpress 3.0 (Applied
Biosystems) Software entworfen. Dabei wird darauf geachtet, dass méglichst die Sonde oder
einer der Primer Exon-liberspannend ist, so dass in der gPCR-Reaktion ausschlieBflich mRNA
nachgewiesen wird. Genomische DNA, welche unter Umstdnden als Kontamination in der RNA-
Praparation enthalten sein kann, enthalt Gensequenzen, die aus Introns und Exons bestehen,
wahrend sich die cDNA nur aus Exons zusammensetzt. Durch die Verwendung von Exon-
Uberspannenden Sonden bzw. Primern wird gewahrleistet, dass ausschlieBlich die cDNA als
Zielsequenz fir die Generierung spezifischer Amplifikate in der gPCR-Reaktion dient. Die
Information Uber die Lokalisation der Exon-Exon-Grenzen wurden auf der PUBMED-
Internetseite http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ recherchiert. Eine Liste dieser Primer und
Sonden ist in Tabelle 2.1 (S.32) aufgefiihrt. Analog zu den Tagman® Gene Expression Assays
werden jeweils 10 ng Gesamt-cDNA als Template in jeden Reaktionsansatz eingesetzt; das
Reaktionsvolumen betragt auch hier 20 pl. Die finalen Konzentrationen von Primer und Sonden
werden empirisch ermittelt und sind in Tabelle 2.1 ebenfalls aufgefiihrt. Wie fir die ,, TagMan®
Gene Expression Assays” kommt fiir diese Reaktionsansatze der gleiche Tagman® Universal
Master Mix (Applied Biosystems) zum Einsatz. Die qPCR-Reaktion wird unter Bedingungen

analog zu den ,, TagMan® Gene Expression Assays” durchgefihrt.
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3.2.4.1 Bestimmung der qPCR-Effizienz

Fiir eine prazise Quantifizierung der cDNA-Menge in einer gPCR ist die PCR-Effizienz von
entscheidender Bedeutung. Sie charakterisiert den Anteil des Zieltranskriptes (cDNA), der
wahrend der Elongationsphase der gPCR vervielfaltigt wird. Bei einer Effizienz von 100 % findet
pro PCR-Zyklus eine Verdoppelung und nach 3,333 Zyklen eine Verzehnfachung der cDNA-
Ausgangsmenge statt. Beeinflusst wird die Effizienz durch die Amplikonldnge, die

Sekundarstruktur der cDNA und Qualitat der cDNA sowie der Primer und Sonden.

Zur Bestimmung der Effizienz werden cDNA-Proben unterschiedlicher Konzentration
eingesetzt. Ausgehend von einer Konzentration von 1 pg/ul RNA wird zundchst eine cDNA-
Synthese durchgefiihrt (vgl. 3.2.3 Generierung von cDNA mittels reverser Transkription). Die
synthetisierte cDNA wird auf eine Konzentration von 10 ng/ul eingestellt, anschlieBend wird
eine 7-stufige Verdiinnungsreihe mit einem Verdiinnungsfaktor von 10 erstellt und diese als
technisches Triplikat in einer Tagman® gPCR-Reaktion zusammen mit einer Negativkontrolle
(Aqua Spil Losung) eingesetzt. Nach Ablauf der Reaktion werden die Ausgangsmengen der
cDNA in einer logarithmischen Funktion als Regressionsgerade gegen den Ct-Wert dargestellt.
Die Steigung dieser Regressionsgeraden dient als Indikator flr die Amplifikationseffizienz der
gPCR-Reaktion. Bei einer Effizienz von 100 % betragt die Steigung der Geraden -3,333 und wird
umso kleiner, je geringer die Effizienz der gPCR ist. Im Rahmen dieser Arbeit wird ein

Toleranzbereich der qPCR-Effizienz von 90 % < Effizienz < 110 % festgelegt.

Der Korrelationseffizient (R?) beschreibt die Kontinuitat der Steigung, in Bezug auf die
verschiedenen Verdiinnungsstufen und betragt im Idealfall 1. In der vorliegenden Arbeit wird

ein Korrelationseffizient von 2 0,998 gefordert.

3.2.4.2 Auswertung der Tagman® qPCR-Ergebnisse

Nach Beendigung des gPCR-Programms erzeugt die SDS Software (Applied Biosystems), welche
mit dem Thermocycler gekoppelt ist, die Amplifikationskurven der Transkripte. AnschlieRend
werden die Baseline und der Threshold festgelegt, anhand derer die endgiltigen Ct-Werte
(threshold cycle) ermittelt werden. Er beschreibt die jeweilige Zyklusanzahl, die notwendig ist,
um ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu Uberschreiten und dient als MaR fiir die
Quantifizierung der Ausgangsmenge an spezifischer cDNA. Alle gPCR-Reaktionen eines
Tagman® Experimentes befinden sich an diesem Punkt in der exponentiellen Phase. Dabei
verhalt sich der Ct-Wert umgekehrt proportional zur amplifizierten DNA-Menge. Je héher der
Ct-Wert (d. h. je hoher die Zykluszahl, bei der die Amplifikationskurve den Threshold

Uberschreitet), desto weniger cDNA befand sich in der Probe. Fiir die Datenanalyse wird aus
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mehreren Ct-Werten ein arithmetisches Mittel (Av) gebildet und die entsprechende

Standardabweichung (SD) berechnet, welche in jedem Fall < 1 sein sollte.

3.2.4.3 Komparative AACt-Methode

Im Rahmen dieser Arbeit wird die komparartive AACt-Methode zur relativen Quantifizierung
der Genexpression verwendet (Guide to Performing Relative Quantification of Gene Expression
Using Teal-Time Quantitative PCR, 2008; Schmittgen et al., 2008). Dafilir muss die
Genexpression eines Zielgens, mit der eines nichtregulierten Housekeeping-Gens (im
Folgenden als Referenzgen bezeichnet) normalisiert werden. Flir die Berechnung des relativen
Expressionsunterschiedes wird im ersten Schritt der Mittelwert der dreifach bestimmten Ct-

Werte des Referenzgens von dem des Zielgens subtrahiert.

ACt = CtZielgen - CtReferenzgen

Die Standardabweichung (SD) des ACt-Wertes lasst sich aus den Standardabweichungen der

Ct- Werte des Ziel- und Referenzgens berechnen.
1
SD = (SDZZielgen + SD}%eferenzgen) /2

Nach dieser Normalisierung wird vom ACt-Wert eines Gens aus der behandelten Probe, der
ACt-Wert des gleichen Gens aus der nativen Probe subtrahiert; man erhalt den AACt-Wert. Die

Standardabweichung des AACt-Wertes entspricht der des ACt-Wertes der behandelten Probe.
AACt = ACtbehandelt - ACtnativ

Der relative Expressionsunterschied (fold change, FC) lasst sich aus der negativen Potenz des

AACt-Wertes zur Basis 2 berechnen.
FC = Z—AACt

Bei einer verminderten Expression eines Gens in den behandelten Proben ergibt sich aus der
Berechnung ein positiver AACt-Wert kleiner 1 (0 < AACt < 1). Um die verminderte
Genexpression anschaulich darzustellen, wird der relative Expressionsunterschied aus dem
negativen Kehrwert des AACt-Wertes berechnet.

-1

FC= 2—AACt

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Experimente gilt ein Gen als differentiell exprimiert, wenn
der sich ergebene FC dieses Gens zwischen den analysierten Versuchsproben groRer bzw.

kleiner als 3 ist; anderenfalls wird das Gen als unverandert exprimiert bezeichnet.
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3.3  Genexpressionsanalyse mit dem Human GeneChip® 1.0 ST

Die DNA-Microarray Technologie erlaubt eine simultane Expressionsanalyse einer sehr grof3en
Anzahl von Genen. Ziel dieser Analyse ist es, Gene zu identifizieren, die unter verschiedenen
biologischen bzw. experimentellen Bedingungen eine differentielle Expression aufweisen. Auf
einem Trager sind Sonden in hoher Dichte ortsspezifisch immobilisiert. Der Nachweis der an
diese Sonden hybridisierenden Transkripte erfolgt mittels Transkript-gekoppelter
Fluorochrome. Eine hohe Anzahl hybridisierter Transkripte an spezifische Sonden hat damit
eine hohe Lichtintensitat zur Folge, die mit Hilfe eines Scanners erfasst werden kann, was
Rickschlusse auf die Starke der Expression des entsprechenden Gens zulasst (vgl. 1.3.1 Human

GeneChip 1.0 ST (Affymetrix Inc.); S.13).

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Affymetrix GeneChip® Human Gene 1.0 ST bildet
mehr als 28.000 Gene ab. Die durchschnittlich 26 verschiedenen Sonden fiir ein Gen decken
den gesamten Transkriptbereich ab, so dass ein realistisches Bild der Expression

wiedergegeben wird.

Die RNA-Amplifikation und die Hybridisierung auf den Affymetrix GeneChip® Human Gene 1.0
ST, sowie die Vermessung der einzelnen Microarray-Experimente erfolgt in Kooperation mit
dem Labor fiir Funktionelle Genomforschung (LFGC) der Charité unter der Leitung von Frau Dr.
U. Ungethim. Die Durchfiihrung erfolgt nach dem Standardprotokoll des LFGC und ist unter
»1.3.2 Array-Hybridisierung” (S.14) zusammenfassend wiedergegeben. Die routinemaRige
Transformation der Scannerrohdaten in nummerische Informationen erfolgte mittels
Affymetrix Software durch Herrn Dr. J. Kuban im Rahmen der Auftragsarbeit durch das LFGC,
wahrend die biostatistische Auswertung der GeneChip-basierten Genexpressionsanalyse durch

die Verfasserin dieser Arbeit durchgefiihrt wird.

3.3.1 Bioinformatische Auswertung der Affymetrix GeneChip 1.0 ST

In der vorliegenden Arbeit wird mit dem OnechannelGUI Software Paket gearbeitet, ein
Bioconductor-Modul, bei dem verschiedene Software-Analysepakete miteinander kombiniert
und ein graphisches , Interface” aufgesetzt wurde, wodurch die Anwendung zur Analyse von
Microarray-Datensatzen erheblich erleichtert wird. Das OnechannelGUI-Paket bietet
verschiedene Methoden fiir die Qualitdtskontrolle, Hintergrundkorrektur, Normalisierung,
Filterung von Microarray-Daten bis hin zur statistischen Validierung und Generierung von
Listen mit den differentiell exprimierten Genen aus den importierten Datensatzen (Sanges et

al., 2007).
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3.3.2 Bildverarbeitung und Priprozessierung der Affymetrix-Daten

Die gescannten Bilddaten der GeneChips werden zunachst unter Anwendung von , Affymetrix
Scanner Gene Chip Operating Software” (GCOS) in nummerische Daten transformiert. Dabei
werden unter anderem .CEL-Dateien generiert, die basierend auf den Bilddaten (.DAT Dateien)
fir jede, auf dem GeneChip lokalisierte Sonde eine von der Software kalkulierte
Signalintensitat nach der Hybridisierung enthalt. Diese Daten kénnen von Analyseprogrammen

wie dem Bioconductor als Basis ihrer statistischen Analysen verwendet werden.

Bevor die Daten einer biostatistischen Analyse zugefiihrt werden konnen, ist es essentiell, die
Rohdaten eines Microarray-Experimentes einer Prdprozessierung zu unterziehen. Diese
bestent in der Hauptsache aus drei Komponenten, der Qualitdtskontrolle, der
Hintergrundkorrektur und der Normalisierung der Daten. Ziel dieser Praprozessierung ist es,
eventuelle ,Ausreier-Arrays” zu identifizieren und von der Analyse auszuschlieBen, sowie

Varianzen nicht-biologischen Ursprungs zu minimieren.

Die Ergebnisse eines Microarray-Experimentes kdnnen durch eine Vielzahl duRerer Einfliisse
beeintrachtigt werden. So kann bereits ein qualitativ minderwertiger Array erheblichen
Einfluss auf die resultierenden Ergebnisse haben (Heber et al., 2006). Bereits geringe
Unterschiede in Qualitdt und/oder Quantitat der Proben oder Reagenzien fihren zu starken
Varianzen in den Datensatzen (Bolstad et al., 2003). Unter Verwendung der im OnechannelGUI
Paket zur Verfigung stehenden Qualitdtskontroll-Funktion koénnen diejenigen Arrays
identifiziert werden, welche gegeniiber den anderen so groRRe Abweichungen aufweisen, dass
ein Ausschluss der entsprechenden Versuchsprobe erfolgen muss. Als Qualitatskontrolle wird
im Rahmen dieser Arbeit einerseits eine agglomerative hierarchische Clusteranalyse der
Proben unter Berechnung des Pearson Korrelationskoeffizienten (Eisen et al.,, 1998)
durchgefiihrt, sowie eine Hauptkomponentenanalyse (Stacklies et al., 2007), um potentielle

Ausreiller unter den Proben zu identifizieren und gegebenenfalls zu eliminieren.

Die Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) erlaubt eine Analyse und
Darstellung multidimensionaler Datensatze, die bei Genexpressionsanalysen aus der Anzahl
der beobachteten Proben und der Anzahl der untersuchten Variablen (Gene auf einem
GeneChip) bestehen. Das Ziel der PCA ist dabei die Reduktion der Dimensionalitdt einer
komplexen Datenmatrix durch die Identifikation neuer Variablen, den Hauptkomponenten, in

denen der Informationsgehalt konzentriert wird (Sturn et al., 2002).

Als robuste Methode zur Praprozessierung der Microarray-Daten findet das von lIrizarry et al.

2003 veroffentlichte ,,Robust Multi-Array-Average” (RMA) Verfahren Anwendung. Die RMA-
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Methode bedient sich einer globalen Hintergrundkorrektur (Irizarry et al., 2003a; Irizarry et al.,
2003b). Die korrigierten Signalintensitdten eines Microarrays weisen haufig eine verzerrte oder
abnorme Verteilung auf, was zu falschen Interpretationen fiihren kann. Um diesem Effekt zu
minimieren, werden die Signalintensitdten anschlieBend in eine logarithmische Form (log,)
transformiert (Russell et al.,, 2009). Diese hintergrundkorrigierten und log,-transformierten

Daten werden anschlieBend einer Quantil-Normalisierung (Bolstad et al., 2003) unterzogen.

Die ermittelte Expression eines Gens setzt sich aus den gemessenen Fluoreszenzintensitdten
mehrerer Sonden zusammen, fiir die jeweils etwas unterschiedliche Intensitdten gemessen
werden. Um die Expression eines Genes in einem einzigen Wert auszudriicken, erfolgt an
dieser Stelle eine Kondensation mehrerer Sonden-Signale zu einem Einzelwert, welcher der
Fluoreszenzintensitat bzw. der Expression des Gens entspricht. Die RMA-Methode nutzt dafiir
ein additives lineares Model; dabei resultiert die Expression aus dem Produkt der aus den
gemessenen Fluoreszenzintensitiaten ermittelten Expression und einem Sonden-Set

spezifischen Affinitatsfaktor (Irizarry et al., 2003a; Irizarry et al., 2003b).

3.3.3 Datenfilterung und Identifizierung differentiell exprimierter Gene

Die Filterung der Daten erfolgt in der vorliegenden Arbeit unter Verwendung des
nichtspezifischen ,Inter Quartil Range“ Filterverfahren (IQR bzw. Interquartilsabstand). Dabei
werden alle Sonden-Sets aus dem Datensatz eliminiert, die Gber alle analysierten Microarray-
Experimente keine oder nur eine geringe Varianz der Signalintensitit bzw. des
Expressionsniveaus zeigen. Gene, die im Vergleich zu allen anderen gemessenen Genen der in
das Analyse-Datenpaket aufgenommenen Microarray-Experimente nur eine geringe
Variabilitat ihrer Fluoreszenzintensitdat aufweisen, sind mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht
differentiell exprimiert und koénnen deshalb von der weiteren statistischen Analyse

ausgeschlossen werden.

Zur ldentifizierung der differentiell exprimierten Gene wird das von Smyth (2004) entwickelte
Verfahren limma (linear models for mircoarray data) verwendet, welches im entsprechenden
Bioconductor Softwarepaket hinterlegt und im OnechannelGUI Modul implementiert ist. Dabei
wird zundchst eine ,Design-Matrix“ erstellt, die den experimentellen Versuchsaufbau
widerspiegelt. In einer zweiten, sogenannten Vergleichsmatrix kdnnen dann die verschiedenen
unterschiedlich behandelten Versuchsproben paarweise gegenibergestellt und analysiert
werden. Die ebenfalls im Softwarepaket enthaltene ,TopTable” Funktion listet die differentiell
exprimierten Gene unter Angabe der importierten Affymetrix-ID (Sonden-Set ID, ProbeSet ID),

dem Gensymbol sowie einiger statistischer Werte; Tabelle 3.1 zeigt beispielhaft eine TopTable.
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Tabelle 3.1 Beispielhafte Darstellung einer TopTable, mit differentiell exprimierten Genen

AffylD SYMBOL M A t P Value B

8151447 IL7 5,67 10,73 64,35 1,81E-07 16,24
8021470 PMAIP1 4,00 11,01 54,20 2,32E-07 15,42
7929047 IFIT2 4,97 8,96 53,73 2,32E-07 15,37
7912145 TNFRSF9 3,80 10,37 47,65 3,21E-07 14,73
8107887 CSF2 5,71 11,20 46,95 3,21E-07 14,64
7929065 IFIT1 3,77 9,09 46,52 3,21E-07 14,59
8135069 SERPINE1 3,53 10,85 45,93 3,21E-07 14,52
8163825 TRAF1 3,25 9,44 42,57 4,94E-07 14,07
8067040 NFATC2 4,06 9,62 40,78 6,06E-07 13,81
8025601 ICAM1 2,99 11,50 38,91 7,47E-07 13,52
8041422 RASGRP3 4,65 9,15 38,31 7,47E-07 13,42
8037374 PLAUR 2,93 10,84 38,14 7,47E-07 13,39

Der M-Wert (Minus) bezeichnet die Expressionsidnderung des Gens zwischen den
gegenilbergestellten  Versuchsproben.  Hierbei werden die log,-transformierten
Fluoreszenzintensitaten des analysierten Sonden-Sets voneinander subtrahiert, was einer log,-
transformierten Expressionsdifferenz entspricht. Der A-Wert (Average) bezeichnet den
Mittelwert der log,-transformierten Fluoreszenzintensitdten eines Gens, aus allen in die
Design-Matrix einbezogenen Microarray-Experimenten. Die mit ,t“ bezeichnete Spalte zeigt
den t-Wert der moderaten t-Statistik, wahrend die mit ,P Value” bezeichnete Spalte den
dazugehorigen p-Wert angibt. Der B-Wert bezeichnet ein MaR fiir die Wahrscheinlichkeit, dass

dieses Gen differentiell exprimiert ist.

Neben der Berechnung des Expressionsunterschiedes (M-Wert), welches durch das
Softwarepaket limma ermittelt wird, wird mit Hilfe von Microsoft Excel eine weitere
Berechnung des Expressionsunterschiedes (FC, fold change) durchgefiihrt, welcher die
Veradnderung der Expression greifbarer darstellt und die einzelnen Datenprozessierungsschritte
besser nachvollziehbar macht, da er auf die nicht-log,-transformierten Expressionswerte
zuriickgreift. Grundsitzlich beschreiben beide Werte jedoch die relative Anderung der

Expression des betrachteten Gens.

2ISignal A=Signal Bl 5 |Sjana] A — Signal B|

FC =
—(Signal A — Signal B)
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Bisher ist in der Literatur kein Konsens dariiber zu finden, ab welcher GréBenordnung von
einer biologisch bedeutsamen Expressionsanderung gesprochen werden kann. Vielmehr wird
diese Entscheidung von den unterschiedlichen Autoren sehr subjektiv getroffen. So lassen sich
in der Literatur FC-Werte zwischen 1,5 und 4 als Grenzwert einer signifikant, differentiellen
Expression finden. Auch in neuerer Zeit findet eine Auseinandersetzung mit diesem Thema in
der Literatur statt, so zeigen beispielsweise (Dalman et al., 2012), dass verschieden stringente
FC und p-Werte einen signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse der Microarray-Analyse haben.
In der vorliegenden Arbeit wurden Expressionsanderungen ab einem FC-Wert > 3, einem p-

Wert < 0,05 und einem B-Wert > 2,2 als differentiell exprimiert definiert.

3.3.4 Zuordnung der Gen-Annotationen

Auf dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Affymetrix GeneChip® Human Gene 1.0 ST
sind zahlreiche Sonden-Sets abgebildet, die zunachst keine bekannte Annotation zu besitzen
scheinen. Jedoch kdnnen mit neuen wissenschaftlichen Erkenntnissen immer wieder weiteren
Sonden-Sets (Genen) eine Annotation zugeordnet werden. Aus diesem Grund wird die
Annotationsliste fir den Affymetrix GeneChip® Human Gene 1.0 ST von Affymetrix regelmaRig
aktualisiert. Neben Affymetrix bemihen sich auch andere wissenschaftliche Arbeitsgruppen
und verschiedene Institutionen um die Zuordnung weiterer Annotationen. So ist es sinnvoll,
die unter Affymetrix nicht annotierten Sonden-Sets, die eine differentielle Expression
aufweisen, mit Hilfe anderer Datenbanken auf eine Annotation zu prifen. Fiir diesen Zweck
wird die Liste der differentiell exprimierten Sonden-Sets mit unbekannter Annotation in die
,Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery” (DAVID) importiert und
unter Anwendung des ,,Gene Name Batch Viewer” geprift, ob diesen Sonden-Sets eventuell
eine Gen-Annotation zugeordnet werden kann (Huang da et al.,, 2009a; Huang da et al.,,
2009b). Sonden-Sets, denen auch hier (Stand September 2012) keine bekannte Annotation

zugeordnet werden kann, werden von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

3.3.5 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse

Die funktionelle Gen-Annotationsanalyse wird mit Hilfe des Internet-basierten Programms
DAVID durchgefiihrt. Dabei werden anhand des Fisher Exakt t-Test (iberreprasentierte
funktionelle Gengruppen ermittelt, deren enthaltende Gene aufgrund ihrer Funktion, der
Lokalisation der resultierenden Proteine einer Gen-Ontologie (GO), einer Krankheit,
Proteindomanen oder einem Signalweg zugeordnet werden kénnen. Im ersten Schritt wird

eine Liste von Genen importiert; iber den ,, Gene Identifier” wird jedes dieser Gene identifiziert
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und bekommt seine entsprechende DAVID-Gene ID zugeordnet. In der funktionellen Gen-
Annotationsanalyse erfolgt dann der Abgleich jedes identifizierten Gens aus der importierten
Liste mit den Genen in funktionellen Gengruppen. DAVID greift dabei auf einen groRen Pool
verschiedener anderer Datenbanken zuriick, z.B. SMART, Pfam, GO, KEGG-Pathway und
diverse weitere. Diese verschiedenen Ressourcen sind in 10 Gruppen unterteilt, welche die
Eingrenzung auf einige wenige, bezliglich der jeweiligen Fragestellung relevanten Ressourcen
erleichtert. Im Rahmen dieser Arbeit wird die funktionelle Gen-Annotationsanalyse,
entsprechend der vorliegenden Fragestellung auf die funktionellen Gengruppen der Gen-
Ontologien GO (molekulare Funktion, biologischer Prozess, Zellkomponente) und die Pathways

(KEEG- und Reactome Pathways) eingeschrankt.

Die Gen-Ontologie stellt eine hierarchische Sammlung biologischer Begriffe zur Beschreibung
von Genen und Genprodukten aus verschiedenen biologischen Zusammenhadngen dar, man
unterscheidet drei groRe Kategorien, die unabhadngig voneinander betrachtet werden,
biologische Prozesse (GOTERM_BP), molekulare Funktionen (GOTERM_MP) und zelluldre
Kompartimente (GOTERM_CC). Jeder Kategorie werden bestimmte Gene zugeordnet, und jede
Kategorie teilt sich in weitere ,Unterkategorien” auf, so dass ein hierarchisches System von
Kategorien entsteht, welche immer enger gefasste Gruppen von Genen zu neuen funktionellen
Kategorien zusammenfasst (www.geneontology.org, (Ashburner et al., 2000)). In diesen
funktionellen Gruppen sind die beteiligten Gene in Listen zusammengefasst. Gegeniber
Pathway-Datenbanken, in denen zu Gunsten der Ubersichtlichkeit in der Regel nicht alle
beteiligten Gene dargestellt sind, enthalten diese funktionellen Gruppen der Gen-Ontologien
alle bekannten beteiligten Gene. Ein Zusammenhang, wie die beteiligten Gene bzw. deren
Genprodukte miteinander interagieren, ist jedoch nicht hinterlegt. In einem Pathway werden
Gene bzw. deren Genprodukte zu funktionellen Gruppen zusammengefasst, die
Regulationsmechanismen innerhalb der Zelle bzw. zwischen verschiedenen Zellen abbilden.
Diese werden meist in Form eines Netzwerkes dargestellt. Uber das Internet sind mittlerweile
zahlreiche Pathway-Sammlungen zu finden. Fiir die hier durchgefiihrte Analyse wird auf zwei
verschiedene Datenbanken zugegriffen, die KEGG Datenbank (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes, www.genome.jp/kegg/, (Ogata et al., 1998)) und die Reactome Datenbank
(www.reactome.org/ReactomeGWT/entrypoint.html, (Vastrik et al., 2007)). Diese sind auf
Grund ihrer Ubersichtlichkeit innerhalb eines Pathways, der zur Verfiigung gestellten
weiterfihrenden Informationen zu jedem beteiligten Gen und der Vollstdandigkeit der in der

Datenbank hinterlegten Pathways ausgewahlt worden.

Im folgenden Schritt erfolgt der Abgleich der importierten identifizierten Gene mit den

Genlisten der ausgewahlten funktionellen Gengruppen. Anhand voreinstellbarer Parameter,
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wie beispielsweise des EASE Score oder der Anzahl an Genen aus der importierten Liste, die
innerhalb einer Uberreprasentierten, funktionellen Gengruppe vorhanden sein muss, ergibt
sich eine Auflistung aller funktioneller Gengruppen, die diese Voraussetzungen erfillen, als
Ergebnis der funktionellen Gen-Annotationsanalyse (Sherman et al.,, 2007a). Fir eine
Uberreprasentierte funktionelle Gengruppe wird ein p-Wert von <0,05 (EASE Score, Fisher
Exact T-Test) festgelegt. AuBerdem sollen mindestens 5 Gene der funktionellen Gengruppe in

der importierten Genliste vorhanden sein.

3.3.6 Heat Map Darstellung

Die Heat Map Darstellung dient der Gbersichtlichen Darstellung von Expressionsdaten. Dabei
werden die Expressionssignale individueller Sonden-Sets oder Gene in einer Matrix
zusammengefasst und farbkodiert wiedergegeben. So kann der Expressionsverlauf einer
Vielzahl von Genen (iber mehrere Experimente oder wie hier (iber aufeinanderfolgende
Schritte des Herstellungsprozesses veranschaulicht werden. Alle im Rahmen dieser Arbeit
erstellten Heat Map Darstellungen werden unter Verwendung des ,Multi Experiment Viewers”
(TM4 Software Suite) erstellt. Eine intensive Griin-Farbung stellt eine hohe Expressionsstarke
dar, wahrend eine intensive Rot-Farbung auf eine geringe Expressionsstarke des betreffenden

Sonden-Sets hindeutet.

3.4  Statistische Verfahren zur Ermittlung der Korrelation

Um zu ermitteln ob zwischen den Ergebnissen verwendeten Nachweismethoden (Microarray
Analyse, Tagman® basierte qPCR, ELISA, Bead Array, durchflusszytometrischer Nachweis von
Zelloberflachenantigen) eine Korrelation besteht, wird die Rangkorrelationsanalyse nach
Spearman angewendet. Dabei werden die ermittelten Versuchsdaten durch den Rang relativ
zu allen Ubrigen Daten desselben Versuchs ersetzt. Mit den Daten des zu vergleichenden
Versuches wird analog verfahren. AnschlieRend erfolgt die Berechnung des
Korrelationskoeffizienten p. Dabei beschreibt d die Differenz zwischen den Rangen der
ermittelten Ergebnisse eines Parameters (Gens), die sich aus den gegenlbergestellten
Nachweismethoden ergeben. Der Wert n ist die Anzahl der analysierten Parameter (Gene).
Durch das Ersetzen von Messwerten bzw. berechneten Ergebnissen durch die entsprechenden
Range kommt es zwar zum Informationsverlust, dennoch findet die Rangkorrelationsanalyse
haufig Anwendung, wenn es darum geht, Daten verschiedener Nachweismethoden

miteinander zu vergleichen.
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6 X Xd?

-1 -
P n xn?-1)

Der so berechnete Korrelationskoeffizient (p) kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen.
Nimmt der berechnete Koeffizient einen Wert > 0 an spricht man von einer positiven
Korrelation der analysierten Daten, da bei Zunahme der einen GréRe auch die andere steigt.
Im Gegensatz dazu bedeutet ein Wert < 0 eine negative Korrelation, d. h. bei Zunahme der
einen Grole verringert sich die dazugehorige andere GroRe. Nimmt der Koeffizient den Wert
Null an, liegt keine Korrelation der analysierten Daten vor. Anhand des zugehorigen P-Wertes
wird bestimmt, ob der beobachtete Wert von p sich signifikant von Null unterscheidet. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit gilt bei einem P-Wert < 0,05 die berechnete Korrelation als

statistisch signifikant.
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4 Ergebnisse

Gegenstand dieser Arbeit ist die Analyse der Genexpression der Wirkstoffzellen gegeniiber
nativen B25-MOL-Zellen. Zur Herstellung der Wirkstoffzellen werden in die nativen B25-MOL-
Zellen zunéchst vier Expressionskassetten (CD80, CD154, GM-CSF, IL-7) mittels Elektroporation
eingeschleust, anschlieRend werden die Zellen mit 100 Gy bestrahlt und bis zur Aufarbeitung
und Bereitstellung des Wirkstoffes flir einen Patienten tiefgefroren (Abbildung 4.1). Das
resultierende zelluldre Genexpressionsprofil der Wirkstoffzellen setzt sich zusammen aus dem
basalen B25-MOL-spezifischen Expressionsmuster, modifiziert durch i) die Expression der vier
eingebrachten MIDGE®-DNA-Vektoren, ii) zellulare Reaktionen auf die verschiedenen
physikalischen Stressparameter, denen die Zellen wahrend des Herstellungsprozesses
ausgesetzt sind, z.B. durch die Transfektion oder die anschlieBende Bestrahlung, und iii)
Verdnderungen der Expression, die sich durch die zellulare Adaptation auf die Effekte aus i)

und ii) ergeben.

native B25- Elektroporation Bestrahlung Einfrier- und
MOL Zellen und Inkubation mit 100 Gy Auftauprozess

Abbildung 4.1 Ablauf des Herstellungsprozesses zur Generierung der Wirkstoffzellen
Da eine Manipulation von Zellen, egal welcher Art, als ungerichtet angesehen werden muss, ist
es das Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen zu ermitteln, welche Effekte
der Herstellungsprozess auf die verwendeten Zellen hat und wie sich die Uberexpression der
vier transfizierten Expressionskassetten auf das Ubrige Expressionsprofil der Zellen auswirkt.
Diese Daten sollen die Grundlage fur die weitere Optimierung und Fortentwicklung dieser

zellbasierten Tumorvakzine bilden.

4.1 Optimierung der Gentransfer-Bedingungen

Um die nachfolgenden Expressionsanalysen durchfiihren zu kénnen, muss zunachst geeignetes
Probenmaterial generiert werden. Fir die Herstellung der Wirkstoffzellen wird eine humane
Nierenkarzinomzelllinie verwendet, die in der Firma Mologen AG aus Tumormaterial eines
Patienten etabliert wurde. In diese als B25-MOL bezeichnete Nierenkarzinomzelllinie werden
im Rahmen des Herstellungsprozesses vier verschiedene MIDGE®-DNA-Vektoren
eingeschleust; nach Abschluss des Herstellungsprozesses werden diese Zellen dann als

Wirkstoffzellen bezeichnet. Die fur die Transfektion verwendeten MIDGE®-DNA-Vektoren
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enthalten jeweils eine der Expressionskassetten fiir humanes CD80, CD154, IL-7 und GM-CSF
(Tabelle 2.3 MIDGE®-DNA-Vektoren; S.36).

Da sich die B25-MOL-Zellen nicht zu 100 % mit den verwendeten MIDGE®-DNA-Vektoren
transfizieren lassen, es jedoch von essentieller Bedeutung ist, mit einer madglichst reinen
Population transfizierter Zellen die Expressionsanalysen durchzufiihren, wird zunachst
versucht die Transfektionsbedingungen und die Einsatzmenge der Vektoren sowie deren
Mengenverhaltnis in Richtung einer maximalen Expression aller vier Expressionskassetten zu

verandern.

4.1.1 Transfektionsparameter und Mengen an Vektor-DNA in

Einzeltransfektionen

Die Effizienz einer Elektroporation hangt nicht zuletzt von der Transfizierbarkeit der
verwendeten Zellen ab. So sind fir verschiedene Zellen ganz unterschiedliche
Parametereinstellungen notwendig, um maoglichst viele Zellen zu transfizieren, ohne dabei zu
viele Zellen durch die Elektroporation so zu schadigen, dass sie absterben. Da es sich hier um
keine kommerzielle Zelllinie handelt, missen die erforderlichen Elektroporationsparameter
empirisch ermittelt werden (Tun et al., 2010). Dafiir kann zunachst auf bereits vorhandene
Daten zuriickgegriffen werden, die im Rahmen einer Bachelorarbeit erarbeitet wurden
(Klinder et al., 2008). Ein besonderes Augenmerk wird zunachst auf die angelegte Spannung
und die Kapazitdt gelegt. Die entsprechend durchgefiihrten Versuchsreihen ergeben fir
folgende Elektroporationsparameter die besten Transfektionsergebnisse: eine Spannung von
270 V bei einer Kapazitit von 1200 uF. Die Elektroporation wird in einem
Elektroporationsvolumen von  500pul, in  Elektroporationskiivetten mit  einem

Elektrodenabstand von 4 mm durchgefihrt.

Darauf aufbauend wird anschlieRend die Menge an Vektor-DNA bestimmt, welche zu einem
moglichst hohen Anteil transfizierter Zellen bei einem geringen Anteil an toten Zellen fiihrt.
Dazu werden die B25-MOL-Zellen unter Verwendung jeweils einer der vier verwendeten
MIDGE®-DNA-Vektoren mit steigender DNA-Menge transfiziert und anschlieBend fir 4 h
inkubiert. Jeweils 2 x 10° Zellen werden in 500 ul Transfektionsmedium mit 0,25 bis 15,0 pmol
MOK-hCD80-M versetzt, elektroporiert und in 6-Well-Platten ausgelegt. Die Expression der
beiden Oberflachenproteine CD80 und CD154 wird mit Hilfe der direkten Antikérperfarbung
und anschlieRender durchflusszytometrischen Analyse nachgewiesen. Tote und apoptotische
Zellen werden durch Zugabe von Propidiumiodid identifiziert und fiir die statistische

Auswertung von den lebenden Zellen diskriminiert. Innerhalb der Population der lebenden
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Zellen wird zwischen den CD80- bzw. CD154-exprimierenden und den nicht transfizierten
Zellen unterschieden. Zusatzlich wird mittels direkter Antikorperfarbung und
durchflusszytometrischen Analyse der Geomean der CD80- bzw. CD154-exprimierenden
Zellpopulation ermittelt, anhand dessen eine Aussage moglich ist, wie viel des jeweiligen

Antigens auf den Zellen exprimiert wird.

In  Abhdngigkeit der eingesetzten MIDGE®-DNA-Vektor-Menge kann eine steigende
Oberflachenexpression von CD80 nachgewiesen werden (Abbildung 4.2). In der
Lebendzellpopulation werden zwischen 2,5 % CD80" Zellen bei einem Einsatz von 0,25 pmol

MOK-hCD80-M und 49,5 % CD80" Zellen, bei einem Einsatz von 15,0 pmol MOK-hCD80-M

erreicht.
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Abbildung 4.2 Konzentrations-Wirkungsbeziehung der CD80-Expression, 4 h nach Elektroporation

Neben einer Negativkontrolle (NC, Zellen mit 10 pg Salmon Sperm elektroporiert), werden, mittels
Elektroporation, steigende Mengen des MIDGE®-DNA-Vektors MOK-hCD80-M in native B25-MOL-Zellen
eingebracht. Nach einer vierstiindigen Inkubationsphase unter Kultivierungsbedingungen (37°C, 5 % CO,, 90 %
Luftfeuchtigkeit) werden die Zellen geerntet. Mittels direkter Antikérperfarbung und durchflusszytometrischer
Analyse wird anschlieBend das exprimierte CD80 an der Zelloberflaiche nachgewiesen. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil sowie der Geomean der CD80-exprimierenden Zellen in der Lebendzellpopulation.

Auch fir die Expression von CD154 wird eine Abhangigkeit der Oberflachenexpression von der
eingesetzten MIDGE®-DNA-Vektor-Menge beobachtet (Abbildung 4.3). Die Durchfihrung der
Optimierung der Oberflaichenexpression von CD154 erfolgt analog zur CD80-
Oberflachenexpression. Nach der vierstiindigen Inkubationsphase werden in der
durchflusszytometrischen Analyse 0,2 bis 23,6 % der lebenden Zellen als CD154" detektiert.

Insgesamt liegen sowohl der Anteil der CD154" Zellen wie auch die Menge der CD154-
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Molekiile pro Zellen deutlich unterhalb der der CD80-exprimierenden Zellen. Auch durch eine
weitere Steigerung der eingesetzten MIDGE®-DNA-Vektor-Menge in die Transfektion kdnnen
fir die Oberflachenexpression von CD154 keine mit der CD80-Expression vergleichbaren Werte

erreicht werden.

60 160
- 140

50
.g - 120
& 40
S - 100
o c
2 g
= 30 80 s
.g —-— f— 8
q:) — L 60 (G)
2 20

—

: — - 40
- —
o
R I L o

O T T T T - T . T T T T - 0

NC 025 050 100 200 4,00 600 1000 12,50 15,00

pmol MOKhCD154-M in EPO
B CD154 positive Zellen = GeoMean CD154 pos.

Abbildung 4.3 Konzentration-Wirkungsbeziehung der CD154-Expression, 4 h nach Elektroporation

Neben einer Negativkontrolle (NC), werden, mittels Elektroporation, steigende Mengen des MIDGE®-DNA-
Vektors MOK-hCD154-M in native B25-MOL-Zellen eingebracht. Nach einer vierstiindigen Inkubationsphase
unter Kultivierungsbedingungen (37°C, 5 % CO,, 90 % Luftfeuchtigkeit) werden die Zellen geerntet. Mittels
direkter Antikorperfarbung und durchflusszytometrischer Analyse wird anschliefend das exprimierte CD154 an

der Zelloberflache nachgewiesen.

Der Nachweis der Zytokine IL-7 und GM-CSF, die von den transfizierten Zellen sezerniert
werden, erfolgt mittels Duoset ELISA (R&D) aus Zellkulturiiberstand. Dazu werden 2 x 10°
Zellen mit unterschiedlichen Mengen der Zytokin-kodierenden MIDGE®-DNA-Vektoren
transfiziert. Nach der Elektroporation in einem Volumen von 1 ml Normalmedium auf 12-Well-
Platten ausgelegt und fir insgesamt 10 h inkubiert. Im Abstand von jeweils 2 h wird der
Zellkulturiiberstand vorsichtig abgenommen, abzentrifugiert (2-mal 3 min 10.000 x g) und bei
-80°C tiefgefroren. Die Zellen werden geerntet und gezahlt, um eine Aussage dariber treffen
zu konnen, von wie vielen Zellen die quantifizierten Zytokin-Mengen in den Uberstand
sezerniert wurden. Daraus kann sowohl eine Abhangigkeit der nachweisbaren Zytokin-Menge
von der eingesetzten Menge des MIDGE®-DNA-Vektors, als auch von der Inkubationszeit nach
der Transfektion festgestellt werden. Fiir beide Zytokine kann nachgewiesen werden, dass mit
steigender Menge an eingesetztem MIDGE®-DNA-Vektor und zunehmender Inkubationszeit

die Menge an nachweisbaren Zytokin stetig ansteigt.
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Fiir den Nachweis von IL-7 im Zellkulturiiberstand werden die B25-MOL-Zellen mit 0,7 ug,
4,5 pg und 10 pg MOK-hIL-7-M transfiziert und wie oben beschrieben verfahren. Die héchsten
Zytokinmengen werden nach der Transfektion mit 10 ug MOK-hIL-7-M detektiert. Sie liegen
zwischen 90 pg/ 1 x 10 Zellen 2 h nach der Transfektion bzw. 1.500 pg/ 1 x 10° Zellen, nach
10 h Inkubation (Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4 Konzentration-Wirkungsbeziehung/ Kinetik der IL-7-Expression

Neben einer Negativkontrolle (NC), werden native B25-MOL-Zellen mittels Elektroporation mit drei
unterschiedlichen Mengen des MIDGE-Vektors MOK-hIL-7-M transfiziert. Die Zellen werden anschlieRend unter
Kulturbedingungen fiir 2 — 10 h inkubiert. Im Abstand von zwei Stunden wird der Zellkulturiiberstand geerntet,
die Zellen gezahlt und die Menge an IL-7 im Kulturiiberstand mittels ELISA ermittelt. Das Diagramm zeigt die
ermittelte Menge an IL-7 bezogen auf 100.000 Zellen an.

Der Nachweis von GM-CSF im Zellkulturiiberstand wird analog zu IL-7 durchgefiihrt. An dieser
Stelle werden 0,7 pg, 2 pg und 5 pug des MOK-hGM-CSF-M in die B25-MOL-Zellen transfiziert
und analog verfahren. Fir alle drei eingesetzten Mengen an MIDGE®-DNA-Vektor steigt mit
zunehmender Inkubationszeit die Menge an GM-CSF pro 1x10°Zellen. Die hdochste
Konzentration wird mit einer transfizierten DNA-Menge von 5 ug erreicht, sie liegt zwischen
100 pg/ 1 x 10° Zellen 2 h nach der Transfektion und 1.100 pg/ 1 x 10° Zellen 10 h nach der
Transfektion (Abbildung 4.5). Entsprechend besteht auch fir GM-CSF ein linearer
Zusammenhang der Expression mit der eingesetzten Menge des MIDGE®-DNA-Vektor und der

Lange der Inkubationsphase.
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Abbildung 4.5 Konzentration-Wirkungsbeziehung/ Kinetik der GM-CSF-Expression

Neben einer Negativkontrolle (NC), werden native B25-MOL-Zellen, mittels Elektroporation, mit drei
unterschiedlichen Mengen des MIDGE-Vektors MOK-hGM-CSF-M transfiziert. Die Zellen werden anschliefend
unter Kulturbedingungen fir 2 — 10 h inkubiert. Im Abstand von zwei Stunden wird der Zellkulturiiberstand
geerntet, die Zellen gezahlt und die Menge an GM-CSF im Kulturiberstand mittels ELISA ermittelt. Das
Diagramm zeigt die berechnete Menge an GM-CSF pro 100.000 Zellen.

Anhand der ermittelten Expressionsdaten fiir die Einzeltransfektion wird in den folgenden
Experimenten versucht, das Verhaltnis der einzelnen Vektoren im MIDGE®-Mix fir die vierfach
Transfektion zur Generierung der Wirkstoffzellen weiter zu optimieren, indem die eingesetzten

Vektormengen im MIDGE®-DNA-Mix verandert werden.

4.1.2 Vektor-DNA-Mengenverhiltnisse im Mix der vierfach Transfektion

Die Generierung der Wirkstoffzellen aus den nativen B25-MOL-Zellen erfolgt unter
Verwendung eines MIDGE®-Vektor-Mixes, bestehend aus MOK-hCD80-M, MOK-hCD154-M,
MOK-hIL-7-M und MOK-hGM-CSF-M. Die Expression jeder Komponente wird jedoch nicht nur
durch die transfizierte Menge des entsprechenden MIDGE®-DNA-Vektors beeinflusst, sondern
auch durch die Menge der drei anderen DNA-Vektoren. Ziel der folgenden Versuche ist es,
einen MIDGE®-Vektor-Mix zusammenzustellen, durch den fir jede transfizierte
Expressionskassette moglichst viele Zellen sowohl CD80 als auch CD154 exprimieren und
gleichzeitig moglichst groRe Mengen beider Zytokine sezernieren. Dazu werden die vier

MIDGE®-DNA-Vektoren in unterschiedlichen Verhaltnissen gemischt, in die B25-MOL-Zellen
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transfiziert und anschlieBend die resultierende Proteinexpression mittels direkter

Antikorperfarbung und durchflusszytometrischer Analyse bzw. ELISA analysiert.

Bei der Verwendung des urspriingliches MIDGE®-Mixes (Masseverhaltnis 2:2:1:1; MOK-hCD80-
M, MOK-hCD154-M, MOK-hIL-7-M, MOK-hGM-CSF-M) liegt der Anteil der CD80-
exprimierenden Zellen 2 -5fach héher gegenliber den CD154-exprimierenden Zellen. Aus
diesem Grund wird die Vektormenge von MOK-CD80-M im Mix im Folgenden reduziert,
wahrend die Menge an MOK-hCD154-M im Mix erhéht wird. Durch diese Modifikation nimmt
zwar der Anteil der CD80-exprimierenden Zellen geringfligig ab, der Anteil der CD154-
exprimierenden Zellen kann so erfolgreich gesteigert werden, so dass die Anzahl
CD80"/CD154" Zellen deutlich zunimmt (Abbildung 4.6). Ein Massenmengenverhiltnis der
beiden Vektoren MOK-hCD80-M und MOK-hCD154-M von 1:5 zeigt insgesamt den hdchsten
Anteil CD80*/CD154" Zellen (Abbildung 4.6, Mix 4, 20,8 % CD80"/CD154" Zellen).
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Abbildung 4.6 Zelloberflichenexpression CD80 und CD154, 4 h nach Elektroporation

Ausgehend vom urspriinglichen MIDGE®-Vektor-Massenmengenverhaltnis (1:1:2:2; Mix 1) werden die Mengen
der beiden MIDGE® Vektoren MOK-hCD80-M und MOK-hCD154 variiert. Fiir den Mix 2 (1:2:2:1) wird die Menge
an CD154 kodierendem MIDGE® verdoppelt, wahrend Mix 3 (1:3:1:1) die dreifache Menge MOK-hCD154-M
enthalt. In Mix 4 wird die 5fache Menge des CD154-kodierenden MIDGE® gegeniiber der einfachen Menge des
CD80-kodierenden MIDGEs verwendet (1:5:2:0,5). Nach der Transfektion werden die Zellen fir 4 h bei 37 C°
inkubiert und anschlieBend die beiden Oberflaichenantigene CD80 und CD154 mittels direkter
Antikorperfarbung und durchflusszytometrischen Analyse nachgewiesen. Dargestellt ist jeweils der Anteil
transfizierter Zellen in der Lebendzellpopulation.

Gleichzeitig werden auch die eingesetzten Mengen der MIDGE®-DNA-Vektoren MOK-hIL-7-M
und MOK-hGM-CSF-M variiert. Die detektieren Mengen der Zytokine IL-7 und GM-CSF im
Zellkulturiberstand weisen einen direkten Zusammenhang zwischen der eingesetzten
Vektormenge und der daraus resultierenden Menge an produzierten Zytokin auf. Fir beide
bestatigt sich die lineare Abhangigkeit der jeweils transfizierten Vektormenge mit der
detektierbaren Proteinmenge im Zellkulturiiberstand. Allerdings wird beim Einsatz einer

vergleichbaren Vektormenge (Mix 1, jeweils 6,7 ug MIDGE) deutlich mehr GM-CSF von den
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Zellen sezerniert, als IL-7 (Abbildung 4.7). Eine geringere Menge des GM-CSF-kodierenden
MIDGE®-DNA-Vektors flihrt zu einer deutlichen Reduktion der nachweisbaren Menge an GM-
CSF im Zellkulturiiberstand. Dies scheint jedoch keine positiven Auswirkungen auf die

Expression von IL-7 oder eines der beiden Oberflachenproteine zu haben.
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Abbildung 4.7 IL-7 und GM-CSF im Zellkulturiiberstand, 4 h nach Elektroporation

Ausgehend von den urspriinglich verwendeten MIDGE®-DNA-Vektor Massenmengenverhaltnis (2:2:1:1) werden
auch die eingesetzten MIDGE®-DNA-Vektormengen der Zytokin-kodierenden MIDGE®-DNA-Vektoren variiert.
Wahrend in Mix 1 die gleiche Masse an Zytokin-kodierender Vektoren transfiziert werden, wird die Menge des
GM-CSF-kodierenden Vektors in Mix 2 halbiert (1:2:2:1). In Mix 3 ist die transfizierte Menge beider Vektoren
wieder gleich (1:3:1:1), jedoch nur halb so groR wie in Mix 1. In Mix 4 ist etwa 4 mal so viel IL-7-kodierender
Vektor enthalten, wie GM-CSF-kodierender Vektor (1:5:2:0,5).

In den folgenden Versuchen soll die Menge der beiden Zytokine-kodierenden MIDGE®-DNA-
Vektoren im Mix so variiert werden, dass moglichst viel der beiden Zytokine von den
transfizierten B25-MOL-Zellen sezerniert wird. Dazu wird jeweils die Menge eines dieser
MIDGE®-DNA-Vektoren variiert, wahrend die eingesetzten Mengen der drei anderen Vektoren

jeweils unverandert bleiben.

Generell wirken sich groRere Mengen der beiden Zytokin-kodierenden MIDGE®-DNA-Vektoren
positiv auf die entsprechende Proteinexpression aus, jedoch verringert sich dadurch die
Expression der beiden Oberflichenproteine teilweise erheblich. Andererseits unterliegt die
Proteinexpression der beiden Zytokine groReren Schwankungen als die der beiden
Oberflachenmolekiile (nicht gezeigt); daher ist es extrem schwierig, ein optimales Verhiltnis

der vier MIDGE®-DNA-Vektoren festzulegen.

Fiir die Analysen der Genexpression wird schlieRlich ein Vektorverhaltnis eingesetzt, das in
mehreren Versuchen zu guten Expressionsergebnissen fir alle vier Expressionskassetten flihrt.
Entsprechend werden die vier MIDGE®-DNA-Vektoren in einem Verhéltnis 1:5:2:2 (MOK-
hCD80-M; MOK-hCD154-M; MOK-hIL-7-M; MOK-hGM-CSF-M) eingesetzt. Fiir die Transfektion

von 1 x 10’ B25-MOL-Zellen werden jeweils 39 pg von diesem Vektorengemisch verwendet.
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4.2 Generierung der RNA-Proben

Um den Einfluss der verschiedenen Schritte des Herstellungsprozesses auf die Genexpression
der Wirkstoffzellen zu analysieren, ist es notwendig, Proben der Zellen an unterschiedlichen
Punkten des Herstellungsprozesses zu entnehmen. Die Herstellung der Wirkstoffzellen lasst
sich in mehrere Prozessschritte unterteilen. Zunachst erfolgt die Expansion der nativen B25-
MOL-Zellen, um eine ausreichende Anzahl an Zellen zu erhalten. Nach dem Abernten der
Zellen werden jeweils 1 x 10’ native B25-MOL-Zellen mit dem vorbereiteten Mix der MIDGE®-
DNA-Vektoren, bestehend aus MOK-hCD80-M, MOK-hCD154-M, MOK-hIL-7-M und MOK-hGM-
CSF-M (1:5:2:2), versetzt und elektroporiert. Im Anschluss an eine Inkubationsphase von 90 bis
240 min werden die Zellen mittels y-Strahlen (100 Gy) teilungsunfidhig gemacht. Die durch die
Bestrahlung verursachte partielle Zerstérung der DNA-Struktur verursacht eine Unterbrechung
des Zellzyklus, die die weitere Proliferation der Zellen verhindert. Der daran anschliefende
Einfrierprozess dient der Lagerung der Wirkstoffzellen bis zum Einsatz im Patienten. Die
Abbildung 4.8 zeigt den Ablauf des Herstellungsprozesses und die Punkte, an denen Proben fiir
die Expressionsanalysen der Zellen entnommen werden. Neben nativen B25-MOL-Zellen
werden nach dem jeweils folgenden Herstellungsschritt weitere Zellen zur Generierung der

RNA-Proben enthommen.

Probenentnahme Probenentnahme Probenentnahme Probenentnahme
native B25- Elektroporation Bl Einfrier- und Wirkstoffzellen
MOL Zellen und Inkubation 8 Auftauprozess MGN1601

Abbildung 4.8 Herstellungsprozess und Probenentnahme fiir Microarray-Experimente

Der Herstellungsprozess von den nativen B25-MOL-Zellen zu den Wirkstoffzellen wird in mehrere Abschnitte
unterteilt. Die erste Probenentnahme erfolgte vor der Elektroporation, d. h. native B25-MOL-Zellen stellen die
erste Probe dar. Nach der Elektroporation der vier MIDGE®-DNA-Vektoren und der anschlieRenden
Inkubationsphase erfolgte die zweite Probenentnahme. Eine weitere Probenentnahme zur RNA-Extraktion
erfolgte nach der Bestrahlung der Zellen, sowie nach dem Einfrier- und Auftauprozess, im Anschluss einer
weiteren Inkubationsphase von 4 - 6 h.

Ein Teil der nativen B25-MOL-Zellen wird ohne Zugabe des MIDGE®-DNA-Vektoren
elektroporiert, um spater die Gene identifizierenzu koénnen, die allein durch den
Transfektionsvorgang in ihrer Expression moduliert werden. Weitere Zellproben werden im
Anschluss an die Inkubationsphase der Elektroporation sowie nach der Bestrahlung der Zellen
entnommen. Fir die Genexpressionsanalyse der Wirkstoffzellen werden die tiefgefrorenen
Zellen zunéachst aufgetaut, in PBS aufgenommen und fir 8 h auf Eis inkubiert, um dies
Zeitspanne zu simulieren, die fiir den Transportweg benétigt wird. AnschlieRend werden die

Zellen fur weitere 4 h unter Zellkulturbedingungen in Normalmedium inkubiert, in der
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Annahme, dass die Zellen an diesem Punkt am ehesten das Expressionsprofil besitzen, welches
sie im Patienten entwickeln. Wahrend die nativen B25-MOL-Zellen direkt der Gesamt-RNA
Isolation zugefiihrt werden kénnen, ist es notwendig, die lebenden, transfizierten Zellen der
anderen Proben mit zusatzlichen Methoden anzureichern, da der Anteil an lebenden CD80*
und CD154" Zellen nach vierstiindiger Inkubation (vgl. Abbildung 4.6, Mix 4) unter 50 % der

Lebendzellpopulation liegt.

Zur Anreicherung der transfizierten B25-MOL-Zellen wird die magnetische Zellseparation der
Firma Miltenyi genutzt (vgl. Abbildung 4.9, vor und nach Microbead Separation). Zunachst
werden die toten und apoptotischen Zellen mit Hilfe des ,Dead Cell Removal Kit" (Miltenyi
Biotec) eliminiert. Wahrend der Separation verbleiben diese an die magnetischen Microbeads
gebundenen Zellen im magnetischen Feld der Separationssdule, wahrend die lebenden Zellen

diese ungehindert passieren und als Lebendzellpopulation aufgefangen werden kénnen.
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Abbildung 4.9 Microbead-basierte Sortierung transfizierter B25-MOL-Zellen auf die Expression von CD80 und
CD154 unter Verwendung des ,,Anti-FITC MultiSort Kit“.

Dargestellt sind Dotplot-Abbildungen der durchflusszytometrischen Analyse, vor der Microbeads-basierten
Sortierung (links) und nach Sortierung von vierfach transfizierten B25-MOL-Zellen (rechts). Lebende Zellen sind
blau dargestellt, tote Zellen rot. Die Zellen, die CD80 an ihrer Oberfliche exprimieren und aCD80-FITC-
Antikorper gebunden haben, sind griin markiert, wahrend CD154 exprimierende Zellen, die aCD154-APC-
Antikérper gebunden haben, violett markiert sind. Doppelt positive Zellen (CD80" und CD154%) sind orange
dargestellt.
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In zwei aufeinanderfolgenden Separationsschritten werden die lebenden Zellen anschlieRend
unter Verwendung des , Anti-FITC MultiSort Kit“ (Miltenyi Biotec) und des ,,CD154 Microbead
Kit“ (Miltenyi Biotec) auf die Expression von CD80 und CD154 sortiert. Im ersten Schritt erfolgt
die Separation der CD80 exprimierenden Zellen, mit Hilfe eines FITC-konjugierten aCD80
Antikorper und aFITC-Microbeads. Diese lebenden CD80-exprimierenden Zellen werden dann
in einem folgenden Schritt, unter Verwendung eines Biotin-gekoppelten aCD154 Antikorper
und aBiotin-Microbeads, auf die Expression von CD154 sortiert. Durch diese
aufeinanderfolgenden Separationsschritte kann sichergestellt werden, dass die Zellpopulation
nach dem letzten Separationsschritt sowohl CD80 als auch CD154 exprimieren. Der Anteil der
CD80"/CD154" Zellen wird auf diese Weise von 19,9 + 0,7 % auf 72,6 + 11,9 % erhoht. Die
Analyse der selektierten Zellen nach Abschluss der Separation ldsst vermuten, dass zwar
nahezu alle Zellen CD154 exprimieren, die Anreicherung der CD80-exprimierenden Zellen
jedoch nicht so effizient ist, da sich ein Teil der Zellen nach der Separation nicht mit einem
aCD80 Antikérper farben lassen. Dies ist allerdings nicht auf eine schlechtere Effizienz der
Selektion zurlickzufiihren, sondern vermutlich vielmehr darauf, dass die CD80-Epitope auf den
Zellen bereits durch Antikorper aus dem Separationsschritt abgedeckt sind, diese
durchflusszytometrisch jedoch nicht mehr nachweisbar sind, weil eventuell dass Fluorochrom
nicht mehr vorhanden oder funktionsuntiichtig ist. Durchflusszytometrische Analysen direkt
nach der Selektion CD80-exprimierender Zellen zeigen, dass in jedem Fall weit liber 90 % der
separierten Zellen CD80 exprimieren. Daher ist an dieser Stelle davon auszugehen, dass

nahezu alle Zellen die CD154 exprimieren, auch CD80 exprimieren.

Der héhere Anteil an CD80'/CD154" Zellen durch die verbesserten DNA-Mengenverhéltnisse
im Mix der MIDGE®-DNA-Vektor ermoglichen die beiden aufeinanderfolgenden
Selektionsschritte fir CD80 und CD154 zu einem zusammenzufassen. Dazu werden zundchst,
wie bereits beschrieben, die toten und apoptotischen Zellen mit Hilfe des ,Dead Cell Removal
Kit“ aus der Gesamtzellpopulation eliminiert. Anschlieend werden die Zellen mit Biotin-
konjugierten aCD80 bzw. aCD154 Antikérpern markiert. Mit Hilfe der aBiotin-Microbeads aus
dem ,,CD154 Microbead Kit" erfolgt anschlieRend die Separation der CD80" und CD154" Zellen
in einem Schritt. Im Gegensatz zum ersten Verfahren sind in der finalen, separierten
Zellpopulation mehr Zellen vorhanden, die nur eines der beiden Antigene auf ihrer
Zelloberflaiche exprimieren. Da es sich jedoch maximal um 5 -10% der sortierten
Gesamtzellpopulation handelt, kann ein Einfluss auf die Expressionsdaten der
Gesamtzellpopulation nahezu ausgeschlossen werden. Auf diese Weise kann eine
Zellpopulation generiert werden, deren Anteil an CD80 bzw. CD154 exprimierenden Zellen bei

83,8 +2,6 % liegt.
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4.3 Quantitat und Qualitit der RNA-Proben

Die sortierten Zellen werden abzentrifugiert und daraus anschliefend die Gesamt-RNA unter
Verwendung von RNAzol® extrahiert. Die Qualitdt und Quantitdt der RNA wird mit Hilfe des
Cary Varian photometrisch bestimmt. Die Konzentration der RNA-Proben soll iber 0,2 pg/ul
liegen und eine A,s0/A Ratio > 1,8 aufweisen, um den quantitativen und qualitativen
Anforderungen fir die folgende Microarray-Analyse zu genigen. Um den Grad der
Degradierung der RNA feststellen zu koénnen, wird von allen Proben zusatzlich eine
elektrophoretische Auftrennung durchgefiihrt. Als Kriterium fiir eine geringe Degradation gilt
eine deutliche Sichtbarkeit der rRNA-Banden im Elektrophoresegel. RNA-Proben bei denen die
rRNA-Banden nur schwach oder gar nicht mehr sichtbar sind, werden aufgrund einer zu hohen
Degradation von den folgenden Expressionsanalysen ausgeschlossen. In die folgenden mRNA-
basierten Expressionsanalysen (Microarray, Tagman® basierte qPCR) werden ausschlieBlich

RNA-Proben verwendet, die den angefiihrten Qualitats- und Quantitatskriterien genligen.

4.4 Differentielle Expressionsanalyse unter Verwendung des

Affymetrix Human GeneChip® ST 1.0

Die gentechnische Verdnderung der B25-MOL-Zellen durch das Einbringen der vier MIDGE®-
DNA-Vektoren sowie die weiteren Prozessschritte der Herstellung haben potentiell einen
Einfluss auf das Expressionsmuster der Wirkstoffzellen. Anhand von Microarray-Analysen soll
untersucht werden, inwieweit sich das Genexpressionsmuster der nativen B25-MOL-Zellen von
dem der Wirkstoffzellen unterscheidet bzw. welchen Einfluss die einzelnen
Herstellungsschritte haben. Ziel ist es, einzelne Gene oder Gruppen von Genen zu
identifizieren, deren Expression sekundar zu den genetischen Manipulationen der
Wirkstoffzellen beeinflusst wird und einen eigenen, dem der genetischen Manipulation
superponierten Effekt auf das Wirkprinzip der Zellen haben kdnnten. Einige funktionelle
Gengruppen sollen dabei eine besondere Beachtung finden, (i) Gene, die an der Apoptose
beteiligt sind, (i) Zytokine und Chemokine, (iii) Gene der Antigenprozessierung und
Antigenprasentation, (iv) Gene, die an der NK-Zellinteraktion beteiligt sind, sowie (v)

tumorassoziierte Antigene (TAA).

Der fiir die Expressionsanalysen verwendete Microarray ,,Human GeneChip® ST 1.0“ der Firma
Affymetrix bildet die Expressionsstarke von lber 28.000 humanen Gene ab. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit werden insgesamt 10 Microarray-Experimente durchgefiihrt. Dabei wird

jeder Herstellungsschritt beginnend mit den nativen B25-MOL-Zellen bis hin zu den
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Wirkstoffzellen (vierfach transfiziert, bestrahlt und tiefgefroren) bericksichtigt (Abbildung

4.10). Fur jeden Herstellungsschritt werden jeweils zwei, moglichst biologische Replikate

analysiert.
A
) B25-MOL
native B25- I 4« MIDGE EPO
MOL
IR freeze
B
. B25-MOL B25-MOL
native B25 MOL B25 -MOL
- - - <> 4xMIDGE EPO

B25-MOL EPO 4x MIDGE EPO 4XMJ?§E EPO e

Abbildung 4.10 Versuchsaufbau Microarray

Dargestellt sind die beiden Gruppen von Microarrays, die im Folgenden ndher betrachtet werden. (A) zeigt die
Analyse des Gesamtprozesses, in dem die nativen B25-MOL-Zellen den Wirkstoffzellen gegeniibergestellt
werden. (B) zeigt den Vergleich der einzelnen Prozessschritte untereinander.

Native B25-MOL-Zellen -native B25-MOL

B25-MOL-Zellen elektroporiert, ohne Zugabe von Vektor DNA -B25-MOL EPO

B25-MOL-Zellen vierfach transfiziert -B25-MOL 4x MIDGE EPO
B25-MOL-Zellen vierfach transfiziert und bestrahlt -B25-MOL 4x MIDGE EPO IR
Wirkstoffzellen (B25-MOL-Zellen vierfach transfiziert, bestrahlt und tiefgefroren) -B25-MOL 4x MIDGE EPO IR freeze

Um ein Gesamtbild der Modifikation des Genexpressionsmusters zu erhalten (Abbildung 4.10
A), werden im ersten Teil der Auswertung die Genexpressionslevel der nativen, unveranderten
B25-MOL-Zellen denen der Wirkstoffzellen gegenibergestellt. Beim Vergleich der einzelnen
Prozessschritte untereinander, dem zweiten Teil der Auswertung, dient der jeweils
vorausgegangene Herstellungsschritt als Referenz fir den Folgenden, so dass die Gene
identifiziert werden, welche bedingt durch den betrachteten Herstellungsschritt eine

Modifikation ihrer Expression erfahren (Abbildung 4.10 B).

Nach der Generierung der RNA-Proben werden jeweils 2 ug der isolierten Gesamt-RNA an das
Labor fir funktionelle Genomforschung der Charité (LFGC) Uibergeben, wo in Auftragsarbeit
routinemaRig die Durchfliihrung der Microarray-Experimente sowie die Umwandlung der
Bilddaten in nummerische Signalintensitdten erfolgt, welche ein MaR fiir die Expressionsstarke

der Gene darstellen.
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4.4.1 Qualitiatskontrolle, Priaprozessierung und Filterung

Entsprechend des experimentellen Versuchaufbaus wird aus den vom LFGC ausgelesenen
Signalintensitaten der Gene der Einzelversuche ein Datenpaket zusammengestellt, welches die
10 zu analysierenden Microarrays zu einem Datensatz zusammenfasst. Dabei ist zu
bericksichtigen, dass aus Labor-technischen Griinden immer nur sechs Microarray-
Experimente parallel durchgefiihrt werden koénnen. Die Replikate werden als solche
gekennzeichnet und das Datenpaket unter Verwendung des Bioconductors zunachst der

Praprozessierung zugefiihrt.

Die Praprozessierung der importierten Rohdaten erfolgt unter Anwendung des RMA-
Algorithmus (Irizarry et al., 2003b), anschlieBend werden die Daten einer Qualitdtskontrolle
unterzogen, um unter den Microarray-Experimenten eventuelle Ausreil3er zu identifizieren und
gegebenenfalls aus dem Datensatz zu eliminieren (vgl. 3.3.2 Bildverarbeitung und
Praprozessierung der Affymetrix-Daten; S.54). In Abbildung 4.11 wird jedes der analysierten
Microarray-Experimente nach dem Normalisierungsprozess in einem Boxplot dargestellt.
Dieser zeigt, dass die log,-Signalintensitdten aller analysierten Microarrays eine ahnliche
Verteilung aufweisen, weshalb alle 10 Microarrays in die weiteren Analysen eingeschlossen

werden kdnnen.
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Abbildung 4.11 Boxplot der normalisierten log, basierten Signalintensitdten

Diese Form der Darstellung erméglicht eine Gbersichtliche graphische Darstellung groBer Datenmengen, so dass
Ausreiller-Experimente besser erkannt und eliminiert werden kénnen. Die Linie in der Mitte der jeweiligen
Rechtecke stellt den Median dar. Die Grenzen der Rechtecke umfassen das obere und untere Quartil. Die
Querbalken am Ende der gestrichelten Linien beschreiben Maximum und Minimum der Verteilung, wahrend
Ausreillerwerte einzelner Sondensignale durch die ungefiillten Kreise ober- bzw. unterhalb des Maximums und
Minimums reprasentiert werden.
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Im Anschluss an die Praprozessierung der Daten wird eine hierarchische Clusteranalyse unter
Berechnung des Pearson Korrelationskoeffizienten und eine Hauptkomponentenanalyse (3.3.2
Bildverarbeitung und Pradprozessierung der Affymetrix-Daten; S.54) der normierten Daten
durchgefiihrt. Sie dienen in erster Linie der Strukturierung groBer Datensdtze, um diese
vereinfacht und anschaulich darzustellen. Sie erméglichen auRerdem einen ersten Uberblick
Uber den analysierten Datensatz, da durch sie eine erste Gruppierung der Versuchsproben
ermoglicht wird. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Abbildung 4.12 und Abbildung 4.13

graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.12 Hierarchische Clusteranalyse.

Mit Hilfe der hierarchischen Clusteranalyse kann die Distanz bzw. Ahnlichkeit zwischen den Versuchsproben
bestimmt werden. Der hier berechnete Pearson Korrelationskoeffizient beschreibt einen linearen
Zusammenhang der Proben, wobei ein Wert nahe 1,0 fiir eine groBe Ahnlichkeit steht, wihrend sehr kleine
Werte, nahe Null eine sehr geringe Ahnlichkeit der Proben beschreiben. Das hier dargestellte Dendrogram
enthédlt alle im Rahmen dieser Arbeit analysierten Microarrays. Die Replikate sind jeweils mit ,A“ und ,B“
bezeichnet. AuBerdem werden die verschiedenen Schritte des Herstellungsprozesses mit einem Farbcode
versehen (blau — native B25-MOL-Zellen, griin — elektroporierte Zellen ohne Zugabe von DNA, gelb — vierfach
transfizierte Zellen, rot — vierfach transfiziert und bestrahlte Zellen, pink — vierfach transfiziert, bestrahlt und
tiefgefrorene Zellen).

Die Daten der Clusteranalyse zeigen, dass sich die jeweiligen Versuchsreplikate am dhnlichsten
sind. Sie weisen Korrelationskoeffizienten zwischen 0,9957 und 0,9928 auf. Weiterhin kdnnen
zwei weitere (ibergeordnete Cluster identifiziert werden; einerseits die transfizierten Zellen
(4xTx, 4xTx IR, 4xTx IR freeze) und andererseits die nicht transfizierten Zellen (nativ, EPO). Dies
stellt einen ersten Hinweis auf ein verandertes Expressionsmuster der Zellen dar, welches lber
die Expression der vier eingebrachten Expressionskassetten hinausgeht, da eine

Expressionsanderung in nur vier Genen nicht zu einer solch deutlichen Clusterbildung flihrt.
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Auch bei der dreidimensionalen Darstellung der 10 Microarray-Experimente mit Hilfe der
Hauptkomponentenanalyse liegen die jeweiligen Versuchsreplikate am engsten beieinander;
ein deutlicher Hinweis auf ihre groBe Ahnlichkeit, da sie nur geringe Unterschiede in den
Varianzen der analysierten Variablen (Signalintensitaten) aufweisen und aus diesem Grund
eine dhnliche Position im dreidimensionalen Raum einnehmen, welcher durch die drei
Hauptkomponenten beschrieben wird. Betrachtet man die erste Hauptkomponente, welche
gleichzeitig die groRte Streuung aufweist, lassen sich analog zur hierarchischen Clusteranalyse
deutlich zwei Cluster voneinander unterscheiden, einerseits die nativen bzw. elektroporierten
Versuchsproben (ohne Zugabe von Vektor-DNA; griine und blaue Sphéaren, Abbildung 4.13)
und andererseits die vierfach transfizierten Versuchsproben, zusammen mit denen, die im
Anschluss an die Transfektion der vier Vektoren bestrahlt bzw. bestrahlt und tiefgefroren

werden (gelbe, rote und pinkfarbene Spharen (Abbildung 4.13).

Abbildung 4.13 Hauptkomponentenanalyse

Darstellung der 10 Microarrays mit Hilfe einer Hauptkomponentenanalyse. Die griinen Spharen stellen die
Microarray-Daten aus den nativen Versuchsproben dar, die blauen Spharen die Microarrays aus den
elektroporierten (ohne Vektorzugabe) Versuchsproben, gelb sind die Sphéaren, deren Versuchsproben mit den
vier Vektoren transfiziert wurden, rot sind die Sphéaren, deren Versuchsproben nach der Transfektion bestrahlt
wurden, und die pinkfarbenen Spharen stellen die Microarrays der Versuchsproben dar, die vierfach transfiziert,
bestrahlt und tiefgefroren worden sind.

In einem letzten Schritt werden die Sonden-Sets um die stabil exprimierten Gene reduziert.
Dabei werden Gene, die in allen analysierten Herstellungsschritten eine stabile Expression
zeigen, aus dem Datensatz eliminiert. Fiir diesen Zweck wird an dieser Stelle der
Interquantilabstand-Filter (IQR) verwendet, der im OnechannelGUI Paketes im Bioconductors
implementiert ist. Dieser entfernt alle Sonden-Sets aus der Datenmatrix aller analysierten
Microarray-Experimente, deren Signalintensitaten nur eine geringe Varianz uber alle

Versuchsproben aufweisen.
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4.5 Analyse der differentiellen Genexpression: Vergleich der

nativen B25-MOL-Zellen mit den Wirkstoffzellen

4.5.1 Identifizierung differentiell exprimierter Gene

Im Anschluss an die Qualitatskontrolle und Praprozessierung der Microarray-Expressionsdaten
erfolgt die Identifizierung der differentiell exprimierten Gene. Unter Anwendung eines linearen
Models (limma, linear model for mircoarray data, (Smyth, 2004)) wird mit Hilfe der TopTable-
Funktion im OnechannelGUI Softwarepaket des Bioconductors eine Liste der differentiell
exprimierten Transkripte bzw. deren Sonden-Sets generiert. Transkripte innerhalb des , native
B25-MOL-Zellen vs. Wirkstoffzellen” Microarray-Datensatzes gelten als differentiell exprimiert
wenn, i) eine relative Anderung der Expressionsstirke um das mind. dreifache vorliegt, ii) die
Wabhrscheinlichkeit fiir eine differentielle Expression > 50 % ist (B-Statistik) und iii) der p-Wert

des statistischen Tests ein Signifikanzniveau < 0,05 besitzt.

Anhand dieser Kriterien konnen 481 Sonden-Sets identifiziert werden, deren zugehorige
Transkripte beim Vergleich der Expressionslevel der Gene der nativen B25-MOL-Zellen und der
Wirkstoffzellen differentiell exprimiert werden. Nach Ausschluss von Sonden-Sets ohne
bekannte Annotation und Bereinigung des Datensatzes redundanter Sonden-Sets bleiben 392
differentiell exprimierte Gene (403 Sonden-Sets), die in die funktionellen Analysen
eingeschlossen werden. Dabei handelt es sich um 179 Gene mit einer mindestens dreifach
erhohten Expression und weiteren 213 Gene mit einer mindestens dreifach verminderten
Expression. Zur bildlichen Darstellung der ermittelten Veranderungen des Expressionsprofil
zwischen den nativen B25-MOL-Zellen und den Wirkstoffzellen werden die Sonden-Sets der
differentiell exprimierten Gene einer hierarchischen Clusteranalyse unterzogen und werden

hier als Heat Map (Abbildung 4.14) dargestellt.
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Abbildung 4.14 Heat Map. Genexpressionsprofil der 392 differentiell exprimierten Gene (403 Sonden-Sets)
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4.5.2 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse

Die hohe Anzahl der differentiell exprimierten Gene macht es extrem schwierig, einzelne
interessante Gene herauszufiltern, die bezlglich der vorliegenden Fragestellung von
Bedeutung sind. In der Annahme, dass sich viele der regulierten Gene derselben funktionellen
Gengruppe oder demselben Pathways zuordnen lassen, wird mit Hilfe von DAVID (Database
for Annotation, Visualization and |Integrated Discovery) eine funktionelle Gen-
Annotationsanalyse  durchgefihrt. Diese  ermoglicht die Identifizierung  von
Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen und Pathways anhand einer importierten Liste
differentiell exprimierter Gene. Diese Web-basierte Analyse-Funktion greift dabei auf weitere
Datenbanken zurtick, in denen die funktionellen Gengruppen und Pathways hinterlegt sind.
Auf diese Weise kann die Aussagekraft lber die biologische Relevanz der Regulation eines
Gens erhdht werden. Dies erleichtert die Auswahl relevanter Gene fiir eine weiterfiihrende
Analyse erheblich. Leider enthélt keine einzelne dieser Datenbanken, die fiir die funktionelle
Gen-Annotationsanalyse zur Verfligung stehen, alle Informationen beziiglich eines Pathways
oder einer funktionellen Gengruppe. Aus diesem Grund werden mehrere Datenbanken als
Grundlage fiir die funktionelle Gen-Annotationsanalyse genutzt, um eine moglichst grolRe
Anzahl der regulierten Gene einer funktionellen Annotation in einer Gengruppe - bzw. einem
Pathway zuordnen zu kénnen. Durch die Verwendung von DAVID ist es moglich, diese Analyse
auf der Basis mehrerer Datenbanken durchzufiihren; zudem werden die Uberreprasentierten
funktionellen Gengruppen der verschiedenen Kategorien nach ihrer Signifikanz sortiert.
Letztlich konnen aus den (berreprasentierten funktionellen Gengruppen (bergeordnete
Kategorien zusammengestellt werden, so dass ein moglichst groRer Anteil der tatsachlich an
einem Pathway oder einer funktionellen Gengruppe beteiligten Gene in dieser funktionellen
Gen-Annotationsanalyse beriicksichtigt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die
funktionelle Gen-Annotationsanalyse entsprechend der vorliegenden Fragestellung auf die
funktionellen Gengruppen der Gen-Ontologien GO (molekulare Funktion, biologischer Prozess,
zelluldres Kompartiment) und die Pathways der KEEG (http://www.genome.jp/kegg/) und

Reactome (http://www.reactome.org/PathwayBrowser/) Datenbanken begrenzt.

Anhand voreinstellbarer Parameter wie des EASE Score oder der Anzahl an Genen aus der
importierten Liste, die innerhalb einer Uberreprasentierten, funktionellen Gengruppe
vorhanden sein miussen, ergibt sich als Ergebnis dieser Analyse eine Auflistung aller
funktioneller Gengruppen, welche diese Voraussetzungen erfiillen (Sherman et al., 2007a). Fir
eine Uberreprasentierte funktionelle Gengruppe wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein

p-Wert von <0,05 (EASE Score, modifizierter Fisher t-Test) festgelegt. AuRerdem sollten
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mindestens 5 Gene aus der importierten Genliste in der Uberreprasentierten funktionellen

Gengruppe vorhanden sein.

Aus einer Vielzahl von funktionellen Gengruppen werden folgende als besonders interessant
eingestuft, da diese mit hoher Wahrscheinlichkeit einen Einfluss auf die Wirkungsweise der

Wirkstoffzellen haben (vgl. 1.3.4 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse; S.19):

i) Apoptose

ii) Zytokine und Chemokine

iii) Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten
iv) Antigen-Prozessierung und Antigen-Prdsentation

v) NK-Zell-Interaktion

vi) Tumorassoziierte Antigene (TAA)

4.5.2.1 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse verstdrkt exprimierter Gene

Alle 179 Gene, die eine mehr als dreifach verstarkte Expression in den Wirkstoffzellen
gegenliber den nativen B25-MOL-Zellen aufweisen, sind in die funktionelle Analyse der Gen-
Annotation eingeschlossen worden. Das Ergebnis dieser Analyse ist eine Liste
Uberreprasentierter funktioneller Gengruppen und Pathways, die verschiedenen biologischen
Zusammenhdngen zugeordnet werden konnen. In Bezug auf die fiir uns besonders
interessanten funktionellen Gengruppen sind vor allem Apoptose-assoziierte funktionelle
Gengruppen Uberreprasentiert, wie die beiden GO , induction of programmed cell death” und
“positive regulation of programmed cell death” oder der KEEG-Pathway “apoptosis”. Ebenso
konnen viele der Gberreprasentierten Gengruppen mit Zytokinen und Chemokinen bzw. der
Chemotaxis in Verbindung gebracht werden. Neben GO wie ,chemotaxis” oder ,cytokine-
mediated signaling pathway”, sind auch KEEG-Pathways wie “Cytokine-cytokine receptor
interaction” unter den (iberreprasentierten Gengruppen. Nur eine der Uberreprasentierten
Gengruppen steht in Zusammenhang mit der NK-Zell-Interaktion, wahrend beziglich der
Antigen-Prozessierung und —Prasentation keine Uberreprasentierten Gengruppen identifiziert
werden konnen. Dagegen zeigen viele Gengruppen eine Assoziation mit der Aktivierung,
Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten auf. Dazu zahlen funktionelle Gengruppen
wie ,positive regulation of lymphocyte proliferation”, ,positive regulation of lymphocyte
activation” und , leukocyte differentiation”. Alle weiteren Uberrepradsentierten funktionellen
Gengruppen werden, beziglich der vorliegenden Fragestellung, als weniger relevant
eingestuft. Die vollstandige Liste der iberreprasentierten funktionellen Gengruppen mit einem

Signifikanzniveau < 0,05 (modifizierter Fisher t-Test) und mindestens 5 beteiligten Genen
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innerhalb einer Uberreprasentierten funktionellen Gengruppe ist in Tabelle 7.1 (S.191) im

Anhang wiedergegeben.

Anhand der gelisteten, Uberreprasentierten, funktionellen Gengruppen und Pathways kann fir
die biologischen Zusammenhangen, welche fiir die Funktion der Wirkstoffzellen von
besonderer Relevanz sind eine Liste der assoziierten, regulierten Gene erstellt werden. Die
Expressionsanderungen dieser Gene soll zunachst durch alternative Nachweismethoden
bestatigt und im Folgenden einer ndheren Betrachtung unterzogen werden. Mit Hilfe dieser
Genlisten kann dann nicht nur ermittelt werden, wie viele der an diesem Pathway beteiligten
Gene einer Regulation unterliegen, sondern auch, an welchen Stellen die betroffenen
Pathways reguliert sind und welche Relevanz diese Expressionsverdanderungen fir die Zellen

haben.

Apoptose

Unter den Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen kdénnen insgesamt 11 identifiziert
werden, die eine Assoziation mit der Apoptose aufweisen (Tabelle 4.1). Dazu gehéren GO wie
,regulation of apoptosis”, ,negative regulation of apoptosis”, , induction of programmed cell
death” und “positive regulation of programmed cell death”. Die Einbindung einiger der GO in
die Apoptose ergibt ein eher widerspriichliches Bild, da einige der regulierten Gengruppen mit
einer positiven Regulation der Apoptose, andere mit einer negativen Regulation der Apoptose

assoziiert sind.
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Tabelle 4.1 Apoptose-assoziierte funktionelle Gengruppen und Pathways

Aufgefihrt sind die jeweiligen Bezeichnungen der liberreprasentierten funktionellen Gengruppe, sowie deren
Pathway bzw. GO, die Anzahl der regulierten Gene, der prozentuale Anteil der regulierten Gene an der
Gesamtzahl der beteiligten Gene bzw. der entsprechenden funktionellen Gengruppe bzw. des Pathways, sowie
der p-Wert des Fisher’s Exact t-Test.

Anzahl

. . o
Kategorie Bezeichnung Gene % p Wert
GOTERM_BP_5 G0:0042981 regulation of apoptosis 25 13.97 4.80E-06
GOTERM_BP_5 G0:0043067 regulation of programmed cell death 25 13.97 5.69E-06
GOTERM_BP_5 G0:0006916 anti-apoptosis 10 5.59  3.97E-04
GOTERM_BP_5 G0:0012502 induction of programmed cell death 12 6.70  7.20E-04
GOTERM_BP_5 G0:0043066 negative regulation of apoptosis 12 6.70 1.59E-03
GOTERM BP 5 G0:0043069 negative regulation of programmed 12 670  1.78E-03
- = cell death
GOTERM_BP_5 G0:0060548 negative regulation of cell death 12 6.70  1.82E-03
GOTERM_BP_5 G0:0043065 positive regulation of apoptosis 13 7.26 2.42E-03
GOTERM_BP_5 G0:0043068 positive regulation of programmed 13 796  2.56E-03
cell death
GOTERM_BP_5 G0:0010942 positive regulation of cell death 13 7.26  2.66E-03
KEGG_PATHWAY hsa04210: Apoptosis 5 2.79  4.73E-02

Anhand dieser Liste Uberreprasentierter funktioneller Gengruppen konnen die Gene
identifiziert werden, deren Expression bedingt durch den Herstellungsprozess signifikant
verstarkt wird und gleichzeitig eine Assoziation mit der Apoptose aufweisen. Die 28 Gene,
welche diese Kriterien erfiillen, sind in der folgenden Tabelle 4.2 zusammen mit dem Faktor
der relativen Expressionsdnderung (fold change, FC) und dem Signifikanzniveau (moderate t-

statistic) angegeben.
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Tabelle 4.2 Verstdrkt exprimierte Gene, die den liberreprdsentierten Apoptose-assoziierten funktionellen

Gengruppen angehoren

Neben dem Gensymbol und der Bezeichnung des Gens sind auch die Anderung der Expression (fold change, FC)

und der p-Wert (moderate t-statistic) angegeben.

Gensymbol Name FC p-Wert

AEN apoptosis enhancing nuclease 3.95 5.54E-06
CcCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 3.41 1.16E-05
CD40LG CD40 ligand 129.63  3.77E-06
CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl) 3.80 7.91E-06
CSF2 colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 52.20 3.20E-07
DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3 3.36 9.19E-05
DEDD2 death effector domain containing 2 3.77 1.04E-05
ETS1 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (avian) 4.48 3.01E-06
FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6) 3.35 9.80E-06
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 3.62 4.25E-05
HSPA1A heat shock 70kDa protein 1A; heat shock 70kDa protein 1B 3,07 1,25E-04
HSPA1B heat shock 70kDa protein 1A; heat shock 70kDa protein 1B 3,57 1,39E-04
IFIH1 interferon induced with helicase C domain 1 11.80 4.42E-06
IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) 17.98 1.18E-05
IL7 interleukin 7 51.05 1.81E-07
INHBA inhibin, beta A 4.16 4.15E-06
IRAK2 interleukin-1 receptor-associated kinase 2 5.14 4.55E-06
MX1 myxoyirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible 430 9.90E-06

protein p78 (mouse)

NFKBIA ::ﬁiﬁi?i‘;ictt:rr' (;:‘pk:;pa light polypeptide gene enhancer in B- 4.45 > 83E-06
PIK3R3 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 3 (gamma) 5.05 5.54E-06
PMAIP1 phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 16.02 2.32E-07
SFN stratifin 3.16 1.03E-05
SPHK1 sphingosine kinase 1 6.68 2.83E-06
STATSA signal transducer and activator of transcription 5A 3.34 1.31E-05
TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 23.84 8.59E-07
TNFRSF10B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b 3.44 5.54E-06
TNFRSF9 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9 13.91 3.20E-07
TRAF1 TNF receptor-associated factor 1 9.53 4.94E-07
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Der extrinsische Signalweg der Apoptose kann durch verschiedene transmembrane
Rezeptoren induziert werden, wenn diese mit einem geeigneten Liganden interagieren. Dazu

gehoéren vor allem eine Reihe von Rezeptoren fiir Tumornekrosefaktoren (Elmore, 2007).

Einige dieser TNF-Rezeptoren weisen in den Wirkstoffzellen eine signifikant erhéhte Expression
auf. Fas (TNFRSF6, CD95) zeigt in nativen B25-MOL-Zellen eine konstitutive mRNA-Expression
(Sme= 522,8; SD=2,74). Diese steigt, bedingt durch den Herstellungsprozess in den
Wirkstoffzellen zusatzlich um das 3,4fache an (S,..= 1753,1; SD= 32,67). Ebenso zeigt der TNF-
Rezeptor 10 B (TNFRSF10B) eine konstitutive mRNA-Expression in nativen B25-MOL-Zellen
(Sm= 761,8; SD=33,18). Diese steigt, bedingt durch den Herstellungsprozess, in den
Wirkstoffzellen ebenfalls um das 3,4fache an (S,.= 2615,5; SD= 21,73). Eine hdhere
Expressionsstadrke dieser Gene flhrt zu einer verstarkten Sensitivitat der Zellen gegeniiber den
jeweiligen Liganden, die Uber eine Interaktion mit diesen Rezeptoren Apoptose induzieren

kénnen.

Neben diesen TNF-Rezeptoren, ber die Apoptose induziert werden kann, zeigen weitere
Gene, die mit der Signaltransduktion des Apoptosesignals assoziiert sind, in den
Wirkstoffzellen eine signifikant erhohte Expression. Dazu gehért DEDD2 (death effector
domain containing 2), welches mit Komponenten des DISC-Komplexes (death-inducing-
signaling-complex) interagieren kann und anschlieRend in den Zellkern Ubertritt, wo es an die
chromosomale DNA bindet und pro-apoptotische Ablaufe reguliert (Roth et al., 2002). In den
nativen B25-MOL-Zellen weist dieses Gen eine konstitutive mRNA-Expression auf (S,,.= 424,3;
SD 20,09), wahrend die Wirkstoffzellen eine 3,8fach héhere mRNA-Expression dieses Gens
zeigen (S;= 1597,7; SD= 40,98). Auch das Gen TNFAIP3 (A20) zeigt eine deutlich verstarkte
Expression in den Wirkstoffzellen. Das resultierende Protein besitzt jedoch zytoprotektive
Wirkung, indem es eine TNF-vermittelte Apoptose inhibieren kann (Daniel et al., 2004). In den
nativen B25-MOL-Zellen ist auf Ebene der mRNA nur eine geringe Signalstarke detektierbar
(Sin=198,7; SD= 6,29), dagegen weisen die Wirkstoffzellen ein 23,8fach hoheres Signal auf
(Sin=4737,8; SD= 152,37), eine deutliche Hochregulation der Expression dieses anti-

apoptotischen Gens.

Die beiden Hitzeschockproteine, die von HSPA1A und HSPA1B kodiert werden, gehoren zur
»heat shock protein 70 family”, deren primare Aufgabe in der Stabilisation vorhandener
Proteine besteht, um Proteinaggregation zu vermeiden und fir eine korrekte , Faltung” neu
synthetisierter Polypeptide zu sorgen. Die Expression wird vor allem durch Stress induziert;

eine Uberexpression schiitzt die Zelle vor Apoptose (Garrido et al., 2006). Gegeniiber den
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nativen B25-MOL-Zellen kann jeweils eine 3,6fach erhohte Expression in den Wirkstoffzellen

festgestellt werden, was ebenfalls zytoprotektive Auswirkungen hat.

Zytokine und Chemokine

Unter den Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen und Pathways kénnen insgesamt 10
zu einer Kategorie zusammengefasst werden, die in Assoziation mit Zytokinen und
Chemokinen stehen (Tabelle 4.3), sowie mit der durch Chemokine ausgel6sten Chemotaxis.
Neben GO wie ,,chemotaxis”, ,cytokine-mediated signaling pathway”, , regulation of cytokine
biosynthetic process” und “chemokine receptor binding”, gehtéren auch KEGG-Pathways wie
“cytokine-cytokine receptor interaction” zu den Uberreprasentierten Gengruppen, die mit

Chemokinen und Zytokinen assoziiert sind.

Tabelle 4.3 Funktionelle Gengruppen und Pathways, die mit Zytokinen und Chemokinen assoziiert sind

Aufgefihrt sind die jeweiligen Bezeichnungen der Uberreprasentierten funktionellen Gengruppe, sowie deren
Pathway bzw. GO, die Anzahl der regulierten Gene, der prozentuale Anteil der regulierten Gene an der
Gesamtzahl der beteiligten Gene, der entsprechenden funktionellen Gengruppe bzw. des Pathways, sowie der
p-Wert des Fisher’s Exact t-Test.

Anzahl

. . o

Kategorie Bezeichnung Gene % p Wert

GOTERM_BP_5 G0:0006935 chemotaxis 12 6.70  1.24E-06

GOTERM_BP_5 G0:0030595 leukocyte chemotaxis 5 2.79 6.56E-04

GOTERM_BP_5 G0:0060326 cell chemotaxis 5 2.79  8.03E-04

GOTERM_BP_5 G0:0019221 cytokine-mediated signaling 6 335  948E-04
pathway

GOTERM BP 5 G.0:004ZO?TS regulation of cytokine 6 335 1.22E-03

- - biosynthetic process

GOTERM_MF_5 G0:0008009 chemokine activity 8 4.47  4.24E-07

GOTERM_MF_5 G0:0042379 chemokine receptor binding 8 4.47 6.63E-07

KEGG_ PATHWAY hsa040§0: Cytokine-cytokine receptor 20 1117 1.20E-08
interaction

KEGG_PATHWAY hsa04062: Chemokine signaling pathway 11 6.15 6.23E-04

REACTOME_PATHWAY REACT_6900:Signaling in Immune system 9 5.03 8.58E-03

Anhand der Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen kénnen 36 verstarkt exprimierte
Gene identifiziert werden, die eine Assoziation mit Zytokinen und Chemokinen, der Regulation
ihrer Expression, mit der Zytokin-vermittelten Signaltransduktion bzw. Zytokinrezeptoren

aufweisen (Tabelle 4.4).
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Tabelle 4.4 Verstarkt exprimierte Gene, deren funktionelle Gengruppen, mit Zytokinen und Chemokinen

assoziiert sind

Neben dem Gensymbol und der Bezeichnung des Gens, sind Anderung der Expression (fold change, FC) und der

p-Wert (moderate t-statistic) angegeben.

Gensymbol Name FC p-Wert

BMP2 bone morphogenetic protein 2 3,59 6,27E-06
CcCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 3,41 1,16E-05
CCL20 chemokine (C-C motif) ligand 20 13,01 9,05E-07
CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5 29,31 8,13E-07
CCR7 chemokine (C-C motif) receptor 7 5,87 1,68E-06
CD154 CD40 ligand 129,63 3,77E-06
CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5 5,03 3,72E-06
CD80 CD80 molecule 3,68 3,66E-04
CSF2 colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 52,20 3,20E-07
CX3CL1 chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 4,25 3,77E-06
CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 3,82 1,57E-04
CXCL10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 8,65 1,75E-05
CXCL11 chemokine (C-X-C motif) ligand 11 3,17 2,09E-04
CXCLS8 (IL8) interleukin 8 8,57 6,38E-06
Fas (CD95) Fas (TNF receptor superfamily, member 6) 3,35 9,80E-06
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 7,94 7,45E-07
ICAM4 intercellular adhesion molecule 4 3,67 1,84E-05
IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) 17,98 1,18E-05
IL7 interleukin 7 51,05 1,81E-07
INHBA inhibin, beta A 4,16 4,15E-06
IRAK2 interleukin-1 receptor-associated kinase 2 5,14 4,55E-06
IRF1 interferon regulatory factor 1 8,31 3,01E-06
ITGAS integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide) 3,39 8,77E-06
JAM2 junctional adhesion molecule 2 4,85 3,21E-06
MAP2K3 mitogen-activated protein kinase kinase 3 6,94 9,86E-07
NFKB2 ::;le;n(’;‘z;t/c;rlggl)(appa light polypeptide gene enhancer in B- 337 723E-06
NFKBIA ::Iieiimzictt:rrl (;lfpk:appa light polypeptide gene enhancer in B- 4,45 2 83E-06
NRP2 neuropilin 2 4,43 2,69E-05
PIK3R3 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 3 (gamma) 5,05 5,54E-06
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Gensymbol Name FC p-Wert

PLAUR plasminogen activator, urokinase receptor 7,61 7,45E-07
SOCS1 suppressor of cytokine signaling 1 3,43 1,61E-05
STATS signal transducer and activator of transcription 5A 3,34 1,31E-05
TNFRSF10B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b 3,44 5,54E-06
TNFRSF21 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 3,77 3,01E-06
TNFRSF9 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9 13,91 3,20E-07
VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 5,96 2,53E-06

Fiir die beiden Zytokine, deren Expressionskassetten mittels Transfektion in die B25-MOL-
Zellen eingeschleust werden, kann die erwartete Uberexpression auf mRNA-Ebene bestétigt
werden. Gegenliber den nativen B25-MOL-Zellen (S,,.= 166,3; SD= 8,26) liegt eine 51,1fache
Verstarkung der IL-7 mRNA-Expression in den Wirkstoffzellen (S,..= 8478,2; SD= 136,30) vor.
Die mRNA-Expression von GM-CSF (CSF2) steigt im Vergleich zur Expressionsstdrke in den
nativen B25-MOL-Zellen (S,=176,5; SD= 10,80) um das 52,2fache in den Wirkstoffzellen
(Sin= 9198,4; SD= 87,44) an.

Neben diesen beiden Zytokinen weisen eine Reihe weiterer Zytokine eine signifikant verstarkte
MRNA-Expression in den Wirkstoffzellen auf. Dazu gehort die Expression des Chemokins CCL2
(Chemokine ligand 2, monocyte chemotactic protein 1, MCP-1), durch welches in erster Linie
Monozyten rekrutiert werden. Bereits die nativen B25-MOL-Zellen zeigen eine hohe
konstitutive mRNA-Expression von CCL2 (S,,.= 1863,4; SD= 108,85). In den Wirkstoffzellen wird
eine weitere Steigerung der mRNA-Expression um das 3,4fache detektiert (S,..= 6340,6;

SD=2,37).

Das Chemokin CCL5 (chemokine ligand 5, RANTES) wirkt chemotaktisch auf Monozyten, T-
Lymphozyten, NK-Zellen und Eosinophile (Robertson, 2002). In nativen B25-MOL-Zellen zeigt
CCL5 eine schwache Signalintensitat (S,,.= 101,7; SD= 5,84), die nur unwesentlich Gber der
Nachweisgrenze liegt (Schwellenwert einer nachweisbaren mRNA-Expression in Microarray-
Analysen S,,=100). Dagegen weisen die Wirkstoffzellen eine hohe Signalintensitdt auf
(Sin= 2876,5; SD=29,73). Entsprechend handelt es sich vermutlich um eine de novo Expression

verursacht durch den Herstellungsprozess.

Das Chemokin CCL20 (chemokine ligand 20, macrophage inflammatory protein 3 alpha, MIP-
3a) gehort, wie auch CCL2 und CCL5, zur C-C-Motiv Chemokinfamilie. Es mobilisiert vor allem

Lymphozyten des peripheren Blutes, zeigt aber auch eine schwache chemotaktische Wirkung
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auf neutrophile Zellen (Hieshima et al., 1997). Das Expressionsniveau in den nativen B25-MOL-
Zellen liegt mit einer Signalintensitdt < 100 unterhalb der Nachweisgrenze fiir eine mRNA-
Expression, was flir eine nicht vorhandene basale mRNA-Expression spricht. In den
Wirkstoffzellen kann dagegen eine Signalintensitdt von S,,,=1029,5 (SD= 16,47) detektiert
werden. Auch in diesem Fall handelt es sich demnach um eine herstellungsbedingte de novo

Expression dieses Gens.

Das Zytokin CXCL10 (IP-10, 10 kDa interferon gamma-induced protein) weist neben
chemotaktischen Eigenschaften fir Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen, ruhenden
T-Lymphozyten und NK-Zellen auch regulatorische Eigenschaften auf, so werden
beispielsweise T-Lymphozyten zur Reifung angeregt (Dufour et al., 2002; Neville et al., 1997).
Analog zu CCL5 und CCL20 kann auch fiir CXCL10 eine herstellungsbedingte de novo Expression
in den Wirkstoffzellen beobachtet werden. Wahrend die detektierte Signalintensitat fir
CXCL10 in den nativen B25-MOL-Zellen unterhalb der Nachweisgrenze liegt, ist in den

Wirkstoffzellen mit S,,.= 297,9 (SD= 7,35) eine deutlich hohere Expressionsstarke nachweisbar.

Interleukin 6 (IL-6) agiert sowohl als pro-inflammatorisches als auch anti-inflammatorisches
Zytokin. In den Microarray-Analysen weisen die nativen B25-MOL-Zellen eine relativ geringe
Expression von IL-6 spezifischer mRNA auf (S,,.= 224,5; SD= 61,96). In den Wirkstoffzellen kann
eine Steigerung der Expression um das 18fache beobachtet werden, also eine deutliche

Steigerung der mRNA-Expression auf eine Signalintensitat von S,,.= 3880,0 (SD= 33,58).

Das Interleukin 8 (IL-8, CXCL8) fungiert als pro-inflammatorisches Zytokin, es rekrutiert
neutrophile und basophile Zellen, sowie T-Lymphozyten. Jedoch besitzt IL-8 auch einige fir die
Krebstherapie negativ einzustufende Eigenschaften. So fordert die Freisetzung von IL-8 die
Angiogenese und die Entwicklung von Metastasen (Waugh et al., 2008). Im Gegensatz zu den
meisten anderen Zytokinen kann fur IL-8 in den nativen B25-MOL-Zellen eine konstitutive
MRNA-Expression (S;,= 521,1; SD= 86,98) nachgewiesen werden. In den Wirkstoffzellen steigt
die Expression nochmals um das 8,6fache an. Damit weist IL-8 eine Uberexpression

(Sine= 4406,7; SD=141,68) in den Wirkstoffzellen auf.

Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten

Insgesamt 17 der Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen und Pathways kénnen zu
einer Kategorie zusammengefasst werden, die eine Assoziation mit der Aktivierung,
Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten zeigen (Tabelle 4.5). Diese Kategorie steht
im direkten Zusammenhang mit der Funktion einer Reihe von verstarkt exprimierten Zytokinen

und Oberflachenproteinen der Wirkstoffzellen.
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Tabelle 4.5 Funktionelle Gengruppen und Pathways, die eine Assoziation mit der Aktivierung, Differenzierung
und Proliferation von Lymphozyten besitzen

Aufgefihrt sind die jeweiligen Bezeichnungen der iberreprasentierten funktionellen Gengruppe, sowie deren
Pathway bzw. GO, die Anzahl der regulierten Gene, der prozentuale Anteil der regulierten Gene an der

Gesamtzahl der beteiligten Gene, der entsprechenden funktionellen Gengruppe bzw. des Pathways sowie der p-
Wert des Fisher’s Exact t-Test.

. . Anzahl |
Kategorie Bezeichnung Gene % p Wert
GOTERM BP 5 GO:9050§71 positive regulation of lymphocyte 8 447 1.95E-06
- - proliferation
GOTERM_BP_5 GO:QO70§65 positive regulation of leukocyte 8 447 2.21E-06
proliferation
GOTERM_BP_5  GO:0050864 regulation of B cell activation 7 3.91 1.73E-05
GOTERM BP 5 GO:9050§7O regulation of lymphocyte 8 447 3.11E-05
- - proliferation
GOTERM_BP_5  GO0:0051249 regulation of lymphocyte activation 10 5.59 3.19E-05
GOTERM_BP_5  GO0:0070663 regulation of leukocyte proliferation 8 4.47 3.36E-05
GOTERM_BP_5  GO0:0002694 regulation of leukocyte activation 10 5.59 7.83E-05
GOTERM_BP_5 GO.:OO$1251 positive regulation of lymphocyte 3 447 8.48E-05
activation
GOTERM BP 5 GO.:OOC.)2696 positive regulation of leukocyte 8 447 1.48E-04
- - activation
GOTERM_BP_5  GO0:0050867 positive regulation of cell activation 8 4.47 1.98E-04
GOTERM_BP_5  GO0:0050871 positive regulation of B cell activation 5 2.79 4.20E-04
GOTERM_BP_5  GO0:0002521 leukocyte differentiation 8 4.47 5.44E-04
GOTERM_BP_5  GO0:0030098 lymphocyte differentiation 7 3.91 8.69E-04
GOTERM_BP_5  GO0:0050870 positive regulation of T cell activation 6 3.35 1.37E-03
GOTERM_BP_5  GO0:0042110T cell activation 7 3.91 2.45E-03
GOTERM BP 5 G'O:OO45.61? regulation of lymphocyte 5 279  4.77E-03
- - differentiation
GOTERM_BP_5  GO0:0050863 regulation of T cell activation 6 3.35 8.77E-03

Neben der Rekrutierung von Immunzellen ist es essentiell diese zu aktivieren, um eine
Immunantwort mit Hilfe der Wirkstoffzellen auszulésen. Daran sind neben Zytokinen, deren
Expression bereits besprochen wurde, weitere Molekiile beteiligt. Anhand der
Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen, die eine Assoziation mit der Aktivierung,
Differenzierung und Proliferation mit Lymphozyten aufweisen, ist hier eine Liste der
beteiligten, verstarkt exprimierten Gene zusammengestellt, die in der folgenden Tabelle 4.6

wiedergegeben ist.
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Tabelle 4.6 Verstarkt exprimierte Gene, assoziiert mit der Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von
Lymphozyten.

Regulierte Gene, die zu Uberreprasentierten funktionellen Gruppen gehéren, die mit der Aktivierung,
Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten assoziiert sind. Angegeben sind Gensymbol und der
Bezeichnung des Gens, sowie die Anderung der Expression (fold change, FC) und der p-Wert (moderate t-

statistic).

Gensymbol Name FC p-Wert
CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5 29.31 8.13E-07
CD154 CD40 ligand 129.63  3.77E-06
CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5 5.03 3.72E-06
CD80 CD80 molecule 3.68 3.66E-04
CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 3.80 7.91E-06
CSF2 colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 52.20 3.20E-07
FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6) 3.35 9.80E-06
HDAC9 histone deacetylase 9 3.26 5.15E-06
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 7.94 7.45E-07
ICOSLG inducible T-cell co-stimulator ligand 3.31 7.91E-06
IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) 17.98 1.18E-05
IL7 interleukin 7 51.05 1.81E-07
INHBA inhibin, beta A 4.16 4.15E-06
IRF1 interferon regulatory factor 1 8.31 3.01E-06
STAT5A signal transducer and activator of transcription 5A 3.34 1.31E-05
VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 5.96 2.53E-06

Neben einigen bereits beschriebenen Zytokinen sind in dieser funktionellen Gruppe auch die
beiden eingebrachten kostimulatorischen Oberflachenmolekiile zu finden. CD80 kann Uber die
Interaktion mit CD28 die Proliferation und Zytokin-Produktion in T-Lymphozyten induzieren. In
den nativen B25-MOL-Zellen ist mit Hilfe der Microarray-Analyse eine schwache basale CD80-
spezifische mRNA-Expression (S, = 208,8; SD= 62,24) detektierbar, in den Wirkstoffzellen ist
Uberraschenderweise (Si= 733,8; SD=13,76) nur eine um das 3,7fache erhohte mRNA-
Expression nachweisbar. Dagegen zeigt CD154 (CD40LG) in den nativen B25-MOL-Zellen keine
nachweisbare mRNA-Expression (S;,.= 85,2; SD= 18,55). In den Wirkstoffzellen ist dagegen eine
massive Uberexpression der mRNA nachweisbar (S,,= 10.776,5; SD= 98,90).

Wie bereits erwdhnt, werden CD28 und CTLA-4 von T-Lymphozyten exprimiert. Uber

Interaktion mit geeigneten Liganden kontrollieren sie die Aktivierung bzw. Inaktivierung von T-
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Lymphozyten. Analog zu CD80 und CD86 fiihrt eine Kostimulation des ICOSLG (inducible T-cell
co-stimulator ligand, CD275) Giber CD28 zur Aktivierung von T-Lymphozyten (Yao et al., 2011).
Bereits in den nativen B25-MOL-Zellen ist eine konstitutiv vorhandene mRNA-Expression von
ICOSLG nachweisbar (S,,.= 255,8; SD= 8,29). Bedingt durch den Herstellungsprozess steigt die
mRNA-Expression dieses Gens, so dass in den Wirkstoffzellen eine 3,3fach héhere Expression
(Sin= 846,3; SD= 26,22) nachweisbar ist. Daneben zeigt auch das Adhédsionsmolekil ICAM1
(intercellular adhesion molecule 1, CD54), welches an der Ausbildung der immunologischen
Synapse beteiligt ist, eine signifikant hohere mRNA-Expression in den Wirkstoffzellen
(Sint= 6333,2; SD=45,21) als in den nativen B25-MOL-Zellen (S,,.= 797,5; SD= 7,75). Bedingt
durch den Herstellungsprozess wird eine Steigerung der Expression um das 7,9fache

beobachtet.

Antigen-Prozessierung und Antigen-Prdsentation in Wirkstoffzellen

Die Prasentation prozessierter Antigen durch MHC-Molekiile auf den Wirkstoffzellen stellt
einen essentiellen Faktor des Wirkprinzips von MGN1601 dar. So ist es wichtig, die auf den
B25-MOL-Zellen nachgewiesene Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I-Molekilen auf den
Wirkstoffzellen zu bestéatigen. Gleichzeitig soll gepriift werden, ob auf den Wirkstoffzellen
neben der Expression von MHC-Klasse-I-Molekilen auch eine Expression von MHC-Klasse-II-
Molekiilen vorliegt, um neben den CD8" T-Lymphozyten eventuell auch die CD4" T-

Lymphozyten direkt aktivieren zu kénnen.

Die Expressionsdaten der durchgefiihrten Microarray-Analysen machen jedoch deutlich, dass
im Bereich der Antigenprozessierung und —Prdsentation keine signifikanten Veranderungen
der mRNA-Expression beteiligter Gene vorliegt (Abbildung 4.15). In den Listen der
Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen ist keine funktionelle Gruppe mit der Antigen-
Prozessierung und/oder —Prasentation assoziiert. Die Gene der MHC-Klasse-I-Molekiile zeigen
in allen analysierten Proben ein unverandert hohes Expressionsniveau. Eine Expression der
MHC-Klasse-II-Molekiile ist dagegen auszuschlieRen, da alle assoziierten Sonden-Sets in den
analysierten Versuchsproben eine sehr niedrige Signalintensitat aufweisen; diese liegen ohne
Ausnahme unterhalb der festgesetzten Grenze fir den sicheren Nachweis einer mRNA-
Expression in den Microarrays von S;,.- 100. Auch andere Gene, die an der Prozessierung und
Antigen-Préisentation beteiligt sind, weisen keine signifikante herstellungsbedingte Anderung

der Expression auf.
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Abbildung 4.15 Heat Map Darstellung der mRNA-Expressionslevel der MHC-Gene im Verlauf des
Herstellungsprozesses

Die Spalten zeigen die analysierten Versuchsproben aus dem Herstellungsprozess (je zwei Replikate) von den
nativen B25-MOL (links) bis zu den Wirkstoffzellen (rechts). Jede Zeile reprasentiert ein analysiertes Gen. Die
Einfarbung der Zellen gibt die Expressionsstiarke des Gens in der jeweiligen Versuchsprobe wieder, diese
basieren auf den log,-transformierten detektierten und praprozessierten Signalintensitaten (Sn:).

NK-Zell-Interaktion

Bezlglich der NK-Zell-Interaktion kann unter den insgesamt 110 (iberreprasentierten
funktionellen Gengruppen und Pathways nur ein KEEG-Pathway identifiziert werden, der eine
direkte Assoziation mit diesem biologischen Zusammenhang besitzt. Innerhalb des ,Natural
killer cell mediated cytotoxity” Pathway zeigen 8 Gene eine verstarkte Expression in den

Wirkstoffzellen (Tabelle 4.7).

NK-Zellen sind in der Lage, infizierte oder entartete Zellen mittels Perforin/ Granzym oder
Rezeptor-vermittelt zu téten. Verschiedene Rezeptoren der NK-Zellen interagieren mit MHC-
Klasse-I-Molekllen auf den Zielzellen; dabei entscheidet das Verhéaltnis zwischen
inhibitorischen und aktivierenden Signalen dariiber, ob die Zielzelle abgetdtet wird oder nicht
(Bryceson et al., 2011; Caligiuri, 2008). Neben der Expression von Rezeptoren fir MHC-Klasse-
I-Molekiile exprimieren die NK-Zellen eine Reihe weiterer Oberflichenmolekiile, die
beispielsweise der Adhdsion oder dem Rezeptor-vermittelten Totungsmechanismus dienen.

Diese interagieren mit geeigneten Oberflichenmolekiilen auf den Zielzellen.
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Tabelle 4.7 Vermehrt exprimierte Gene des KEGG-Pathway ,,Natural killer cell mediated cytotoxity“.

Regulierte Gene, die zu Uberreprasentierten funktionellen Gruppen gehoren, die mit der NK-Zell-Interaktion
assoziiert sind. Neben dem Gensymbol und der Bezeichnung des Gens sind die Anderung der Expression (fold
change, FC) und der p-Wert (moderate t-statistic) angegeben.

Gensymbol Name FC p-Wert

CSF2 colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 52.20 3.20E-07

FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6) 3.35 9.80E-06

ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 7.94 7.45E-07

NFATCL nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin- 3.02 1.16E-05
dependent 1

NEATC2 nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin- 16.67 6.05E-07
dependent 2

PIK3R3 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 3 (gamma) 5.05 5.54E-06

RAET1L retinoic acid early transcript 1L 5.10 1.91E-04

TNFRSF10B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b 3.44 5.54E-06

Unter den verstarkt exprimierten Genen der Wirkstoffzellen sind insgesamt drei, deren
Genprodukte mit geeigneten Oberflaichenmolekiilen auf NK-Zellen interagieren konnen. Das
ICAM1 dient der Adhdsion und ist in der Lage, verschiedene NK-Zell-exprimierte
Oberflachenmolekiile (LFA-1, MAC-1, CD11c) zu binden (Bryceson et al., 2011). Wie bereits
unter ,Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten” (S.88) erwahnt, liegt

eine 7,9fach hohere Expression von ICAM1 in den Wirkstoffzellen vor.

Die Interaktion von Fas und TNFRSF10B mit geeigneten Liganden auf den NK-Zellen fiihren zur
Rezeptor-vermittelten Apoptose der Zielzelle. Wie bereits unter ,Apoptose” (S.81)
beschrieben, zeigen beide Oberflaichenmolekiile eine verstiarkte mRNA-Expression in den

Wirkstoffzellen.

4.5.2.2 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse vermindert exprimierter Gene

Analog zu den signifikant verstarkt exprimierten Genen wird auch fir die 213 vermindert
exprimierten Gene eine funktionelle Gen-Annotationsanalyse mit Hilfe von DAVID
durchgefiihrt. Anhand der festgelegten Kriterien (Signifikanzniveau des Fisher Exact t-Test
<£0,05, mind. 5 regulierte Gene innerhalb einer lberreprasentierten Gruppe) wird eine Liste
der Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen erstellt, die vollstandig in der Tabelle 7.2

(5.194) im Anhang wiedergegeben ist.

In der Liste der Uberreprasentierten Gengruppen kénnen keine Gene identifiziert werden, die

eine Assoziation mit den fiir uns besonders interessanten biologischen Zusammenhangen
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zeigen. Jedoch zeigen 52 der insgesamt 82 (iberreprasentierten funktionellen Gengruppen eine
Assoziation mit dem Zellzyklus bzw. dessen Regulation an unterschiedlichen Kontrollpunkten.
Dazu zahlen GO wie ,regulation of mitotic cell cycle” und ,spindle organization” oder KEEG
Pathways, wie ,cell cycle”“. Diese werden zu einer weiteren Kategorie funktioneller

Gengruppen zusammengefasst, die im folgenden Abschnitt ndher betrachtet wird.

Regulation des Zellzyklus

Unter den Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen und Pathways, die anhand der
vermindert exprimierten Gene identifiziert werden, sind tber die Halfte (52 von 82 Genen) mit
dem Zellzyklus oder dessen Regulation assoziiert. Dies deutet darauf hin, dass der Zellzyklus in
den Wirkstoffzellen einer massiven Runterregulation unterworfen wird. Die folgende Tabelle

4.8 listet alle Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen und Pathways auf, die eine

Assoziation mit der Regulation des Zellzyklus besitzen.

Tabelle 4.8 Funktionelle Gengruppen und Pathways, die eine Assoziation mit der Regulation des Zellzyklus

besitzen

Aufgefihrt sind die jeweiligen Bezeichnungen der liberreprasentierten funktionellen Gengruppe, sowie deren
Pathway bzw. GO, die Anzahl der regulierten Gene, der prozentuale Anteil der regulierten Gene an der

Gesamtzahl der beteiligten Gene, der entsprechenden funktionellen Gengruppe bzw. des Pathways, sowie der
p-Wert des Fisher’s Exact t-Test.

. . Anzahl o

Kategorie Bezeichnung Gene % p-Wert

GOTERM_BP_5 G0:0000279 M phase 51 24,06 1,04E-41

GOTERM_BP_5 G0:0000087 M phase of mitotic cell cycle 43 20,28 9,45E-39

GOTERM_BP_5 G0:0007067 mitosis 42 19,81 1,09E-37

GOTERM BP 5 GO:0000.07O mitotic sister chromatid 11 519 1,05E-11

- - segregation

GOTERM_BP_5 G0:0006260 DNA replication 15 7,08 7,85E-08

GOTERM_BP_5 G0:0007093 mitotic cell cycle checkpoint 8 3,77 7,81E-07

GOTERM_BP_5 G0:0007051 spindle organization 8 3,77 1,08E-06

GOTERM_BP_5 G0:0010564 regulation of cell cycle 11 519 1,25E-06
process

GOTERM_BP_5 G0:0000075 cell cycle checkpoint 10 4,72 1,58E-06

GOTERM_BP_5 Sy(():;2007346 regulation of mitotic cell 12 566 2 45E-06

GOTERM_BP_5 GO:OOO70?6 mitotic chromosome 5 236 1,40E-05
condensation

GOTERM_BP_5 G0:0007052 mitotic spindle organization 5 2,36 2,62E-05

GOTERM_BP_5 G0:0006281 DNA repair 14 6,60 4,41E-05

GOTERM_BP_5 G0:0030071 regulation of mitotic 5 236 1.31E-04

metaphase/anaphase transition
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Anzahl

. . o R
Kategorie Bezeichnung Gene % p-Wert
GOTERM_BP_5 G0:0034728 nucleosome organization 8 3,77 1,38E-04
GOTERM BP 5 G0:0010948 negative regulation of cell 5 236 2 21E-04
- = cycle process
GOTERM_BP_5 G0:0007088 regulation of mitosis 6 2,83 5,86E-04
GOTERM_BP_5 G0:0051783 regulation of nuclear division 6 2,83 5,86E-04
GOTERM_BP_5 G_020006333 chromatin assembly or 3 377 9,23E-04
disassembly
GOTERM BP 5 G0:0051329 interphase of mitotic cell 6 283 8,51E-03
- - cycle
GOTERM_BP_5 G0:0006310 DNA recombination 6 2,83 9,21E-03
GOTERM_BP_5 G0:0051325 interphase 6 2,83 9,57E-03
GOTERM_CC_5 G0:0005819 spindle 25 11,79 1,91E-21
GOTERM_CC_5 G0:0005694 chromosome 36 16,98 1,01E-19
GOTERM_CC_5 G0:0044427 chromosomal part 33 15,57 3,67E-19
GOTERM_CC_5 G0:0005634 nucleus 111 52,36 1,29€-17
GOTERM_CC_5 G0:0000793 condensed chromosome 21 9,91 1,45E-17
GOTERM_CC_5 G0:0015630 microtubule cytoskeleton 35 16,51 1,98E-16
GOTERM_CC_5 GOfOOOO775 chromosome, centromeric 18 8,49 3,77E-14
region
GOTERM CC 5 GO:000077'9 cor?densed chromosome, 14 6,60 3,39E-13
- - centromeric region
GOTERM CC 5 G.O:0000777 condensed chromosome 12 566 367E-11
- - kinetochore
GOTERM_CC_5 G0:0000776 kinetochore 12 5,66 8,98E-10
GOTERM CC 5 G0:0005815 microtubule organizing 17 8,02 2 55£-08
- - center
GOTERM_CC_5 G0:0044428 nuclear part 47 22,17 6,01E-08
GOTERM_CC_5 G0:0000922 spindle pole 8 3,77 8,24E-08
GOTERM_CC_5 G0:0000796 condensin complex 5 2,36 2,26E-07
GOTERM_CC_5 G0:0005813 centrosome 15 7,08 2,29E-07
GOTERM_CC_5 G0:0005874 microtubule 16 7,55 4,62E-07
GOTERM_CC_5 G0:0005876 spindle microtubule 7 3,30 7,01E-07
GOTERM_CC_5 G0:0031981 nuclear lumen 36 16,98 9,66E-06
GOTERM_CC_5 G0:0005654 nucleoplasm 24 11,32 1,34E-04
GOTERM_CC_5 G0:0000786 nucleosome 6 2,83 6,98E-04
GOTERM_CC_5 G0:0044450 microtubule organizing 5 236 3,57E-03
center part
GOTERM_CC_5 G0:0005875 microtubule associated 6 283 5 83E-03
complex
GOTERM_CC_5 G0:0000785 chromatin 8 3,77 7,41E-03
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Anzahl

Kategorie Bezeichnung Gene % p-Wert
GOTERM_CC_5 G0:0000228 nuclear chromosome 7 3,30 9,95E-03
KEGG_PATHWAY hsa04110:Cell cycle 13 6,13 1,58E-09
KEGG_PATHWAY hsa03030:DNA replication 5 2,36 3,87E-04
\R/’\fAAfTOME_PATH REACT_152:Cell Cycle, Mitotic 34 16,04 4,87E-21
S:AA\((ITOME_PATH REACT_1538:Cell Cycle Checkpoints 9 4,25 4,65E-04
&f:fTOME_PATH REACT_383:DNA Replication 8 3,77 1,02E-03
CiﬁfTOME_PATH REACT_216:DNA Repair 7 3,30 6,63E-03

Anhand dieser funktionellen Gengruppen kann eine Liste der beteiligten, vermindert
exprimierten Gene erstellt werden, die eine Assoziation mit dem Zellzyklus bzw. dessen
Regulation zeigen. Diese sind zusammen mit dem Faktor der relativen Expressionsdnderung
(FC) in Tabelle 7.3 im Anhang (siehe S.196) wiedergegeben; einige werden im Folgenden naher

betrachtet.

Die Aurora-A-Kinase (AURKA) ist unter physioloschen wie pathophysiologischen Bedingungen
an der Regulation der Centrosomenreifung, dem Eintritt der Zelle in die Mitose, der
Formierung und Funktion des Spindelapparates und der Zytokinese involviert (Nikonova et al.,
2012). In den Wirkstoffzellen zeigt dieses Gen jedoch eine sehr viel geringere
Expressionsstarke (S..= 217,6; SD=0,40) als in nativen B25-MOL-Zellen (S,,= 1211,3;
SD=37,76); sie nimmt damit um das 5,6fache ab.

Das Cyclin A2-Protein, welches durch das CCNA2-Gen kodiert wird, gehort der hoch
konservierten Cyclin-Familie an. Sie fungieren als Regulatoren der Cyclin-abhadngigen Kinasen
(CDK). Uber die Anderung der vorhandenen Proteinmenge erfolgt die Regulation der
Aktivitits-modulierenden Kinasen im Zellzyklus. Eine CCNA2-Uberexpression, vor allem
aufgrund von Genamplifikationen, ist in diversen Turmorarten beschrieben und fihrt zu einer
erhohten Proliferationsrate (Aamodt et al., 2009; Bieche et al., 2011; Yasmeen et al., 2003). In
den nativen B25-MOL-Zellen ist eine hohe konstitutive mRNA-Expression zu beobachten
(Si=1470,6; SD=180,18). Dagegen vermindert sich die mRNA-Expression von CCNA2 in den
Wirkstoffzellen auf 1/8 der urspriinglich detektierten Expression. Mit einer Signalintensitat von
Si=183,2 (SD= 12,50) kann die Expressionsstiarke von CCNA2 hier nur noch als marginal

bezeichnet werden.
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Fiir die Segregation der Chromosomen wahrend der Metaphase missen die Kinetochore jedes
Chromatiden mit den Mikrotubuli des Spindelapparates verbunden sein. Dafiir ist ein Komplex
aus mehreren Proteinen verantwortlich, der als NDC80 Kinetokorkomplex bezeichnet wird.
Liegt dieser Kinetochorkomplex nicht in ausreichenden Mengen in der Zelle vor, kommt es zum
Zellzyklusarrest (Sundin et al., 2010). Fiir NDC80, das fir eine essentielle Komponente dieses
Komplexes kodiert, ist in Tumoren eher eine Uberexpression im Vergleich zu Normalgewebe
beschrieben (Bieche et al., 2011). Die nativen B25-MOL-Zellen weisen eine eher geringe
Expressionsstarke von NDC80 auf (S,.=283,9; SD=5,13). Bedingt durch den
Herstellungsprozess ist die Expression von NDC80 in den Wirkstoffzellen signifikant
vermindert; die Signalstarke fallt unter die Nachweisgrenze von S,,.= 100 (S,,.= 65,5; SD=5,01),
eine NDC80 spezifische mRNA-Expression ist nicht mehr nachweisbar. In der Studie von Bieche
et al. (2011) wird auRerdem eine Uberexpression von CENPE in Brustkrebszellen beschrieben.
CENPE kodiert das Centromer-assoziierte Protein E und spielt ebenfalls eine essentielle Rolle
wahrend der Chromosomensegregation (Tanudji et al., 2004). Wie NDC80 zeigt auch CENPE
eine moderate Expressionsstirke in den nativen B25-MOL-Zellen (S,..=270,4; SD=1,39),
wahrend in den Wirkstoffzellen keine spezifische mRNA-Expression (S,..= 46,7; SD=6,19)

nachweisbar ist.

4.5.2.3 Gengruppe Tumor-assoziierter Antigene (TAA)

Die Expression eines TAA durch die Wirkstoffzellen bzw. die Prasentation prozessierter
Proteinfragmente (Peptide) dieser TAA {(iber MHC-Molekile kann eine spezifische T-
Zellreaktion hervorrufen. Aus diesem Grund ist es von Vorteil, wenn ein moglichst breites
Spektrum an TAA von den Wirkstoffzellen exprimiert wird. Wie bereits erwahnt, ist in keiner
der bekannten Datenbanken eine funktionelle Gengruppe zu TAA hinterlegt. Dies liegt darin
begriindet, dass TAA nicht stringent auf allen Tumorzellen exprimiert werden. Jeder Tumor
weist unterschiedliche spezifische genetische und epigenetische Alterationen auf; so
unterscheiden sich auch die Expressionsmuster und damit die exprimierten TAA. Eine
Korrelation der Expression verschiedener TAA auf bestimmten Tumortypen liegt zwar in vielen
Fallen vor, jedoch nicht fir jeden Tumor des gleichen Gewebetyps. Die Tatsache, dass einige
TAA unter normalen Bedingungen von anderen Gewebetypen exprimiert werden, stellt einen
weiteren Grund dar, weshalb eine solche allgemein giiltige Gengruppe in den Pathway-
Datenbanken oder Kategorien der Gen-Ontologien (GO) nicht hinterlegt ist. Eine
Uberreprasentation einer solchen Gengruppe bei der Datenauswertung einer Microarray-
Analyse zu identifizieren, die auf der veranderten Expression einer Reihe assoziierter Gene
beruht, ware aufgrund der hohen Individualitat eines Tumors sehr unwahrscheinlich, da jeder

Tumor theoretisch andere TAA in unterschiedlicher Starke exprimiert. Die Auswertung der
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Expressionsdaten beziiglich der TAA kann entsprechend nicht Gber eine funktionelle Gen-
Annotationsanalyse erfolgen. Die hier durchgefiihrten Analysen Ziel auch nicht darauf ab, eine
Uberreprasentierte TAA-Gengruppe zu identifizieren, die den Tumorcharakter der analysierten
Zellen belegen. Vielmehr ist von Interesse, welche Tumor-assoziierten Antigene von den
Wirkstoffzellen exprimiert werden. Uber diese Informationen kann ermittelt werden, gegen
welche TAA die Wirkstoffzellen eventuell eine spezifische Immunantwort induziert werden
kann. Um diese Informationen zu erhalten, ist es notwendig eine Liste bekannter TAA zu
erstellen, anhand derer die Expressionsdaten aus den Daten der Microarrays zunachst gefiltert
und anschlieRend weiter ausgewertet werden. Fiir die Zusammenstellung dieser Liste von TAA
wird vor allem auf Veroffentlichungen von Arbeitsgruppen zuriickgegriffen, die sich
insbesondere mit der Identifizierung von TAA, sowie deren Expression und der ldentifizierung
entsprechender T-Zellepitope auseinandersetzten (Kriiger, 2007; Novellino et al., 2005; Singh-
Jasuja et al., 2004; Singh et al., 2007; Singh et al., 2009; TANTIGEN: Tumor T cell Antigen
Database, 2009; Tun et al., 2010). Anhand der Genbezeichnungen bzw. Gensymbole kénnen
die entsprechenden Sonden-Set-IDs mit Hilfe des NetAffx™ Analysis Center auf dem Human
GeneChip® ST 1.0 identifiziert werden. Daraus ergibt sich eine Liste von insgesamt 262 Genen,
die auf dem Human GeneChip® ST 1.0 mit 293 Sonden-Sets hinterlegt sind. Die Analyse der
Expressionsstarke der entsprechenden Gene erfolgt unter Verwendung der normalisierten
Signalintensitaten aller Sonden-Sets des GeneChips und der Filterung auf die Liste der 293
Sonden-Sets der TAA. Da eine Korrelation der Expression verschiedener TAA nicht
vorhersagbar ist, werden alle Gene unabhdngig voneinander betrachtet. Zur besseren
Ubersicht der detektierten Expressionsstirken wird eine Heat Map generiert, in der alle
analysierten TAA sowie deren Signalintensititen der nativen B25-MOL-Zellen und der

Wirkstoffzellen dargestellt sind (Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16 Heat Map. Genexpressionslevel von TAA in B25-MOL und Wirkstoffzellen

Die Spalten zeigen die analysierten Versuchsproben (zwei Replikate) nativer B25-MOL-Zellen (links) und
Wirkstoffzellen (rechts). Jede Zeile repradsentiert ein analysiertes Gen. Die Farbung der Zellen basiert auf den
detektierten und prdprozessierten Expressionsstirken des entsprechenden Gens in der jeweiligen
Versuchsprobe. Wahrend die rote Farbung fiir eine geringe Expressionsstarke steht, weist eine intensiver
werdende Grin-Farbung auf eine hohe Expressionsstarke hin (Legende). In (A) sind die Expressionsdaten aller
hier analysierten TAA dargestellt. Basierend auf den Expressionsdaten koénnen verschiedene Gencluster
ermittelt und zusammengefasst: konstant hoch exprimierte Gene (B), Gene, mit einer konstanten mittleren
Expressionsstarke (C) und Gene mit konstant niedriger Expressionsstdarke (D). Gene, bei denen eine
Expressionsanderung zwischen den nativen Zellen und den Wirkstoffzellen vorliegt, sind in zwei Untergruppen
aufgeteilt: Gene deren Expressionsstarke zunimmt (E), sowie Gene mit verminderter Expressionsstarke in den
Wirkstoffzellen (F). Nicht exprimierte TAA werden von der Analyse ausgeschlossen.
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In den Heat Map Darstellungen (Abbildung 4.16 A — F) sind jeweils zwei Probencluster zu
erkennen, welche die analysierten Replikate darstellen: die Proben der nativen B25-MOL-
Zellen (links) und die Proben der Wirkstoffzellen (rechts). Insgesamt weisen die Proben ein
Uberraschend homogenes Expressionsmuster der analysierten TAA auf. Dabei weist eine
intensive Rot-Farbung auf eine niedrige Signalstarke hin, wahrend eine intensive Griin-Farbung

fiir eine sehr hohe Signalintensitdt und damit fiir eine hohe Expressionsstarke steht.

Basierend auf den Ergebnissen der Microarray-basierten Expressionsanalysen kénnen zunachst
die TAA identifiziert werden, welche in den nativen MOL-B25 exprimiert werden. Der Vergleich
der Expressionsstarke mit der in den Wirkstoffzellen dient dazu zu eruieren, ob diese einer
herstellungsbedingten Regulation unterliegen. Die Gruppe der TAA wird zundchst auf
diejenigen eingegrenzt, die sowohl in den nativen Zellen als auch in den Wirkstoffzellen
exprimiert werden (S > 100; schwarz bis griin gefarbte Gene), wahrend die nicht
exprimierten Gene von weiteren Analysen ausgeschlossen werden (S;: < 100; durchgehend rot
gefarbte Gene). Insgesamt kdnnen die Gene in die folgenden Expressionsgruppen unterteilt

werden (Abbildung 4.16, A-F):

(A) Expressionsdaten aller hier analysierten TAA

(B) konstant hohe Expression in nativen Zellen und in Wirkstoffzellen (S,; = 1024)

() konstant mittlere Expression in nativen Zellen und in Wirkstoffzellen (256 < S, > 1024)

(D) konstant niedrige Expression in nativen Zellen und in Wirkstoffzellen (S,; < 256)

(E) Expressionssteigerung von nativen Zellen auf Wirkstoffzellen (Expressionsanderung
(FC)23)

(F) Verminderung der Expressionsstirke nativen Zellen auf  Wirkstoffzellen

(Expressionsanderung (FC) < -3).

Um die Anzahl der zu untersuchenden Gene weiter einzugrenzen, werden ausschlieRlich Gene
ausgewahlt, deren Signalintensitdt in den Wirkstoffzellen eine Signalintensitdt von 1024
Uberschreitet, also zur Gruppe der hoch exprimierten Gene zdhlen. Tabelle 7.4 (5.199) zeigt
eine Auflistung dieser hoch exprimierten Gene in den Wirkstoffzellen. Auf Grund der hohen

Anzahl wird im Folgenden nur die Expression der signifikant regulierten Gene naher erortert.

Die Anzahl der Sonden-Sets, die einer herstellungsbedingten Regulation unterliegen, ist mit
nur 13 der 293 analysierten Sonden-Sets, gering. Darunter zeigen vier eine verstarkte und 9
Sonden-Sets eine verminderte Expression in den Wirkstoffzellen. Die vier Sonden-Sets
(Abbildung 4.16 E), die eine verstarkte mRNA Expression in den Wirkstoffzellen zeigen, konnen

drei Genen zugeordnet werden, HSPA1A, HSPA1B und CDKN1A. Alle drei zeigen bereits in den

100



nativen B25-MOL-Zellen eine hohe konstitutive mRNA-Expression, die bedingt durch den
Herstellungsprozess weiter ansteigt. Hitzeschock Proteine, wie HSPA70A und HSPA70B
gehoren zu einer hoch konservierten Gruppe von Chaperonen, die in nahezu allen
Zellkompartimenten lokalisiert sind und dort wichtige Funktionen tGibernehmen. In zahlreichen
Krankheitsbildern wie auch diversen Tumorarten ist eine deutliche Steigerung der
Genexpression gegenliber dem entsprechenden Normalgewebe beschrieben (Sherman et al.,
2007b; Wang, 2011). Bereits die nativen B25-MOL-Zellen weisen eine hohe konstitutive mRNA-
Expression der HSP70 kodierenden Gene, HSPA1lA (S,..= 2305,5; SD=45,71) und HSPA1B
(Sint=895,2; SD=25,11) auf. Bedingt durch die Herstellung unterliegen beide Gene einer
Regulation, so dass in den Wirkstoffzellen ein Expressionsniveau erreicht wird, das fiir HSPA1A
um das 3,1fache und fir HSPA1B um das 3,6fache hoéher liegt als in den nativen B25-MOL-
Zellen (HSPA1A S,,.= 7034,6; SD= 191,80; HSPA1B S,,.= 3220,8; SD=118,71).

Unter den neun Genen, die eine verminderte Expression in den Wirkstoffzellen zeigen
(Abbildung 4.16 F), sind vier Gene fiir die eine Signalintensitat < 100 detektiert wird. Da diese
Signalstarke im Bereich des Hintergrundrauschens des verwendeten GeneChips liegt, ist davon
auszugehen, dass diese Gene in den Wirkstoffzellen nicht exprimiert werden oder deren
Expression fur die Antigenerkennung keine Rolle spielt (NDC80, CDK1, HMMR, TTK). Der
Verlust der Expression verschiedener TAA kann negative Auswirkungen auf die Tumorvakzine
haben. So gehért NDC80 zu den TAA, die in Mammakarzinomen haufig sehr stark hochreguliert
sind, daher stellen daraus prozessierte Antigene ein potentielles Ziel fur die Erkennung und
Eliminierung der Tumorzelle durch das Immunsystem dar. Da die Wirkstoffzellen dieses Gen
jedoch nicht mehr exprimieren, kénnen sie geeignete T-Zellen, welche spezifisch fir

entsprechende NDC80-Antigene sind, nicht aktivieren.

Die lbrigen fiinf Gene zeigen in nativen B25-MOL-Zellen eine hohe Expression, die in den
Wirkstoffzellen signifikant abnimmt, jedoch nachweisbar bleibt (DKK1, TOP2A, CCNB1, HIG2,
PLIN2). HIG2 (hypoxia-inducible protein 2) stellt ein Zielgen von HIF1-a dar. Haufig wird eine
konstitutive Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors in Von Hippel-Lindau Tumorsuppressor
(pVHL)-defizienten RCC beobachtet. Die Uberexpression von HIG2 korreliert mit einer
intrazelluldren Lipid-Akkumulation (Gimm et al.,, 2010). Die nativen B25-MOL-Zellen zeigen
eine hohe konstitutive mRNA-Expression (S,,.= 862,8; SD=75,54), die bedingt durch die
Herstellung in den Wirkstoffzellen signifikant verringert ist (S,.= 255,3; SD=17,95).

Das DKK1 (Dickkopf homolog 1) wurde von Hirata et al. (2011) als Tumorsuppressorgen in
Nierenzellkarzinomen identifiziert. Die Hypermethylierung und eine repressive Histon-

Modifikation der DKK1-Promotorregion fiihren gegenliber Normalgewebe zu einer deutlich
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verminderten Expression von DKK1. Dabei ist die genaue biologische Funktion von DKK1 in
Nierenzellkarzinomen bisher nicht bekannt. Im Gegensatz zu den von Hirata gezeigten Daten
weisen die nativen B25-MOL-Zellen eine relativ hohe mRNA-Expression des DKK1-Gens auf
(Si=1197,7; SD=122,38). Im Verlauf des Herstellungsprozesses kommt es allerdings zu einer

deutlichen Verminderung der mRNA-Expressionsstarke (S,,.= 335,05; SD=0,002).

Das MET-Protoonkogen kodiert die heterodimere transmembrane Rezeptortyrosinkinase
c-Met. In papilldren RCC, aber auch in anderen Tumorarten ist hiufig eine Uberexpression
dieses Onkogens zu beobachten. Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Expressionsanalysen
zeigen, dass dieses Gen auf mRNA-Ebene sowohl in nativen als auch in den Wirkstoffzellen
eine sehr hohe stabile Expressionsstiarke aufweist (S,.= 4805,0; SD=569,9). Die mRNA-

Expression dieses TAA unterliegt damit keiner herstellungsbedingten Genregulation.

Ebenso zeigt das nicht-klassische humane MHC-Klasse-I-Molekiil G (HLA-G) auf Ebene der
Microarray-Analyse sowohl in den nativen B25-MOL-Zellen wie auch in den Wirkstoffzellen ein
sehr hohes Expressionsniveau. Auch hier kann keine herstellungsbedingte Genregulation
festgestellt werden (S,..= 5585,4; SD=283,9). Eine Proteinexpression von HLA-G auf
Tumorzellen wird haufig in RCC nachgewiesen und kann zur Anergie in T-Lymphozyten und NK-

Zellen fihren.

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor EGFR (epidermal growth factor receptor) ist eine
Rezeptortyrosinkinase, die hauptsachlich in epithelialen Zellen des humanen Organismus
exprimiert wird. Eine Uberexpression wird hiufig in klarzelligen RCC beobachtet und steht in
Verbindung mit der Inaktivierung des VHL-Tumorsuppressorgen und der damit assoziierten
konstitutiven Aktivierung von HIF (Pfaffenroth et al., 2008). Auch die im Rahmen dieser Arbeit
analysierten Zellen weisen eine hohe Genexpression des EGF-Rezeptors auf mRNA-Ebene, in
unbehandelten nativen Zellen sowie in den Wirkstoffzellen auf (vgl. Tabelle 7.4). Eine
Anderung der Expressionsstirke von EGFR auf mRNA-Ebene, bedingt durch den

Herstellungsprozess, kann nicht nachgewiesen werden (S,,.= 2140,2; SD= 29,73).
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4.6 mRNA-Expressionsnachweis mittels Tagman® basierter

qPCR

Die Validierung der Ergebnisse der Microarray-basierten Expressionsanalysen erfolgt unter
Verwendung der Tagman® basierten quantitativen PCR (qPCR). Dabei wird das
Expressionsniveau von 95 ausgewahlten regulierten bzw. stabil exprimierten Genen in
Wirkstoffzellen (drei biologische Replikate) und nativen B25-MOL-Zellen (drei biologische
Replikate) bestimmt. Hierzu werden drei weitere Versuchsansdtze zur Herstellung von
Wirkstoffzellen durchgefiihrt und jeweils extrahierte RNA der nativen wie der Wirkstoffzellen

verwendet.

Anhand dieser Daten soll festgestellt werden, ob die mittels Microarray erhobenen
Expressionsdaten mit einer anderen experimentellen Methode bestatigt werden konnen, um
allgemeingliltige Aussagen (ber die herstellungsbedingten Verdanderungen der Genexpression

treffen zu kénnen.

Fiir die Analyse werden kommerzielle ,Tagman® Gene Expression Assays” (Tabelle 2.2), sowie
Primer und Sonden verwendet, welche mit Hilfe der ,Primer 3 Software™“ (Applied

Biosystems) entworfen und ausgewahlt wurden (Tabelle 2.1).

Die Auswahl dieser 95 Gene erfolgt unter Beriicksichtigung ihrer biologischen Relevanz in den
ausgewahlten funktionellen Gengruppen und Pathways. Zur Normalisierung der Daten wird
das Expressionsniveau von vier ,Housekeeping“-Genen analysiert (185, GAPDH, HPRT1, GUSB).
Die Auswertung der Tagman®-Daten dieser , Housekeeping“-Gene ergibt fir GUSB mit einem
mittleren Ct-Wert von 25,742 und einer Standardabweichung (SD) von 0,6552, die geringsten
Schwankungen im Genexpressionsniveau Uber alle analysierten Versuchsproben, weshalb

dieses Gen zur Normalisierung der Tagman®-Daten ausgewahlt wird.

Die Berechnung der relativen Anderung der mRNA-Expression erfolgt unter Anwendung der
komparativen AACt-Methode (Schmittgen et al., 2008). Dabei gilt analog zu den Microarray-
Analysen ein Gen als differentiell exprimiert, wenn dessen Expressionsstarke einer mindestens
dreifachen Regulation unterliegt. Die Signifikanzberechnung erfolgt mit Hilfe des ungepaarten
t-Test, der unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen der Proben durchgefiihrt wird.
Entsprechend gangigen Kriterien gilt ein Unterschied als signifikant, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit < 5 % (p < 0,05) ist. Eine Zusammenfassung aller mittels Tagman®

basierter qPCR ermittelten Ergebnisse listet die Tabelle 7.5 (S.201) im Anhang auf.
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In der Gruppe der verstarkt exprimierten Gene kann fiir 21 der 26 analysierten Gene auf der
Grundlage der Ergebnisse der Tagman®-Analysen eine erhOhte Expression in den
Wirkstoffzellen bestatigt werden (Abbildung 4.17). Meist liegt die ermittelte Anderung der
Genexpression in einem dhnlichen Bereich wie die ermittelten Ergebnisse zuvor anhand der
Microarray-basierten Expressionsanalysen. So bestatigt sich die gesteigerte mRNA-Expression
einer Reihe von Genen, die im Zusammenhang mit der NK-Zellinteraktion beschrieben sind
(ICOSLG, ICAM1), ebenso die erhthte Genexpression Apoptose-assoziierter Gene (GADD45A,
PMAIP, TNFRSF10B) sowie von Genen, die mit der Aktivierung, Differenzierung und
Proliferation von Lymphozyten im Zusammenhang stehen (CD40, ICOSLG, CD80, CD154). Auch
fiir eine Reihe von Zytokinen (IL-7, IL-6, IL-8, CCL5, CCL20, CXCL10, GM-CSF), fur die anhand der
Ergebnisse den Microarray-Analysen eine signifikant erhdhte Genexpression in den

Wirkstoffzellen festgestellt werden konnte, bestatigt sich eine differentielle Genexpression.

In einigen Fillen Ubersteigt die mittels Tagman® qPCR bestimmte Anderung der Expression die
ermittelte Anderung der Expression in den Microarray-basierten Analysen um einige
GroRBenordnungen. Insbesondere trifft dies auf die vier, mittels Transfektion eingebrachten
Expressionskassetten zu (CD80, CD154, GM-CSF und IL-7). Allerdings wird dieses Phdanomen
auch fur andere Gene (z.B. CCL20, CCL5) beobachtet.

Fiir 5 der 26 analysierten Gene bestatigt sich die erhéhte mRNA-Expression in den
Wirkstoffzellen nicht. Die Auswertung der Expressionsdaten mittels Tagman® gPCR-Analyse
ergeben fiir Fas, CCL2, DEDD2, TNFRSF21 und NRP2 jeweils eine Expressionsanderung < Faktor

3 und damit eine unveranderte mRNA-Expression.
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Abbildung 4.17 Validierung der ermittelten Steigerung der Expression mittels Tagman® qPCR

Gegenlberstellung der log, basierten Expressionsdanderung der Microarray-Analysen (AS,,;) und der AACt-Werte
der Tagman® gPCR-Analysen. Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte der Expressionsanderung und deren
Standardfehler. * p < 0,05 (t-test, fir Tagman® qPCR; moderater t-test, flir Microarray)

Aus der Gruppe der vermindert exprimierten Gene werden 10 ausgewahlt, um deren
Expressionsstarke in nativen B25-MOL und Wirkstoffzellen mit Tagman® gPCR zu untersuchen.
Eine verminderte Expression in den Wirkstoffzellen kann nur fiir 4 der 10 ausgewdhlten Gene
(CCNA2, POLE2, AURKA und CENPE) bestéatigt werden. Fir die anderen analysierten Gene wird

eine stabile mRNA-Expression festgestellt (Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.18 Validierung vermindert exprimierter Gene mittels Tagman® qPCR

Gegeniberstellung der log, basierten Expressionsianderung der Microarray-Analysen (AS;;) und der AACt-Werte
der Tagman® gPCR-Analysen. Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte der Expressionsanderung und deren
Standardfehler. * p < 0,05 (t-test, fur Tagman® qPCR; moderater t-test, flir Microarray)

Die groite Gruppe (59 Gene) der zum Validieren ausgesuchten Gene besteht aus solchen, die
eine stabile Expression in den mittels Microarray-Analysen untersuchten Proben aufweisen.
Darunter sind hauptsachlich TAA, die eine hohe Expression aufweisen. Fir insgesamt 27 dieser
Gene kann die stabile mRNA-Expression bestatigt werden (Abbildung 4.19). So ergibt die
Auswertung der Tagman® gPCR-Analysen fiir die Expression des c-Met Protoonkogens keine
Anderung der mRNA-Expression des MET-Gens beim Vergleich der nativen B25-MOL-Zellen mit
den Wirkstoffzellen. Die Ergebnisse fiir CD44 oder EGFR deuten ebenfalls auf eine
unveranderte mRNA-Expression dieser Gene hin. Ebenso bestdtigen die Ergebnisse der
Tagman® gPCR-Analysen, dass die drei TAA MAGEA1, MAGEA3 und NAIP weder in den nativen
B25-MOL-Zellen noch in den Wirkstoffzellen exprimiert werden. Neben den TAA werden auch
aus den anderen ausgewahlten funktionellen Gengruppen einige stabil exprimierte Gene
ausgewahlt, um deren unverdnderte mRNA-Expression zu bestatigen. Fir viele der
ausgewahlten Gene, die beispielsweise mit der Apoptose assoziiert (APAF1, BID, CASP2,
DAPK1) oder im Zusammenhang mit Zytokinen und Chemokinen (CXCL5, CCL28) beschrieben
sind, kann die zuvor beobachtete unverdnderte mMRNA-Expression, die sich aus den

Ergebnissen der Microarray-Analysen ableiten lassen, bestatigt werden (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19 Validierung stabil exprimierter Gene (Microarray-Analyse) mittels Tagman® qPCR

Gegenlberstellung der log, basierten Expressionsdanderung der Microarray-Analysen (AS,;) und der AACt-Werte
der Tagman® gPCR-Analysen. Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte der Expressionsanderung und deren
Standardfehler.

Im Gegensatz dazu wird flir eine Reihe von Genen, fiir die anhand der Microarray-Analysen
eine stabile Expression ermittelt wurde, im Rahmen der Tagman® basierten gPCR-Analysen

eine differentielle Genexpression festgestellt (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20 Vergleich der Microarray und Tagman gPCR basierten ermittelten Verdnderungen der
Expressionsstarke: Expressionsanalysen ergeben fiir diese Gene widerspriichliche Ergebnisse

Gelistete Gene weisen laut Microarray-Analysen eine stabile Expression im Verlauf der Herstellung auf, wahrend
die Analysen der Tagman gPCR auf eine differentielle Expression zwischen den nativen B25-MOL und den
Wirkstoffzellen ergeben. Gegeniiberstellung der log, basierten Expressionsanderung der Microarray-Analysen
(AS,) und der AACt-Werte der Tagman® gPCR-Analysen. Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte der
Expressionsdanderung und deren Standardfehler. * p < 0,05 (t-test, fir Tagman® gqPCR; moderater t-test, fur
Microarray)

Die groRte Diskrepanz zeigt die mRNA-Expression von HLA-G. Wahrend mittels der Microarray-
basierten Analysen ein sehr hohes Signal fiir dieses Gen in nativem, wie in Wirkstoffzellen
detektiert wird, ist ein spezifisches mRNA-Transkript im Rahmen der Tagman® gqPCR-Analysen
in keiner der verwendeten RNA-Proben nachweisbar. Andere Gene des MHC, fiir die anhand
der Microarray-basierten Analysen keine signifikante herstellungsbedingte Anderung der

Genexpression nachweisbar ist, zeigen in den Tagman®-Analysen eine gesteigerte mRNA-
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Expression (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E). Wahrend dieses Phianomen fir MHC-Gene durch
eine technische Unzuldnglichkeit des Human GeneChip®1.0 ST erklarbar ist, auf die in der
Diskussion ndher eingegangen wird (vgl. 5.3.6 Expression Tumor-assoziierter Antigene; S.164),
kann fiir andere Gene, fiir die anhand der hier verwendeten mRNA-Nachweistechniken
unterschiedliche Ergebnisse ermittelt werden, keine Ursache identifiziert werden. Die
Ergebnisse der gPCR-Analysen zeigen, dass auch einige Zytokine (CXCL2, TNF, CXCL16) und
Apoptose-assoziierte Gene (BAG3, BCL2L11, CFLAR) eine gesteigerte Genexpression in den
Wirkstoffzellen aufweisen, wahrend die Ergebnisse der Microarray-Analysen eher auf eine

stabile mRNA-Expression hindeuten.

4.7 Proteinnachweis einiger ausgewahlter Gene

Der Nachweis einer verminderten oder gesteigerten Expression auf mRNA-Ebene lasst nicht in
jedem Fall auf eine korrelierende Veranderung der Proteinexpression schlieBen. Eine
auftretende Diskrepanz zwischen der Expression einer mRNA und der korrelierenden Menge
des resultierenden Proteins kann verschiedene Ursachen haben: (i) regulatorische
Mechanismen, die auf posttranskriptioneller und/oder posttranslationaler Ebene wirken, (ii)
Faktoren, welche die Stabilitat der mRNA beeinflussen, wie beispielsweise ein verstarkter oder
verminderter Abbau der mRNA, sowie (iii) die unterschiedlichen Halbwertzeiten der RNAs und

Proteine.

Aus diesem Grund werden einige der bereits besprochenen Gene ausgewahlt und deren
Proteinexpression in nativen B25-MOL-Zellen und Wirkstoffzellen analysiert. Der Nachweis
erfolgt mittels direkter Antikorperfarbung an der Zelloberfliche und anschliefender
durchflusszytometrischen Analyse bzw. mittels ELISA oder Bead Array in Proben aus

Zellkulturtberstand.

4.7.1 Zelloberflichenproteine

Antigene, die an der Zelloberfliche exprimiert werden, werden mit Hilfe direkter
Antikorperfarbung und anschlieBender durchflusszytometrischen Analyse nachgewiesen. Um
herstellungsbedingte Unterschiede zwischen nativen B25-MOL-Zellen und den Wirkstoffzellen
festzustellen, werden diese zunadchst aufgetaut, in Normalmedium angesdt und fir 6 h
inkubiert (37°C, 5 % CO, 95% Luftfeuchtigkeit). AnschlieBend wird eine direkte

Antikorperfarbung  durchgefihrt  (vgl.  3.1.7 Durchflusszytometrische  Analyse  von
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Zelloberflachen-Antigen; S.44). Die Diskriminierung der toten Zellen erfolgt je nach

verwendetem Antikérper mit Propidiumiodid oder 7-AAD.

CD80 und CD154 werden jeweils als Expressionskassette im Verlauf des Herstellungsprozesses
in die Zellen eingebracht und fiihren zu deutlich erh6hten mRNA-Konzentrationen, die sowohl
im Microarray- als auch im Tagman®-basierten System nachweisbar sind. ErwartungsgemaR
weisen die Wirkstoffzellen eine hohe Proteinexpression beider Oberflichenantigene
(Geomeancpge=31,21; Geomeancpiss= 25,55) auf, wadhrend eine  entsprechende
Proteinexpression an der Zelloberflache der nativen B25-MOL-Zellen von CD80 oder CD154
(Abbildung 4.21) nicht nachweisbar ist.
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Abbildung 4.21 Oberflichenexpression CD80 und CD154 auf lebenden nativen B25-MOL und Wirkstoffzellen

Dargestellt sind reprdsentative Histogramme der Oberflachenexpression der lebenden nativen B25-MOL-Zellen
(rot) und Wirkstoffzellen (griin). Als weitere Kontrolle sind Histogramme einer geeigneten Isotypkontrolle auf
den Wirkstoffzellen mit abgebildet (grau). In den Histogrammen ist die Fluoreszenzintensitdt (Abszisse,
logarithmisch) gegen die Zellzahl (Ordinate, % der max. Zellzahl) aufgetragen.

Die MHC-Klasse-I-Molekiile stellen eine essentielle Gruppe an Oberflaichenantigenen. Sie
binden und prasentieren geeignete Antigenpeptide an der Zelloberflaiche und sind damit
unerlasslich fiir die TCR-vermittelte Aktivierung von CD8"-T-Lymphozyten. Der Nachweis der
Zelloberflachenexpression aller klassischen MHC-Klasse-I-Molekiile (HLA-A, -B, -C) erfolgt
mittels eines monoklonalen Antikorpers, der an ein Epitop bindet, welches allen MHC-Klasse-I-
Molekiilen gemein ist. Die nativen B25-MOL-Zellen weisen eine hohe konstitutive Expression
der klassischen MHC-Klasse-I-Molekile auf (HLA-A, -B und -C; Geomean=458,3; Abbildung
4.22). Die Zelloberflaichenexpression der Wirkstoffzellen zeigt eine fast ebenso hohe
Expressionsstarke dieser Zelloberflachenproteine (Geomean= 441,3). Durch die Verwendung
eines panspezifischen Antikérpers kann die differentielle Expression von Molekiilen einer
speziellen HLA-I-Subklasse jedoch nicht identifiziert werden; eine verstarkte Expression wiirde

sich ausschlieRlich durch eine Anderung im Geomean niederschlagen.
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Abbildung 4.22 Zelloberflaichenexpression klassische HLA-Klasse-I-Molekiile auf lebenden nativen B25-MOL
und Wirkstoffzellen.

Dargestellt sind reprasentative Histogramme der Oberflaichenexpression der lebenden B25-MOL-Zellen (rot)
und Wirkstoffzellen (griin). Als Kontrolle sind geeignete Isotypkontrolle auf den Wirkstoffzellen mit abgebildet
(grau). In den Histogrammen ist die Fluoreszenzintensitat (Abszisse, logarithmisch) gegen die Zellzahl (Ordinate,
% der max. Zellzahl) aufgetragen.

Fir die Interaktion der Wirkstoffzellen mit den Immunzellen sind neben den MHC-Molekiilen
auch kostimulatorische Molekiile und Adasionsmolekiile notwendig. Neben der Expression von
CD80 und CD154 wird aulRerdem die Oberflaichenexpression der kostimulatorischen Molekile
ICOSLG und CD40 analysiert sowie des Adhdsionsmolekiils ICAM1. Obwohl fir CD40 eine
verstarkte Expression der mRNA in den Wirkstoffzellen nachweisbar ist, wird auf Proteinebene
eine geringere Expressionsstarke detektiert. Der Geomean der CD40-Expression verringert sich
um 93,5 % (Geomean .= 6,2). Eine CD40-Proteinexpression auf den Wirkstoffzellen ist kaum
noch nachweisbar (Geomean wixstoftzelien= 0,4; Abbildung 4.23). Die Zelloberflaichenexpression
von ICAM1 in den nativen B25-MOL-Zellen und den Wirkstoffzellen zeigt dagegen keine
signifikante Verdanderung (Geomean ,.; (ICAM1)= 52,0; Geomean wjxstofrzellen (ICAM1)= 39,1).
Eine Proteinexpression von ICOSLG kann weder auf den nativen B25-MOL-Zellen noch auf den
Wirkstoffzellen detektiert werden, obwohl auf mRNA-Ebene ein Anstieg der Expression

nachweisbar ist.
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Abbildung 4.23 Oberflachenexpression CD40, ICOSLG und ICAM1 auf lebenden nativen B25-MOL und
Wirkstoffzellen.

Dargestellt sind reprasentative Histogramme der Oberflaichenexpression der lebenden B25-MOL-Zellen (rot)
und Wirkstoffzellen (griin). Als Kontrolle sind geeignete Isotypkontrolle auf den Wirkstoffzellen mit abgebildet

(grau). In den Histogrammen ist die Fluoreszenzintensitat (Abszisse, logarithmisch) gegen die Zellzahl (Ordinate,
% der max. Zellzahl) aufgetragen.

Des Weiteren wird die Proteinexpression von TAA durchflusszytometrisch analysiert. Sowohl c-
Met, als auch EGFR, deren mRNA-Daten auf eine stabile Expression hinweisen, zeigen auf
Proteinebene eine verminderte Expressionsstarke auf der Zelloberflache der Wirkstoffzellen
(Abbildung 4.24). Dabei zeigt c-Met eine Reduktion der Proteinexpression auf 27,7 % der

urspriinglichen Expressionsstarke (Geomean, ;= 24,9; Geomeanyirsioftelen= 6,9), Wahrend sich

die Expressionsstirke von EGFR um 42,7 % vermindert (Geomean,.,= 19,0;

Geomea Nwirkstoffzellen = 10r9)
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Abbildung 4.24 Oberflachenexpression c-Met (MET) und EGFR auf lebenden nativen B25-MOL und
Wirkstoffzellen.

Dargestellt sind reprasentative Histogramme der Oberflachenexpression der lebenden B25-MOL-Zellen (rot)
und Wirkstoffzellen (griin). Als Kontrolle sind geeignete Isotypkontrolle auf den Wirkstoffzellen mit abgebildet

(grau). In den Histogrammen ist die Fluoreszenzintensitat (Abszisse, logarithmisch) gegen die Zellzahl (Ordinate,
% der max. Zellzahl) aufgetragen.

Die mRNA-Daten fiir den TNF-Rezeptor Fas zeigen ein widerspriichliches Bild. Die Analyse der
Expressionsdaten aus den Microarrays weist auf eine gesteigerte Expression hin. Jedoch
bestatigen die Ergebnisse der Tagman® gPCR dies nicht, da unter Anwendung dieser Methode
eine stabile mRNA-Expression in den Versuchsproben nachweisbar ist (vgl. 4.6 mMmRNA-
Expressionsnachweis mittels Taqman® basierter qPCR; S.103). Die durchflusszytometrische
Analyse dieses Apoptose-assoziierten Rezeptors zeigt keine verdanderte Proteinexpression im

Vergleich der nativen B25-MOL-Zellen mit den Wirkstoffzellen

(Geomean,..i,= 17,8;
Geomeanyirstoffzelien= 16,2; Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25 Zelloberflachenexpression FAS auf lebenden nativen B25-MOL und Wirkstoffzellen.

Dargestellt ist ein reprasentatives Histogramm der Oberflachenexpression der lebenden nativen B25-MOL-
Zellen (rot) und Wirkstoffzellen (griin). Als weitere Kontrolle sind Histogramme einer geeigneten Isotypkontrolle

auf den Wirkstoffzellen mit abgebildet (grau). In den Histogrammen ist die Fluoreszenzintensitdt (Abszisse,
logarithmisch) gegen die Zellzahl (Ordinate, % der max. Zellzahl) aufgetragen.
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4.7.2 Sezernierte Proteine

Der Nachweis der Zytokine erfolgt unter Verwendung von DuoSet ELISA (R&D Systems Inc.; vgl.
2.5.3 ELISA; S29) sowie eines Bead Arrays (Bender MedSystems), der die Detektion mehrerer

Zytokine in einer Probe ermdglicht (vgl. 2.5.4 Bead Array; S.29).

Analysiert werden ausschlieRlich Zytokine, die eine gesteigerte mRNA-Expression in den
Wirkstoffzellen aufweisen. Dazu zdhlen neben IL-7 und GM-CSF, deren Expression durch
Transfektion entsprechender Vektoren induziert wurde, auch Zytokine, die bedingt durch den
Herstellungsprozess eine gesteigerte mRNA-Expression zeigen (CCL5, CCL2, CXCL10, CCL20, IL-6
und IL-8).
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Abbildung 4.26 Zytokin-Mengen im Uberstand nativer B25-MOL-Zellen und Wirkstoffzellen

Die Detektion der sezernierten Zytokine erfolgt in Zellkulturiiberstand, nach 4stiindiger bzw. 24stiindiger
Inkubation von nativen B25-MOL-Zellen (nativ) bzw. Wirkstoffzellen unter normalen Kultivierungsbedingungen
mittels ELISA. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens 2 unabhéangigen
Experimenten.

Der Nachweis der Proteinexpression der beiden durch Transfektion eingebrachten Zytokin-
kodierenden Expressionskassetten erfolgt unter Verwendung der entsprechenden DuoSet
ELISA fir humanes IL-7 bzw. GM-CSF. Nach 4stiindiger sowie 24stiindiger Inkubation (37°C, 5 %
C02, 95 % Luftfeuchtigkeit) der Wirkstoffzellen ist eine hohe Proteinkonzentration von IL-7
und GM-CSF im Zellkulturiiberstand detektierbar. Im Gegensatz dazu ist im Uberstand von
nativen B25-MOL-Zellen (nach 24stlindiger Inkubation) keines der beiden Zytokine
nachweisbar (Abbildung 4.26). Wahrend im Uberstand der Wirkstoffzellen nach einer
4stindigen Inkubationsphase die Menge an IL-7 und GM-CSF noch relativ gering sind, ist nach
einer 24stiindigen Inkubationsphase nahezu die 10fache Menge jedes der beiden Zytokine im
Uberstand nachweisbar. Im Uberstand der Wirkstoffzellen, die fir 4 h inkubiert wurden,
konnen keine signifikanten Mengen der Zytokine detektiert werden, deren mRNA-Expression
bedingt durch den Herstellungsprozess eine Steigerung erfahren. In der Annahme, dass ein

groRerer Zeitraum notig ist, damit signifikante Mengen dieser Zytokine im Zellkulturiberstand
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nachweisbar sind, werden die Zellen fiir 24 h inkubiert (37 °C, 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit).
Die Ergebnisse des Nachweises sezernierter Zytokine im Zellkulturiiberstand nach 24stiindiger
Inkubation von nativen B25-MOL und Wirkstoffzellen sind in Abbildung 4.27 und Abbildung

4.28 dargestellt und werden Im Folgenden naher erortert.

Sowohl die nativen B25-MOL-Zellen als auch die Wirkstoffzellen sezernieren grofe Mengen
CCL2. Im Zellkulturiiberstand der Wirkstoffzellen ist mit 13.934,8 pg/ 100.000 Zellen jedoch
nicht signifikant mehr CCL2 nachweisbar als im Zellkulturiiberstand der nativen B25-MOL-
Zellen (Abbildung 4.27). Auch IL-8 wird sowohl von den nativen B25-MOL-Zellen als auch von
den Wirkstoffzellen sezerniert. Es kann jedoch keine Aussage darlber getroffen werden, ob
von den Wirkstoffzellen eine andere Menge IL-8 sezerniert wird als von den nativen B25-MOL-
Zellen. Die Ursache liegt in der geringen Anzahl durchgefuhrter IL-8 Proteinnachweise (n= 2),
die zu stark unterschiedlichen Ergebnissen gefiihrt haben, weshalb weitere Analysen
notwendig sind, um zu klaren ob die Wirkstoffzellen eine veranderte IL-8 Proteinexpression

aufweisen (Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27 Zytokinmenge (CCL2, IL-8) im Zellkulturiiberstand nach 24stiindiger Inkubation

Der Nachweis der Zytokine erfolgte nach 24stiindiger Inkubation von nativen B25-MOL-Zellen (nativ) und
Wirkstoffzellen (MGN) unter normalen Kultivierungsbedingungen mittels Bead Array. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung aus mind. zwei unabhangigen Experimenten.

Die weiteren analysierten Zytokine zeigen deutlich geringere Proteinkonzentration im
Zellkulturiuberstand als IL-8 oder CCL2. So ist im Zellkulturiiberstand der nativen B25-MOL-
Zellen eine IL-6-Proteinkonzentration von 855 pg/ 100.000 Zellen nachweisbar. Dagegen
wurde im Zellkulturiiberstand der Wirkstoffzellen mit 1.701,5 pg/ 100.000 Zellen nahezu die
doppelte Konzentration detektiert. Auch die Proteinkonzentration von CXCL10 ist im
Zellkulturiuberstand der Wirkstoffzellen deutlich héher als im Zellkulturiberstand der nativen

B25-MOL-Zellen. Die nativen B25-MOL-Zellen sezernieren tber einen Zeitraum von 24 h nur
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marginale Mengen an CXCL10 (13,05 pg/ 100.000 Zellen), wahrend die Wirkstoffzellen im
gleichen Zeitraum mit 114,6 pg/ 100.000 Zellen deutlich gr6Rere Mengen CXCL10 freisetzten.
Ahnliches gilt fiir CCL5, das im Zellkulturiiberstand der nativen B25-MOL-Zellen {iberhaupt
nicht nachweisbar ist. Bedingt durch den Herstellungsprozess erfolgt eine deutliche Steigerung
der Proteinexpression von CCL5; im Zellkulturiberstand der Wirkstoffzellen ist eine
Proteinkonzentration von 442,1 pg/ 100.000 Zellen nachweisbar. Die Menge an CCL20 im
Zellkulturiberstand nativer B25-MOL-Zellen ist nur marginal (16,7 pg/ 100.000 Zellen). Im
Zellkulturtiberstand finaler Wirkstoffzellen kann dagegen eine deutlich héhere CCL20-

Konzentration von 139,7 pg/ 100.000 Zellen detektiert werden (Abbildung 4.28).
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Abbildung 4.28 Zytokinmenge (IL-6, CXCL10, CCL5, CCL20) im Zellkulturiiberstand nach 24stiindiger Inkubation

Der Nachweis der Zytokine erfolgte nach 24stiindiger Inkubation von nativen B25-MOL-Zellen (nativ) und
Wirkstoffzellen (MGN) unter normalen Kultivierungsbedingungen mittels Bead Array bzw. ELISA. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung aus mind. zwei unabhangigen Experimenten.

4.8 Einfluss der einzelnen Herstellungsschritte auf das

Expressionsmuster der B25-MOL-Zellen

Das Expressionsmuster der Wirkstoffzellen wird nicht nur durch das Einbringen der vier
Expressionskassetten beeinflusst, sondern auch durch die anderen Prozessschritte der
Herstellung. Im zweiten Teil der Arbeit soll analysiert werden, welche Anderungen des

Expressionsprofils auf welchen Prozessschritt zuriickzufiihren sind.

Wie unter ,4.4 Differentielle Expressionsanalyse “ (S5.72) bereits beschrieben, dienen dabei die
detektierten Signalintensitaten der Zellen des vorausgegangenen Prozessschrittes als Referenz

des folgenden Prozessschrittes. So werden jeweils nur die Gene als differentiell exprimiert
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identifiziert, die gegenliber dem vorausgegangenen Prozessschritt eine signifikant veranderte

Expression aufweisen.

Beim Vergleich der Expressionslevel der nativen B25-MOL-Zellen mit denen der Zellen, die
ohne Zugabe der MIDGE®-DNA-Vektoren elektroporiert wurden (EPO vs. nativ), kdnnen
insgesamt 61 Sonden-Sets detektiert werden, die eine differentielle Expression zeigen. Dabei
handelt es sich um 39 Sonden-Sets mit einer erhéhten Expression und 22 Sonden-Sets mit
einer verminderten Expression. Die groRten Veranderungen werden beim Vergleich der
Expressionslevel der Zellen, die ohne Zugabe der MIDGE®-DNA-Vektoren elektroporiert
wurden, mit denen der vierfach transfizierten Zellen beobachtet (MOK-hCD40-M, MOK-
hCD154-M, MOK-hGM-CSF-M, MOK-hIL7-M; 4xTx vs. EPO). Insgesamt 117 Sonden-Sets zeigen
eine differentielle Expression fiir die entsprechenden spezifischen mRNA auf, von denen 92
eine erhohte und 25 eine verminderte Expression aufweisen. Die Bestrahlung der Zellen sowie
der Einfrier- und Auftauprozess zeigen einen deutlich geringeren Einfluss auf das
Expressionsmuster der modifizierten Zellen. So unterliegen in den bestrahlten Zellen im
Vergleich zu den vierfach transfizierten Zellen nur 11 Sonden-Set-spezifische RNA einer
differentiellen Expression, wobei 10 mRNA eine gesteigerte und eine mRNA eine verminderte
Expression aufweisen. Die eingefrorenen und wieder aufgetauten Zellen zeigen gegeniiber den
bestrahlten Zellen noch geringere Verdnderungen des Genexpressionsprofils. Anhand der
ermittelten Expressionsdaten aus den Microarray-Analysen kdénnen insgesamt drei Sonden-
Set-spezifische RNA mit einer differentiellen Expression detektiert werden. Davon zeigen zwei

eine erhohte und die Dritte eine verminderte Expression (Abbildung 4.29).
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Abbildung 4.29 Differentiell exprimierte Sonden-Sets

Die Ermittlung der differentiell exprimierten Sonden-Sets erfolgte jeweils unter Anwendung der TopTable-
Funktion des OnechannelGUI-Paketes im Bioconductor. Als Schwellenwert fiir eine differentielle Expression
wurde eine Anderung der Expression um das Dreifache festgelegt. AuRerdem wurden nur solche Sonden-Sets
als differentiell exprimiert angesehen, bei denen die Wahrscheinlichkeit fir eine differentielle Expression bei
Uber 50 % lag (B-Statistik). In Rot ist jeweils die Anzahl der vermindert exprimierten Sonden-Sets angegeben,
wdahrend in Griin die verstarkt exprimierten Sonden-Sets dargestellt sind.
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Fir die funktionelle Zuordnung der differentiell exprimierten Gene werden die zu den Sonden-
Sets gehorenden Annotationen mit Hilfe der ,Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery” (DAVID) ermittelt. Sonden-Sets ohne bekannte Annotation werden
ausgeschlossen. Einige Gene sind mit mehreren Sonden-Sets auf dem verwendeten Gene Chip
vertreten, was die Anzahl der differentiell exprimierten Gene gegeniiber der der Sonden-Sets
nochmals verringert. In Abbildung 4.30 ist die Anzahl der Gene dargestellt, die bedingt durch

den jeweiligen Herstellungsschritt, eine differentielle Expression erfahren.
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Abbildung 4.30 Differentiell exprimierte Gene

Mit Hilfe der DAVID Datenbank werden den Sonden-Sets aus Abbildung 4.29 ihre entsprechenden Gen-
Annotationen zugewiesen. Alle nicht annotierten Gene werden von weiteren Analysen ausgeschlossen. In Rot
ist die Anzahl der vermindert exprimierten Gene dargestellt, wahrend in Griin die Anzahl der verstarkt
exprimierten Gene gezeigt ist.

Im folgenden Kapitel wird deutlich, dass die Elektroporation allein bereits Auswirkungen auf
die Expression von 50 Genen hat. Durch das Einbringen der vier MIDGE®-DNA-Vektoren wird
die Expression von 98 Genen beeinflusst. Dagegen haben das Bestrahlen der Zellen sowie der
Einfrier- und Auftauprozess einen eher geringen Einfluss auf das Expressionsmuster der Zellen;
so weisen nur sechs Gene nach der Bestrahlung und zwei Gene nach dem Einfrier- und

Auftauprozess eine veranderte Expression auf.

4.8.1 Einfluss der Elektroporation

Fiir die Analyse der differentiellen Expression, die durch die Elektroporation ohne Zugabe der
MIDGE®-DNA-Vektoren verursacht wird, werden 5 x 10° native B25-MOL-Zellen unter
Verwendung der fiir den Herstellungsprozess der Wirkstoffzellen festgelegten Parameter ohne
Zugabe der MIDGE®-DNA-Vektoren elektroporiert. AnschlieRend werden die Zellen fir 6 h
unter Kultivierungsbedingungen (37°C, 5 % C0O2, 95 % Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Als Referenz

dienen native B25-MOL-Zellen, die in identischer Zellkonzentration in Normalmedium
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ausgelegt und ebenfalls fir 6 h kultiviert werden. Die RNA-Extraktion und Microarray-Analyse
erfolgt wie unter ,3.2.1 Gesamt-RNA-Extraktion” (S5.47) bzw. ,3.3 Genexpressionsanalyse”
(S5.53) beschrieben. Die Auswertung der Daten erfolgt unter Verwendung des Bioconductor
Softwarepakets. Nach der Praprozessierung der detektierten Signalintensitaten werden die
Expressionslevel der Gene aus den beiden betrachteten Versuchsproben einander

gegenibergestellt, um die Gene zu identifizieren, die eine differentielle Expression aufweisen.

Insgesamt unterliegen 50 Gene einer differentiellen Expression, von denen 20 eine
verminderte Expression und 30 eine verstdrkte Expression gegeniliber den nativen Zellen
aufweisen (Tabelle 7.6; S.204). Von diesen Genen wird unter Verwendung des in DAVID zur
Verfligung stehenden Analyse-Tools eine funktionelle Gen-Annotationsanalyse durchgefihrt.
Die Ergebnisse weisen auf eine verdanderte Expression von Genen hin, deren Genprodukte in
der Zellmembran lokalisiert sind (Tabelle 4.9). Eine verminderte Expression zeigen neun
solcher Membranprotein-kodierenden Gene, wahrend 11 eine verstdarkte Expression
aufweisen. Desweiteren zeigen 30 weitere Gene eine differentielle Expression, die jedoch sehr

unterschiedlichen funktionellen Gengruppen angehéren.

Tabelle 4.9 Bedingt durch die Elektroporation liberreprasentierte funktionelle Gengruppen

Gengruppe Bezeichnung 2:?:' % p-Wert
verminderte Expression

GOTERM_CC_5 G0:0016021 integral to membrane 9 47.37 3.42E-02
GOTERM_CC_5 G0:0031224 intrinsic to membrane 9 47.37 4.23E-02
verstarkte Expression

GOTERM_CC_5 G0:0016021 integral to membrane 10 33.33 1.77E-02
GOTERM_CC_5 G0:0031224 intrinsic to membrane 10 33.33 2.26E-02
GOTERM_CC_5 G0:0044459 plasma membrane part 6 20.00 3.65E-02

4.8.2 Einfluss der vier eingebrachten Expressionskassetten

Fiir die Analyse des verdanderten Expressionsprofils, verursacht durch das Einbringen der vier
MIDGE®-DNA-Vektoren, werden jeweils 1 x 10’ native B25-MOL-Zellen mit 39 pug des MIDGE®-
Mix elektroporiert und fiir 6 h kultiviert, dann auf lebende CD80" und CD154" Zellen sortiert
und im Anschluss die RNA fir die Microarray-Analysen extrahiert. Die Auswertung der
erhobenen Daten erfolgt mit Hilfe des Bioconductors (Prdprozessierung, Filterung und
Identifizierung der differentiell exprimierten Gene). Um nur die Gene zu identifizieren, welche
bedingt durch das Einbringen der vier Expressionskassetten eine differentielle Expression

zeigen, werden die detektierten Signalintensititen der Gene dieser Zellen denen
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gegenibergestellt, bei denen die analysierten Zellen ohne Zugabe der MIDGE®-DNA-Vektoren

elektroporiert worden sind.

In Abbildung 4.30 (S. 118) wird deutlich, dass bedingt durch das Einbringen der vier
Expressionskassetten und die daraus resultierenden sekundaren Veranderungen der Zellen zur
groRten Anzahl an Genen flihrt, die einer Regulation unterliegen. Von den insgesamt 98
betroffenen Genen weisen 20 eine verminderte Expression und 78 eine gesteigerte Expression
auf. Die funktionelle Gen-Annotationsanalyse der 20 vermindert exprimierten Gene fihrt zu
einer Uberreprasentierten funktionellen Gengruppe, GO: 0044446 ,intracellular organelle
part”, in der sieben Gene eine differentielle Expression aufweisen. In dieser Gen-Ontologie
werden die Gene zu einer Gruppe zusammengefasst, deren Genprodukte Teil einer
organisierten Struktur eines Zellorganells oder charakteristisch fiir deren Morphologie oder
Funktion sind. Dagegen fihren die 78 verstarkt exprimierten Gene in der Gen-
Annotationsanalyse zu 55 Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen. Einige kdnnen zu
Kategorien zusammengefasst werden, die den flr uns relevanten biologischen
Zusammenhangen (vgl. 4.5.2.1 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse verstarkt exprimierter

Gene; 5.80) zugeordnet werden kénnen.

Eine Apoptose-assoziierte Kategorie kann aus sechs der Uberreprdsentierten funktionellen
Gengruppen zusammengefasst werden (Tabelle 4.10). Innerhalb dieser Kategorie weisen 16

Gene eine differentielle Expression auf.

Tabelle 4.10 Einfluss der eingebrachten MIDGE®-Vektoren auf Apoptose-assoziierte funktionelle Gengruppen

Anzahl

. 0, -

Gengruppe Bezeichnung Gene % p-Wert

GOTERM_BP_5 G0:0042981 regulation of apoptosis 16 20.51 3.98E-06

GOTERM_BP_5 G0:0043067 regulation of programmed cell 16 2051  4.50E-06
death

GOTERM_BP_5 G0:0043066 negative regulation of apoptosis 8 10.26 1.46E-03

GOTERM_BP_5 G0:0043069 negative regulation of 3 1026  1.58E-03
programmed cell death

GOTERM_BP_5 G0:0060548 negative regulation of cell death 8 10.26 1.60E-03

GOTERM_BP_5 G0:0006916 anti-apoptosis 6 7.69 3.03E-03

Weitere finf Uberreprasentierte funktionelle Gengruppen kdnnen unter einer Zytokin-
assoziierten Kategorie zusammengefasst werden (Tabelle 4.11). Innerhalb dieser Kategorie

weisen 18 Gene eine signifikant erhohte Expression gegeniiber den Referenzzellen auf.
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Tabelle 4.11 Einfluss der eingebrachten MIDGE®-Vektoren auf Zytokin-assoziierte funktionelle Gengruppen

. Anzahl |
Gengruppe Bezeichnung Gene % p-Wert
GOTERM_BP_5 G0:0006935 chemotaxis 8 10.26 1.07E-05
GOTERM_MF_5 G0:0008009 chemokine activity 7 8.97 4.29E-08
GOTERM_MF_5 G0:0042379 chemokine receptor binding 7 8.97 6.34E-08
KEGG__PATHWAY hsa040§0: Cytokine-cytokine receptor 16 2051 5 48E-11
interaction
KEGG_PATHWAY  hsa04062: Chemokine signaling pathway 9 11.54 2.30E-05

Letztlich werden drei funktionelle Gengruppen zu einer weiteren Kategorie zusammengefasst,
die mit der Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von Leukozyten assoziiert sind

(Tabelle 4.12); insgesamt 10 assoziierte Gene zeigen hier eine verstarkte Expression.

Tabelle 4.12 Einfluss der eingebrachten MIDGE®-DNA-Vektoren auf funktionelle Gengruppen die mit der
Differenzierung und Aktivierung von Leukozyten assoziiert sind

. Anzahl
Gengruppe Bezeichnung Gene % p-Wert
GOTERM_BP_5 G.0:0045_63.7 regulation of myeloid cell 5 6.41 3.47E-04
differentiation
GOTERM_BP_5 GO':00$1249 regulation of lymphocyte 5 6.41 5 50E-03
activation
GOTERM_BP_5 G0:0002694 regulation of leukocyte activation 5 6.41 8.20E-03

Eine Auflistung aller tiberreprasentierten Gengruppen und Pathways, die sich aus den verstarkt
exprimierten Genen ergeben, die bedingt durch das Einbringen der vier Expressionskassetten

eine gesteigerte Expression zeigen, sind im Anhang in

Tabelle 7.7 (S. 205) aufgelistet.

4.8.3 Einfluss der Bestrahlung

Ein Teil der vierfach transfizierten Zellen wird nach der sechsstiindigen Kultivierung zur
Bestrahlung gegeben, wahrend die restlichen fiir den gleichen Zeitraum bei 4 - 8°C im
Klhlschrank gelagert werden. Nach der Bestrahlung mit 100 Gy werden die Zellen zunachst fir
weitere 3 h in Normalmedium bei 37°C inkubiert bevor sie, wie unter ,4.2 Generierung der
RNA-Proben” (S5.69) beschrieben, auf lebende, CD80 und CD154 exprimierende Zellen sortiert
und ihre RNA extrahiert wird. Nach der Praprozessierung aller detektierten Signalintensitaten
aus den Microarrays werden die Expressionslevel der Gene der vierfach transfizierten Zellen

denen der vierfach transfizierten und bestrahlten Zellen gegenibergestellt. Mit Hilfe der
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TopTable Funktion in OnechannelGUI werden die Gene identifiziert, die bedingt durch die
Bestrahlung eine differentielle Expression aufweisen. Wie bereits erwdhnt, kénnen sechs
annotierte Gene mit einer verstarkten Expression in den bestrahlten Zellen identifiziert
werden (Tabelle 4.13). Signifikant vermindert exprimierte Gene kdnnen nicht identifiziert

werden.

Tabelle 4.13 Bedingt durch die Bestrahlung differentiell exprimierte Gene

Sonden-Set ID Gensymbol FC p-Wert B (diff. Expression)
8177130 SLC9B1 3.07 1.96E-02 0.7694
8112196 RNY 3.10 1.38E-02 0.8727
7981333 RN7SL1 3.26 6.35E-03 0.9921
7896724 PLEK 3.60 3.47E-02 0.4614
8109649 MIR146A 3.75 6.35E-03 0.9966
8015031 CCR7 3.79 2.89E-04 0.9998

Eine funktionelle Gen-Annotationsanalyse wird auf Grund der geringen Anzahl regulierter
Gene an dieser Stelle nicht durchgefiihrt. Neben zwei zytoplasmatischen RNAs (RNY und
RN7SL1), fur die eine funktionelle Annotation bisher jedoch nicht beschrieben ist, zeigt auch
die miRNA146A eine verstarkte Expression. Die detektierte Signalintensitat dieser miRNA liegt
in allen anderen analysierten Versuchsproben unterhalb der Nachweisgrenze, ausschlieRlich in
den vierfach transfizierten und bestrahlten Zellen ist eine Signalstirkte von S,,= 232,6

(SD= 15,89) detektierbar.

Weiterhin zeigt der Chemokin-Rezeptor CCR7 eine signifikant verstarkte Expression in den
bestrahlten Zellen. Die Signalstarke dieses Gens steigt von S,,= 248,7 (SD=1,52) in den vierfach
transfizierten Zellen, auf S,.= 943,2 (SD= 44,16) in den vierfach transfizierten, bestrahlten

Zellen an was einer Steigerung der Expression um das 3,8fache entspricht.

4.8.4 Einfluss des Einfrier- und Auftauprozesses

Von den vierfach transfizierten und bestrahlten Zellen wird wiederum ein Teil abgenommen
und entsprechend des Herstellungsprozesses eingefroren. Dazu werden die Zellen zunachst
abzentrifugiert (3 min, 1.200 rpm), anschlieRend in Einfriermedium aufgenommen und bei
-80°C in Kryordhrchen tiefgefroren. Nach 24 h werden die Kryoréhrchen in flissigen Stickstoff
Uberfuhrt. Weitere zwei Tage spater werden die Zellen wieder aufgetaut. Dazu werden die
Kryorohrchen dem Stickstofftank entnommen und kurz im Wasserbad (37°C) angetaut. Die
Zellen werden anschliefend 3mal mit jeweils 5 ml PBS gewaschen (3 min, 1.200 rpm), um das

Einfriermedium und das darin enthaltene DMSO madglichst vollstandig zu entfernen. Im
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folgenden Schritt werden die Zellen in 600 ul kaltem PBS aufgenommen und fiir 8 h auf Eis
inkubiert. Dieser Inkubationsschritt soll den Zeitraum simulieren, in dem die Wirkstoffzellen
zum Patienten transportiert werden. Im letzten Schritt werden die Zellen in 15 ml
vorgewdrmtem Medium aufgenommen und weitere 4 h unter Kultivierungsbedingungen
(37°C, 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit) in einer 10 cm Schale inkubiert. AnschlieBend werden
die Zellen abzentrifugiert (3 min, 1.200 rpm) und die RNA extrahiert (vgl. 3.2.1 Gesamt-RNA-
Extraktion; S.47). Nach Durchfiihrung der Microarrays und der Prdprozessierung der
detektierten Signalintensititen werden die ermittelten Expressionsdaten dieser vierfach
transfizierten, bestrahlten, eingefrorenen und wieder aufgetauten Zellen, die den
Wirkstoffzellen entsprechen, mit denen der vierfach transfizierten und bestrahlten Zellen
unter Verwendung der Bioconductor Software einander gegeniibergestellt, um so die

differentiell exprimierten Gene zu identifizieren.

Die Gegenlberstellung der Expressionslevel ergibt fiir nur drei Sonden-Set-spezifische RNA
eine differentielle Expression, von denen zwei eine verstarkte Expression und die andere eine
verminderte Expression zeigen. Das vermindert exprimierte RNA-Transkript kann keiner
bekannten Gen-Annotation zugeordnet werden, weshalb dieses von einer weiteren
Betrachtung ausgeschlossen wird. Bei den beiden verstarkt exprimierten Genen handelt es sich
einerseits um das HSPAG, ein Hitzeschockprotein, welches bereits in den vierfach transfizierten
und bestrahlten Zellen eine konstitutive mRNA-Expression aufweist (S,,.= 476,9; SD= 3,04) und
nach dem Einfrier- und Auftauprozess eine noch héhere Expressionsstarke zeigt (S,,= 1623,3;
SD= 78,09), was einer Expressionssteigerung um das 3,4fache entspricht. Bei dem zweiten
verstarkt exprimierten Gen handelt es sich um eine kleine nukleare RNA, RNU2. In den vierfach
transfizierten und bestrahlten Zellen liegt das Expressionsniveau dieser RNA unterhalb des
Schwellenwertes fir nachweisbare mRNA-Expression (S, < 100), wéahrend in den
Wirkstoffzellen die Signalintensitdt mit S,,=102,5 (SD= 1,63) knapp Uber diesem
Schwellenwert liegt. Allerdings sind dieser nuklearen RNA, RNU2, weitere 12 Sonden-Sets
zugeordnet, die eine bedeutend hdhere Expressionsstarke (S;..= 488,1 bis 11.850,1) in den
untersuchten Versuchsproben zeigen. Eine differentielle Expression bei der Gegenliberstellung
der transfizierten und bestrahlten Zellen und der transfizierten, bestrahlten, eingefrorenen

und wieder aufgetauten Zellen zeigen diese Sonden-Sets jedoch nicht.
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5 Diskussion

Gegenstand der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen sind die Zellen des
zellbasierten Krebstherapeutikums MGN1601, bestehend aus allogenen, proliferations-
defizienten Nierenkarzinomzellen transfiziert mit vier MIDGE®-DNA-Vektoren und gemischt
mit einem DNA-basierten Immunmodulator (dSLIM®). Dieser Wirkstoff soll das kdrpereigene
Immunsystem der Patienten stimulieren und aktivieren, um eine effektive Anti-Tumorantwort
zu induzieren. Mit Hilfe der Microarray-Technologie soll das Genexpressionsprofil dieser Zellen
analysiert werden. Unter Verwendung verschiedener Analysemethoden sollen
herstellungsbedingte Verdanderungen sowie die mogliche Kontribution jedes eingebrachten
DNA-Vektors auf die genomweite Genexpression der Zellen identifiziert werden. Diese Daten
sollen die Grundlage fiir eine weitere Optimierung und Fortentwicklung der Tumorvakzine
bilden. Dazu werden die genomweiten Expressionsprofile von Zellen aus den verschiedenen
Stadien des Herstellungsprozesses miteinander verglichen, um so die Gene zu identifizieren,

welche bedingt durch den jeweiligen Herstellungsschritt eine differentielle Expression zeigen.

In den folgenden Kapiteln werden das experimentelle Design (5.1) sowie die Vor- und
Nachteile der verwendeten Methoden und, soweit moglich, die Vergleichbarkeit der mit
verschiedenen Methoden erhaltenen Genexpressionsergebnisse zwischen den verwendeten
Nachweismethoden (5.2) diskutiert. AbschlieRend werden die inhaltlichen Resultate der

durchgefihrten Experimente beziiglich ihrer biologischen Relevanz diskutiert (5.3 und 5.4).

5.1 Experimentelles Design

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu bestimmen, wie sich die einzelnen Schritte des
Herstellungsprozesses auf das Expressionsmuster der Zellen auswirken und welche sekundéaren
Effekte durch die Expression der vier eingebrachten DNA-Vektoren hervorgerufen werden.
Entsprechend werden Genexpressionsprofile von Zellen aus verschiedenen Stadien des
Herstellungsprozesses erstellt und einander gegeniibergestellt, um so differenziell exprimierte
Gene identifizieren zu konnen. Eine essentielle Rolle kommt dem Expressionsprofil der
Wirkstoffzellen zu, da sich hier alle herstellungsbedingten Effekte niederschlagen und deren

Expressionsprofil unmittelbar Folgen fiir die Wirksamkeit im Patienten haben kann.

Als Wirkstoffzellen der Tumorvakzine werden die durch vierfach Transfektion, Bestrahlung und

Tieffrierprozess modifizierten B25-MOL-Zellen betrachtet. Tatsdchlich besteht die
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Zellpopulation der Wirkstoffzellen jedoch aus einem heterogenen Zellgemisch, da nur etwa
20 % (bezogen auf CD80'/CD154" lebende Zellen) B25-MOL-Zellen erfolgreich mit allen vier
Vektoren transfiziert werden. Um moglichst aussagekraftige und vergleichbare
Expressionsdaten zu erhalten, werden die zu analysierenden transfizierten Zellen auf die
Expression der Oberflichenantigene CD80 und CD154 selektiert, deren Uberexpression durch
die Transfektion der entsprechenden MIDGE®-DNA-Vektoren erreicht wird. So ist
sichergestellt, dass der groBte Anteil der analysierten Zellpopulation mindestens zwei der
eingebrachten MIDGE®-DNA-Vektoren exprimiert. Auf eine Selektion der Zytokin-
sezernierenden Wirkstoffzellen (IL-7 und GM-CSF) wurde hier verzichtet, da fiir die Zytokine
die sezernierte Menge und damit die Konzentration in der Umgebung entscheidend ist,
unabhangig von der Anzahl der erfolgreich transfizierten Zellen. Auerdem wiirde eine weitere
Anreicherung der Zellen auf vierfach transfizierte Zellen zusatzlichen Stress fir die Zellen
bedeuten sowie einen nicht unerheblichen Zeit- und Kostenfaktor darstellen. Als
Vergleichsdaten fir die Analyse der Wirkstoffzellen dienen die nativen B25-MOL-Zellen,
wahrend fiir die Identifizierung der herstellungsbedingten Expressionsanderungen der
einzelnen Schritte des Herstellungsprozesses die Zellen des jeweils vorausgegangenen

Herstellungsschrittes als Referenz dienen.

Auf Grund der groRen Anzahl differentiell exprimierter Gene wurden einige biologische
Zusammenhange ausgewahlt, deren Verdanderungen in der Expression hier naher betrachtet
werden. Sie wurden ausgewahlt, da Verdnderungen der Genexpression innerhalb dieser
biologischen Zusammenhange einen Einfluss auf das Wirkprinzip der Wirkstoffzellen haben
konnten. Dazu zahlen die Apoptose und die Regulation des Zellzyklus, die Expression von
Zytokinen und Chemokinen, die Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von
Lymphozyten, die Interaktion mit NK-Zellen, die Antigen-Prozessierung und —Prdsentation

sowie die Expression Tumor-assoziierter Antigene.

Um individuelle Unterschiede zwischen den analysierten Proben im Microarray-Experiment
auszugleichen, wurden jeweils zwei biologische Replikate in die Microarray-Analysen
eingeschlossen. Die Validierung der Ergebnisse ausgewadhlter Microarray-Daten erfolgte
mittels quantitativer Tagman® PCR. Auch hier lag der Fokus der Analysen auf der Expression
der Gene in den Wirkstoffzellen, die eine Assoziation mit den fur uns besonders interessanten

biologischen Zusammenhangen besitzen.

Der Nachweis der Proteinexpression einiger Gene mittels direkter Antikorperfarbung an der

Zelloberflache (durchflusszytometrische Analyse) sowie mittels Bead Array und ELISA fir den
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Nachweis sezernierter Proteine sollte kldaren, inwieweit sich die auf mRNA-Ebene erfassten

Anderungen der Genexpression auch auf Ebene der Proteine durchsetzen.

5.2 Methodische Diskussion

5.2.1 Quantitit und Qualitit der verwendeten Proben

Bei der Herstellung der Wirkstoffzellen aus den nativen B25-MOL-Zellen entsteht, wie bereits
erwdhnt (vgl.S. 124), ein heterogenes Zellgemisch. Diese Mischpopulation sowie der
Restanteil toter und apoptotischer Zellen fiihren dazu, dass Verdnderungen des
Genexpressionsmusters in den Wirkstoffzellen nicht mehr detektiert werden kdnnen, weil die
Signale der Genexpression aus den anderen Zellen diese ,lUberstrahlen”. AusschlieBlich Gene,
die einer sehr ausgepragten Genregulation unterliegen, kdnnten noch identifiziert werden,
wahrend geringere Veranderungen im Expressionsniveau in den Wirkstoffzellen durch eine
unveranderte Expression in den nicht modifizierten Zellen Gberdeckt werden. Um auch Gene
mit einer weniger ausgepragten differentieller Expression identifizieren zu kénnen, werden die
Zellen nach der Transfektion mittels paramagnetischer Zellsortierung auf lebende CD80 und
CD154 exprimierende Zellen angereichert (vgl. 4.2 Generierung der RNA-Proben, S.69). Das
verwendete MACS®-System (magnetic activated cell sorting) basiert auf dem Einsatz von
paramagnetischen Partikeln (Microbeads) mit einer GréRe von etwa 100 nm. Durch die
kovalente Kopplung hochspezifischer Antikdrper kénnen hohe Ausbeuten und eine sehr gute
Reinheit der selektierten Zellpopulation erreicht werden. AnschlieBende Analysen der
selektierten Zellen werden kaum beeinflusst, da sich die Partikel auf Grund ihrer geringen
Bindungskapazitat leicht wieder von der Zelloberflache l6sen (Miltenyi et al., 1990). Dieses
System bietet damit die Vorteile einer einfachen und schnellen Separationstechnik, ohne einen

nachhaltigen Einfluss auf anschlieRende Analysemethoden zu nehmen.

Jede der untersuchten Proben unterliegt einer gewissen Variabilitat in der Zusammensetzung
der Zellpopulation, vor allem in Bezug auf die Expression der beiden eingebrachten Zytokin-
Expressionskassetten. Uberraschenderweise treten bei den gemessenen Signalen in den
Microarray-Analysen wie auch bei den Tagman® basierten gqPCR-Analysen fiir die analysierten
MRNA-Transkripte keine groBeren Schwankungen auf. Betrachtet man alle annotierten,
exprimierten Gene, deren Expressionsstiarke mit Hilfe der Microarray-Analyse untersucht
werden stellt man fest, dass die Variation der detektierten Signale deutlich kleiner ist als die
Variabilitdt in der Zusammensetzung der Zellpopulation vermuten lasst. So liegt der

berechnete Variationskoeffizient der detektierten Signalstarken fiir jeweils Gber 90 % der
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exprimierten Gene bei unter 10 %. Die untersuchten Proben zeigen demnach eine geringere

Variabilitat in der Zusammensetzung der Zellpopulationen als urspriinglich vermutet.

Ein Problem bei der Separation stellt die Clusterbildung der Zellen dar. Im Verlauf des
Herstellungsprozesses zur Generierung einer angereicherten Wirkstoffzellpopulation ist zu
beobachten, dass sich die Zellen zu Zellhaufen zusammenschlieRen und sich teilweise nur
schwer wieder voneinander trennen lassen. Dies beeinflusst einerseits die Reinheit der
selektierten Zellpopulation negativ und flhrt andererseits zu einem zeitlich verzégerten
Versuchsablauf, da sich die Zellcluster nur sehr langsam durch die Separationssdulen bewegen,
wobei es in Einzelfdllen zum vollstandigen Verschluss der Sdulen kommen kann. Offenbar sind
diese Zellcluster sehr stabil, da der Versuch, diese durch Scherkrafte aufzuldsen, eher zu einem
grofleren Anteil an toten Zellen als zu einer hoheren Ausbeute lebender CD80 und CD154
exprimierender Wirkstoffzellen flhrt. Aufler dem Einsatz eines Prdseparationsfilters
(PorengroBe 30 um), um groRere Aggregate zurlickzuhalten, wurden deshalb fir die

Zellpraparationen keine weiteren MaRnahmen zur Auflésung der Zellcluster durchgefiihrt.

Nach der Zellseparation wird eine direkte Antikorperfarbung mit anschlielender
durchflusszytometrischen Analyse der Zellen auf die Expression von CD80 und CD154
durchgefiihrt, um die Effizienz der Separation zu prifen. Gleichzeitig erfolgt eine
Diskriminierung der toten Zellen. Bei einem Anteil von toten Zellen von tber 40 % wird die
entsprechende Probe von den Expressionsanalysen ausgeschlossen, da sich ein zu hoher Anteil

an toten Zellen negativ auf die im Microarray gemessene Signalintensitdt der Gene auswirkt.

Die RNA-Extraktion der Proben erfolgt entweder direkt im Anschluss an die Zellseparation oder
aus tiefgefrorenen selektierten Zellen. Mittels photometrischer Analyse und
Gelelektrophorese wird die Quantitat und Qualitdt der RNA-Proben bestimmt. Das ermittelte
Verhiéltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm gibt Auskunft (iber die Reinheit der
analysierten RNA-Losung und soll in jedem Fall einen Wert von mindestens 1,80 (Ratio
Ass0/Asg0) und idealerweise einen Wert von 2,0 betragen. Eine Degradation der RNA kann mit
Hilfe der Gelelektrophorese dokumentiert werden. Unabhangig davon, ob die RNA aus frischen
Zellen oder aus tiefgefrorenen Zellen extrahiert wurde, konnten kaum qualitative

Unterschiede zwischen den Proben festgestellt werden.

Deutliche Unterschiede lassen sich jedoch bei der RNA-Quantitdt der Proben feststellen.
Ausgehend von einer groflen Zellzahl, die zunachst transfiziert, spater bestrahlt und
tiefgefroren werden, werden nach jedem Herstellungsschritt immer gentigend Zellen fir eine
RNA-Extraktion entnommen; bedingt durch den Herstellungsprozess (Waschschritte, Stress-

bedingtes Absterben der Zellen wahrend der Elektroporation, der Bestrahlung bzw. des
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Einfrier- und Auftauprozesses) verliert man tGber 50 % der urspriinglich eingesetzten Zellen.
Dadurch nimmt die fir die RNA-Extraktion zur Verfiigung stehende Zellzahl im Verlauf der
Herstellung immer weiter ab, so dass nach dem letzten Schritt nur noch eine geringe Zellzahl
fur die RNA-Extraktion zur Verfligung steht und damit auch die Menge an extrahierter RNA
deutlich geringer ist. Ein Verlust der Qualitat der RNA wird nicht beobachtet. Die bendétigten
RNA-Mengen fir die Microarray-Experimente (2 pg) wie auch fiir die Tagman® gPCR-Analysen

(1 pg) sind jedoch in jedem Fall erreicht worden.

5.2.2 Quantitative Tagman® PCR

Trotz der guten Reproduzierbarkeit der RNA-Extraktion aus den verschiedenen Proben ist es
notwendig die Variation zu kompensieren, welche aufgrund unterschiedlicher Anteile an rRNA
und mRNA in den Proben auftreten und der unterschiedlichen Effizienz der cDNA-Synthese
zwischen den Proben vorliegen. Dazu werden die Daten, welche mittels Tagman® gPCR-
Analyse erhoben werden, anhand der Expressionsdaten eines endogenen , Housekeeping“-
Gens normalisiert. Dabei geht man von der Annahme aus, dass dieses Gen im verwendeten
System stabil exprimiert wird. Solche ,,Housekeeping“-Gene werden ubiquitdr exprimiert und
sind essentiell fiir den Erhalt der Zellfunktionen. Haufig zur Normalisierung wird die RNA der
folgenden Gene verwendet: Glycerinaldehyd-3-Phosphatase-Dehydrogenase (GAPDH),
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT1), 18S ribosomale RNA (18S) oder B-
Glucuronidase (GUSB). Dennoch wird in der Literatur beschrieben, dass auch diese Gene unter
bestimmten Bedingungen wie Hypoxie oder Zellproliferation einer Genregulation unterliegen
(Dheda et al., 2004; Schmid et al., 2003; Valente et al., 2009; Zhong et al., 1999). Daher ist es
wichtig, ein Gen zu finden, welches in den hier analysierten Proben eine stabile Expression
aufweist. Die Ct-Werte von GUSB weisen, gemessen (iber alle analysierten Proben, die
geringsten Schwankungen des Ct-Wertes auf, weshalb dieses Gen fiir die Normalisierung der
Tagman® gPCR-Daten herangezogen wird. Das GUSB-Gen kodiert eine Hydrolase, die im
Lysosomen lokalisiert ist und an der Degradation von Glykosaminglykanen beteiligt ist (Shipley

et al., 1993).

5.2.3 Affymetrix GeneChip® Human Gene 1.0 ST

Mit Hilfe der Microarray-Technologie ist es moglich, die Expression einer sehr groRen Anzahl
von Genen parallel zu untersuchen. Mit Hilfe der genomweiten Analyse der Genexpression von
Zellen bzw. Zellzustanden ist man in der Lage Gene und biochemische Signalwege zu

identifizieren, die fiir einen bestimmten Zellzustand verantwortlich sind.
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Die hohen Kosten der erforderlichen technischen Gerate, die Microarray-Chips selbst, weitere
Verbrauchsmaterialen sowie die haufig limitierte Menge an Ausgangsmaterial machen eine
sorgfaltige Planung erforderlich, um moglichst aussagekraftige Ergebnisse bei einem

vertretbaren Kosteneinsatz zu erhalten.

Neben der Varianz der biologischen Proben, die bereits unter ,5.2.1 Quantitidt und Qualitat der
verwendeten Proben” beschrieben ist, unterliegen die Ergebnisse der Microarray-Analysen
auch technisch bedingten Varianzen. So entstehen bei der Probenaufbereitung, bei der eine
Vielzahl komplexe biochemischer Reaktionen ablaufen, von Labor zu Labor und auch innerhalb
eines Experiments Unterschiede. Beispielsweise treten bei der Hybridisierung der Biotin-
markierten cDNA-Fragmente an die immobilisierten Oligonukleotide auf dem GeneChip® eine
Reihe von Varianzquellen auf. Dabei spielen vor allem die Hybridisierungstemperatur,
Puffereigenschaften und die Dauer der Hybridisierung eine wichtige Rolle. Auf Grund hoher
Sequenzahnlichkeit in GC-reichen Regionen kann es zu Kreuzhybridisierungen kommen, was zu
verfdlschten Messergebnissen fiihren kann. Dieses Phanomen wurde von Affymetrix durch die
Selektion geeigneter Oligonukleotid-Sequenzen und die Reprasentation eines einzelnen Gens,
durch im Schnitt 16 bis 20 verschiedene Sondenpaare reduziert. Weitere Varianzquellen, die
wahrend des Experimentes auftreten konnen, sind beispielsweise eine inhomogene
Hybridisierungsleistung oder Intensitatsiibergdnge am Rand des Chips aufgrund sterischer
Effekte. Weiterhin kann die Menge der Probe, die durch einen Roboter auf den Microarray-
Chip aufgebracht wird, leicht variieren. Die Effizienz der Probenfixierung auf dem Chip und die
Intensitat des Hintergrundrauschens sind stark von der Beschichtung des Chips mit der Probe
abhangig (Russell et al., 2009). AuRerdem konnen Messungenauigkeiten bei der

Konzentrationsbestimmung der RNA auftreten.

Das vom Laserscanner generierte Bild stellt die Rohdaten der Microarray-Experimente dar. Die
Umwandlung der Bildinformation in Signalintensitdtswerte erfolgt durch einen determinierten

Algorithmus.

Nach der Extraktion der Signalintensitatswerte fir jedes Sondenpaar missen diese einer
Praprozessierung unterzogen werden, bevor sie einer statistischen Analyse zugefiihrt werden
kénnen. Obwohl in diesem Bereich eine Vielzahl von wissenschaftlichen Arbeiten veréffentlicht
wurden, sind diese Methoden bis zum heutigen Zeitpunkt weder routiniert noch
standardisiert, sondern unterliegen weiterhin einer kontroversen Diskussion (Russell et al.,
2009). Zu den fundamentalen Analyseschritten, denen ein Microarray-Experiment unterzogen
werden sollte, gehoren die Bildanalyse, die Hintergrundkorrektur, die Berechnung des

singularen Signals flr jedes Gen als relatives Mal® der Expressionsstarke, die Skalierung der
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Daten sowie die Normalisierung der Daten. Entsprechend erfolgt die Praprozessierung eines
Affymetrix Microarray-Experiments in den folgenden vier Schritten: Die Sondenkorrektur
(probe correction), Sondensummation (probe summarization), Hintergrundkorrektur
(background correction) sowie Normalisierung (normalization) der Daten (Russell et al., 2009).
Fir die Praprozessierung der Daten eines Affymetrix Chips stehen im OnechannelGUI
Softwarepaket (implementiert im Bioconductor) verschiedene statistische Modelle zur
Verfiigung, mit deren Hilfe die verschiedenen Schritte der Praprozessierung durchgefiihrt
werden kdnnen. Zu diesen statistischen Modellen zdhlen unter anderem MAS (Affymetrix),
RMA und GCRMA (Irizarry et al., 2003b), PLIER (Guide to Probe Logarithmic Intensity Error
(PLIER) Estimation, 2001) und dCHIP (Li et al., 2001). Diese werden in der Literatur ausfihrlich
beschrieben und diskutiert; ein Konsens, welches dieser statistischen Modelle generell
Anwendung finden sollte, existiert bisher allerdings nicht (Boes, 2007; Bolstad et al., 2003;
Irizarry et al.,, 2003b). Insbesondere fiir Expressionsdaten, die unter Verwendung von
Affymetrix Human GeneChips® generiert werden, ist allgemein anerkannt, dass die von Irizarry
beschriebenen statistischen Modelle RMA und GCRMA sehr gut flr die Praprozessierung

geeignet sind (Russell et al., 2009).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird das RMA-Model (robust multi array average) fir die
Praprozessierung der mittels Microarray erhobenen Expressionsdaten verwendet. Dafir
werden zunachst die Hintergrund-korrigierten PM (positive match) Signalintensitdten jeder
Sonde auf dem GeneChip berechnet. Die MM (miss match) Signale der Sonden werden nicht
verwendet. Es wird eine globale Hintergrundkorrektur angewendet, bei der berlicksichtigt
wird, dass sich die Expressionsstadrke eines Gens aus der individuellen Intensitat des PM-Signals
einer Sonde plus des normalverteilten Hintergrundsignales, welches aus nicht-spezifischen
Hybridisierungen und optischen Schwankungen entsteht, zusammensetzt (Russell et al., 2009).
AnschlieBend werden die berechneten Signalintensitdten einer log,-basierten Transformation
unterzogen. Zur Normalisierung der Daten wird im Rahmen des RMA-Modells die von Bolstad
et al. (2003) beschriebene Quantil-Normalisierung verwendet. Diese Methode beruht auf der
Annahme, dass die Verteilung der detektierten Signalintensitdten Gber zwei oder mehr parallel
durchgefiihrte  Microarray-Experimente  identisch  ist.  SchlieRlich  erfolgt eine
Sondensummation der Hintergrund-korrigierten und normalisierten Signalintensitdten, so dass
sich fir jedes auf dem GeneChip vorhandene Sonden-Set ein Expressionswert ergibt. Diese
Summation erfolgt unter der Annahme, dass sich das detektierte Signal aus der wahren
Expressionsstarke des analysierten Transkriptes und einem Sonden-spezifischen

Affinitatsfaktor zusammensetzt. Dieser Sonden-spezifische Affinitatsfaktor ergibt sich aus der
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Summe von Positions-abhdngigen Effekten der Nukleobasen einer Sonde und kann basierend

auf der Sequenzinformation fiir jede Sonde berechnet werden (Li et al., 2001).

Fir die Identifizierung differentiell exprimierter Gene, dem eigentlichen Ziel der hier
durchgefihrten Analysen, sind in der Literatur eine Reihe verschiedener Algorithmen
beschrieben. Haufig werden univariante oder multivariante statistische Methoden wie der t-
Test oder verschiedene Formen der Varianzanalyse (ANOVA) zur ldentifizierung differenziell
exprimierter Gene eingesetzt. Um die gewiinschte statistische Signifikanz einer veranderten
Expression zu erreichen, muss jedoch eine relativ groRe Anzahl an Microarray-Experimenten
biologischer Replikate durchgefiihrt werden. So sollten fiir einen Vergleich von zwei Zustanden
jeweils mindestens 5 biologische Replikate analysiert werden, um signifikante Unterschiede in
der Genexpression identifizieren zu kdnnen (Russell et al., 2009). Da eine solch groBe Anzahl
an Microarray-Experimenten einen nicht unerheblichen Kosten-, Zeit- und Materialaufwand
bedeutet, wurde nach einer alternativen statistischen Methode gesucht, die auch bei einer

geringeren Anzahl an analysierten Replikaten zuverlassige Ergebnisse liefert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kommt ein lineares Modell zur Anwendung, welches von
Smyth (2004) beschrieben wird. Das als ,limma“ (linear model for microarray data)
bezeichnete Modell zeichnet sich dadurch aus, dass es auch bei einer geringen Anzahl von
Proben bzw. Replikaten verlassliche Ergebnisse liefert (Russell et al., 2009; Smyth, 2004). Bei
der Ermittlung der differentiell exprimierten Gene korreliert die Wahrscheinlichkeit falsch-
positiver Ergebnisse umgekehrt zu der Hohe der relativen Expressionsanderung. Bei einer
einfachen bis zweifachen relativen Anderung der Expression liegt die Wahrscheinlichkeit eines
falsch-positiven Ergebnisses um ein Vielfaches héher als bei einer gréReren relativen Anderung
der Expression. Dabei betrdgt die Rate der falsch-positiven Ergebnisse bei einem Vergleich
zweier RNA-Populationen bei etwa 1 — 2 % (Mills et al.,, 2001). Um diese Rate der falsch-
positiven Ergebnisse zu minimieren, wird in der vorliegenden Arbeit als Schwellenwert fiir eine
tatsachlich erfolgte Modulation eine dreifache relative Expressionsidnderung gewahlt.
AulRerdem wird eine Reihe von Genen ausgewahlt, deren Expression zusdtzlich mit einer

alternativen Nachweismethode analysiert wird (Tagman® gqPCR).
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5.2.4 Verifizierung der Microarray-Daten mittels quantitativer Tagman®

PCR

Mit Hilfe verschiedener Techniken zur Analyse der mRNA-Expression kdnnen Gene identifiziert
werden, deren Expressionsniveau statistisch signifikante Unterschiede zwischen
unterschiedlichen Versuchsbedingungen zeigen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden
Genexpressionsanalysen mittels Microarray-Analyse und Tagman® basierter gPCR
durchgefihrt. Jede der verwendeten Methoden besitzt Vor- und Nachteile, die sich auf die
Aussagekraft der erhobenen Resultate auswirken kénnen. Sowohl die Microarray-Analyse als
auch die Tagman® basierte gPCR nutzen die gegenseitige Bindung revers komplementarer
Nukleinsduresequenzen. Wahrend auf dem Human Gene Chip® 1.0 ST (Affymetrix) fir ein Gen
teilweise Uiber 30 unterschiedliche sequenzspezifische Sonden vorhanden sind, die tGber den
gesamten transkribierten Bereich des Gens verteilt sind, beschrankt man sich bei der Tagman®
basierten gPCR auf zwei sequenzspezifische Primer und eine Sonde. Viele Gene weisen jedoch
nicht nur ein mogliches Transkript auf; hdufig existieren mehrere mogliche Transkripte, die
nebeneinander oder nur unter bestimmten Bedingungen transkribiert werden. Beispielhaft
seien hier ERBB2, fiir das bisher zwei verschiedene Transkripte beschrieben sind, und NRP2, fiir
das bisher sechs verschiedene Transkripte identifiziert wurden, erwdhnt (Abbildung 5.1).
Primer und Sonden, die in einer Tagman® basierten qPCR eingesetzt werden sollen, miissen so
gewahlt werden, dass moglichst alle Transkripte detektiert werden. Die verschiedenen Sonden
auf den GeneChips detektieren dagegen alle moglichen Transkripte eines Gens. Sollte
allerdings nur ein bestimmtes Transkript abgelesen werden (z.B. NM_004448.2 fiir ERBB2 oder
NM_201264.1 fur NRP2), wiirden die in der Microarray-Analyse detektierten Signalintensitdten
der verschiedenen Sonden unterschiedlich stark ausfallen. Die Sonden, die ein Transkript
hybridisieren kénnen, weisen eine hohe Signalstarke auf, wahrend die Sonden die kein
Transkript hybridisieren eine sehr viel geringere Signalstarke zeigen (unter Umstanden sogar
unterhalb des Schwellenwertes und damit als nicht exprimiert klassifiziert werden). Durch den
Summationsprozess, der die einzelnen Signalintensitdten mehrerer Sonden zu einem Signal fir
das Sonden-Set eines Gens zusammenfasst, wiirde insgesamt eine niedrige Signalintensitat
resultieren, obwohl eines der moglichen Transkripte ein sehr hohes Genexpressionsniveau

aufweist.
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Abbildung 5.1 Mogliche Transkripte der Gene ERBB2 (oben) und NRP2 (unten)

NCBI Referenzsequenzen NC_0000017.10 (ERBB2) und NC_000002.11 (NRP2).
(www. ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/)

Die Verteilung der Sonden Uber den gesamten transkribierten Sequenzbereich eines Gens
bringt einen weiteren Nachteil der Microarray-Analyse mit sich. So kommt es vor, dass
Sequenzbereiche von Sonden hybridisiert werden, die sich an Sequenzbereiche anlagern,
welche in der Regel in den Sequenzen eingebrachter Vektoren zuvor entfernt wurden (z.B.
Intronsequenzen). Mochte man nun die Expressionsstirke von eingebrachten Vektoren
bestimmen, kann es dazu kommen, dass die detektierte Expressionsstarke der betreffenden
Expressionskassette deutlich geringer ausfallt als sie tatsachlich ist, da ein Teil der Sonden nur
ein sehr schwaches Signal wiedergeben. Ursache dafiir ist das Fehlen passender
Sequenzabschnitte auf einzelnen Transkripten bzw. das eventuelle Fehlen einzelner
vollstéandiger Transkripte. Dies schlagt sich in der Signalintensitat der jeweils komplementaren
Sonde nieder und wirkt sich durch den Summationsprozess auf die Signalintensitat des
gesamten Sonden-Sets aus (vgl. 5.2.5.1 Diskrepanzen der ermittelten Expressionsniveaus der

vier eingebrachten Expressionskassetten).

Die Analyse der Genexpression mittels Microarray-Analyse ermdoglicht die Untersuchung des
Expressionsprofils des gesamten Genoms in relativ kurzer Zeit. Entsprechend hoch ist der
mogliche Probendurchsatz unter Verwendung dieser Methode. Im Vergleich zur Tagman®
basierten gqPCR zeigt die Microarray-Analyse eine geringere Genauigkeit in Bezug auf die
ermittelte Expressionsstarke eines Gens. Jedoch ware eine Analyse des gesamten Genoms
mittel Tagman® basierter gPCR mit einem enorm groBen und kostenintensiven Aufwand
verbunden. Daflir ist der dynamische Messbereich der Tagman® basierten gPCR deutlich
grofler, was dieser Methode gegenlber der Microarray-Analyse einen umfangreicheren
Detektionsbereich verleiht. Die Ursache dafiir liegt in der begrenzten Anzahl der Molekiile

einer sequenzspezifischen Sonde, die auf den Microarray-Chip immobilisiert sind. Bei einem
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sehr hohen Expressionsniveau kommt es zu einer Sattigung des detektierbaren Signals,
wodurch die berechneten Expressionsunterschiede kleiner ausfallen, als sie tatsachlich sind
(Wang et al., 2006). Die statistische Aussagekraft beider Analysemethoden wird zusatzlich
durch die Anzahl der Beobachtungen unter identischen Versuchsbedingungen beeinflusst, da
geringe Anderungen des Expressionsniveaus bei einer niedrigen Anzahl durchgefiihrter
Experimente nicht als signifikant veranderte Expression identifiziert werden. In der Regel
werden beide Methoden, wie auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit, aufeinanderfolgend
fur die Erstellung eines Expressionsprofils eingesetzt. Dabei dient die Microarray-Analyse der
Identifizierung der differentiell exprimierten Gene, wahrend die Tagman® basierte qPCR die

Ergebnisse validiert und genauer quantifiziert (Wang et al., 2006).

Inwieweit ein Zusammenhang zwischen den mRNA-Expressionsdaten besteht, die sich aus den
Ergebnissen der Tagman® basierten qPCR und den Microarray Analysen ergeben, wird anhand
einer Rangkorrelationsanalyse nach Spearman ermittelt. Dabei werden die ermittelten mRNA-
Expressionsstarken der Gene aus den nativen B25-MOL-Zellen und aus den Wirkstoffzellen
(n=194) in die Analyse eingeschlossen, welche mit Hilfe beider Analysemethoden detektiert
wurden. Dabei kann eine signifikante positive Korrelation (p=0,656; p=2 x 10™"%; Abbildung
5.2) festgestellt werden. Es darf an dieser Stelle nicht aulRer Acht gelassen werden, dass die
ermittelten Ergebnisse der mMRNA-Expressionsanalysen aus verschiedenen biologischen

Replikaten stammen und damit nur bedingt vergleichbar sind.
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Abbildung 5.2 Korrelation der detektierten mRNA Expressionsstarken

Die mRNA-Expressionsstarke von 194 Genen in nativen B25-MOL-Zellen und Wirkstoffzellen, ermittelt unter
Anwendung der Tagman® basierten gPCR (qPCR) und Microarray-Analysen (MA) (p= 0,656; P= 2 x 10™9).
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Um zu beurteilen, ob auch ein Zusammenhang zwischen den ermittelten Anderungen der
mRNA-Expression besteht, die sich aus den Ergebnissen beider Analysemethoden ableiten
lassen, wird der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. Dabei werden die
Ergebnisse aus den nativen B25-MOL-Zellen und den Wirkstoffzellen aller Gene in die
Berechnung eingeschlossen, fiir die ein FC-Wert mit Hilfe beider Analysemethoden ermittelt
wurde (n= 91). Auch hier ergibt sich eine positive signifikante Korrelation (p=0,662;
p=2,2x 10", Abbildung 5.3) zwischen den ermittelten Anderungen. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass eine mittels Microarray-Analyse ermittelte Anderung der mRNA-Expression mit
relativ hoher Wahrscheinlichkeit durch die Ergebnisse einer Tagman® basierter gPCR bestatigt

wird.
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Abbildung 5.3 Korrelation der relativen Anderung der Expression

Relative Anderungen der mRNA-Expressionsstirke von 91 Genen Wirkstoffzellen gegeniiber nativen B25-MOL-
Zellen, ermittelt unter Anwendung der Tagman® basierten qPCR (qPCR) und Microarray Analysen (MA)
(p=0,662; P=2,2x10™"°).

Die Ergebnisse der Korrelationsanalysen nach Spearman zeigen, dass fiir einen groRen Teil der
hier analysierten Gene die Starke der mRNA-Expression sowie Expressionsdanderung bzw.

stabile Expressionsstarke weitgehend bestatigt werden kann.

Ein Vergleich der tatsachlichen FC-Werte, die sich aus den Ergebnissen beider
Analysemethoden ableiten lassen zeigt, dass diese unter Umstanden weit auseinander liegen.
So kann die tatsidchliche Anderung der mRNA-Expression einiger Gene anhand der
Berechnungen aus den Daten der Microarray-Analysen unterschatzt werden, wahrend sich aus
den Ergebnissen der Tagman® gPCR-Analysen Expressionsdnderungen ergeben, die um ein

Vielfaches hoher sind. Dies trifft insbesondere auf die Expression der vier eingebrachten
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Expressionskassetten zu. So liegen die relativen Expressionsanderungen fiir CD80 (FCya= 3,86;
FCraq= 4,29 x 10° (SD= 1,76 x 10°), Abbildung 5.4) und CD154 (FCys= 129,63; FCr..= 28,67 x 10°

(SD= 3,7 x 10°), Abbildung 5.4) liegen am weitesten auseinander.
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Abbildung 5.4 Ermittelte relative Expressionsinderungen von 94 Genen, ermittelt unter Anwendung von
Tagman gPCR bzw. Microarray-Analyse

Gene, deren Position im Diagramm nahe der grau gestrichelten Linie lokalisiert ist, weisen in Tagman® gPCR und
Microarray-Analysen gleichwertige FC-Werte auf. Je gréRer der Abstand eines Gens zu diesem Ideal, umso
groRer ist die Diskrepanz zwischen den beiden FC-Werten. Die rot gefiillten Punkte zeigen die Position der im
Text erwdhnten Gene.

Aber auch Gene, die bedingt durch den Herstellungsprozess reguliert werden, weisen teilweise
hohe Differenzen zwischen den relativen Expressionsdanderungen auf. So ergibt sich aus den
Daten der Microarray-Analysen fiir CCL5 eine relative Steigerung der Expression um das
29,3fache, wahrend der Vergleich der Expressionsdaten, die sich aus den Ergebnissen der
Tagman® gPCR-Analysen eine 1.886,1fache Steigerung (SD= 543,84) der CCL5 mRNA-
Expression ergeben; damit liegt die ermittelte Zunahme der CCL5-Expression etwa 64 mal
hoher als die Expressionsanderung, die sich aus den Daten der Microarray-Analysen ergeben.
Das gleiche Phdnomen beobachtet man flir CCL20. Wahrend anhand der Microarray-Analysen
eine Steigerung der Expression um das 13,0fache ermittelt wird, zeigt ein Vergleich der
Expressionsdaten, die in den Tagman® qPCR-Analysen detektiert werden, eine

Expressionssteigerung um das 16.990,4fache (SD=5598,91).

Die beobachteten Unterschiede der relativen Expressionsdanderung (fold change, FC) werden
auf die unterschiedliche Sensitivitdit einer PCR-basierten Methode gegenliber einer auf

Hybridisierung basierten Methode, sowie den technischen Grenzen der Microarray-
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Technologie zuriickgefiihrt; wie den limitierten dynamischen Bereich, die Signalsattigung oder
die Kreuzhybridisierung. AuBerdem kann diese Komprimierung durch Prozessierung- und
Normalisierungsalgorithmen verursacht werden, die eigentlich die vorhandenen Varianzen
minimieren sollen (Provenzano et al.,, 2007; Qin et al.,, 2006; Wang et al., 2006; Yuen et al.,

2002).

5.2.5 Korrelation zwischen RNA- und Proteinexpression

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Genexpressionsanalysen auf Ebene der mRNA
(Microarray-Daten) fiihren zu einer groRen Anzahl von Genen, die einer herstellungsbedingten
Veranderung ihres mRNA-Expressionsniveaus unterliegen. Jedoch geht ein verdndertes
Expressionsniveau auf mRNA-Ebene nicht zwangslaufig mit einer verdnderten Menge des
jeweils resultierenden Proteins einher. Um zu ermitteln, welcher Zusammenhang zwischen der
hier ermittelten mRNA-Expression eines Gens und der entsprechenden Proteinexpression
besteht, wurde eine Korrelationsanalyse nach Spearman durchgefiihrt. Bedenkt man die
Tatsache, dass die RNA-Expressionswerte aus den Microarray-Analysen aus anderen Proben
gewonnen wurden, als die Ergebnisse der Proteinexpressions-Analysen sowie die teilweise
groBen Standardabweichungen, die sich hinter den Proteinexpressionsdaten verbergen,
schrankt dies die Vergleichbarkeit der Daten ein. Die relativ kleine Stichprobenzahl tragt
zusatzlich dazu bei, dass die Ergebnisse der Korrelationsanalysen hier mit groBer Vorsicht zu
interpretieren sind. Da fir den Tumorimpfstoff letztlich jedoch das Proteinexpressionsprofil
entscheidend ist, ist es essentiell zu untersuchen, ob sich die Anderungen im Transkriptom

auch auf die fiir die Tumorzellvakzinierung relevanten Proteine erstreckt.

Der Nachweis der spezifischen Expression auf Protein-Ebene erfolgt mit grundlegend
unterschiedlichen Methoden. Wahrend beim Nachweis mittels direkter Antikérperfarbung und
anschlieRender durchflusszytometrischen Messung der Geomean auf die Anzahl der an der
Zelloberflache exprimierten Proteinmolekiile schlieBen Iasst, wird mittels ELISA und Bead Array
die Proteinkonzentration pro 10.000 Zellen im Zellkulturiiberstand bestimmt. Aus diesem
Grund werden die Gene und ihre resultierenden Proteine in zwei Gruppen eingeteilt und zwei

Korrelationsanalysen durchgefiihrt.

Fir die erste Gruppe der Gene (Tabelle 5.1), deren resultierende Proteine mittels direkter
Antikorperfarbung nachgewiesen wurden, ergibt die Korrelationsanalyse nach Spearman nur
einen méaRigen positiven Zusammenhang (p= 0,36) zwischen der mRNA-Expression und der
Proteinexpression, die statistisch nicht signifikant ist (p= 0,1764). Zwar lassen die Daten einzeln

betrachtet durchaus den Rickschluss zu, dass ein positiver Zusammenhang zwischen der
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detektierbaren mRNA-Menge und der nachweisbaren Proteinmenge besteht, jedoch ist die
Anzahl der analysierten Stichproben zu klein, um bei dieser maRigen Korrelation signifikant zu

sein.

Tabelle 5.1 Signalintensitiaten der benannten Gene aus Microarray Analysen und Geomean Daten aus der
durchflusszytometrischen Analyse nach direkter Antikorperfarbung

Analyte gibt die Bezeichnung des untersuchten Gens/Proteins wieder sowie ob es sich dabei um eine Probe der
nativen Zellen (nativ) oder der Wirkstoffzellen (MGN1601) handelt. S;,; MA gibt die detektierte log,-basierte
Signalintensitdt aus den Microarray-Analysen wieder. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen
werden durch den Geomean dargestellt.

Analyte Sint MA Geomean
CD154 nativ 6,38 0,12
CD154 MGN1601 13,40 13,89
CD80 nativ 7,64 0,00
CD80 MGN1601 9,52 16,43
CD54 (ICAM1) nativ 9,64 18,74
CD54 (ICAM1) MGN1601 12,63 17,03
CDA40 nativ 8,84 10,24
CD40 MGN1601 11,17 2,46
CD275 (ICOSLG) nativ 8,00 0,09
CD275 (ICOSLG) MGN1601 9,72 0,45
CD95 (FAS) nativ 9,03 17,74
CD95 (FAS) MGN1601 10,78 16,03
cMet nativ 12,75 4,30
cMet MGN1601 12,00 3,70
EGFR nativ 11,21 19,98
EGFR MGN1601 11,08 10,08

Im Gegensatz dazu ergibt die Korrelationsanalyse nach Spearman fiir die zweite Gruppe der
Gene, deren resultierende Proteine mittels ELISA bzw. Bead Array nachgewiesen wurden
(Tabelle 5.2), einen hohen positiven Zusammenhang (p= 0,79), der statistisch signifikant ist
(p= 2,0 x 10™*). Demnach besteht in dieser Gruppe ein positiver Zusammenhang zwischen der

mRNA-Expression und der entsprechenden Proteinexpression.
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Tabelle 5.2 Signalintensititen benannter Gene aus Microarray Analyse und ermittelte Proteinmengen im
Zellkulturiiberstand 24 h nach EPO (Bead Array und ELISA)

Analyte gibt die Bezeichnung des untersuchten Gens/Proteins wieder sowie ob es sich dabei um eine Probe der
nativen Zellen (nativ) oder der Wirkstoffzellen (MGN1601) handelt. S, MA gibt die detektierte log,-basierte
Signalintensitat aus den Microarray-Analysen wieder. Die Ergebnisse der Bead Array und ELISA sind durch die
Proteinmenge in pg/ 10.000 Zellen dargestellt (n. d.= nicht detektierbar, da unterhalb der Nachweisgrenze)

Analyte Sint MA Proteinmenge (pg/ 10.000 Zellen)
CCL2 nativ 10,86 12290,60
CCL2 MGN1601 12,63 13934,80
CCL20 nativ 6,31 16,72
CCL20 MGN1601 10,01 139,70
CCL5 nativ 6,67 n.d.
CCL5 MGN1601 11,54 442,10
CXCL10 nativ 5,11 13,05
CXCL10 MGN1601 8,22 114,62
IL6 nativ 7,75 855,00
IL6 MGN1601 11,92 1701,50
IL8 nativ 9,01 7948,34
IL8 MGN1601 12,10 6425,50
IL-7 nativ 7,38 n.d.

IL-7 MGN1601 13,05 1562,00
CSF2 nativ 7,46 n.d.
CSF2 MGN1601 13,17 10758,12

An dieser Stelle bleibt unklar, warum sich in Abhangigkeit der Nachweismethode der Proteine
einerseits nur eine malige, andererseits eine hohe positive Korrelation zwischen mRNA und
Proteindaten ergibt. Grundlegende Unterschiede zwischen Membranproteinen und
sezernierten Proteinen konnten jedoch ursdchlich fir diese Beobachtung sein. So haben
Membranproteine einen anderen Translationsort, werden anders prozessiert, benétigen einen
Transport zur Zellmembran und missen dort richtig eingebaut werden. Aullerdem unterliegt
die Expression von Membranproteinen einer starkeren Kontrolle, da nur eine limitierte Anzahl
von Proteinen in der Membran vorhanden sein kann. Eine zu hohe Anzahl in die Zellmembran
eingebauter Proteine wiirde die Integritit der Zellmembran und damit das Uberleben der Zelle
gefahrden. Zu sezernierende Proteine durchlaufen weniger Prozessierungsschritte, weshalb
die Fehlerquote geringer ausfallt und der Transkript besser und schneller in einen Protein

umgesetzt wird. Andererseits werden zu sezernierende Proteine haufig auch innerhalb der
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Zellen eingelagert, was jedoch eher zu einer geringeren Korrelation der
Proteinexpressionslevel gegentiber der mRNA-Expression flihren wiirde, da solche Proteine bei

einer Analyse des Zellkulturiiberstandes nicht nachweisbar sind.

Im Allgemeinen kann eine schwache oder fehlende Korrelation unter anderem auf
posttranskriptionale Regulationsmechanismen oder Faktoren zurilickgefiihrt werden, welche
die Stabilitit der mRNA bzw. der Proteine beeinflussen (z.B. proteasomaler Abbau,

Halbwertzeit, usw.).

5.2.5.1 Diskrepanzen der ermittelten Expressionsniveaus der vier eingebrachten

Expressionskassetten

Durch die Transfektion der vier Expressionskassetten, die fir CD80, CD154, IL-7 und GM-CSF
kodieren, und die Sortierung der Zellen auf die beiden Oberflachenproteine CD80 und CD154
wird eine hohe Expression dieser Gene in den Wirkstoffzellen erreicht. Diese wird durch den
Nachweis der Proteinexpression in den Vorversuchen bestéatigt (vgl. 4.1 Optimierung der
Gentransfer-Bedingungen; S.61). Entsprechend sollten auch die detektierten Signalintensitdten
der mRNA-Transkripte der Wirkstoffzellen in den Microarrays ein entsprechend hohes Niveau

erreichen.

Anhand der Expressionsdaten aus den Microarray-Analysen kann diese Annahme fiir CD154,
IL-7 und GM-CSF bestétigt werden. Wahrend in den nativen B25-MOL-Zellen eine sehr geringe
Signalintensitat fir diese Gene detektiert wird, zeigen die Wirkstoffzellen eine extrem hohe
Signalintensitat und damit ein hohes Expressionsniveau dieser Gene. Entsprechend hoch fallen
auch die ermittelten Anderungen der Genexpression aus. Im Gegensatz dazu steigt die mittels
Microarray-Analysen nachweisbare Menge an CD80 spezifischer mRNA nur geringfligig an.

Lediglich eine Expressionssteigerung um das 3,7fache kann hier ermittelt werden (Tabelle 5.3).
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Tabelle 5.3 Signalintensititen (MA), Anderung der Genexpression (fold change) und Ct-Werte (Tagman®)
sowie AACt-Werte (Tagman®) der eingebrachten Expressionskassetten

Detektierte Signalintensitdten der Gene der vier eingebrachten Expressionskassetten in den Microarray-
Experimenten und den qPCR-Analysen: S, (nativ)= Signalintensitdt des jeweiligen genspezifischen Sonden-Sets
in nativen B25-MOL-Zellen; S,,; (MGN)= Signalintensitat des jeweiligen genspezifischen Sonden-Sets in
Wirkstoffzellen; FCya= relative Anderung der Genexpression (fold change) im MA, Ct (nativ)= Ct-Wert der
jeweils spezifischen Tagman®-Probe aus nativen B25-MOL-Zellen; Ct (MGN)= Ct-Wert der jeweils spezifischen
Tagman®-Probe aus Wirkstoffzellen; AACtr,,= relative Anderung der Genexpression im Tagman®; FCraq= relative
Anderung der Genexpression im Tagman (fold change), basierend auf AACtr,,

Gen CD80 CD154 IL-7 GM-CSF
Sint (nativ) 199,47 (log,= 7,64) 83,29 (log,= 6,38) 166,00 (log,= 7,38) 176,07 (log,= 7,46)
S, (MGN) 724,08 10.772,01 8.480,89 9.184,59
Int (log,=9,50) (log,=13,40) (log,=13,05) (log,=13,17)
FCya 3,68 129,63 51,05 52,20
Ct (nativ) 37,13 38,95 29,13 32,99
Ct (MGN) 16,38 15,40 17,63 15,71
AACE 21,79 24,77 12,73 18,50
Taq (FCroq)= 4.294.939,72  (FCr,o)= 28.671.843,79  (FCr,e)= 6.900,31 (FCraq)= 370.724,62

Die Ergebnisse der Tagman® qPCR-Analyse aller vier eingebrachten Expressionskassetten
entsprechen dagegen den Erwartungen, alle Gene zeigen gegeniiber den nativen B25-MOL-
Zellen eine massive Uberexpression in den Wirkstoffzellen (Tabelle 5.3). Zwischen den
Ergebnissen beider Analysemethoden treten vor allem bei der Betrachtung der CD80-

spezifischen Ergebnisse deutliche Unterschiede auf.

Die Expression von CD80, CD154 und der beiden Zytokine IL-7 und GM-CSF in den
Wirkstoffzellen beruht jedoch in erster Linie nicht auf dem ,natiirlichen” mRNA-Transkript des
im Genom kodierten Gens, sondern auf den cDNA-kodierten Expressionskassetten der
eingebrachten MIDGE®-DNA-Vektoren. Die Signalintensitdt eines Gens auf den Human Gene
Chip® 1.0 ST beruht auf der Summation von Signalintensitaten mehrerer Sonden (vgl. 5.2.3
Affymetrix GeneChip- Human Gene 1.0 ST; S.128). Die Ermittlung der Hybridisierungs-
sequenzen der 30 Sonden (PM-Sonden) fir CD80 auf dem Human Gene Chip® 1.0 ST zeigt, dass
mehr als die Halfte dieser Sonden spezifisch Intronsequenzen bzw. nicht translatierte Bereiche
des CD80-mRNA-Transkripts (UTR) hybridisieren (Abbildung 5.5 A, rote Sonden-markierung).
Da diese in dem CD80-kodierendem MIDGE®-DNA-Vektor nicht vorhanden sind, besitzt auch
das entsprechende mRNA-Transkript diese Sequenzen nicht (Abbildung 5.5 B). Das Fehlen
komplementarer Transkripte fihrt an der Position des Chips, an dem diese CD80-spezifischen

Sonden lokalisiert sind, zu einem entsprechend sehr schwachen Signal.
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A (D80 Genomische Organisation

B MOK-hCD80-M Organisation der Expressionskassette

Abbildung 5.5 Organisation des CD80-Gens im humanen Genom und der CD80-kodierenden
Expressionskassette im MOK-hCD80-M

Dargestellt ist die Organisation von CD80 im Genom (A) und in der Expressionskassette im MIDGE MOK-hCD80-
M (B). Die Exons werden als dunkelblaue Boxen dargestellt, wahrend nicht translatierte Bereiche der 5- und 3'-
Region des Gens als hellblaue Boxen dargestellt sind. Die Introns liegen entsprechend dazwischen (nicht
gesondert dargestellt). Die senkrechten roten und griinen Linien markieren die Zielsequenz der Affymetrix
Sonden auf dem GeneChip® Human 1.0 ST. Alle griinen Zielsequenzen liegen innerhalb eines Exons und sind
auch in der Expressionskassette des MIDGE enthalten (B). Alle roten Hybridisierungssequenzen sind in nicht
translatierten Bereichen oder in Introns lokalisiert (A). Ein Transkript, das in der Expressionskassette des MIDGE
kodiert ist, besitzt die roten Zielsequenzen nicht, das detektierte Signal fir diese Sonden wiirde in dem Fall sehr
niedrig ausfallen.

Dies fiuihrt dazu, dass in den Microarray-Analysen der Wirkstoffzellen nur fir 14 der insgesamt
29 CD80-spezifischen Sonden ein hohes Signal detektiert wird. Die Summation der
Einzelsignale zu einem gemeinsamen CD80-spezifischen Signal in der durchgefihrten
Praprozessierung fiihrt zu einer augenscheinlich geringen Signalintensitat fiir CD80 in den
Wirkstoffzellen und damit auch zu der Berechnung einer geringeren differentiellen Expression
zwischen den nativen B25-MOL und den Wirkstoffzellen. Prinzipiell kénnte durch eine
manuelle Reduktion um 15 der CD80-spezifischen Sonden auf die 14 MIDGE®-relevanten
Sonden vor der Praprozessierung dieses Summationsartefakt eliminiert werden. Da diese
Reduktion auf alle miteinander zu vergleichenden Microarray-Experimente ebenso
angewendet werden misste sind die Folgen dieser Reduktion auf die Gesamtanalyse der
Microarray-Daten jedoch nicht absehbar. AuRerdem ist die massive Steigerung der CD80-
Expression durch die Tagman® gPCR und den Proteinnachweis mehr als ausreichend

nachweisbar, weshalb auf diese manuelle Korrektur verzichtet wird.

Die Uberpriifung der Sondensequenzen fiir die anderen drei Gene (CD154, IL-7, GM-CSF) zeigt,
dass diese ausnahmslos in Exonbereichen, welche auch in den Sequenzen der eingebrachten
Expressionskassetten vorhanden sind oder den nicht-translatierten 3‘- bzw. 5'-
Sequenzbereichen liegen. Sonden, die Transkripte von Intronsequenzen dieser Gene
hybridisieren kommen dagegen nicht vor (Abbildung 5.6). Damit ist auch fir diese drei Gene
die tatsachliche Expressionsstiarke hoher als die Ergebnisse der Microarray-Analysen es

suggerieren. Allerdings ist der Anteil der Sonden, die Transkripte der Sequenzbereiche
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hybridisieren, welche nicht in diesen Vektoren enthalten sind, wesentlich geringer (18,4 —
28,6 %) als beim CD80-kodierenden Vektor (51,7 %), weshalb sich dies in sehr viel geringerem
Mal auf die Ergebnisse der Microarray-Analysen auswirkt als bei der detektierten

Expressionsstarke von CD80.

A CD154 Genomische Organisation

5 == 3

B MOK-hCD154-M Organisation der Expressionskassette

C IL-7 Genomische Organisation

5¢

o= 3

D MOK-hIL-7-M Organisation der Expressionskassette

E GM-CSF Genomische Organisation

5¢

F MOK-hGM-CSF-M Organisation der Expressionskassette

Abbildung 5.6 Organisation der Gene CD154, IL-7 und GM-CSF im Genom und den kodierenden
Expressionskassetten

Exons werden als dunkelblaue Boxen, nicht-translatierte Sequenzbereiche der 5- und 3‘-Region als hellblaue
Boxen dargestellt. Introns, welche zwischen den Exons lokalisiert sind, sind nicht dargestellt. Die senkrechten
roten und griinen Linien markieren die Hybridisierungssequenzen der Sonden auf dem Human GeneChip® 1.0
ST. Alle griinen Zielsequenzen liegen innerhalb eines Exons und sind auch in der Expressionskassette des MIDGE
enthalten. Alle roten Hybridisierungssequenzen sind in den nicht-translatierten Bereichen oder in Introns
lokalisiert. Ein MIDGE®-kodiertes Transkript (B, D, F) besitzt die roten Zielsequenzen nicht; das detektierte Signal
flr diese Sonden wird in diesen Féllen sehr niedrig ausfallen.

Anhand der Proteinexpressionsanalysen, die routinemaRig nach der Transfektion der MIDGE®-
DNA-Vektoren durchgefiihrt werden, ist in jedem Fall eine hohe Expression aller vier
Expressionskassetten nachweisbar. Dieses Phianomen zeigt, dass gerade der Versuch, die
MRNA-Expression  transfizierter Expressionskassetten mittels DNA-Microarray-Analyse
nachzuweisen, eher kritisch betrachtet werden sollte, da die verwendeten Sonden fiir den
Nachweis der physiologisch vorhandenen mRNA entworfen sind und nicht fiir den Nachweis

von auf cDNA-Expressionskassetten basierender mRNA.
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5.3 Differentielles Genexpressionsprofil der Wirkstoffzellen

Die Gegeniberstellung der Expressionsdaten, die unter Verwendung des Affymetrix Human
GeneChips® 1.0 ST zur Genexpressionsanalyse von nativen B25-MOL und Wirkstoffzellen
ermittelt werden, fiihrt zu einer groRen Anzahl differentiell exprimierter Gene, welche zum
Teil biologisch funktionellen Gengruppen bzw. Pathways zugeordnet werden koénnen, die fir
die angestrebte Wirkung der Wirkstoffzellen von besonderem Interesse sind. Dazu gehoren die
Expression von Tumor-assoziierten Antigenen, Apoptose- und Zellzyklus-assoziierte Gene,
Zytokine und Chemokine, Gene der Antigen-Prozessierung und -Prasentation sowie Gene, die
an der Proliferation, Differenzierung und Aktivierung von Lymphozyten beteiligt sind oder eine
Assoziation mit der NK-Zellinteraktion zeigen. Zur Verifikation und genaueren Quantifizierung
wurde an einer Auswahl von Genen, deren Expressionsniveau mittels Tagman® gPCR
untersucht. Um festzustellen, ob eine veranderte mRNA-Expression mit einer entsprechenden
Veranderung der Proteinexpression korreliert, ist flir einige Gene zusatzlich ein Nachweis der
Proteinexpression durchgefiihrt worden. In den folgenden Abschnitten soll nun die biologische
Relevanz dieser funktionellen Gengruppen bzw. einiger ausgewahlter Gene ndher erortert

werden.

5.3.1 Regulation des Zellzyklus und der Apoptose

Die an der Apoptose beteiligten liberreprasentierten funktionellen Gengruppen zeigen ein sehr
uneinheitliches Bild. Sie kénnen teilweise mit einer negativen und teilweise mit einer positiven

Regulation der Apoptose assoziiert werden (Tabelle 5.4).

Bei den drei Gengruppen ,hsa 04210: Apoptosis“, ,regulation of apoptosis“ und ,regulation of
programmed cell death” handelt es sich um Ubergeordnete Kategorien, in denen zwischen
einer Hoch- und Runterregulation nicht unterschieden wird. Die gelisteten Gene der
funktionellen Gengruppen, die an der Runterregulation der Apoptose beteiligt sind (,,negative
regulation of programmed cell death”, ,negative regulation of apoptosis”, ,negative regulation
of cell death”, , anti-apoptosis“) sind nahezu identisch. Fiir die Liste der Gene der funktionellen
Gruppen, die mit der positiven Regulation der Apoptose assoziiert sind (, positive regulation of
apoptosis”, , positive regulation of programmed cell death”, “positive regulation of cell death”)
trifft dies ebenso zu. Die Signifikanzwerte der Uberreprasentierten Gengruppen weisen
dhnliche Werte auf. Damit ist die Wahrscheinlichkeit, dass eine Regulation in diesen
funktionellen Gengruppen vorliegt flir beide Gruppen etwa gleich gro. Auch wenn die

Signifikanzwerte der funktionellen Gengruppen einer positiven Regulation der Apoptose

geringfligig niedriger sind, rechtfertigt dies nicht die Annahme, dass die Zellen eher einer
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Runterregulation der Apoptose unterliegen, da die hier durchgefiihrte Analyse die Funktion

der einzelnen Gene und damit die Tragweite ihrer Wirkung nicht bericksichtigt, sondern nur

die Anzahl der Gene an der Gesamtanzahl der Gene in dieser funktionellen Gruppe. So hatte

die Regulation der Expression eines Tumorsuppressorgens wie p53 (keine herstellungsbedingte

Regulation nachweisbar) eine weit groRere Auswirkung auf die Regulation der Apoptose, als

beispielsweise eine veranderte Expression eines ,BH3-only“ Proteins (Kodama et al., 2011;

Willis et al., 2005).

Tabelle 5.4 Uberreprisentierte funktionelle Gengruppen, die eine Assoziation mit der Apoptose aufweisen

Aufgefihrt sind alle Uberreprasentierten Apoptose-assoziierten funktionellen Gengruppen, die sich aus dem

Vergleich der Expressionsprofile der nativen B25-MOL-Zellen mit denen der Wirkstoffzellen ergeben. Zu den

grin unterlegten funktionellen Gengruppen gehdren Gene, die in der Lage sind, Apoptose an verschiedenen

Stellen zu inhibieren, wahrend zu den rot unterlegten funktionellen Gengruppen Gene gehoren, welche die

Apoptose beglinstigen. Bei den drei Ubrigen funktionellen Gengruppen handelt es sich um Ubergeordnete

Gengruppen.

Code Kategoriebezeichnung p-Wert

GOTERM_BP_5 G0:0042981 regulation of apoptosis 4,80E-06
GOTERM_BP_5 G0:0043067 regulation of programmed cell death 5,69E-06
GOTERM_BP_5 G0:0006916 anti-apoptosis 3,97E-04
GOTERM_BP_5 G0:0012502 induction of programmed cell death 7,20E-04
GOTERM_BP_5 G0:0043066 negative regulation of apoptosis 1,59E-03
GOTERM_BP_5 G0:0043069 negative regulation of programmed cell death 1,78E-03
GOTERM_BP_5 G0:0060548 negative regulation of cell death 1,82E-03
GOTERM_BP_5 G0:0043065 positive regulation of apoptosis 2,42E-03
GOTERM_BP_5 G0:0043068 positive regulation of programmed cell death 2,56E-03
GOTERM_BP_5 G0:0010942 positive regulation of cell death 2,66E-03
KEGG_PATHWAY hsa04210: Apoptosis 4,73E-02

Entsprechend der funktionellen Gengruppen kénnen auch die verstarkt exprimierten Gene in

zwei Gruppen aufgeteilt werden: die Gene, deren Uberexpression eine Apoptose der Zelle

begiinstigen, und die Gene, die eine Apoptose eher inhibieren (Tabelle 5.5). Allein anhand der

Anzahl der regulierten Gene lasst sich ebenfalls nicht feststellen, ob eine Apoptose der Zelle

eher beglinstigt oder inhibiert wird.
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Tabelle 5.5 Zuordnung der verstarkt exprimierten Gene zur positiven bzw. negativen Regulation der Apoptose

Entsprechend der Einteilung in funktionelle Gengruppen der positiven bzw. negativen Regulation der Apoptose
sind hier die jeweils zugeordneten Gene gelistet. Die kursiv markierten Gene tauchen entweder in beiden Listen
auf (CDKN1A) oder sind an Regulationsmechanismen (entsprechend publizierter Forschungsergebnisse) der
positiven und negativen Regulation der Apoptose beteiligt (NFKBIA).

Anzahl der regulierten Gene Regulierte Gene

SFN, TNF9, Fas, ETS1, DDIT3, GCH1, AEN,
13 (+1) PMAIP3, DEDD2, MX1, CDKN1A, INHBA,
TNFRSF108B, IFIH1
NFKBIA, CCL2, STATS, SPHK1, CSF2,
13 (+2) HSPA1A, HSPA1B, CDKN1A, TNFAIP3, IL-6,
IL-7, CD154, TRAF1, IRAK1, PIK3R3

Positive Regulation
der Apoptose

Negative Regulation
der Apoptose

Das Gen CDKN1A (cyclin dependent kinase inhibitor 1A) ist sowohl in der Liste der beteiligten
Gene der positiven Regulation, wie auch in der der Runterregulation der Apoptose vorhanden.
Das kodierte Protein p21 bindet und inhibiert verschiedene Cycline und verursacht damit einen
Zellzyklusarrest. Die Expression unterliegt der transkriptionellen Kontrolle des
Transkriptionsfaktors (TF) p53, welcher beispielsweise nach Schadigung der chromosomalen
DNA aktiviert wird. Unter physiologischen Bedingungen agiert p21 eher als anti-apoptotisches
Protein. Neben Cyclinen bindet p21 auch inaktive Pro-Caspase-3 und -2 und verhindert
dadurch deren Konvertierung in eine aktive Effektor-Caspase. Aulerdem bildet es Komplexe
mit der Apoptose-Signalregulierenden Kinase 1 (ASK1) und inhibiert die stressaktivierte MAP-
Kinase-Signalkaskade. Allerdings zeigt eine Reihe von Untersuchungen, dass eine
Chemotherapeutika- oder Strahlungs-induzierte Apoptose in verschiedenen Tumorzellen mit
einer verstarkten Expression von p21 assoziiert ist, weshalb auch eine pro-apoptotische
Funktion von p21 diskutiert wird (Cazzalini et al., 2010; Liu et al., 2003). Ob sich die verstarkte
Expression von CDKN1A (p21) in den Wirkstoffzellen eher pro- oder anti-apoptotisch auswirkt,

kann an dieser Stelle nicht abschlieBend gekldrt werden und bedarf weiterfiihrender Analysen.

Die Apoptose kann durch extrinsische, intrinsische oder ER-Stress-induzierte Signale initiiert
werden. Der Herstellungsprozess-bedingte Stress legt die Vermutung nahe, dass vor allem
Gene der intrinsischen Apoptose-Initiation in den Wirkstoffzellen verstarkt exprimiert werden.
Entsprechend dieser Vermutung zeigen die Gene DDIT3 (DNA damage induced transcript 3),
SFN (stratifin) und AEN (apoptosis enhancing nuclease) eine verstarkte Expression. Die
Expression dieser Gene wird nach Beschadigung der chromosomalen DNA induziert und steht
unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors p53. Eine Uberexpression dieser Gene verhindert
die Progression des Zellzyklus. Die entsprechenden Genprodukte inhibieren den Zellzyklus an
unterschiedlichen Stellen Gber verschiedene Mechanismen (Cazzalini et al., 2010; Jauhiainen et

al., 2012; Lee et al., 2005; Taylor et al., 2001).
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Noxa, welches durch das Gen PMAIP kodiert wird, gehort ebenfalls zum intrinsischen Weg der
Apoptose. Es gehort zur Gruppe der pro-apoptotischen ,,BH3-only“ Proteine, diese binden anti-
apoptotische Bcl-2 Proteine. Diese sind in gesunden Zellen an pro-apoptotische Proteine (Bax-
Proteine) gebunden und verhindern deren Oligomerisierung und damit die Generierung von
Strukturen, die zur Permeabilisierung der Mitochondrienmembran fiihren. Eine
Uberexpression der ,,BH3-only“ Proteine fiihrt zu einer hdheren Konzentration freier pro-
apoptotischen Bax-Proteine, die nach Oligomerisierung letztlich zur Permeabilisierung der
Mitochondrienmembran, zur Freisetzung von Cytochrom C und schlielRlich zum Tod der Zelle
flihren. Allerdings handelt es sich bei PMAIP1 um ein , BH3-only” Protein mit einer eher
schwachen Potenz zur Apoptose-Induktion. Erst eine kombinierte Uberexpression weiterer
»BH3-only” Proteine wie Bad induziert die intrinsischen Apoptose der Zelle. (Kim et al., 2006a;
Kim et al., 2006b; Willis et al., 2005). Die gesteigerte Expression von PMAIP1 ist in den
Microarray-Analysen (16fach hohere Expression in Wirkstoffzellen), wie auch in den Tagman-
basierten gPCR-Analysen (50,6fache Steigerung der Expression) belegt. Eine gesteigerte
Expression eines weiteren ,,BH3-only” Proteins, was zur Induktion der intrinsischen Apoptose

fihrt, kann in den Wirkstoffzellen jedoch nicht nachgewiesen werden.

Auch Gene, die mit dem extrinsischen Weg der Apoptose assoziiert sind, zeigen eine signifikant
erhohte Expression in den Wirkstoffzellen. Dazu zahlen einige Oberflachenproteine, durch die
Apoptose in den Zellen induziert werden kann, wie Fas oder TNFRSF10B; aber auch Gene,
deren Genprodukte in der Signaltransduktionskette der Apoptose lokalisiert sind, zeigen eine

erhohte Expression in den Wirkstoffzellen.

Fas (CD95) zahlt zu den TNF-Rezeptoren, die nach Interaktion mit einem geeigneten Liganden
in der Lage sind, Apoptose (iber die Formierung des DISC-Komplexes (death-inducing-signaling-
complex) zu induzieren. Die Auswertung der Expressionsdaten, die mittels Microarray-
Analysen erhoben wurden, zeigen, dass dieses Gen im Verlauf des Herstellungsprozesses von
den nativen B25-MOL-Zellen zu den Wirkstoffzellen eine relative Expressionssteigerung um
den Faktor 3,35 erfdhrt. Die bereits konstitutiv relativ hohe Expression von Fas in den nativen
B25-MOL-Zellen wird demnach durch den Herstellungsprozess zusatzlich verstarkt. Die Daten
der qPCR Tagman® Analyse stiitzen dieses Ergebnis allerdings nicht, sie zeigen eine
unveranderte mRNA-Expression von Fas. Auch die Daten der Proteinexpression an der
Zelloberflache zeigen keine Veranderung der Expression des kodierten Proteins in beiden
Zellpopulationen. Wie Fas gehort auch TNFRSF10B (DR5, CD262) zur Familie der TNF-
Rezeptoren. Uber die Aktivierung von Initiator- und Effektor-Caspasen kommt es zum Abbau
zahlreicher essentieller Zellproteine und der DNA, was letztlich zum Tod der Zelle fiihrt

(Martinez-Lostao et al., 2012). Analog zu Fas liegt auch fir TNFRSF10B in den nativen B25-

147



MOL-Zellen eine vergleichbar hohe konstitutive Expression auf mRNA-Ebene vor, die durch
den Herstellungsprozess eine zusatzliche Steigerung erfahrt. Fir TNFRSF10B konnte mit Hilfe
der Expressionsdaten aus den Microarray-Analysen eine 3,4fache Steigerung der mRNA-
Expression ermittelt werden. Die Ergebnisse der gPCR Tagman® Analysen untermauern die
Tendenz der Expressionssteigerung mit einer 5,7fachen Steigerung der Expression.
Proteinexpressionsdaten fiir TNFRSF10B wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
erhoben. Eine gesteigerte Proteinexpression hatte eine hohere Sensitivitdit gegenliber

Apoptose-induzierenden Signalen zur Folge.

Ein weiteres Gen, dessen Produkt mit der Rezeptor-vermittelten Apoptose assoziiert ist und im
Verlauf des Herstellungsprozesses eine Expressionssteigerung zeigt, ist DEDD2. Das kodierte
Protein weist eine ,death effector domain“ (DED) auf. Uber diese DED ist dieses Protein bei
Uberexpression oder Fas-induzierter Apoptose in der Lage, Procaspase 8 bzw. Procaspase 10
zu rekrutieren, zu aktivieren und in den Zellkern zu transportieren, welche dort die Protein-
Translationsapparatur inhibieren (Alcivar et al.,, 2003). Die Auswertung der Daten der
Microarray-Experimente zeigt, dass DEDD2 in den Wirkstoffzellen eine 3,8fach hohere mRNA-
Expression aufweist als in den B25-MOL-Zellen. Die Ergebnisse der Auswertung der qPCR
Tagman® Analysen bestatigten diese Expressionssteigerung jedoch nicht, hier ist eine stabile
MRNA-Expression nachweisbar. Da die hier erfolgten Expressionsanalysen widerspriichliche
Ergebnisse ergeben, kann an dieser Stelle nicht eindeutig festgestellt werden, ob eine
Anderung der mRNA-Expression vorliegt. Diese Diskrepanz kann durch eine Analyse der
Expression des resultierenden Proteins von DEDD2 geklart werden, denn letztlich entscheidet

eine veranderte Expression des Proteins Uber die Folgen fiir die Zelle.

Den zuvor erwdhnten pro-apoptotischen Genen stehen ebenso viele anti-apoptotische Gene
gegeniber, welche bei Betrachtung der Ergebnisse der Microarray-Analysen ebenfalls eine
verstarkte Expression in den Wirkstoffzellen zeigen. Die beiden Gene HSPA1A und HSPA1B,
welche molekulare Chaperone kodieren, weisen eine verstdarkte Expression in den
Wirkstoffzellen auf, die sowohl mittels Microarray-Analyse als auch mit Hilfe der Tagman
basierten gPCR-Analyse nachweisbar ist (spezifische Sonden-Sets des verwendeten Microarray
Chips hybridisieren cDNA beider Gene gleichermalRen, daher gilt der angegebene FC fir die
Expressionsstarke beider mRNAs, FCya= 3,57; Primer und Sonde in Tagman-Analyse
hybridisieren beide cDNA, FCr,q= 3,53). Diese Chaperone wirken an multiplen Kontrollpunkten
der Apoptose und sorgen unter anderem dafiir, dass eine Stress-induzierte Schadigung der
Zelle wieder behoben werden kann und nicht im Tod der Zelle enden muss. So blockieren sie
die Translokation von Bax in die Mitochondrienmembran und binden und inaktivieren APAF-1.

Weiterhin sind sie in der Lage, die Proteolyse essentieller nuklearer Proteine durch Caspase-3
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zu blockieren, was ebenfalls zu einer negativen Regulation der Apoptose fihrt (Garrido et al.,
2006). Das Gen TNFAIP3, welches das Protein A20 kodiert, weist in den Wirkstoffzellen eine
massiv verstarkte Expression auf (FCya= 23,84). Es inhibiert die aktivierende Proteolyse von
den Caspasen 8, 2, 3 und 6 und verhindert auBerdem die Trunkierung von Bid. Durch diese
Mechanismen kann die Progression einer Rezeptor-vermittelten Apoptose inhibiert werden

(Daniel et al., 2004).

Ein weiteres verstarkt exprimiertes Gen, welches mit der Runterregulation der Apoptose
assoziiert ist, ist NFKBIA. Das Produkt dieses Gens (IkBa) inhibiert die Aktivitat von NFkB/REL-
Komplexen, indem es diese im Zytoplasma zuriickhalt, so dass diese ihre Funktion als
Transkriptionsfaktoren im Nukleus nicht austiben kénnen. Allerdings fungiert NFkB sowohl fir
pro-apoptotische Gene (p53, Fas, BCL2L1) als auch fiir anti-apoptotische Gene (XIAP, BCL2,
A20, GADD45B) als Transkriptionsfaktor. Die Uberexpression von NFKBIA kann
dementsprechend weder als pro- noch als anti-apoptotisch gewertet werden (Kucharczak et

al., 2003).

Generell kann anhand der vorliegenden Daten nicht eindeutig geklart werden, ob die
Wirkstoffzellen eher in Apoptose gehen bzw. sensitiver gegeniiber der Induktion der Apoptose
sind als die nativen B25-MOL-Zellen. Dies liegt vor allem darin begriindet, dass die Apoptose
vor allem (ber die Aktivitdt und Lokalisation entscheidender Schllsselproteine reguliert wird
und weniger Uber deren Expressionsstarke (Jin et al., 2005; Otera et al., 2012; Plati et al.,

2011).

Allerdings steht diesem sehr heterogenen Bild der Apoptose-Regulation beziiglich der verstarkt
exprimierten Gene ein eindeutiges Bild der vermindert exprimierten Gene gegeniber.
Insgesamt 131 der vermindert exprimierten Gene weisen eine Assoziation mit
Uberreprasentierten funktionellen Gengruppen und Pathways auf, die mit dem Zellzyklus bzw.
dessen Regulation assoziiert sind (Tabelle 4.8, S. 94, und Tabelle 4.9, S.119). Dazu gehort
beispielsweise das Gen CCNA2 (cyclin A2), welches in den Microarray-Analysen der nativen
B25-MOL-Zellen eine hohe Signalstirke von 1470,6 (SD=180,18) aufweist, in den
Wirkstoffzellen jedoch stark vermindert exprimiert wird und nur noch eine Signalstarke von
183,2 (SD=12,50) zeigt. Dies entspricht einer verminderten relativen Expression um das
8fache. Die Ergebnisse der Expressionsdaten aus den Tagman® gqPCR-Analysen zeigen sogar
eine Reduktion der Expressionsstarke um das 17,5fache in den Wirkstoffzellen. Das von CCNA2
kodierte Protein bindet und aktiviert die beiden Cyclin-Kinasen CDK1 und CDK2 und
unterstiitzt den Ubergang von der G1 zur S-Phase sowie von der G2 zur M-Phase des

mitotischen Zellzyklus. Eine verminderte Expression dieses Gens fihrt zwangslaufig zum
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Zellzyklusarrest (Fung et al., 2007; Pagano et al., 1992). Ein weiteres Beispiel stellt das CDK1
(cyclin dependent kinase 1) Gen dar. Wahrend es in nativen B25-MOL-Zellen eine moderate
Expressionsstarke aufweist, konnte in den Wirkstoffzellen nur noch eine marginale Expression
nachgewiesen werden. Insgesamt verringerte sich die Expressionsstarke von CDK1 um den
Faktor (FCya) 4,26. Diese Ser/Thr-Kinase stellt eine Komponente des hoch konservierten
Protein-Kinase-Komplexes MPF (M-phase promoting factor) dar, welcher essentiell fiir den
Ubergang von der G1 zur S-Phase und der G2 zur M-Phase der Mitose ist. Des Weiteren
phosphoryliert diese Kinase eine Reihe Zellzyklus-assoziierter Proteine (z.B. CDC20, p53, CDK7),
welche im Rahmen des Zellzyklus ebenfalls wichtige Funktionen lbernehmen. Analog zu
CCNA2 fiuhrt auch eine verminderte Expression von CDK1 zum Zellzyklusarrest (Salaun et al.,

2008; Timofeev et al., 2010).

Fur die Ser/Thr-Kinase Aurora A (AURKA, aurora kinase A) kann in den Wirkstoffzellen
ebenfalls eine signifikant verminderte Expression nachgewiesen werden. Die Microarray-
Analysen ergeben in den Wirkstoffzellen eine 5,56fach verminderte Expression, welche durch
die Ergebnisse der Tagman® basierten qPCR-Analyse (FCr,q= -5,49) bestatigt wird. Die Aurora A
Kinase ibernimmt wichtige regulatorische Funktionen in der Mitose. Im aktiven Zustand ist sie
mit Centrosomen und den Spindel-Mikrotubuli assoziiert; hier Glbernimmt sie eine essentielle
Rolle bei der Centrosomen-Reifung und —Separation, in der Anordnung der Spindelapparatur,
sowie der Reifung und Anordnung der Chromosomen in der Metaphase. Eine verminderte
Expression der Aurora A Kinase fiihrt nicht nur zur Inhibition der Progression des Zellzyklus,
sondern kann auch Apoptose induzieren (Evans et al., 2008; Nikonova et al., 2012). Weiterhin
weisen Gene eine verminderte Expression in den Wirkstoffzellen auf, deren Genprodukte
Komponenten des NDC80-Kinetorchore-Komplexes sind. Dieser Komplex ist Teil des
Kinetochores, der essentiell fir die Chromosomen-segregation in der Mitose ist. Er verbindet
die Mikrotubuli des Spindelapparates mit den Centrosomen der Chromatiden (Takeuchi et al.,
2012). Der NDC80-Komplex setzt sich aus vier Proteinen zusammen: Spc24, Spc25, Nuf2 und
Ndc80 (Sundin et al.,, 2011). Die kodierenden Gene von Spc25 (SPC25, NDC80 kinetochore
complex component, spindle pole body component 25), Nuf2 (NUF2, NDC80 kinetochore
complex component, kinetochore complex protein Nuf2) und Ndc80 (NDC80, NDC80
kinetochore complex component, kinetochore complex protein Hecl) zeigen eine teilweise
deutlich verminderte Expression in den Wirkstoffzellen. Wahrend die mittels Microarray-
Analysen erhobenen Expressionsdaten der nativen B25-MOL-Zellen auf eine mittlere
Expressionsstarke der entsprechenden Gene hinweisen, sind die detektierten Signalstarken der
mRNA in den Wirkstoffzellen so niedrig, dass diese unterhalb des Schwellenwertes fiir eine

nachweisbare mRNA-Expression fallen (Tabelle 5.6). Allerdings kann die beobachtete
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verminderte Expression von NDC80 anhand der Tagman® basierter qPCR nicht bestatigt
werden  (FCrq=-2,13), hier ergibt sich eine stabile Expression dieses Gens. Weiterhin zeigt
das Kinetochore-assoziierte Kinesin-7 CENP-E (CENPE, centromere-associated protein E) eine
verminderte Expression in den Wirkstoffzellen (Tabelle 5.6), welche mittels Tagman® basierter
qPCR bestdtigt werden kann (FCr,= -3,11). Dieses Protein etabliert die Chromosomen-
Mikrotubuli-Verbindung und fungiert als Motorprotein, um die Chromatiden zu den
Spindelpolen zu transportieren (Sardar et al., 2012; Yen et al., 1992). Das Centrosomen-
assoziierte Protein CENP-I (CENPI), welches essentielle Funktionen im Centrosomen

Gbernimmt, zeigt auf Ebene der mRNA ebenfalls eine verminderte Expression (Tabelle 5.6).

Tabelle 5.6 MA-Signalintensititen und Anderungen der Expression von Genen, deren Proteine Kinetochore-
und Centrosomen-assoziiert sind

Gen NDC80 NUF2 SPC25 CENPE CENPI
5,.. (nativ) 284,05 388,02 634,73 270,60 770,69
Int (log,=8,15) (log,= 8,60) (log,=9,31) (log,=8,08) (log,=9,59)
65,34 63,56 72,00 46,21 85,04
Sint (MGN) (log,= _ _ _ _
0g,= 6,03) (log=5,99) (log,=6,17) (log=5,53) (log,=6,41)
FC -4,34 -6,09 -8,87 -5,84 -9,05

Diese Ergebnisse legen nahe, dass der Aufbau des Kinetochore-Centrosomen-Komplexes, der
fir die Chromosomensegregation essentiell ist, in den Wirkstoffzellen stark beeintrachtigt ist.
Versuche zeigen, dass die Depletion verschiedener Centrosomen-assoziierter Proteine zum
Zellzyklusarrest und Tod der Zellen fihren (Takeuchi et al., 2012). Die deutliche Verminderung
der Expression der Kinetochore-Proteine Nuf2 verhindert eine stabile Verbindung der
Spindelmikrotubuli und der Centrosomen, damit kommt es nicht zu einer Anordnung der
Chromosomen in der Aquatorialebene (Sundin et al., 2011). Die ungebundenen Centrosomen
bilden einen Proteinkomplex, der als Spindelkontrollpunkt bezeichnet wird. Dieser Komplex
blockiert die Aktivierung des Anaphase-Promoting-Complex, wodurch der Ubergang von der

Metaphase in die Anaphase verhindert wird (Karess, 2005).

Die Expression vieler regulierter Gene, die mit der Apoptose oder mit der Regulation des
Zellzyklus assoziiert sind, unterliegen der transkriptionellen Kontrolle von p53, einem
Transkriptionsfaktor, der infolge von DNA-Schadigung, Hypoxie oder Schadigung der
Spindelapparatur aktiviert wird. Dieser liegt unter physiologischen Bedingungen in inaktiver
Form, gebunden an seinen negativen Regulator MDM2 im Zytoplasma vor. Infolge von Stress
kommt es zur Aktivierung von p53 und Translokation in den Nukleus, wo p53 als
Transkriptionsfaktor zahlreicher Gene fungiert. In den Wirkstoffzellen kdnnen einige Gene als

differentiell exprimiert identifiziert werden, deren Expression durch p53 kontrolliert wird. Es
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liegt nahe, dass es im Verlauf des Herstellungsprozesses Stress- und DNA-Schadigungs-bedingt
zur Aktivierung von p53 kommt, was zu einer veranderten Expression verschiedener Gene in
den Wirkstoffzellen fihrt. So kommt es einerseits zu einer verstarkten Expression
zyklushemmender Gene (CDKN1A, SFN), wahrend andererseits eine vermehrte Expression pro-

apoptotischer Gene (PMAIP1, DDIT3) zu beobachten ist (Abbildung 5.7).

G1/S-Phase S/G2-Phase G2/M-Phase

Cyclin A/B Kontrollpunkte
CDK1 Zellzyklus

nukleare Exklusion

DNA-Schadigung, intrinsischer Weg
Hypoxie Hitze d ) X (pro-apoptotische Molekiile)

( DDIT3 } dominant neg. Inhibitor verschiedener TF
" 7 (pro-apoptotisch)

Exonuklease (pro-apoptotisch)
Tumornekrosefaktorrezeptoren
(induzieren nach Ligandenbindung extrinsischen Apoptoseweg)

Abbildung 5.7 Aktivierung von p53 und damit assoziierter Genregulation

Gentoxische Schadigung, Hypoxie bzw. Hitze fuhren zur Aktivierung von p53; als Transkriptionsfaktor (TF)
kontrolliert p53 die Expression zahlreicher Gene, die unter anderem zyklushemmend und pro-apoptotisch
wirken. So kommt es zur verstarkten Expression von CDKN1A (p21) und GADD45A, welche zyklushemmende
Wirkung haben. Die verstdrkte Expression von SFN (14-3-30) verhindert die Translokation von CDK1 in den
Nukleus. Des Weiteren wird die Expression eine Reihe pro-apoptotischer Gene forciert, wie PMAIP1 (Noxa),
DDIT3, AEN, Fas, TNFRSF10B (DR5) und BBC3 (Puma). Die Transkription von TOP2A (Topoisomerase 2a) wird
dagegen inhibiert. Gene, die in den Wirkstoffzellen vermehrt exprimiert werden sind in griin, wahrend
vermindert exprimierte Gene in rot dargestellt sind. Unverandert exprimierte Gene sind in grau dargestellt.

Die Aktivierung von p53 hatte zusatzlich dessen Translokation in die &ullere
Mitochondrienmembran zur Folge, wo p53 mit pro- und anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-
2-Familie interagiert, wodurch die Permeabilisierung der duBeren mitochondrialen Membran
induziert wird. Die Interaktion von p53 mit Bcl-2 und Bcl-xlI (BCL2L1) neutralisiert deren
inhibitorischen Effekt auf die pro-apoptotischen Molekiile Bak und Bax, wodurch es zur
Oligomerisierung und damit zur Porenbildung in der duReren Membran und schlieBlich zur
Freisetzung von Cytochrom C und Aktivierung von pro-apoptotischen Caspasen kommt. Durch
direkte Interaktion mit Bak wird eine Komplexierung mit dem anti-apoptotischen Molekil Mcl-
1 blockiert, wahrend die Interaktion mit Bax dessen Oligomerisierung stimuliert (Vaseva et al.,
2009). Bis hierhin ergibt sich aus den beobachteten Veranderungen von p53-regulierenden

und p53-regulierten Genprodukten ein stimmiges Bild von verstarkt apoptotisch aktiven
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Wirkstoffzellen. Allerdings ist eine verdanderte Expression von p53 auf mRNA-Ebene in den
Wirkstoffzellen gegeniliber den nativen B25-MOL-Zellen ist jedoch nicht nachweisbar und ein

veranderter Aktivierungsstatus mit den hier verwendeten Methoden nicht nachvollziehbar.

Andererseits zeigen auch einige anti-apoptotische Gene in den Wirkstoffzellen eine verstarkte
Expression, die diesem Mechanismus entgegenwirken kann. So inhibiert HSP70 (HSPA1A,
HSPA1B, HSPAG6) die Oligomerisierung von Bax, was die Freisetzung von Cytochrom C
verhindert; aulerdem inhibiert es die Komplexierung von Cytochrom C mit Apaf-1, wodurch
die Bildung des Apoptosoms und damit die Aktivierung von Effektor-Caspasen verhindert wird
(Kim et al., 2008; Stankiewicz et al., 2005). Die verstarkte Expression von TNFAIP3 (A20) wirkt
sich eher im extrinsischen Apoptoseweg aus. Dabei interagiert A20 mit RIP1 im DISC-Komplex
und blockiert sowohl eine Aktivierung von NF-kB als auch die Autoproteolyse von Caspase 8

(Daniel et al., 2004; Verstrepen et al., 2009).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Expressionsanalysen zeigen, dass eine Vielzahl
von Zellzyklus- und Apoptose-assoziierten Genen in den Wirkstoffzellen eine differentielle
Expression aufweisen. Eine ndhere Betrachtung der regulierten Gene spricht fiir ein gehauftes
Auftreten von Zellzyklusarrest und Stress-induzierte Apoptose, welche durch den
Herstellungsprozess ausgelost werden. Die verstarkt exprimierten anti-apoptotischen Gene
wirken sich eher auf den extrinsischen Apoptoseweg aus, inhibieren jedoch nicht eine
intrinsische oder Stress-induzierte Apoptose. Der Proliferationsstop der Wirkstoffzellen ist
durchaus beabsichtigt und soll im Verlauf des Herstellungsprozesses durch die Bestrahlung
erreicht werden. In Versuchen, in denen Wirkstoffzellen unter Laborbedingungen kultiviert
werden, kann ein Stopp der Proliferation und vollstandiges Absterben der Wirkstoffzellen
innerhalb von Stunden bis wenige Tage beobachtet werden. Auf der Grundlage der hier
erhobenen Daten und den Beobachtungen in vitro ist davon auszugehen, dass die
Wirkstoffzellen auch in vivo nur eine kurze Uberlebenszeit haben, nicht mehr proliferieren und

entweder Stress-induziert oder im Patienten vermittelt durch Immunzellen in Apoptose gehen.

5.3.2 Pro- und anti-inflammatorische Wirkung von Zytokinen und

Chemokinen

Die funktionelle Gen-Annotationsanalyse der verstarkt exprimierten Gene in den
Wirkstoffzellen ergibt eine Liste von 10 funktionellen Gengruppen und Pathways, die einen
Einfluss auf die Aktivitat und Regulation von Zytokinen und Chemokinen aufweisen. Zytokine
und Chemokine spielen in den verschiedensten zellularen Mechanismen und Reaktionen eine

Rolle. Im Rahmen der vorliegenden Analysen beschrankt sich die Betrachtung allerdings auf
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deren inflammatorische und anti-inflammatorische Eigenschaften. Beziglich der hier
vorliegenden Fragestellung ist in erster Linie auschlaggebend welche Zytokine von den

Wirkstoffzellen exprimiert werden und welche Funktion diese im Wirkprinzip einnehmen.

Das Chemokin CCL2 (chemokine ligand 2, monocyte chemotactic protein 1) wirkt sowohl als
pro- wie als anti-inflammatorisches Zytokin. Es rekrutiert in erster Linie Monozyten, NK-Zellen
und T-Lymphozyten, aber auch regulatorische T-Lymphozyten (Deshmane et al., 2009;
Robertson, 2002). Eine verstdrkte Expression dieses Zytokins ist in vielen Tumoren beschrieben
und mit einer erhohten Infiltration von Tumor-assoziierten Makrophagen, sowie einer
verstarkten Angiogenese verbunden. Zusatzlich fordert eine hohe CCL2-Konzentration die
Ausbildung einer Ty2-basierten Immunantwort (Deshmane et al., 2009), was jedoch nicht als
primares Ziel dieser Tumorvakzine angestrebt wird. Anhand der Ergebnisse der Microarray-
Analysen ist auf mRNA-Ebene eine Hochregulation um den Faktor 3,41 in den Wirkstoffzellen
nachweisbar, welche sich allerdings im Rahmen der Tagman® gPCR-Analysen nicht bestatigen
lassen. Hier liegt die relative Anderung der Expression unterhalb des festgesetzten
Grenzwertes. Allerdings weisen bereits die nativen B25-MOL-Zellen eine hohe mRNA-
Expression von CCL2 auf. Die Ergebnisse der Analyse der Proteinkonzentration aus dem
Zellkulturiberstand von Zellen, die fiur 24 h unter Kulturbedingungen inkubiert werden,
bestatigen die Expressionsdaten, die mit Hilfe der Tagman® gPCR-Analyse erhoben wurden.
Auf Proteinebene ist eine leichte, jedoch nicht signifikante Zunahme der CCL2 Expression in

den Wirkstoffzellen zu beobachten.

Eine chemotaktische Wirkung auf T-Lymphozyten, NK-Zellen und Dendritischen Zellen weist
auch das Chemokin CCL5 (chemokin ligand 5, RANTES) auf, fiir das auf Proteinebene eine de
novo Expression in den Wirkstoffzellen nachgewiesen ist. CCL5 stellt einen Liganden fiir den
CCR5-Rezeptor dar, der vor allem auf Tyl-Lymphozyten, nicht aber auf T,2-Lymphozyten
exprimiert wird. Entsprechend migrieren in erster Linie Ty1-Lymphozyten entlang eines CCL5-
Konzentrationsgradienten, wodurch die Ausbildung einer T,l-Lymphozyten-vermittelten

Immunantwort forciert wird (Viola et al., 2012; Wong et al., 2003).

Das Chemokin CCL20 (chemokine ligand 20, macrophage inflammatory protein 3 alpha) gehort,
wie auch CCL2 und CCL5, zur C-C Motiv-Chemokinfamilie. Es mobilisiert vor allem Lymphozyten
des peripheren Blutes, zeigt aber auch eine schwache chemotaktische Wirkung auf neutrophile
Zellen (Hieshima et al.,, 1997). Fur native B25-MOL-Zellen konnte auf mRNA- und auf
Proteinebene nur eine marginale Expression von CCL20 nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
der Microarray-Analysen zeigen eine herstellungsbedingte massive Steigerung der mRNA-

Expression in den Wirkstoffzellen, welche mittels Tagman® gqPCR-Analyse bestatigt werden
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kann. Diese deutliche Steigerung der Expression bestatigt sich ebenfalls auf Proteinebene; die
Wirkstoffzellen sezernieren deutlich héhere Mengen CCL20 als die nativen B25-MOL-Zellen. So
liegt die Vermutung nahe, dass bedingt durch eine erhohte CCL20-Konzentration am
Vakzinierungsort vermehrt Lymphozyten dorthin einwandern, welche durch die
Wirkstoffzellen oder Antigen-prasentierende Zellen aktiviert werden kénnen. Bedingt durch
die Herstellung wird sekundar die Expression und Sezernierung von CCL20 in den
Wirkstoffzellen induziert. Diese Regulation wird durch den Herstellungsprozess zwar nicht
angestrebt, stellt aber einen willkommenen Effekt dar, der sich positiv auf das Wirkprinzip der

Tumorvakzine auswirkt.

Das Interferon-y induzierbare Zytokin IP-10 oder CXCL10 weist neben chemotaktischen
Eigenschaften fur Monozyten/Makrophagen, Dendritische Zellen, ruhende T-Lymphozyten und
NK-Zellen auch regulatorische Eigenschaften auf, so werden beispielsweise T-Lymphozyten zur
Reifung angeregt (Dufour et al., 2002; Neville et al., 1997). Die Ergebnisse der Microarray-
Analysen zeigen, dass analog zu CCL5 und CCL20, auch IP-10 in den nativen B25-MOL-Zellen
eine sehr geringe Signalintensitat aufweist, die auf eine nicht vorhandene oder nur marginale
MRNA-Expression hinweist. Die Wirkstoffzellen zeigen dagegen eine hoéhere Signalintensitat
(Sine= 297), was fir eine nicht sehr starke, aber dennoch vorhandene mRNA-Expression spricht.
In diesem Fall bestatigt sich die Tendenz der relativen Expressionsanderung in der Tagman®
gPCR-Analyse jedoch nicht, hier ist eine um den Faktor 4,2 verminderte Expression in den
Wirkstoffzellen feststellbar. Auf Proteinebene bestatigen sich in diesem Fall die Ergebnisse aus
den Microarray-Analysen. Wahrend im Zellkulturiiberstand von nativen B25-MOL-Zellen nach
24-stiindiger Inkubation nur marginale Mengen von IP-10 nachweisbar sind, ist die Menge die
von den Wirkstoffzellen im gleichen Zeitraum sezerniert wird, zwar immer noch gering, aber
dennoch deutlich héher als bei den nativen B25-MOL-Zellen. Dementsprechend sind die
Wirkstoffzellen eher in der Lage, Antigenprasentierende Zellen, T-Lymphozyten und NK-Zellen
zu rekrutieren, als die nativen B25-MOL-Zellen. Dies stellt einen weiteren Sekundareffekt des
Herstellungsprozesses dar, der urspriinglich nicht intendiert ist, sich jedoch positiv auf das

Wirkprinzip auswirkt.

Interleukin 6 (IL-6) agiert vor allem am Ubergang der Immunantwort vom angeborenen zum
adaptiven Immunsystem. Dabei werden Vorgange des angeborenen Immunsystems reprimiert,
wahrend Vorgdnge des adaptiven Immunsystems forciert werden. Weiterhin spielt es eine
essentielle Rolle bei der Differenzierung und Proliferation von T-Lymphozyten und regt B-
Lymphozyten zur vermehrten Immunglobulin-Produktion an. AuRerdem |6st es Fieber aus und
induziert die Produktion von Akute-Phase-Proteinen (Jones, 2005). Die mittels Microarray-

Analysen erhobenen Daten beziiglich der mRNA-Expression fiir IL-6 zeigen eine relativ geringe
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Expressionsstarke in den nativen B25-MOL-Zellen. In den Wirkstoffzellen ist eine relative
Steigerung der Expression um den Faktor 18 nachweisbar, also eine massive Erhéhung der
mRNA-Expression. Die Tendenz der relativen Expressionsanderung kann anhand der
Ergebnisse der Tagman® gqPCR-Analysen bestatigt werden. Der mit dieser Methode ermittelte
Faktor der relativen Expressionsanderung betragt jedoch 182,7. Sowohl die nativen B25-MOL-
Zellen wie auch die Wirkstoffzellen sezernieren IL-6. Dabei ist die nachweisbare Menge im
Zellkulturtberstand von Wirkstoffzellen, die 24 h inkubiert werden, nahezu doppelt so hoch als
die Menge des nachweisbaren IL-6 im Zellkulturiberstand nativer B25-MOL-Zellen, die unter
den gleichen Bedingungen inkubiert werden. Eine hohere IL-6-Proteinkonzentration am
Vakzinierungsort verursacht die Induktion von anti-apoptotischen Regulatoren in T-
Lymphozyten; es beeinflusst auBerdem die Differenzierung von Monozyten, welche unter
Einfluss von IL-6 eher in Makrophagen als in Dendritische Zellen differenzieren. Als negativer
Effekt ist die Suppression der CCR7-Expression in Dendritischen Zellen zu beurteilen, welche
durch IL-6 verursacht wird, da dadurch deren Reifung und Einwanderung in Lymphknoten

erheblich beeintrachtigt wird (Jones, 2005).

Das Interleukin 8 (IL-8, CXCL8) fungiert als pro-inflammatorisches Zytokin, es rekrutiert
neutrophile, basophile Zellen, sowie T-Lymphozyten. Andererseits besitzt IL-8 auch einige
Eigenschaften, die im Zusammenhang mit der Karzinogenese als negativ betrachtet werden
konnen. So fordert die Expression von IL-8 die Angiogenese, Tumorgenitat und Entwicklung
von Metastasen (Waugh et al., 2008). Eine Expression in nativen B25-MOL-Zellen auf mRNA-
Ebene ist sowohl anhand der Ergebnisse der Microarray-Analysen als auch der Tagman® gqPCR-
Analysen nachweisbar. In den Wirkstoffzellen kann mit beiden Nachweismethoden eine
erhohte mRNA-Expression gegenliber den nativen B25-MOL-Zellen festgestellt werden. Auf
Proteinebene lassen sich diese Ergebnisse allerdings nicht bestatigen; sowohl die nativen B25-
MOL-Zellen als auch die Wirkstoffzellen sezernieren relativ grole Mengen an IL-8, eine
signifikante Steigerung der sezernierten Menge an IL-8 in den Zellkulturiiberstand durch die
Wirkstoffzellen ist jedoch nicht nachweisbar. Vermutlich sind posttranskriptionale
Regulationsmechanismen dafiir verantwortlich, dass sich die erhéhte Expression der IL-8

spezifischen mRNA nicht auf die sezernierte Proteinmenge auswirkt.

Insgesamt deuten die hier erhobenen Expressionsdaten der analysierten Zytokine und
Chemokine auf ein erhéhtes Potential der Wirkstoffzellen hin, das Immunsystem zu aktivieren.
Dabei konnen die aktivierten Immunzellen nicht nur effektiver gegen die eingebrachten
korperfremden Zellen agieren, sondern auch gegen die korpereigenen Tumorzellen,
vorausgesetzt sie werden von den aktivierten Immunzellen als solche erkannt. Das verdnderte

Expressionsprofil der hier analysierten Zytokine und Chemokine ist zwar urspriinglich nicht
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intendiert, wirkt sich insgesamt jedoch weitgehend positiv auf das angestrebte Wirkprinzip der

Tumorvakzine aus.

5.3.3 Regulation der Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von

Lymphozyten

Eine Gruppe von 19 verstdrkt exprimierten Genen zeigt eine Assoziation mit verschiedenen
funktionellen Gengruppen, die im Zusammenhang mit der Aktivierung, Differenzierung und
Proliferation von Lymphozyten stehen (Tabelle 4.5, Tabelle 4.6). Daran sind vor allem Zytokine,
aber auch verschiedene Oberflaichenmolekile beteiligt, die im Folgenden naher besprochen

werden.

In mehreren Studien konnte ein sehr guter immuntherapeutischer Effekt von IL-7 und GM-CSF
gegen Tumorzellen gezeigt werden (Li et al., 2007; Schadendorf et al.,, 1995; Wittig et al.,
2001). Dabei spielt das Interleukin 7 (IL-7) eine wichtige Rolle in der T-Lymphozyten-
Entwicklung sowie deren Uberleben durch Vermittlung kostimulatorischer proliferativer und
anti-apoptotischer Signale (Mackall et al., 2011). Weiterhin fungiert IL-7 als Modulator bei
einer durch niedrig-affine Antigene induzierten T-Lymphozyten-Proliferation (Li et al., 2007). In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine transiente Verabreichung von IL-7 im
Rahmen einer Vakzinierung zu groReren Populationen Antigen-spezifischer Effektor-T-
Lymphozyten sowie Memory-T-Lymphozyten fiihrt. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass die
Gabe von IL-7 im Zusammenhang mit einer Tumorvakzinierung zu einer starkeren
Immunantwort gegen ,,schwache” Tumorantigene fuhrt (Mackall et al., 2011). Bedingt durch
die Transfektion eines IL-7-kodierenden MIDGE®-DNA-Vektors ist eine deutliche
Uberexpression von IL-7 in den Wirkstoffzellen sowohl auf mRNA- wie auf Proteinebene

nachweisbar (FCya=51,1).

Im Vergleich zu anderen Zytokinen zahlt GM-CSF zu denen, die eine hoch potente lang
anhaltende Reaktion gegen verschiedenste Antigene induzieren kdnnen (Abe et al., 1995;
Paillard, 1998). GM-CSF stimuliert die Proliferation der Vorlauferzellen der Granulozyten und
Makrophagen, beeinflusst deren Differenzierung und Reifung und stimuliert die funktionelle
Aktivitdt von Antigen-prasentierenden Zellen. AuBerdem unterstiitzt es die Verlagerung in
Richtung einer T,1-basierten Immunantwort (Arellano et al., 2008). Die Sezernierung von GM-
CSF durch die Wirkstoffzellen stimuliert eine spezifische Anti-Tumorantwort iiber CD4" und
CD8" T-Lymphozyten. Dieser Effekt wird vor allem durch dessen Eigenschaft erreicht,
Dendritische Zellen zu rekrutieren und aktivieren (Chiodoni et al., 1999; Li et al., 2007). Auch

die Expression von GM-CSF wird durch die Transfektion eines GM-CSF-kodierenden MIDGE®-
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DNA-Vektors erreicht: die Wirkstoffzellen zeigen eine deutlich erhéhte Expression dieses Gens

auf mRNA- und Proteinebene.

Wie fiir die Zytokine bestitigt sich ebenso die erwartete Uberexpression der beiden
eingebrachten kostimulatorischen Oberflachenantigene CD154 und CD80 auf mRNA- und
Proteinebene in den Wirkstoffzellen. Eine konstitutive Expression dieser kostimulatorischen
Molekiile in den nativen B25-MOL-Zellen kann nicht beobachtet werden. Durch das Einbringen
eines CD80-kodierenden DNA-Vektors in eine Tumorzelle wird diese immunogener und fiihrt
zu einer potenten T-Lymphozyten-vermittelten Immunantwort gegen diese und weitere
Tumorzellen, welche die gleichen Antigene lber ihre MHC-Molekiile prasentieren. CD154
(CD40L) gehort ebenfalls zu den kostimulatorischen Molekiilen. Sein Rezeptor CD40, der zur
Familie der TNF-Rezeptoren gehort, wird auf verschiedenen Zellen exprimiert: B-Lymphozyten,
Dendritischen Zellen, Monozyten, Thrombozyten und Makrophagen (Elgueta et al.,, 2009).
Entsprechend vielfaltig sind auch die zelluldren Reaktionen, die eine Bindung von CD154 an
seinen Rezeptor auslost. Das CD40-Molekil wird auBerdem von den nativen B25-MOL-Zellen,
wie auch den Wirkstoffzellen exprimiert. Eine Interaktion zwischen den Wirkstoffzellen tber
CD154 und CD40 ist damit sehr wahrscheinlich; eine infolge der Interaktion beider Molekiile
stattfindende Internalisierung des Molekiil-Komplexes erklart das relativ schwache Signal des
Zelloberflachennachweises der CD154-Expression auf den Wirkstoffzellen. Ebenso kann diese
Interaktion fiir die Ausbildung von Zellaggregaten mitverantwortlich gemacht werden, welche
haufig infolge des Herstellungsprozesses beobachtet werden (Zellaggregation kann auch durch

die gesteigerte Expression von ICAM1 bzw. VCAM1 verursacht werden).

Die Ergebnisse der Expressionsanalysen dieser Transgene zeigt, dass gerade bei stark
exprimierten Genen ein linearer Zusammenhang zwischen der mRNA-Menge und der
entsprechenden Proteinmenge beobachtet werden kann. Ebenso liefern die verwendeten
Methoden zur Quantifizierung der mRNA-Mengen dieser Transgene vergleichbare Ergebnisse
(Abbildung 5.4, S.136). Durch die genetische Manipulation der nativen B25-MOL-Zellen mit
den entsprechenden MIDGE®-DNA-Vektoren wird das primare Ziel, die Expression dieser vier
Transgene in den Wirkstoffzellen und die damit verbundene verbesserte Aktivierung des

Immunsystems, erreicht.

Neben der Expression der Transgene, die eine Aktivierung, Differenzierung und Proliferation
von Lymphozyten unterstiitzen, zeigen weitere Gene dieser funktionellen Gengruppe eine

verstarkte Expression in den Wirkstoffzellen.

Der induzierbare Kostimulator ICOS (inducible T-cell costimulator) gehort zu den CD28

kostimulierenden Molekiilen, dessen Expression erst nach Aktivierung in CD4" T-Lymphozyten
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induziert wird. Unter physiologischen Bedingungen wird der Ligand dieses Rezeptors ICOSLG
(inducible T-cell costimulator ligand) von Monozyten, aktivierten Dendritischen Zellen und B-
Lymphozyten exprimiert. ICOS fungiert als ein essentieller Regulator der Aktivierung,
Differenzierung und Effektorfunktion von CD4" T-Lymphozyten (Nurieva et al., 2003).
AuRerdem hat eine Kostimulation (ber ICOSLG-ICOS eine héhere Sensitivitit von CD8" T-
Lymphozyten gegeniiber IL-2 zur Folge (Watanabe et al., 2005). Eine verstarkte Kostimulation
von T-Lymphozyten durch die Wirkstoffzellen ist jedoch dennoch fraglich, da die gesteigerte
MRNA-Expression (FCya= 3,31) von ICOSLG auf Proteinebene nicht bestatigt werden kann
(Abbildung 4.23; 5.112).

Die beiden Adhasionsmolekiile ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 1) und VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule 1) interagieren mit LFA-1 bzw. VLA-1 auf Effektor-T-
Lymphozyten und B-Lymphozyten, sowie aktivierten Endothelzellen. Sie ibernehmen eine
essentielle Rolle in der Interaktion von Antigen-prasentierenden Zellen mit T-Lymphozyten
bzw. B-Lymphozyten, da sie an der Ausbildung der Immunologischen Synapse beteiligt sind
(Carrasco et al.,, 2006; Nolz et al., 2007). Die verstarkte Expression dieser beiden
Adhasionsmolekiile in den Wirkstoffzellen (FCya (ICAM1)=7,94; FCya (VCAM1)= 5,96) flihrt zu
einer vermehrten Interaktion dieser Zellen mit Lymphozyten. Dadurch werden mehr
Lymphozyten potentielle Antigene prasentiert, wodurch die Wahrscheinlichkeit steigt, einen

geeigneten Lymphozyten zu aktivieren.

Fiir CCL5 ist eine de novo Expression in den Wirkstoffzellen auf Proteinebene nachweisbar. Die
Sezernierung fiihrt zu einer vermehrten von NK-Zellen, sowie CD4" und CD8" T-Lymphozyten
(Robertson, 2002; Viola et al., 2012). Wie flr andere pro-inflammatorische Zytokine ist auch
flir CCL5 ein kostimulatorischer Effekt auf T-Lymphozyten beschrieben. AuRerdem induziert
CCL5 die Proliferation und Zytokin-Produktion von T-Lymphozyten mittels eines Antigen-
unabhangigen Mechanismus (Wong et al., 2003). Neben diesen positiven Effekten, die CCL5 in
einer Anti-Tumorantwort einnimmt, ist jedoch auch ein immunsuppressiver Effekt
beschrieben. So zeigen Mellado et al. (2001) das CCL5, welches von Melanomzellen sezerniert
wird, in Tumor-infiltrierenden aktivierten T-Lymphozyten eine Cytochrom C abhéangige

(intrinsische) Apoptose induzieren kann.

Das Interleukin 6 (IL-6) nimmt in der Regulation des Zellwachstum, der Differenzierung und der
Proliferation von Lymphozyten eine wichtige Rolle ein und zeigt in den Wirkstoffzellen eine
verstarkte Expression, sowohl auf mRNA-, wie auf Proteinebene. IL-6 induziert die
Differenzierung von B-Lymphozyten in Antikdrper-sezernierenden Plasmazellen, was Uber den

Jak/Stat-Signaltransduktionsweg vermittelt wird, an dem auch p21 beteiligt ist und dort als
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Mediator differenzierungs- und anti-apoptotischer Effekte dient (Hirano et al., 2000).
Weiterhin induziert IL-6 anti-apoptotische Regulatoren in naiven und aktivierten T-
Lymphozyten und unterbindet so eine Fas-induzierte Apoptose in diesen Zellen (Jones, 2005).
Aufgrund der Beteiligung von p21 (CDKN1A) an der IL-6 vermittelten Signaltransduktion in den
Lymphozyten gehort dieses Protein in die funktionellen Gengruppen, die mit der Aktivierung,
Differenzierung und Proliferation assoziiert sind. Die hier beobachtete vermehrte Expression
des kodierenden Gens von p2l in den Wirkstoffzellen steht jedoch nicht in direktem
Zusammenhang mit einer verstarkten Potenz, Lymphozyten zu aktivieren oder deren

Differenzierung oder Proliferation zu beeinflussen.

Eine erhohte Expression von Fas steht ebenfalls in Verbindung mit der Aktivierung,
Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten. Der FaslL-Fas-Signalweg spielt eine
essentielle Rolle in der Homodstase des lymphatischen Systems. Durch diesen Apoptose-
induzierenden Signalweg konnen Lymphozyten an verschiedenen Kontrollpunkten der
Entwicklung eliminiert werden. Er dient aber auch dazu, aktivierte Lymphozyten im spaten
Stadium einer Immunantwort zu eliminieren; dabei sinkt die Konzentration von IL-2 und IL-7 im
umgebenen Milieu, zwei Zytokinen, die das Uberleben der Lymphozyten férdern. Die
vermehrte Expression von Fas ist dabei jeweils auf den Lymphozyten zu beobachten, welche
jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen sind. Es ist daher wahrscheinlich,
dass die detektierte Steigerung der Expression von Fas auf den Wirkstoffzellen keine
Auswirkung auf die Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten hat,
sondern eher zu einer erhohten Sensitivitdit dieser Zellen gegeniber einer Rezeptor-

vermittelten (extrinsischen) Apoptose fiihrt.

Histondeacetylasen wie HDAC9 spielen eine wichtige Rolle bei der Modifizierung der
Chromatinstruktur. Sie katalysieren die Deacetylierung von Lysinresten in Histonen und
inhibieren damit eine Transkription der assoziierten chromosomalen DNA auf epigenetischer
Ebene. Sie agieren dabei nicht autonom, sondern in Multiprotein-Komplexen, haufig
zusammen mit transkriptionellen Korepressoren und sind aufgrund einer Vielzahl
verschiedener moglicher Interaktionspartner an diversen biologischen
Regulationsmechanismen beteiligt (Verdin et al., 2003). Weiterhin kénnen auch verschiedene
nicht-Histon-Proteine von HDAC9 deacetyliert werden. Dazu gehort der Transkriptionsfaktor
Foxp3, welcher in regulatorischen T-Lymphozyten eine essentielle Rolle in deren Entwicklung
und Funktion einnimmt. Die Deacetylierung von Foxp3 durch HDACY9 forciert die
Polyubiquitinierung dieses Transkriptionsfaktors, was das immunsuppressive Potential
regulatorischer T-Lymphozyten negativ beeinflusst (Beier et al., 2011). Dies erklart die

Einordnung dieses Gens in die funktionellen Gruppen, die mit der Entwicklung von
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Lymphozyten assoziiert sind. Unklar bleibt, welche Auswirkung eine erhdhte Expression von
HDAC9 in den Wirkstoffzellen hat, eventuell kommt es zur Aktivierung von Gengruppen auf
bestimmten Chromosomenabschnitten, welche jedoch mit den hier durchgefiihrten
funktionellen Analysen der Expressionsdaten nicht erfasst werden kénnen. Auch wenn die
vermehrte Expression einiger dieser Gene in den Wirkstoffzellen in keinen direkten
Zusammenhang mit der Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten
gebracht werden kann, spricht vor allem die Expression der eingebrachten Transgen (CD80,
CD154, IL-7, GM-CSF), sowie die verstarkte Expression von Adhdsionsmolekiilen (ICAM1,
VCAML1), Zytokinen (CCL5, IL-6) und stimulierenden Oberflachenmolekilen (ICOSLG) fir eine
verbesserte Potenz der Wirkstoffzellen, Lymphozyten zu aktivieren und deren Differenzierung

bzw. Proliferation zu forcieren.

5.3.4 Antigen-Prozessierung und -Prasentation in den Wirkstoffzellen

Eine Uberreprasentierte funktionelle Gengruppe, die mit der Antigen-Prozessierung und
Antigen-Prasentation assoziiert ist, kann anhand der Liste der differentiell exprimierten Gene
nicht identifiziert werden. Die Daten der Microarray-Analyse deuten darauf hin, dass in diesem
biologischen Zusammenhang keine herstellungsbedingte Genregulation stattfindet. Dagegen
zeigen die Daten der Tagman® gPCR-Analyse eine verstdrkte Expression der MHC-Klasse-I-
Molekiile sowie von TAP1. Dieses verstarkte Expressionsniveau auf mRNA-Ebene wirkt sich
jedoch nicht auf die Proteinexpression der MHC-Klasse-I-Molekiile aus. Diese ist sowohl in
nativen B25-MOL-Zellen wie in den Wirkstoffzellen unverdandert hoch. Dabei ist ein hohes
Expressionsniveau der klassischen MHC-Klasse-I-Molekiile (HLA-A, -B und —C) von essentieller
Bedeutung fir das Wirkprinzip der Wirkstoffzellen. Durch die Prasentation eines
Proteinfragmentes eines TAA (iber ein MHC-Klasse-I-Molekiil zusammen mit der Expression
des kostimulatorischen Molekiils CD80 kénnen naive CD8'-T-Lymphozyten direkt aktiviert
werden. So aktivierte CD8'-Effektor-T-Lymphozyten sind in der Lage, diese und weitere
Tumorzellen, die das gleiche TAA-Proteinfragment prasentieren, zu erkennen und in diesen

Zellen Apoptose zu induzieren.

5.3.5 Regulation der NK-Zell Inmunantwort

Eine der Uberreprasentierten Kategorien der verstarkt exprimierten Gene ist mit der NK-Zell-
vermittelten Zytotoxizitat assoziiert (hsa04650: Natural killer cell mediated cytotoxicity).
Kommt es zu einer verstarkten Interaktion der Wirkstoffzellen mit NK-Zellen, kann dies zu

einer Lyse bzw. Apoptose der Wirkstoffzellen fiihren. Dies fiihrt zu einer vermehrten
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Freisetzung von Antigenen, die von Antigenprasentierenden Zellen aufgenommen, prozessiert
und mittels MHC-Molekiilen zytotoxischen T-Lymphozyten prasentiert werden. Die so
aktivierten CD8" T-Lymphozyten sind dann in der Lage, andere Tumorzellen, die das gleiche

Antigen prasentieren, zu erkennen und zu eliminieren.

Insgesamt sind 8 verschiedene Gene innerhalb dieses KEEG-Pathways verstarkt exprimiert
(Tabelle 4.7, S. 93). An diesem Pathway ist neben einer Wirkstoffzelle, welche der Zielzelle
entspricht, auch die NK-Zelle selbst beteiligt. Betrachtet man die Lokalisation der differentiell
exprimierten Gene innerhalb dieses Pathways, so ist festzustellen, dass vier der Gene am
Signalweg innerhalb der NK-Zelle beteiligt sind und damit fur das Expressionsmuster der

Zielzelle und deren Funktion als Tumorvakzine keine Bedeutung haben (Abbildung 5.8).

[MaTURAL KILLER cELL MEDIATED cyTOTOXICITY |

Zielzelle

NK-Zelle

N
N

Cyboic granules
moverment ad exocyloss

04630 61112
(6) Kanehisa Laborstories

Abbildung 5.8 Uberreprasentierter KEEG-Pathway "natural killer cell mediated cytotoxicity"

Interaktion zwischen NK-Zelle und Zielzellen (hier die Wirkstoffzellen). Auf Seite der Zielzelle sind vor allem
Oberflaichenmolekile dargestellt, die als Liganden flr die inhibitorischen und stimulierenden Rezeptoren der
NK-Zellen dienen. Hervorgehoben in griin und rot umrandet sind die Molekiile, deren Gene in den
Wirkstoffzellen eine verstarkte Expression zeigen. Auf Seite der NK-Zelle sind neben den Oberflachenrezeptoren
ebenso an der Signaltransduktion beteiligte Molekiile dargestellt. In rot hervorgehoben sind die Molekdle,
deren Gene in den Wirkstoffzellen eine verstarkte Expression zeigen, im Rahmen dieses Pathways jedoch nur in
den NK-Zellen eine essentielle Rolle spielen.

Die anderen vier differentiell exprimierten Gene kodieren Oberflachenproteine, Giber welche
die NK-Zelle mit der Zielzelle in Interaktion treten kann. So ist eine verstarkte Expression von
ICAM1 nachweisbar, ein Adhédsionsmolekiil, das mit verschiedenen anderen Integrinen
interagiert. Exprimiert wird ICAM-1 unter physiologischen Bedingungen auf Endothelzellen und
Zellen des Immunsystems. Es dient der Translokation von Immunzellen durch das Endothel und

ist auBerdem an der Ausbildung der Immunologischen Synapse zwischen Immunzellen und
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Zielzellen beteiligt (Griffiths et al., 2010). Weiterhin werden zwei TNF-Rezeptoren verstarkt
exprimiert, Fas und TNFRSF10B: durch diese kann eine aktivierte NK-Zelle Apoptose in der
Zielzelle induzieren (Caligiuri, 2008). Beide Oberflachenrezeptoren kdnnen aber auch von
anderen Immunzellen genutzt werden, um Apoptose zu induzieren, sie sind demnach nicht

spezifisch fur eine NK-Zellinteraktion.

Dagegen stellt das Oberflachenmolekiil, welches von RAETI1L (retionic acid early transcript 1L)
kodiert wird, einen spezifischen Liganden fiir den NK-Zell-spezifischen stimulierenden Rezeptor
NKG2D (NK group 2, member D) dar. Unter physiologischen Bedingungen wird dieser und
weitere NKG2D-Liganden nicht exprimiert, ihre Expression kann jedoch durch eine
Virusinfektion der Zelle oder Tumorgenese induziert werden. Die nativen B25-MOL-Zellen
exprimieren bereits RAET1L-spezifische mRNA (S;..= 344,98), wahrend die Wirkstoffzellen eine
5,1fach hohere Expression zeigen (Si.=1758,34). Neben den stimulierenden Rezeptoren
besitzen NK-Zellen auch inhibitorische Rezeptoren, die spezifisch fir MHC-Klasse-I-Molekile
sind. Um den Totungsmechanismus der NK-Zellen zu aktivieren, miissen die stimulierenden
Signale die inhibitorischen Signale Uberwiegen. Da das Genprodukt von RAET1L mit
aktivierenden Rezeptoren auf den NK-Zellen interagiert flihrt eine erhohte

Oberflachenexpression zu einem starkeren stimulatorischen Signal fiir die NK-Zellen.

Die verstarkt exprimierten Gene NFATC1 (nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1),
NFATC2 (nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2) und PIK3R3 (phosphoinositide-3-
kinase, regulatory subunit 3) sind an der Signaltransduktion innerhalb der NK-Zellen beteiligt
(Abbildung 5.8); eine verstarkte Expression dieser Gene in den Wirkstoffzellen hat demnach
keine Auswirkung auf eine potentielle NK-Zellinteraktion dieser Zellen. Ebenso verhdlt es sich
mit der verstarkten Expression von GM-CSF durch die Wirkstoffzellen. In dem
Uberreprasentierten Pathway gehort das GM-CSF zu den Zytokinen, welche von den NK-Zellen
nach Aktivieren sezerniert werden. Eine verstarkte Expression von GM-CSF durch die Zielzellen

hat jedoch keine Auswirkung auf die NK-Zellinteraktion.

Essentiell fur eine verstarkte Sensitivitdt der Wirkstoffzellen gegeniliber NK-Zellen ist jedoch
eine deutlich verminderte Expression von MHC-Klasse-I-Molekiilen, wodurch die
inhibitorischen Signale den stimulatorischen Signalen in den NK-Zellen unterliegen und die
zytotoxische Aktivitdt der NK-Zelle induziert wird. Eine solche Runterregulation der MHC-
Klasse-I Expression liegt jedoch weder auf mRNA-, noch auf Proteinebene vor (vgl. 5.3.4
Antigen-Prozessierung und -Prasentation in den Wirkstoffzellen). Aus diesem Grund ist nicht
davon auszugehen, dass eine verstarkte NK-Zell-vermittelte Zytolyse der Wirkstoffzellen

vorliegt.
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5.3.6 Expression Tumor-assoziierter Antigene

Bedingt durch Mutationen und epigenetischen Verdanderungen unterscheiden sich
Tumorzellen von physiologisch gesunden Zellen in ihrem Proteinexpressionsmuster und
entsprechenden Degradationsprodukten. Das daraus resultierende verdanderte Repertoire der
Antigenepitope, die Uber die MHC-Molekiile prasentiert werden, kann durch autologe
zytotoxische CD8'-T-Lymphozyten erkannt werden, was zur spezifischen Abtétung dieser
Tumorzelle fiihrt. Zuvor ist jedoch eine Aktivierung der naiven CD8'-T-Lymphozyten
notwendig. In der Regel erfolgt diese Aktivierung liber professionelle Antigen-prasentierende
Zellen, wie beispielsweise den Dendritischen Zellen. Diese nehmen im peripheren Gewebe
unter anderem Tumorantigene auf, prozessieren diese und wandern gleichzeitig in
nahegelegene Lymphknoten ein. Dort prdsentieren die ausgereiften Dendritischen Zellen die
prozessierten Tumorantigene den dort vorliegenden naiven T-Lymphozyten (Shen et al., 2006).
Da Dendritische Zellen nicht nur MHC-Klasse-I-Molekiile, sondern auch MHC-Klasse-II-
Molekiile exprimieren, sind diese Zellen in der Lage, zusatzlich naive CD4"-T-Lymphozyten zu
aktivieren, die ihrerseits durch Interaktion von CD154 auf den CD4*-T-Lymphozyten und CD40
auf den Dendritischen Zellen die Aktivierungskapazitat fir CD8"-T-Lymphozyten verstérken

(Bennett et al., 1998).

Um mit Hilfe der Wirkstoffzellen eine effektive Antitumorantwort gegen moglichst viele
verschiedene Tumore zu induzieren, ist ein breites Repertoire verschiedener Tumor-
assoziierten Antigene (TAA) notwendig. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Microarray-basierten Expressionsanalysen von 261 in der Literatur
beschriebenen TAA zeigen, dass fiir etwa 75 % dieser TAA eine mRNA-Expression nachweisbar
ist. Viele zeigen jedoch nur ein geringes Expressionsniveau. Einige wichtige TAA, die bei
Nierenzellkarzinomen besonders haufig nachgewiesen werden, sollen im Folgenden naher

besprochen und auf deren Expression in den Wirkstoffzellen eingegangen werden.

Unter physiologischen Bedingungen besitzt die c-Met Tyrosinkinase (MET) eine essentielle
Bedeutung in der embryonalen Entwicklung und Geweberegeneration. Die Bindung des
natlirlichen Liganden HGF (hepatocyte growth factor) lost Uber eine Signalkaskade
verschiedene biologische Reaktionen aus; dazu gehoéren Zellwachstum, Zellbeweglichkeit und
Angiogenese, aber auch Schutz vor Apoptose. Eine Uberexpression und Aktivierung von c-Met
unter pathophysiologischen Bedingungen in Tumorzellen fihrt zu einer Steigerung der
pravalenten metastatischen Eigenschaften der Tumorzellen. In der Literatur ist flr zahlreiche
Tumore verschiedenen Ursprungs eine Uberexpression von c-Met beschrieben, so

beispielsweise in Nierenzellkarzinomen, Tumoren des Pankreas, Lungen- und Brustkrebs u.a.
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(Sierra et al., 2011). Bereits seit 2004 ist ein immunogenes Peptid des c-Met Proteins bekannt,
welches Uber MHC-Klasse-I-Molekiile entarteter Zellen prasentiert wird (Schag et al., 2004).
Die nativen B25-MOL-Zellen wie auch die Wirkstoffzellen weisen eine hohe Expression des c-
Met kodierenden Gens auf. Damit ist es sehr wahrscheinlich, dass ein entsprechendes Epitop
von den MHC-Molekiilen der Zellen prasentiert wird. Eine Regulation der Genexpression auf
mRNA-Ebene, bedingt durch den Herstellungsprozess, kann weder anhand der Ergebnisse der
Microarray-Analysen noch mittels Tagman® basierter gPCR nachgewiesen werden. An der
Zelloberflaiche von nativen B25-MOL-Zellen und Wirkstoffzellen kénnen mittels direkter
Antikorperfarbung nur geringe Mengen des c-Met-Proteins nachgewiesen werden. Dabei
zeigen die Wirkstoffzellen eine niedrigere Oberflaichenexpression als die nativen B25-MOL-
Zellen. Hier liegt offensichtlich eine herstellungsbedingte Reduktion der Proteinexpression vor,
die jedoch posttranskriptional erfolgt, da auf mRNA-Ebene keine Expressionsanderung
beobachtet werden kann. In B16-Melanomzellen beschreiben Elia et al. (2001) eine Diskrepanz
zwischen der RNA- und Protein-spezifischen Expression von c-Met. Neben einer verminderten
Stabilitdat der MET-spezifischen mRNA, die von Elia et al. beschrieben wird, ware auch eine
posttranskriptionale Regulation durch microRNA denkbar. So besitzt die MET-spezifische
mRNA Bindungssequenzen verschiedener microRNA (miR-34a, miR-23b, miR-206); eine
Uberexpression einer dieser microRNA wiirde jeweils in einer verminderten Proteinexpression
von c-Met resultieren (Salvi et al.,, 2009; Yan et al., 2009a; Yan et al., 2009b). Da sich eine
geringere Proteinexpression von c-Met eher negativ auf das Wirkprinzip der Tumorvakzine
auswirken wiirde, kdnnte in Folgeexperimenten versucht werden, diese zu stabilisieren bzw.
zu verstarken. Sollte eine hohe Expression der oben erwadhnten microRNAs vorliegen, konnte
eine zusatzliche Transfektion geeigneter siRNA zu einer Stabilisierung der Proteinexpression
beitragen. Eine weitere Ursache fiir die hier beobachtete Diskrepanz zwischen einer hohen
mRNA- und einer geringeren Proteinexpression kdnnen Probleme bei der Faltung des Proteins
oder dessen Transport, wie auch eine geringe Proteinstabilitdt sein. Im Fall der TAA muss sich
diese geringe Proteinexpression jedoch nicht unbedingt negativ auf die Tumorvakzine
auswirken, solange Peptidfragmente des Proteins von den MHC-Molekiilen der Zellen

prasentiert werden.

Durch Kinase-abhangige und Kinase-unabhdngige Reaktionen aktiviert EGFR eine Reihe von
Signalmolekilen. Dadurch werden Signalkaskaden ausgelost, die Entwicklungs- und
Differenzierungsprozesse steuern sowie das Zellwachstum, die Proliferation und die Apoptose
regulieren (Han et al., 2012; Holbro et al., 2004). AuRerdem ist eine Uberexpression des EGFR
in zahlreichen Tumoren beschrieben, so zum Beispiel in Lungenkrebs, Nierenzellkarzinomen,

sowie Mamma- und Pankreaskarzinomen. Der EGFR-Signalweg zahlt zu den am haufigsten

165



fehlregulierten molekularen Signalwegen in malignen Zellen (Han et al., 2012; Nedergaard et
al., 2012; Seshacharyulu et al., 2012). Aufgrund dieser verbreiteten Expression in
verschiedenen malignen Tumoren ist EGFR das Ziel zahlreicher Tumortherapieansatze. Neben
therapeutischen Ansatzen, die auf die Inhibition von EGFR durch verschiedene Antikorper
setzten, ist seit 2004 ein immunogenes T-Zellepitop bekannt, was eine weitere Moglichkeit
einer gerichteten Therapie gegen maligne EGFR Uberexprimierende Zellen er6ffnet (Shomura
et al., 2004). Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Wirkstoffzellen weisen eine ebenso
hohe Expression von EGFR auf, wie die nativen B25-MOL-Zellen. Der Herstellungsprozess wirkt
sich demnach nicht auf die Expressionsstarke der EGFR-kodierenden mRNA aus. Damit
gehoren die B25-MOL-Zellen, wie auch die Wirkstoffzellen zu der groRen Gruppe an
Nierenkarzinomzellen, fiir die eine Uberexpression von EGFR auf mRNA-Ebene beschrieben ist
(Minner et al., 2012; Thomasson et al., 2012). Die Analyse der Proteinexpression zeigt jedoch
keine Uberexpression des EGFR. Sowohl die nativen B25-MOL-Zellen wie auch die
Wirkstoffzellen weisen eine eher niedrige Proteinexpression an der Zelloberflache auf. Dabei
liegt der ermittelte Geomean fiir EGFR in den Wirkstoffzellen etwas niedriger als in den
nativen B25-MOL-Zellen (vgl. Abbildung 4.24, S.113). EGFR weist entsprechend eine
herstellungsbedingte leichte Reduktion der EGFR-Proteinexpression auf. Auch hier muisste
zunachst geklart werden, worauf die geringe Proteinexpression zurlickzufiihren ist, bevor

eventuell versucht werden kann diese durch geeignete MalRknahmen zu steigern.

Im Gegensatz zu den klassischen MHC-Klasse-I-Molekiilen, die auf nahezu allen Koérperzellen
konstitutiv exprimiert werden, ist eine physiologische Expression des nicht klassischen MHC-
Klasse-lI-Molekils G (HLA-G) fast ausschliefRlich auf immunprivilegierten Zellen wie den
Zytotrophoblasten der Plazenta nachgewiesen (Kovats et al., 1990). Weitere physiologische
Expressionsorte neben der Plazenta sind vor allem Thymusepithelzellen und aktivierte
Makrophagen (Moreau et al., 1999). Unter pathophysiologischen Bedingungen ist eine de novo
Expression von HLA-G in zahlreichen Tumorzellen beschrieben, z.B. fiir Melanome, Nieren-,
Lungen- und Mammakarzinome (lbrahim et al., 2001; Lefebvre et al., 2002; Paul et al., 1998;
Urosevic et al., 2001). Haufig exprimieren diese entarteten Zellen die klassischen MHC-Klasse-
I-Molekile nicht, wodurch sie zu potentiellen Zielen von natlirlicher Killerzellen (NK-Zellen)
werden. Diese erkennen Zellen mit einer abnorm verminderten oder fehlenden Expression von
MHC-Klasse-I-Molekiilen und eliminieren diese. Die Expression von HLA-G stellt einen Immun-
Escape-Mechanismus dar. Ees schiitzt die Tumorzellen vor der zytolytischen Aktivitat der NK-
Zellen, indem die HLA-G-Molekiile mit inhibitorischen Molekilen auf der Zelloberflache der
NK-Zellen interagieren und Anergie in den NK-Zellen induzieren (Rouas-Freiss et al., 1997).

Anhand der Expressionsdaten der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Microarray-
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Analysen lasst sich zunachst eine hohe Expression von HLA-G-spezifischer mRNA in nativen
B25-MOL-Zellen, wie in Wirkstoffzellen nachweisen (S,,.= 5585,38; SD= 283,89). Dieses hohe
Expressionsniveau ladsst sich durch die Daten der Tagman® gPCR-Analysen allerdings nicht
bestatigen. Mit Hilfe der hier verwendeten Sonden und Primer ist weder in den nativen B25-
MOL-Zellen noch in den Wirkstoffzellen eine HLA-G-spezifische mRNA-Expression nachweisbar.
Die Homologie zu den anderen HLA-Klasse-I-Genen kdnnte die Ursache fiir diese Diskrepanz
darstellen. Das hohe mRNA-Expressionsniveau der anderen HLA-Klasse-I-Gene fiihrt im Verlauf
des Microarray-Experimentes zu einer hohen Anzahl von markierter cDNA, die nicht nur an die
Sonden auf dem GeneChip hybridisieren, die spezifisch flir die cDNA klassischer HLA-Klasse-I-
Gene sind, sondern auch an die Sonden, welche spezifisch fiir HLA-G cDNA sind, wodurch ein
verzerrtes Bild der HLA-G-Expression in den analysierten Zellen entsteht. Wahrend die HLA-G-
spezifischen Sonden, die auf dem GeneChip® Human 1.0 ST (Affymetrix) immobilisiert sind,
neben den HLA-G-spezifischen mRNA-Transkripten auch Transkripte anderer MHC-Klasse-I-
Molekile hybridisieren, wurden fiur die Tagman® qPCR-Analysen Primer/Sonden-
Kombinationen gewadhlt, die ausschlieBlich HLA-G-spezifische mRNA-Transkripte hybridisieren,
wodurch das Ergebnis der Tagman® gPCR-Analysen ein verldsslicheres Bild der HLA-G-
Expression wiedergeben als die Microarray-Analysen. Die durch die Tagman® gPCR-Analysen
belegte fehlende Expression von HLA-G in den Wirkstoffzellen kann positiv ausgelegt werden,
da so durch die Wirkstoffzellen keine HLA-G-induzierte Anergie der NK-Zellen in den Patienten

ausgeldst werden kann.

Eine Uberexpression des urspriinglich als Hypoxie-induzierbares Protein 2 (hypoxia-inducible
protein 2, HIG2) bezeichnete Protein wurde erstmals von Togashi et al. (2005) in
Nierenzellkarzinomen beschrieben. Unter physiologischen Bedingungen wird es dagegen mit
Ausnahme der fetalen Leber, in verschiedenen Geweben nur in marginalen Mengen
exprimiert. Obwohl urspriinglich als Hypoxie-induzierbares Gen identifiziert, gehen die
Meinungen bezlglich der Regulation der Expression und der Funktion auseinander. Togashi
geht von einer weitgehend HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) unabhangigen Regulation der
Expression aus, da bisher nahe der genomischen Sequenz des HIG2-Gens kein ,hypoxia-
inducible element” identifiziert werden konnte. Dariiber hinaus ist eine Uberexpression von
HIG2 in zahlreichen Nierenzellkarzinomen unabhéangig von den oxidativen Bedingungen
beschrieben. Die Ergebnisse der von Togashi et al. durchgefiihrten Experimente lassen die
Schlussfolgerung zu, dass HIG2 eine autokrine Wirkung auf Nierenkarzinomzellen besitzt und
eine essentielle Rolle fiir die Proliferationskapazitdt der Tumorzellen einnimmt. Dagegen
beschreiben Gimm et al. (2010) HIG2 als ein direktes und spezifisches Target von HIF-1. Eine

Verbindung zwischen einer durch Hypoxie induzierten Uberexpression von HIG2 und der
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Proliferationskapazitat von Tumorzellen konnte durch die Experimente dieser Arbeitsgruppe
nicht nachgewiesen werden. Vielmehr wurde eine HIG2 bedingte intrazellulare Akkumulation
von Lipiden in speziellen Vesikeln (lipid droplets) beobachtet, welche die Tumorzellen
vermutlich vor einer Lipidtoxizitdt schiitzt bzw. als Energiereserve der Tumorzellen dienen
konnte (Gimm et al., 2010). Unabhéngig von der Regulation der Expression bzw. der Funktion
stellt HIG2 ein TAA in Nierenzellkarzinomen dar, gegen welches eine Anti-Tumorantwort
induziert werden kann. Die Ergebnisse der Microarray-basierten Expressionsanalysen deuten
zunachst auf eine hohe Expression in den nativen B25-MOL-Zellen und eine 3,4fach
verminderte Expression in den Wirkstoffzellen hin. Allerdings bestatigen die Tagman® gqPCR-
Analysen die verminderte Expression in den Wirkstoffzellen nicht. Daher bleibt an dieser Stelle
zunachst unklar, ob tatsdchlich eine verminderte Expression von HIG2 vorliegt. Da das
Expressionsniveau jedoch nicht unter die Nachweisgrenze absinkt, kann unter der
Voraussetzung einer vorhandenen Proteinexpression, welche im Rahmen dieser Arbeit jedoch
nicht untersucht wurde, eine Anti-Tumorantwort gegen Epitope dieses Antigens als
wahrscheinlich angenommen werden. Korpereigene Tumorzellen, die Epitope dieses Antigens

prasentieren, konnen demnach mit Hilfe der Wirkstoffzellen bekampft werden.

Die Expression der beiden Gene HSPA1A und HSPA1B ist mit einer negativen Regulation der
Apoptose assoziiert. Es handelt sich um Hitze-Schock-Proteine, deren Expression durch Stress
induziert bzw. hochreguliert werden kann. lhre Genprodukte gehéren zur HSP70-Familie und
besitzen eine zytoprotektive Wirkung; sind in der Lage, die Cytochrom C abhangige Aktivierung
von Procaspase-9 zu inhibieren und unterbinden damit einen, iber den intrinsischen Weg der
Apoptose ausgelosten Zelltod. Darlber hinaus fungieren sie vor allem als Chaperone fiir neu
synthetisierte, denaturierte und ,fehlerhaft gefaltete” Proteine (Atkins et al., 2005). Eine
Uberexpression  beider Gene ist fiir Nierenzellkarzihome, = Mammakarzinome,
Bauchspeicheldrisenkrebs und Leberkarzinome beschrieben (Atkins et al., 2005; Calderwood,
2010; Teng et al., 2010). Die Expression von HSP70 durch Tumorzellen kann immunsuppressive
wie immunstimulierende Effekte haben. HSP70, welches von Tumorzellen sezerniert wird,
kann von professionellen Antigenprasentierenden Zellen aufgenommen und prozessiert
werden. Die Prasentation entsprechender Epitope kann einerseits zur Induktion einer T-
Lymphozyten-vermittelten Anti-Tumorantwort fiihren, jedoch auch zur Stimulation
regulatorischer T-Lymphozyten, welche immunsuppressiv wirken und damit die Progression
der Tumorzellen unterstiitzen (Calderwood et al.,, 2012). Fiir beide Gene ist anhand der
Ergebnisse der Microarray-Analysen eine verstarkte Expression in den Wirkstoffzellen

gegenliber den nativen B25-MOL-Zellen nachweisbar. HSPA1A zeigt eine 3,1fach verstarkte
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Expression, wahrend HSPA1B eine 3,7fach hoéhere Expression aufweist. Die Ergebnisse der

Tagman® gPCR-Analysen bestatigen die Tendenz der verstarkten Expression beider Gene.

5.4 Einfluss der einzelnen Herstellungsschritte auf das

Expressionsmuster der Wirkstoffzellen

Die Modifikation der B25-MOL-Zellen verursacht im Verlauf der Herstellung Veranderungen im
Expressionsmuster der Zellen. Dazu zadhlen nicht nur das Einbringen der vier cDNA-
Expressionskassetten, sondern auch die Effekte der Elektroporation selbst, der anschlielenden
Bestrahlung der Zellen, sowie des Einfrier- und Auftauprozesses. Ein Vergleich der Listen der
regulierten Gene, die auf die einzelnen Prozessschritte zurtickzufiihren sind zeigt, dass sich die
B25-MOL-Zellen und die Wirkstoffzellen in ihrem Expressionsprofil deutlicher unterscheiden,
als aus der Summation der detektierbaren Verdanderungen in den sequentiellen

Herstellungsschritten zu erwarten ist (Abbildung 5.9).
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Abbildung 5.9 Ubersicht differentiell exprimierter Gene

Zusammenfassende Darstellung der differentiell exprimierten Gene, deren veranderte Expression auf den
Einfluss einzelner Herstellungsschritte zurlickzuflihren ist, sowie die detektierten Veranderungen des gesamten
Herstellungsprozesses.

Die Summation der differentiell exprimierten Gene aus den einzelnen Herstellungsschritten
fihrt zu einer Gesamtanzahl von 156 regulierten Genen. Demgegeniliber stehen 392
differentiell exprimierte Gene, die beim Vergleich der Genexpressionslevel der Wirkstoffzellen
gegeniber den nativen B25-MOL-Zellen ermittelt werden kdnnen. Ein groBer Anteil der als
differentiell exprimiert identifizierten Gene ist demnach nur beim Vergleich der detektierten

Expressionslevel der Gene der Wirkstoffzellen mit dem der nativen B25-MOL-Zellen
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nachweisbar. Daher ist zu kldren, ob die 156 regulierten Gene, deren Regulation auf einzelne
Herstellungsschritte  zuriickzufiihren ist, auch nach Durchlaufen des gesamten
Herstellungsprozesses gegeniiber den nativen B25-MOL-Zellen als differentiell exprimiert

identifiziert werden kdnnen.

Es zeigt sich, dass die differentielle Expression einiger Gene, die auf einen bestimmten
Herstellungsschritt zurickzufiihren sind, bei einem Vergleich der Expressionsniveaus der
Wirkstoffzellen gegenliber den nativen B25-MOL-Zellen sich nicht bestatigen. Insgesamt
konnen 302 Gene identifiziert werden, deren Genexpressionslevel nur dann eine signifikante
Veranderung zeigen, wenn die Expressionslevel der Wirkstoffzellen mit denen der nativen B25-
MOL-Zellen verglichen werden (Abbildung 5.10). Diese Gene weisen nur eine geringfligige
Anderung ihres Expressionsniveaus von Schritt zu Schritt auf, so dass erst bei der Betrachtung
der Genexpressionslevel des gesamten Herstellungsprozesses der Schwellenwert fir eine
differentielle Expression Uberschritten wird. So kann nachgewiesen werden, dass die
Expression dieser Gene einer herstellungsbedingten Regulation unterliegen; jedoch ist nicht

nachvollziehbar welcher Herstellungsschritt ursachlich fir die Genregulation ist.

EPO vs. nativ 4xTx vs. EPO

MGN1601 vs. 4xTx IR 4xTx IR vs. 4xTx

Abbildung 5.10 Mengendiagramm differentiell exprimierter Gene

Grafische Darstellung der Anzahl der differentiell exprimierten Gene, die auf die einzelnen Herstellungsschritte
(ungefiillte duBere Mengenkreise), bzw. den gesamten Herstellungsprozess zuriickzufihren sind (groRer
gefillter Mengenkreis, Mitte). Gene, deren differentielle Expression sowohl bei der Analyse der einzelnen
Herstellungsschritte, als auch bei der Analyse des gesamten Herstellungsprozesses als differentiell exprimiert
identifiziert werden, sind als Teilmenge der Liste der differentiell exprimierten Gene des gesamten
Herstellungsprozesses dargestellt.

Die differentielle Expression der anderen 90 Gene kann dagegen eindeutig den verschiedenen
Herstellungsschritten zugeordnet werden, da der Schwellenwert fiir eine signifikant
differentielle Anderung der Genexpression {berschritten wird, wenn man die Expressionslevel
dieser Gene zwischen den verschiedenen Herstellungsschritten einander gegeniiberstellt.

Entsprechend zahlen diese Gene zu der Gruppe von 156 Genen, die sich aus der Summation
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der regulierten Gene der jeweils einzelnen Herstellungsschritte ergeben. Fir die Ubrigen 64
Gene ist eine differentielle Expression nur beim Vergleich der Expressionslevel der einzelnen
Herstellungsschritte nachweisbar, bei einer Gegenliberstellung der Expressionslevel der
nativen B25-MOL-Zellen gegen die Wirkstoffzellen zeigen diese jedoch keine

herstellungsbedingte Regulation.

5.4.1 Einfluss der Elektroporation auf das Expressionsmuster der Zellen

Unter den 48 Genen, welche bedingt durch die Elektroporation (EPO vs. nativ) eine verdanderte
Expression zeigen, sind 21 Gene, die auch beim Vergleich der Expressionslevel der Gene in den
Wirkstoffzellen mit denen in den nativen B25-MOL-Zellen identifiziert werden. Davon zeigen
10 Gene eine verstarkte und 11 Gene eine verminderte Expression. Fiir insgesamt 27 Gene, die
bei der Analyse dieses Herstellungsschrittes als differentiell exprimiert identifiziert werden,
kann dagegen bei der Analyse des gesamten Herstellungsprozesses keine veranderte
Expression nachgewiesen werden (Abbildung 5.11). Bedingt durch die Elektroporation kommt
es kurzzeitig zu einer Steigerung bzw. Verminderung der entsprechenden mRNA-Expression.
Im weiteren Verlauf des Herstellungsprozesses wird jedoch wieder das urspriingliche
Expressionsniveau erreicht. Ob sich diese Genregulation auf das Expressionsmuster der

Wirkstoffzellen auswirkt bleibt jedoch unklar.

native EPO 4xTx 4xTxIR  4xTxIR
freeze

TEL5550
7615562
8147145
TSB4I5S
7866362
B055050
TEEATST
7814538
TEELOZ0
8014755
BLOBEZT
8102320
8130570
TSTEAZS
BLSZELT

7928329

log,S,; 6,00 8,00 12,00

Abbildung 5.11 Heat Map. Genexpressionsprofil exemplarisch ausgewdhlter Gene, deren Expressionstarke
durch die Elektroporation verdndert wird, die jedoch beim Vergleich des Expressionsniveau der nativen gegen
die Wirkstoffzellen keine Verdanderung zeigen

Die ausgewdhlten Gene zeigen nach der Elektroporation (EPO) eine signifikant veranderte Expression im
Vergleich zu den detektierten Expressionslevel der nativen B25-MOL-Zellen (native). Dagegen unterscheiden
sich die detektierten Expressionslevel der nativen B25-MOL-Zellen nicht signifikant von denen, die in den
Wirkstoffzellen (4xTx IR freeze) detektiert werden.
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Auf die Elektroporation kann unter anderem die verstarkte Expression von VCAM1 in den
Wirkstoffzellen zurlickgefiihrt werden. Zusammen mit der Expression von weiteren
Adhdsionsmolekilen kann dies zu einer verbesserten Zell-Zell-Interaktion der Wirkstoffzellen
mit Lymphozyten flhren (vgl. Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten,
S.88). Andererseits wirkt sich die Elektroporation eventuell negativ auf die Expression des TAA
HIG2 aus, da mittels der Microarray-Analysen fiir dieses Gen eine verminderte Expression in
den Wirkstoffzellen nachgewiesen wird (vgl. 5.3.6 Expression Tumor-assoziierter Antigene,
S.164). Eine Modifikation der Elektroporationsbedingungen wirde sich jedoch massiv auf die
Expressionsstarke der vier eingebrachten Transgen auswirken; da diese jedoch essentiell flr
das Wirkprinzip der Tumorvakzine sind, stellen entsprechende Folgeexperimente keine Option

dar.

5.4.2 Einfluss der vier MIDGE®-DNA-Vektoren auf das Expressionsmuster

der Zellen

Stellt man die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse der elektroporierten Zellen (EPO) denen
gegeniber, die mit den vier MIDGE®-Vektoren (4xTx) transfiziert wurden, fallt der Blick
natirlich zundchst auf die Expression dieser vier Gene. Entsprechend der Erwartungen fallen
die Expressionsniveaus fir CD154, IL-7 und GM-CSF in den vierfach transfizierten Zellen
deutlich héher aus als in den Zellen, die ohne Zugabe von DNA elektroporiert werden. Dagegen
scheint die Expression von CD80 nur relativ geringfligig anzusteigen. Die Ursache dafiir liegt in
der Auswahl der CD80-spezifischen Sonden auf dem verwendeten GeneChip und wurde
bereits unter ,5.2.5.1 Diskrepanzen der ermittelten Expressionsniveaus der vier eingebrachten
Expressionskassetten (S.140) diskutiert. Sekundar ist das Einbringen dieser vier Transgen
ursachlich flr die Regulation weiterer 94 Gene, so dass die Regulation von insgesamt 98 Genen
auf das Einbringen der vier Transgene zuriickzufiihren ist. Etwa 2/3 der hier ursachlichen
Genregulationen (67 Gene) bleiben erhalten und sind auch bei der Analyse der Wirkstoffzellen
gegenliber den nativen B25-MOL-Zellen nachweisbar. Unter den anderen 31 Genen, deren
Regulation in den Wirkstoffzellen nicht nachweisbar ist, kann jedoch kein Gen identifiziert
werden, dessen Regulation eine deutliche Verbesserung des Expressionsmusters in Bezug auf
das Wirkprinzip der Zellen hat und eine Modifikation dieses Herstellungsschrittes rechtfertigen
wirde. Allerdings kann die Regulation der meisten Zytokine und Chemokine auf die
Transfektion der Zellen mit den vier MIDGE®-DNA-Vektoren zuriickgefiihrt werden. Da die
Expression zahlreicher Zytokine der transkriptionalen Kontrolle von NF-kB ((Gilmore),
http://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/) unterliegt, konnte durch das

Einbringen von Vektoren die Gene kodieren, welche an den entsprechenden Signalwegen
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beteiligt sind, eine weitere Steigerung der bereits vorhandenen Zytokin-Expression bzw. die
Expression weiterer Zytokine in den Wirkstoffzellen erreicht werden. Ob eine solche
Steigerung der Zytokin-Expression einen positiven Effekt auf die Wirkung der Tumorvakzine

hat misste in weiteren Versuchen geklart werden.

5.4.3 Einfluss der Bestrahlung und des Einfrierprozesses auf das

Expressionsmuster der Zellen

Die Bestrahlung (4xTx IR vs. 4xTx) und der Einfrierprozess (MGN1601 vs. 4xTx IR) haben nur
einen geringeren Einfluss auf das Expressionsmuster der Zellen (Abbildung 5.10). So werden
bedingt durch die Bestrahlung nur sechs Gene reguliert; dabei bleibt nur die gesteigerte
Expression von CCR7 erhalten und ist auch bei der Gegenliberstellung der Expressionsniveaus
der nativen B25-MOL-Zellen gegen die der Wirkstoffzellen nachweisbar. Die tbrigen finf Gene
wirden nach derzeitigem Wissensstand nicht signifikant zur Verbesserung der Wirkung der
Wirkstoffzellen beitragen, weshalb auch hier eine Modifikation dieses Herstellungsschrittes

nicht sinnvoll ist.

Der Einfluss des Einfrierprozesses auf das Expressionsmuster der Wirkstoffzellen fallt am
geringsten aus. Insgesamt werden nur zwei Gene reguliert, HSPA6 und RNU2; dabei ist
ausschlieBlich die gesteigerte Expression von HSPAG6 auch in den Wirkstoffzellen nachweisbar,
eine Regulation der Expression von RNU2 ist in den Wirkstoffzellen gegenliber den nativen
B25-MOL-Zellen nicht detektierbar. Da es sich bei HSPA6 um ein durch Temperaturstress
induzierbares Gen handelt, dirfte sich eine Modifikation des Einfrier- und Auftauprozesses
nicht auf die gesteigerte Expression dieses Gens in den Wirkstoffzellen auswirken. Allerdings
gehort dieses Gen zu keiner der fiir uns interessanten und hier naher analysierten
funktionellen Gengruppen, eine Modifikation dieses Prozessschrittes zur weiteren

Expressionssteigerung ist daher wenig sinnvoll.

5.5 ,Schleichende” Veranderungen des Expressionsmusters

Im Gegensatz zu den 156 Genen, deren verdnderte Expression auf einen bestimmten
Herstellungsschritt zurlickgefihrt werden kann, stehen 302 Gene, deren differentielle
Expression nur bei einer Gegenlberstellung der Genexpressionslevel mehrerer
aufeinanderfolgender Herstellungsschritte bzw. der nativen B25-MOL-Zellen gegen die der
Wirkstoffzellen nachweisbar ist. Bei diesen Genen verdandert sich das Expressionsniveau im

Verlauf des Herstellungsprozesses nur langsam, weshalb der Schwellenwert einer dreifach
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differentiellen Expression nicht nach einem einzelnen Herstellungsschritt erreicht bzw.
Uberschritten wird, sondern dies erst deutlich wird nach Durchlaufen mehrerer
Herstellungsschritte bzw. des gesamten Prozesses (Abbildung 5.12). Fir diese Gene kann nicht
eindeutig nachvollzogen werden, durch welchen Herstellungsschritt ihre Expressionsstarke
beeinflusst wird. Allerdings kann durch dieses Phanomen erklart werden, warum die Anzahl
der differentiell exprimierten Gene bei der Analyse des gesamten Herstellungsprozesses so viel
grofler ist, als sich aus der Summation der differentiell exprimierten Gene der einzelnen
Herstellungsschritte ergeben.

native EPO 4xTx 4xTxIR  4xTxIR
freeze

DEPDC4

CD55
HSPA1B i/ HSPAIA
HSPA1A /i HSPA1B
SDC4

log,S,, 6,00 8,00 12,00

Abbildung 5.12 Heat Map der Genexpressionslevel von Genen, deren Expressionsniveau sich im Verlauf der
Herstellung nur langsam verdndern (20 exemplarisch ausgewdhlte Gene)

Insgesamt 302 Gene zeigen im Verlauf der Herstellung eine langsame Verdnderung der Genexpression. Daher
wird der Schwellenwert fiir eine signifikant differentielle Expression (dreifach verdnderte Genexpression) nicht
nach einem einzelnen Herstellungsschritt nachweisbar, sondern nur wenn die Genexpressionslevel mehrerer
aufeinanderfolgender Schritte bzw. die der nativen MOL-B25 Zellen und die der Wirkstoffzellen einander
gegenibergestellt werden.
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5.6  Schlussfolgerungen

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden Genexpressionsanalysen nativer B25-MOL-
Zellen und Wirkstoffzellen durchgefiihrt und deren Expressionsprofile miteinander verglichen.
Bereits die nativen B25-MOL-Zellen, welche das Ausgangsmaterial fliir die Herstellung der
zellbasierten Tumorvakzine darstellen, eignen sich aufgrund ihrer Eigenschaften besonders fir
die Verwendung als allogene Tumorvakzine. So weisen die B25-MOL-Zellen eine konstant hohe
Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I-Molekilen auf. Dagegen wird héaufig eine
verminderte oder fehlende Expression von MHC-Klasse-I-Molekilen in Tumorzellen
beobachtet; ein Escape-Mechanismus durch den die Tumorzellen einer Erkennung und
Eliminierung durch T-Lymphozyten entgehen. Dies macht sie zwar gleichzeitig sensitiv
gegenliber einer Diskriminierung durch NK-Zellen; durch eine gleichzeitige Expression des
nicht-klassischen MHC-Molekils HLA-G, die haufig auf Nierenkarzinomzellen beobachtet wird,
sind solche Tumorzellen jedoch resistent gegen eine T-Lymphozyten- oder NK-Zell-
vermittelten Toxizitdt. Eine HLA-G-Expression kann auf den B25-MOL-Zellen aber nicht
festgestellt werden. AuBerdem exprimieren die nativen B25-MOL-Zellen ein groRes Repertoire
TAA (vgl. 4.5.2.3 Gengruppe Tumor-assoziierter Antigene (TAA), S.97). Durch das resultierende
breite Spektrum von Peptidfragmenten, die Gber MHC-Molekiile prasentiert werden koénnen,
steigt die Wahrscheinlichkeit, dass CD8" T-Lymphozyten diesen MHC::Peptid-Komplex
erkennen. Jedoch ist fiir eine direkte und effektive Aktivierung von CD8" T-Lymphozyten neben
dem ersten Aktivierungssignal Gber den TCR ein zweites Signal notwendig, welches tber die
Interaktion eines kostimulatorischen Molekiils mit CD28 auf den T-Lymphozyten vermittelt

wird, welches jedoch von den nativen B25-MOL-Zellen nicht gestellt werden kann.

Durch die gentechnische Manipulation im Verlauf des Herstellungsprozesses kommt es zu
einer weiteren Verbesserung der Eigenschaften der Wirkstoffzellen. Durch die intendierte
Expression des kostimulatorischen Molekiils CD80 sind die Wirkstoffzellen in der Lage
gegeniiber den CD8" T-Lymphozyten neben dem primiren auch das sekundare Signal fiir eine
direkte und effektive Aktivierung der CD8" T-Lymphozyten zu stellen. Die Expression von
CD154 ermoglicht den Wirkstoffzellen mit verschiedenen Zellen des Immunsystems zu
interagieren (z. B. B-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen). Die CD154-CD40 Interaktion
fordert in B-Lymphozyten deren Proliferation, Differenzierung und Immunglobulin-Produktion
und wirkt sich auBerdem positiv auf die Expression weiterer kostimulatorischer Molekiile aus.
Monozyten und Makrophagen werden nach CD154-CD40 Interaktion zur Produktion von
immunstimulatorischen Zytokinen angeregt; aulerdem kommt es zu einer Steigerung der

Expression weiterer kostimulatorischer Molekiile. Das von den Wirkstoffzellen sezernierte IL-7
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fordert einerseits die Proliferation von T-Lymphozyten und fiihrt gleichzeitig zu einer erhdhten
Sezernierung weiterer Zytokine durch T-Lymphozyten. Die Sezernierung von GM-CSF durch die
Wirkstoffzellen fordert die Differenzierung und Reifung hamatopoetischer Zellen und
beeinflusst deren funktionelle Aktivitat. Dies férdert eine Anti-Tumorantwort, die Gber CD8" T-
Lymphozyten und CD4" Tyl-Lymphozyten vermittelt wird (vgl. 1.2.1 MGN1601

Wirkmechanismus, S.7).

Neben der Expression der vier eingebrachten Transgene (CD80, CD154, IL-7, GM-CSF) zeigen
eine Vielzahl von Genen eine veranderte Expression in den Wirkstoffzellen. So ist
herstellungsbedingt eine verminderte Expression von Uber 130 Zellzyklus-assoziierten Genen
und eine verstarkte Expression von 28 Apoptose-assoziierten Genen festzustellen, was
insgesamt zu einem gehaduften Auftreten von Zellzyklusarrest fiihrt und eine erhoéhte
Sensitivitat gegenliber Stress-induzierter Apoptose forciert (vgl. 5.3.1 Regulation des Zellzyklus
und der Apoptose, S.144); eine durchaus willkommene Verdnderung der Wirkstoffzellen,
welche eine Proliferation der Zellen im Patienten verhindert und das beobachtete Absterben
der Wirkstoffzellen in vitro innerhalb von Stunden bis wenigen Tagen erklart. Die nachweisbar
gesteigerte Expression von CCL5, CCL20, IP-10 und IL-6 wirkt sich positiv auf das angestrebte
Wirkprinzip aus. Bedingt durch die Sezernierung dieser Zytokine werden Immunzellen (APC,
NK-Zellen und T-Lymphozyten) zum Vakzinierungsort gelockt und deren Proliferation und
Differenzierung forciert (vgl. 5.3.2 Pro- und anti-inflammatorische Wirkung von Zytokinen und
Chemokinen, S.153). AulRerdem weisen einige Adhédsionsmolekile (ICAM1; VCAM1) eine
verstarkte Expression in Wirkstoffzellen auf, wodurch diese besser mit T-Lymphozyten in
Interaktion treten konnen (vgl.5.3.3 Regulation der Aktivierung, Differenzierung und
Proliferation von Lymphozyten, S.157). Die Oberflachenexpression der MHC-Klasse-I-Molekiile
wird durch den Herstellungsprozess nicht beeinflusst, sie bleibt auch in Wirkstoffzellen auf
einem konstant hohen Niveau, wahrend eine Expression des nicht-klassischen MHC-Klasse-I-
Molekiils HLA-G nicht beobachtet wird. Da eine Erkennung der Wirkstoffzellen durch NK-Zellen
eine verminderte Expression der MHC-Molekile voraussetzt, kann eine direkte Eliminierung
der Wirkstoffzellen durch NK-Zellen trotz der gesteigerten Expression von Fas und TNFRSF10B
ausgeschlossen werden (vgl. 5.3.5 Regulation der NK-Zell Immunantwort, S.161). Dagegen sind
die Wirkstoffzellen in der Lage, Proteinfragmente endogener Antigene (auch TAA) iber MHC-
Klasse-I-Molekiile den TCR von CD8" T-Lymphozyten zu prasentieren und mit Hilfe der
Kostimulation durch CD80 direkt zu aktivieren (vgl. 5.3.4 Antigen-Prozessierung und -
Prasentation in den Wirkstoffzellen, S.161). Leider ist fiir einige TAA eine verminderte
Expression in den Wirkstoffzellen zu beobachten. So liegt die Zelloberflachenexpression von c-

Met und EGFR auf einem niedrigerem Expressionsniveau als auf den nativen B25-MOL-Zellen
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(vgl. 4.7.1 Zelloberflachenproteine, S.109). Die TAA NDC80, CDK1, HMMR und TTK unterliegen
einer starken Repression, eine spezifische mRNA-Expression dieser TAA ist in Wirkstoffzellen
nicht nachweisbar, was zu einer Schwachung des angestrebten Wirkprinzips fiihren kann (vgl.
5.3.6 Expression Tumor-assoziierter Antigene, S.164). Durch eine Transfektion von DNA-
Vektoren, die TAA kodieren kann dieser Schwachung entgegengewirkt und die Wirkung der
Tumorvakzine unterstiitzt werden. Insgesamt kdnnen bezogen auf das Expressionsprofil der
Wirkstoffzellen keine Schritte innerhalb des Herstellungsprozesses identifiziert werden, die
verandert werden missten, da das angestrebte Wirkprinzip durch die nicht-intendierten

herstellungsbedingten Veranderungen eher positiv als negativ beeinflusst wird.

Um die angestrebte Wirkung und die Einsatzmoglichkeiten dieser Tumorvakzine zu verbessern,
konnten DNA-Vektoren, die Gene fiir weitere TAA kodieren, in die Zellen eingebracht werden.
Die potentiell resultierenden Peptidfragmente kénnen iber MHC-Molekile prasentiert und so
spezifische T-Lymphozyten aktiviert werden, um eine spezifische Immunantwort gegen

Tumorzellen zu induzieren, die diese TAA ebenfalls exprimieren.
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7 Anhang

7.1 Tabellen

Tabelle 7.1 Uberreprisentierte funktionelle Gengruppen und Pathways der verstirkt exprimierten Gene
(native B25-MOL-Zellen vs. Wirkstoffzellen)

Gene, die eine mindestens dreifach erhohte Expression in den Wirkstoffzellen gegeniiber den nativen B25-MOL-
Zellen aufwiesen, sind mit Hilfe der DAVID Datenbank einer funktionellen Gen-Annotationsanalyse unterzogen

worden. Die erste Spalte gibt die Art der liberreprasentierten Kategorie wieder und die zweite Spalte die

Bezeichnung der entsprechenden Kategorie. In der dritten Spalte ist die Anzahl der Gene dokumentiert, die in
dieser Kategorie hochreguliert sind. Die vierte Spalte bezeichnet den prozentualen Anteil der regulierten Gene

in der Gesamtanzahl der Gene in dieser Kategorie. Der modifizierte p-Wert des Fischers T-Test (EASE) wird von

DAVID als MaR fiir die Uberreprésentierung der verschiedenen Kategorien verwendet.

. Anzahl
Kategorie Term Gene % p Wert
GOTERM BP 5 G0:0048534 hemopoietic or lymphoid organ 15 838  822E-07
- - development
GOTERM_BP_5 G0:0006935 chemotaxis 12 6,70  1,24E-06
GOTERM_BP_5 G0:0030097 hemopoiesis 14 7,82  1,61E-06
GOTERM_BP_5 GO:QOSO§71 positive regulation of lymphocyte 3 447  195E-06
proliferation
GOTERM BP 5 G0:0032946 positive r.egula.tlon of 8 447  2,21E-06
- - mononuclear cell proliferation
GOTERM BP 5 GO:QO70§65 positive regulation of leukocyte 3 4,47 2 21E-06
- - proliferation
GOTERM_BP_5 G0:0042981 regulation of apoptosis 25 13,97 4,80E-06
GOTERM_BP_5 333343067 regulation of programmed cell 25 13,97 569E-06
GOTERM_BP_5 G0:0050864 regulation of B cell activation 7 3,91 1,73E-05
GOTERM BP 5 GO:9050§70 regulation of lymphocyte 3 447  311E-05
- - proliferation
GOTERM BP 5 GOI:OO.'?1249 regulation of lymphocyte 10 559 3 19E-05
- - activation
GOTERM_BP_5 G0:0050900 leukocyte migration 7 3,91  3,31E-05
GOTERM BP 5 GO:9070§63 regulation of leukocyte 3 447  3,36E-05
- - proliferation
GOTERM BP 5 60:9032944 regulation of mononuclear cell 3 447  3,36E-05
- = proliferation
GOTERM BP 5 G0:0051173 p05|t|v§ regulation of nitrogen 20 1117 621E-05
- = compound metabolic process
GOTERM_BP_5 GO:0051.174 regulation of phosphorus 17 9,50  6,83E-05
metabolic process
GOTERM_BP_5 GO:OOl?ZZO regulation of phosphate 17 9,50  6,83E-05
metabolic process
GOTERM_BP_5 G0:0002694 regulation of leukocyte activation 10 5,59  7,83E-05
GOTERM BP 5 GO':00§1251 positive regulation of lymphocyte 8 447  848E-05
- - activation
GOTERM_BP_5 G.0:0045.63.7 regulation of myeloid cell 7 391  107E-04
differentiation
GOTERM_BP_5 G0:0031328 positive regulation of cellular 20 1117 140E-04

biosynthetic process
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Anzahl

H 0,
Kategorie Term Gene % p Wert
GOTERM BP 5 GO':OO(')2696 positive regulation of leukocyte 3 447 148E-04
- - activation
GOTERM_BP_5 G0:0007242 intracellular signaling cascade 29 16,20 1,53E-04
GOTERM BP 5 G.0:00098€?1 positive regulation of 20 11,17 1,69E-04
- - biosynthetic process
GOTERM BP 5 GO_:OOE_)0867 positive regulation of cell 3 4,47 1,98E-04
- activation
GOTERM_BP_5 G0:0006916 anti-apoptosis 10 5,59  3,97E-04
G0:0045935 positive regulation of
GOTERM_BP_5 nucleobase, nucleoside, nucleotide and 18 10,06 3,99E-04
nucleic acid metabolic process
GOTERM BP 5 GO:0945639.p<).S|t|ve regulation of myeloid 5 279 4,20E-04
- - cell differentiation
GOTERM BP 5 GO.:OO.'?0871 positive regulation of B cell 5 279 420E-04
- - activation
GOTERM_BP_5 GO:0019628 positive regulation of gene 17 9,50  531E-04
expression
GOTERM BP 5 GO:(.)0082.84 positive regulation of cell 14 782  543E-04
- - proliferation
GOTERM_BP_5 G0:0002521 leukocyte differentiation 8 4,47  5,44E-04
GOTERM_BP_5 G0:0030595 leukocyte chemotaxis 5 2,79  6,56E-04
GOTERM_BP_5 G0:0051272 positive regulation of cell motion 7 3,91 6,68E-04
GOTERM BP 5 G0:0010557 p05|’F|ve regulétlon of 18 10,06 6,79E-04
- - macromolecule biosynthetic process
GOTERM BP 5 G0:0012502 induction of programmed cell 12 670  7,20E-04
- - death
GOTERM_BP_5 G0:0060326 cell chemotaxis 5 2,79  8,03E-04
GOTERM_BP_5 G0:0016477 cell migration 11 6,15  8,25E-04
GOTERM BP 5 G.0:0045.59.7 positive regulation of cell 10 559  851E-04
- - differentiation
GOTERM_BP_5 G0:0030098 lymphocyte differentiation 7 3,91  8,69E-04
GOTERM_BP_5 G0:0019221 cytokine-mediated signaling 6 335  9,48E-04
pathway
GOTERM BP 5 GO:004.59.41 positive regulation of 16 894  114E-03
-~ transcription
GOTERM_BP_5 G0:0031349 positive regulation of defense 6 335  115E-03
response
GOTERM BP 5 GO:OO31.325 positive regulation of cellular 21 11,73 121E-03
- - metabolic process
GOTERM_BP_5 G'0:004203TS regulation of cytokine 6 335  122E-03
biosynthetic process
GOTERM_BP_5 GO':00!.50870 positive regulation of T cell 6 335  137E-03
activation
GOTERM_BP_5 G0:0043066 negative regulation of apoptosis 12 6,70 1,59E-03
GOTERM_BP_5 G0:0043069 negative regulation of 12 6,70 1,78E-03
programmed cell death
GOTERM_BP_5 G0:0060548 negative regulation of cell death 12 6,70 1,82E-03
GOTERM_BP_5 GO:90082'85 negative regulation of cell 12 6,70 1,86E-03
proliferation
GOTERM_BP_5 69:9002237 response to molecule of bacterial 6 335  238E-03
origin
GOTERM_BP_5 G0:0043065 positive regulation of apoptosis 13 7,26 2,42E-03
GOTERM_BP_5 G0:0042110T cell activation 7 3,91 2,45E-03
GOTERM_BP_5 G0:0043068 positive regulation of 13 726 2 56E-03

programmed cell death
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Anzahl

H 0,
Kategorie Term Gene % p Wert
GOTERM_BP_5 G0:0010942 positive regulation of cell death 13 7,26 2,66E-03
GOTERM BP 5 GO:OQOOQ79 regul.aFlon of cyclin-dependent 5 279 2,73E-03
- - protein kinase activity
GOTERM BP 5 GQ:00$0335 positive regulation of cell 6 335  2.76E-03
- - migration
GOTERM_BP_5 G0:0007584 response to nutrient 7 3,91 4,12E-03
GOTERM_BP_5 G0:0031347 regulation of defense response 7 3,91  4,57E-03
GOTERM_BP_5 G0:0002697 regulation of immune effector 6 335  4,756-03
process
GOTERM_BP_5 G0:0045765 regulation of angiogenesis 5 2,79  4,77E-03
GOTERM BP 5 G.O:OO45'61'9 regulation of lymphocyte 5 279 4,77E-03
- - differentiation
GOTERM BP 5 G0:0010604 positive regulatlon of 19 10,61 5,00E-03
- - macromolecule metabolic process
GOTERM BP 5 G0:0032103 Posmve regulation of response 5 279 504E-03
- - to external stimulus
GOTERM_BP_5 G0:0043549 regulation of kinase activity 11 6,15 5,38E-03
GOTERM BP 5 GO:004.58.93 positive regulation of 13 726 5,55E-03
- - transcription, DNA-dependent
GOTERM BP 5 GO:0051.254 positive regulation of RNA 13 726  592E-03
- - metabolic process
GOTERM_BP_5 G0:0050863 regulation of T cell activation 6 3,35  8,77E-03
GOTERM_BP_5 G0:0042113 B cell activation 5 2,79  9,22E-03
GOTERM_BP_5 G0:0032496 response to lipopolysaccharide 5 2,79  9,64E-03
GOTERM_BP_5 G0:0030334 regulation of cell migration 7 3,91 1,01E-02
GOTERM_BP_5 G0:0009888 tissue development 15 8,38 1,28E-02
GOTERM_BP_5 GQ:OO31960 response to corticosteroid 5 279 1,35E-02
stimulus
GOTERM_BP_5 G0:0007243 protein kinase cascade 10 5,59 1,91E-02
GOTERM_BP_5 G0:0009887 organ morphogenesis 13 7,26 1,92E-02
GOTERM_BP_5 G0:0007596 blood coagulation 5 2,79  2,47E-02
GOTERM BP 5 GOI:0.051O9O regulation of transcription factor 5 279 255602
- - activity
GOTERM BP 5 GO:0010'647.p05|t|ve regulation of cell 9 5,03 2 65E-02
- - communication
GOTERM BP 5 GO:OOO99§7 positive regulation of signal 3 447  4,12E-02
- - transduction
GOTERM_BP_5 G0:0031326 regulation of cellular biosynthetic 47 2346  4,20E-02
process
GOTERM BP 5 GO:OOO72.64 small GTPase mediated signal 3 447  4,78E-02
- - transduction
GOTERM_BP_5 G0:0008544 epidermis development 6 3,35  4,95E-02
GOTERM_CC_5 G0:0044459 plasma membrane part 34 18,99 6,22E-03
GOTERM CC 5 G0:0009897 external side of plasma 6 335 2 50E-02
- - membrane
GOTERM_CC_5 G0:0005887 integral to plasma membrane 19 10,61 3,88E-02
GOTERM_CC_5 G0:0031226 intrinsic to plasma membrane 19 10,61 4,66E-02
GOTERM_MF_5 G0:0008009 chemokine activity 8 4,47  4,24E-07
GOTERM_MF_5 G0:0042379 chemokine receptor binding 8 4,47  6,63E-07
GOTERM_MF_5 G0:0032561 guanyl ribonucleotide binding 11 6,15 6,47E-03
KEGG_ PATHWAY hsa040§0:Cytok|ne-cytoklne receptor 20 11,17 1,20E-08
interaction
KEGG_PATHWAY hsa04620:Toll-like receptor signaling pathway 11 6,15 3,17E-06
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Anzahl

Kategorie Term Gene % p Wert

KEGG_PATHWAY hsa04115:p53 signaling pathway 8 4,47  8,20E-05

KEGG PATHWAY hsa04621:NOD-like receptor signaling 7 391  383E-04
- pathway

KEGG_PATHWAY hsa04062:Chemokine signaling pathway 11 6,15 6,23E-04

KEGG PATHWAY hsa04622:RIG-I-like receptor signaling 7 391  7.97E-04
- pathway

KEGG_PATHWAY hsa04010:MAPK signaling pathway 12 6,70  2,81E-03

hsa05120:Epithelial cell signaling in

KEGG_PATHWAY HeIicobacteI: pylori infectiin ; 6 3,35 4,08E-03

KEGG_PATHWAY hsa04514:Cell adhesion molecules (CAMs) 8 4,47 4,45E-03

KEGG PATHWAY hsaO46§Q:NaturaI killer cell mediated 3 447  464E-03
- cytotoxicity

KEGG_PATHWAY hsa05200:Pathways in cancer 13 7,26 4,78E-03

KEGG_PATHWAY hsa05416:Viral myocarditis 6 3,35  4,92E-03

KEGG_PATHWAY hsa04660:T cell receptor signaling pathway 7 3,91 6,72E-03

KEGG PATHWAY hsa0467.2:lntestinal immune network for IgA 5 279 7,04E-03
- production

KEGG_PATHWAY hsa04623:Cytosolic DNA-sensing pathway 5 2,79 1,06E-02

KEGG_PATHWAY hsa04662:B cell receptor signaling pathway 5 2,79 2,97E-02

KEGG_PATHWAY hsa04640:Hematopoietic cell lineage 5 2,79  4,57E-02

KEGG_PATHWAY hsa04012:ErbB signaling pathway 5 2,79 4,73E-02

KEGG_PATHWAY hsa04210:Apoptosis 5 2,79 4,73E-02

REACTOME_PATHWAY REACT_13552:Integrin cell surface 6 335  1,43E-03

interactions
REACTOME_PATHWAY REACT_6900:Signaling in Immune system 9 5,03 8,58E-03

Tabelle 7.2 Uberreprisentierte funktionelle Gengruppen und Pathways, der vermindert exprimierten Gene
(native B25-MOL-Zellen vs. Wirkstoffzellen)

Gene, die eine verminderte Expression um einen Faktor von mindestens 3 aufwiesen, wurden mit Hilfe der

DAVID Datenbank einer funktionellen Gen-Annotationsanalyse unterzogen. Die erste Spalte gibt die Art der

Uberreprasentierten Kategorie wieder und die zweite Spalte die Bezeichnung der entsprechenden Kategorie. In

der dritten Spalte ist die Anzahl der Gene dokumentiert, die in dieser Kategorie hochreguliert sind. Die vierte

Spalte bezeichnet den prozentualen Anteil der regulierten Gene gegeniiber der Gesamtanzahl der Gene in
dieser Kategorie. Der modifizierte p-Wert des Fischers T-Test (EASE) wird von DAVID als MaR fir die
Uberreprasentierung der verschiedenen Kategorien verwendet.

Kategorie Term 2::::1' 9 p Wert

GOTERM_BP_5 G0:0000279 M phase 51 24,06 1,04E-41
GOTERM_BP_5 G0:0000087 M phase of mitotic cell cycle 43 20,28 9,45E-39
GOTERM_BP_5 G0:0007067 mitosis 42 19,81 1,09E-37
GOTERM BP 5 GO:OOO0.070 mitotic sister chromatid 11 519 1,05E-11

- - segregation

GOTERM_BP_5 G0:0006259 DNA metabolic process 25 11,79 1,00E-08
GOTERM_BP_5 G0:0006260 DNA replication 15 7,08 7,85E-08
GOTERM_BP_5 G0:0007093 mitotic cell cycle checkpoint 8 3,77 7,81E-07
GOTERM_BP_5 G0:0007051 spindle organization 8 3,77 1,08E-06
GOTERM_BP_5 G0:0010564 regulation of cell cycle process 11 5,19 1,25E-06
GOTERM_BP_5 G0:0065004 protein-DNA complex assembly 10 4,72 1,58E-06
GOTERM_BP_5 G0:0000075 cell cycle checkpoint 10 4,72 1,58E-06
GOTERM_BP_5 G0:0007346 regulation of mitotic cell cycle 12 5,66 2,45E-06
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H [+)
Kategorie Term Gene % p Wert
GOTERM BP 5 GO:OOO70?6 mitotic chromosome 5 236 1,40E-05
- - condensation
GOTERM_BP_5 G0:0007052 mitotic spindle organization 5 2,36 2,62E-05
GOTERM_BP_5 G0:0006281 DNA repair 14 6,60 4,41E-05
GOTERM_BP_5 G0:0006334 nucleosome assembly 8 3,77 7,23E-05
GOTERM BP 5 G0:0030071 regulation of rTn.totlc 5 236 1,31E-04
- - metaphase/anaphase transition
GOTERM_BP_5 G0:0034728 nucleosome organization 8 3,77 1,38E-04
GOTERM_BP_5 G0:0007126 meiosis 8 3,77 1,92E-04
GOTERM_BP_5 G0:0051327 M phase of meiotic cell cycle 8 3,77 1,92E-04
GOTERM_BP_5 G0:0010948 negative regulation of cell cycle 5 236 2 21E-04
process
GOTERM_BP_5 G0:0007088 regulation of mitosis 6 2,83 5,86E-04
GOTERM_BP_5 G0:0051783 regulation of nuclear division 6 2,83 5,86E-04
GOTERM BP 5 G.0:0006333 chromatin assembly or 3 377 9,23E-04
- - disassembly
GOTERM BP 5 GO:QO.314}01 positive regulation of protein 9 4,25 2 07E-03
- - modification process
GOTERM BP 5 (.30:00511.13.8 regulation of ubiquitin-protein 6 283 2 61E-03
- - ligase activity
GOTERM BP 5 GO:0.0.313.99 regulation of protein 11 519 332E-03
- - modification process
GOTERM BP 5 GO:OQ32270 pos.ltlve regulation of cellular 9 4,25 7 77E-03
- - protein metabolic process
GOTERM_BP_5 G0:0051329 interphase of mitotic cell cycle 6 2,83 8,51E-03
GOTERM_BP_5 G0:0043627 response to estrogen stimulus 6 2,83 9,21E-03
GOTERM_BP_5 G0:0006310 DNA recombination 6 2,83 9,21E-03
GOTERM_BP_5 G0:0051325 interphase 6 2,83 9,57E-03
GOTERM_BP_5 GO:0051.247 positive regulation of protein 9 4,25 9,88E-03
metabolic process
GOTERM BP 5 GO:OQ10§39 negative regulation of organelle 5 236 1.79E-02
- - organization
GOTERM BP 5 GO:0032.268 regulation of cellular protein 12 566 3 06E-02
- - metabolic process
GOTERM_BP_5 G0:0051246 regulation of protein metabolic 13 6,13 3,51E-02
process
GOTERM_BP_5 G0:0043009 chordate embryonic 9 4,25 4,99E-02
development
GOTERM_CC_5 G0:0005819 spindle 25 11,79 1,91E-21
GOTERM_CC_5 G0:0005694 chromosome 36 16,98 1,01E-19
GOTERM_CC_5 G0:0044427 chromosomal part 33 15,57 3,67E-19
GOTERM_CC_5 G0:0005634 nucleus 111 52,36  1,29E-17
GOTERM_CC_5 G0:0000793 condensed chromosome 21 9,91 1,45E-17
GOTERM_CC_5 G0:0015630 microtubule cytoskeleton 35 16,51 1,98E-16
GOTERM_CC_5 G0:0000775 chromosome, centromeric region 18 8,49 3,77E-14
GOTERM_CC_5 G0:0043232 intracellular non-membrane- 70 3302 2,34E-13
bounded organelle
GOTERM CC 5 GO:OOOO77'9 cor?densed chromosome, 14 6,60 3 39E-13
- - centromeric region
GOTERM_CC_5 G0:0044446 intracellular organelle part 89 41,98 1,95E-11
GOTERM CC 5 §0:0000777 condensed chromosome 12 566 3 67E-11
- - kinetochore
GOTERM_CC_5 G0:0043229 intracellular organelle 139 65,57 8,49E-11
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Kategorie Term Gene % p Wert
GOTERM CC 5 G0:0043231 intracellular membrane-bounded 129 60,85 2,03E-10
- - organelle
GOTERM_CC_5 G0:0044430 cytoskeletal part 36 16,98 3,11E-10
GOTERM_CC_5 G0:0000776 kinetochore 12 5,66 8,98E-10
GOTERM_CC_5 G0:0005815 microtubule organizing center 17 8,02 2,55E-08
GOTERM_CC_5 G0:0005856 cytoskeleton 40 18,87 4,50E-08
GOTERM_CC_5 G0:0044428 nuclear part 47 22,17 6,01E-08
GOTERM_CC_5 G0:0000922 spindle pole 8 3,77 8,24E-08
GOTERM_CC_5 G0:0000796 condensin complex 5 2,36 2,26E-07
GOTERM_CC_5 G0:0005813 centrosome 15 7,08 2,29E-07
GOTERM_CC_5 G0:0005874 microtubule 16 7,55 4,62E-07
GOTERM_CC_5 G0:0005876 spindle microtubule 7 3,30 7,01E-07
GOTERM_CC_5 G0:0031981 nuclear lumen 36 16,98 9,66E-06
GOTERM_CC_5 G0:0005654 nucleoplasm 24 11,32 1,34E-04
GOTERM_CC_5 G0:0070013 intracellular organelle lumen 37 17,45 2,85E-04
GOTERM_CC_5 G0:0000786 nucleosome 6 2,83 6,98E-04
GOTERM_CC_5 53;0044450 microtubule organizing center 5 236 3 57E-03
GOTERM_CC_5 G0:0005875 microtubule associated complex 6 2,83 5,83E-03
GOTERM_CC_5 G0:0000785 chromatin 8 3,77 7,41E-03
GOTERM_CC_5 G0:0000228 nuclear chromosome 7 3,30 9,95E-03
GOTERM_MF_5 G0:0032559 adenyl ribonucleotide binding 44 20,75 9,19E-12
GOTERM_MF_5 G0:0016462 pyrophosphatase activity 24 11,32 9,76E-07
GOTERM_MF_5 G0:0004672 protein kinase activity 13 6,13 1,67E-02
KEGG_PATHWAY hsa04110:Cell cycle 13 6,13 1,58E-09
KEGG_PATHWAY hsa04114:00cyte meiosis 8 3,77 8,49E-05
KEGG_PATHWAY hsa03030:DNA replication 5 2,36 3,87E-04
KEGG_PATHWAY hsa0491.4:Progesterone-mediated oocyte 6 283 1,43E-03
maturation

KEGG_PATHWAY hsa05322:Systemic lupus erythematosus 6 2,83 2,68E-03
REACTOME_PATHWAY REACT_152:Cell Cycle, Mitotic 34 16,04 4,87E-21
REACTOME_PATHWAY REACT_7970:Telomere Maintenance 8 3,77 3,14E-05
REACTOME_PATHWAY REACT_1538:Cell Cycle Checkpoints 9 4,25 4,65E-04
REACTOME_PATHWAY REACT_383:DNA Replication 8 3,77 1,02E-03
REACTOME_PATHWAY REACT_216:DNA Repair 7 3,30 6,63E-03
REACTOME_PATHWAY REACT_6850:Cdc20:Phospho-APC/C mediated 5 236 2.37E-02

degradation of Cyclin A

Tabelle 7.3 Vermindert exprimierte Gene, assoziiert mit dem Zellzyklus und dessen Regulation

Runterregulierte Gene, die zu (iberreprasentierten funktionellen Gruppen gehdren, die mit dem Zellzyklus

assoziiert sind. Neben dem Gensymbol und der Bezeichnung des Gens sind die Anderung der Expression (fold
change, FC) und der p-Wert (moderate t-statistic) angegeben.

Gensymbol Name FC p-Wert

PLIN2 adipose differentiation-related protein -3,52 1,39E-05
ANLN anillin, actin binding protein -4,36 1,28E-05
MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 -4,78 9,28E-06
ASF1A ASF1 anti-silencing function 1 homolog A (S. cerevisiae) -3,07 7,07E-05
ASPM asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated -6,35 2,23E-05
ATAD2 ATPase family, AAA domain containing 2 -3,55 2,67E-05
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ATADS ATPase family, AAA domain containing 5 -3,35 1,90E-04
AURKA aurora kinase A; aurora kinase A pseudogene 1 -5,56 1,14E-05
BIVM basic, immunoglobulin-like variable motif containing -3,82 1,86E-05
BRCA1l breast cancer 1, early onset -4,04 2,52E-05
BUB1B budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog beta (yeast) -4,02 1,42E-05
CASC5 cancer susceptibility candidate 5 -4,10 3,38E-05
CASP6 caspase 6, apoptosis-related cysteine peptidase -3,00 3,76E-05
CDK1 cell division cycle 2, G1to Sand G2to M -4,26 1,11E-04
CDC20 cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae) -4,18 4,30E-04
CDC7 cell division cycle 7 homolog (S. cerevisiae) -3,07 8,77E-05
CDCA2 cell division cycle associated 2 -3,45 4,11E-05
CDCA7 cell division cycle associated 7 -3,84 7,89E-06
CDCA7L cell division cycle associated 7-like -3,87 1,14E-05
CDCAS8 cell division cycle associated 8 -3,97 1,61E-05
CENPE centromere protein E, 312kDa -5,84 2,69E-05
CENPF centromere protein F, 350/400ka (mitosin) -4,64 2,10E-05
CENPI centromere protein | -9,05 1,56E-05
CEP78 centrosomal protein 78kDa -3,64 1,16E-05
C120rf48 chromosome 12 open reading frame 48 -3,66 4,91E-05
SKA3 chromosome 13 open reading frame 3 -3,92 5,84E-05
C13o0rf34 chromosome 13 open reading frame 34 -3,11 1,18E-04
Cl4orf106 chromosome 14 open reading frame 106 -5,07 9,53E-05
Cdorf27 chromosome 4 open reading frame 27 -4,36 2,83E-06
CIT citron (rho-interacting, serine/threonine kinase 21) -4,11 1,19E-05
CCDC111 coiled-coil domain containing 111 -4,17 3,50E-05
CCNA2 cyclin A2 -7,99 1,31E-05
CCNB1 cyclin B1 -5,88 1,16E-05
CCNB2 cyclin B2 -3,11 1,55E-04
CDKN3 cyclin-dependent kinase inhibitor 3 -4,58 9,22E-06
CKAP2 cytoskeleton associated protein 2 -5,40 1,67E-05
DEPDC1 DEP domain containing 1 -8,45 5,69E-06
DLGAP5 discs, large (Drosophila) homolog-associated protein 5 -7,63 5,54E-06
DCLRE1A DNA cross-link repair 1A (PSO2 homolog, S. cerevisiae) -3,51 2,24E-05
E2F8 E2F transcription factor 8 -4,61 7,74E-06
ERCCS excision repair.cross-complementing rodent repair deficiency, 3,45 4,78E-05

complementation group 5
EXO1 exonuclease 1 -3,12 3,74E-05
FANCI Fanconi anemia, complementation group | -3,07 2,27E-05
FIGN Fidgetin -4,15 1,01E-05
FOXM1 forkhead box M1 -3,86 7,35E-06
GINS1 GINS complex subunit 1 (Psf1 homolog) -3,31 1,18E-05
GPSM2 G-protein signaling modulator 2 (AGS3-like, C. elegans) -3,92 1,31E-05
HAUS6 HAUS augmin-like complex, subunit 6 -3,23 1,16E-04
HLTF helicase-like transcription factor -3,97 9,80E-06
ANP32A hepatopoietin'PCn127; fa\cidic (leucine-rich) nuclear 3,09 2 29E-05
phosphoprotein 32 family, member A

HIST1H1B histone cluster 1, H1b -5,32 1,01E-05
HIST1H2BF histone cluster 1, H2bi; H2bg; H2be; H2bc -3,84 5,81E-05
HIST1IH2BM histone cluster 1, H2bm -4,19 6,27E-06
HIST1H3B histone cluster 1, H3j; H3i; H3h; H3g; H3f; H3e; H3d; H3c; H3b; 3,08 1.90E-05

H3a; H2ad; histone cluster 2, H3a; H3c; H3d
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histone cluster 1, H3j; H3i; H3h; H3g; H3f; H3e; H3d;, H3c; H3b;
HISTLHSI H3a; H2ad; histone cJIuster 2, H33; §3c; H3d 427 7,89E-06
histone cluster 1, H4l; H4k; H4h; H4j; H4i; HAd; H4c; H4f; Hae;
HISTIHAL H4b; H4a; histone cluster 2, H4a; Héjlb histone cluster 4, H4; 3,26 2,56E-05
HIST2H2AB histone cluster 2, H2ab -3,80 1,13E-05
HJURP Holliday junction recognition protein -4,37 2,96E-06
HOXA2 homeobox A2 -3,12 1,68E-05
HOXA9 homeobox A9 -3,45 7,45E-05
KLHDC2 kelch domain containing 2 -3,06 3,65E-05
KIF11 kinesin family member 11 -5,67 1,28E-05
KIF14 kinesin family member 14 -4,88 2,92E-05
KIF15 kinesin family member 15 -3,53 4,43E-05
KIF18A kinesin family member 18A -3,03 7,16E-05
KIF20A kinesin family member 20A -8,38 1,74E-05
KIF20B kinesin family member 20B -5,63 2,75E-05
KIF2C kinesin family member 2C -4,10 3,60E-05
KIF4A kinesin family member 4B; kinesin family member 4A -3,81 1,90E-05
KIFC1 kinesin family member C1 -3,63 1,61E-05
KIFC1 kinesin family member C1 -3,73 3,12E-05
KNTC1 kinetochore associated 1 -3,28 2,27E-05
LMNB1 lamin B1 -6,75 1,16E-05
LRRCC1 leucine rich repeat and coiled-coil domain containing 1 -3,25 7,31E-05
LIN9 lin-9 homolog (C. elegans) -3,50 1,04E-04
LIAS lipoic acid synthetase -3,45 5,36E-05
MAD2L1 MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) -3,18 3,71E-05
MTBP Mdm?2, transformed 3T3 cell double minute 2 -3,30 4,25E-05
MND1 meiotic nuclear divisions 1 homolog (S. cerevisiae) -3,90 5,90E-05
MCM6 minichromosome maintenance complex component 6 -3,15 1,37E-05
MPHOSPH9 M-phase phosphoprotein 9 -3,22 2,09E-05
MSH?2 mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli) -3,99 1,42E-05
NDC80 NDC8.0.homoIog, kinetochore complex component (S. 4,34 5 61E-05
cerevisiae)
NEIL3 nei endonuclease VIll-like 3 (E. coli) -6,68 1,58E-05
NCAPD2 non-SMC condensin | complex, subunit D2 -4,60 3,77E-06
NCAPG non-SMC condensin | complex, subunit G -4,93 1,48E-05
NCAPD3 non-SMC condensin Il complex, subunit D3 -3,10 1,23E-05
NCAPG2 non-SMC condensin Il complex, subunit G2 -3,04 2,46E-05
NFIA nuclear factor I/A -3,81 1,16E-05
NUF2 NUF2, NDC80 kinetochore complex component, homolog -6,09 2,01E-05
PBK PDZ binding kinase -4,45 5,06E-05
PDZK1 PDZ domain containing 1 -3,08 2,23E-05
PLEKHA2 pleckstrin homology domain containing, family A member 2 -4,04 6,27E-06
PLK1 polo-like kinase 1 (Drosophila) -4,34 1,18E-05
PLK4 polo-like kinase 4 (Drosophila) -3,37 5,52E-05
POLE2 polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59 subunit) -3,75 3,04E-05
PRIM1 primase, DNA, polypeptide 1 (49kDa) -4,20 1,61E-05
PRC1 protein regulator of cytokinesis 1 -3,24 2,76E-05
rotein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 (APO-
PTPN13 E/CDQS (Zas)—asszciatZd phos’phatase) P P ( 3,34 1,16E-05
RAD54B RAD54 homolog B (S. cerevisiae) -5,40 2,27E-05
RFC1 replication factor C (activator 1) 1, 145kDa -3,23 3,51E-05
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RFC4 replication factor C (activator 1) 4, 37kDa -3,38 2,16E-05
RBL1 retinoblastoma-like 1 (p107) -3,06 7,35E-05
RRM2 ribonucleotide reductase M2 polypeptide -3,85 5,06E-05
RMI1 RMI1, RecQ mediated genome instability 1, homolog -3,31 1,98E-05
SGOL1 shugoshin-like 1 (S. pombe) -3,40 4,90E-05
SGOL2 shugoshin-like 2 (S. pombe) -4,40 4,75E-05
SIM1 single-minded homolog 1 (Drosophila) -3,10 2,43E-05
SPC25 SPC25, NDC80 kinetochore complex component, homolog -8,87 1,18E-05
SKP2 S-phase kinase-associated protein 2 (p45) -4,95 1,20E-05
SASS6 spindle assembly 6 homolog (C. elegans) -3,74 1,08E-04
SMC2 structural maintenance of chromosomes 2 -3,65 2,98E-05
SMC4 structural maintenance of chromosomes 4 -3,79 2,23E-05
TXNIP thioredoxin interacting protein -3,84 4,36E-06
TMPO Thymopoietin -4,81 1,68E-05
TOP2A topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa -8,99 1,89E-06
TPX2 TPX2, microtubule-associated, homolog (Xenopus laevis) -4,78 2,10E-05
TTK TTK protein kinase -6,41 3,22E-05
UBE2T ubiquitin-conjugating enzyme E2T (putative) -3,34 3,73E-05
WDHD1 WD repeat and HMG-box DNA binding protein 1 -3,83 8,90E-06
XRCC2 X-ray repair complementing defective repair in Chinese 371 1,70E-05

hamster cells 2

ZFHX4 zinc finger homeobox 4 -5,83 2,58E-06
ZNF107 zinc finger protein 248 -4,33 1,76E-05
ZNF138 zinc finger protein 107 -3,89 7,73E-05
ZNF248 zinc finger protein 138 -3,44 9,24E-05
ZNF680 zinc finger protein 680 -5,13 4,84E-05
ZNF724P zinc finger protein 724 pseudogene -4,23 4,88E-05
ZNF730 zinc finger protein 730 -4,31 4,62E-05
ZNF738 zinc finger protein 738 -3,07 1,24E-04

Tabelle 7.4 Tumorassoziierte Antigene mit hoher Expressionsstarke (S,; > 1024) in Wirkstoffzellen

Sonden-Set Gensymbol Entrez Bezeichnung Expressions-

ID Gene ID starke (Sint)
ATP-binding cassette, sub-family C

8008454 ABCC3 8714 (CFTR/MRP), member 3 1346,4

8028524 ACTN4 81 actinin, alpha 4 6199,2

8161755 ALDHIAL 216 aldehyde dehydrogenase 1 family, 4597 5
member Al

7994737 ALDOA 226 aldolase A, fructose-bisphosphate 1935,0

7989335 ANXA2 302 annex?n A2 pseudogene 3; annexin A2; 3046,7
annexin A2 pseudogene 1

8072735 APOL1 8542 apolipoprotein L, 1 2654,6
5-aminoimidazole-4-carboxamide

8048120 ATIC 471 ribonucleotide formyltransferase/IMP 1053,8
cyclohydrolase

8175835 BCAP31 10134 B-cell receptor-associated protein 31 1378,0

8065569 BCL2L1 598 BCL2-like 1 1357,7

8143417 BRAF 673 v-raf murine sarcoma viral oncogene 2165,9
homolog B1

8032380 BTBD2 55643 BTB (POZ) domain containing 2 12114
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Sonden-Set Gensvmbol Entrez Bezeichnun Expressions-

ID v Gene ID & starke (Syn)

7900382 CAP1 10487 CAP, adenylate cyclase-associated protein 29996
1 (yeast)

7942123 CCND1 595 cyclin D1 1919,4

8101212 CCNI 10983 cyclin | 29289

7939341 CD44 960 CD44 molecule (Indian blood group) 9300,5

7964522 CDK4 1019 cyclin-dependent kinase 4 14914

8119088 CDKN1A 1026 cyclln-d.ependent kinase inhibitor 1A 16257
(p21, Cipl)

7918825/ cold shock domain containing E1, RNA-

7918813 CSDE1 7812 binding 2537,1

7903786 CSF1 1435 colony stimulating factor 1 (macrophage) 1977,5
catenin (cadherin-associated protein),

8079021 CTNNB1 1499 beta 1, 88kDa 2388,1

8051583 CYP1B1 1545 cytochrome P450, family 1, subfamily B, 1705,9
polypeptide 1

8032730 EEF2 1938 eukaryotic translation elongation factor 2 5168,7

8016099 EETUD2 9343 eIongfat!on factor Tu GTP binding domain 16510
containing 2
epidermal growth factor receptor

8132860 EGFR 1956 (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) 2161,0
oncogene homolog, avian), ERBB

7912706 EPHA2 1969 EPH receptor A2 1872,5

7953981 ETV6 2120 ets variant 6 1031,8

8143663 EZH2 2146 enhancer of zeste homolog 2 (Drosophila) 1294,0

8058765 FN1 2335 fibronectin 1 8218,0

7910124/

8169740/ . .

8046515/ H3F3A 3020 H3 histone, family 3B (H3.3B) 1711,9

8102860

8177725/ major histocompatibility complex, class |,

8179034 HLAG 3135 G 5604,9

8118310/ .

8179322 HSPA1A 3303 heat shock 70kDa protein 1A 7034,6

8178086/

8179324/ HSPA1B 3304 heat shock 70kDa protein 1B 3213,7

8118314

8124848/

8179704/ IER3 8870 immediate early response 3 4660,7

8178435

8131666 ITGB8 3696 integrin, beta 8 2462,9

8015412 JUP 3728 junction plakoglobin 1320,0

8025828 LDLR 3949 low density lipoprotein receptor 2977,4

8018975 LGALS3BP 3959 Ie.ctlr'1, galact95|de-b|nd|ng, soluble, 3 1279,0
binding protein

7919751 MCLL 4170 myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2- 25576
related)

8135601 MET 4233 met proto-oncogene (hepatocyte growth 4100,0
factor receptor)

7991234 MFGES8 4240 milk fat globule-EGF factor 8 protein 1341,1

7951217 MMP7 4316 matrlx metallopeptidase 7 (matrilysin, 6874,1
uterine)

2998222 MRPL2S 10573 melanoma antlg'enp15, mitochondrial 1720,0
ribosomal protein L28

8047127 MYO1B 4430 myosin IB 1406,5
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nden-Set Entrez Expressions-
Sonden-Se Gensymbol € Bezeichnung pressions

ID Gene ID starke (Sint)
O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc)

8168316 0GT 8473 transfera'se (UDP-N-acetngIucc?samlne: 1502,1
polypeptide-N-acetylglucosaminyl
transferase)

7956593 059 10956 osteosarcoma amplified 9, endoplasmic 13286

reticulum associated protein
proliferation-associated 2G4, 38kDa;
7956152 PA2G4 5036 proliferation-associated 2G4 pseudogene  3004,3
4, ErbB3-binding protein 1
p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase

8084963 PAK2 5062 ) 1080,0
8143327 PARP12 64761 poly (ADP-ribose) polymerase family, 14173
member 12
8168500 PGK1 5230 phosphoglycerate kinase 1 2135,5
8091283 PLOD?2 5352 p.rocollagen—lysine, 2-oxoglutarate 5- 3140,9
dioxygenase 2
7989619 PPIB 5479 peptidylprolyl isomerase B (cyclophilin B)  4041,5
8129418 PTPRK 5796 protein tyrosine phosphatase, receptor 11212
type, K
8172154/
8013348/ RPS2 6187 ribosomal protein S2 6792,9
7998655/
8070194 RUNXL 361 acute myeloid !eu.kemia 1 protein, runt- 1282.2
related transcription factor 1
8138824 SCRN1 9805 secernin 1 1313,4
8146550 SDCBP 6386 syndecan binding protein (syntenin) 4097,8
8049827 SEPT2 4735 septin 2 1932,0
8108558 SLC35A4 113829 solute carrier family 35, member A4 1455,2
8057744 STATL 6772 signal t.rar?sducer and activator of 2230,9
transcription 1, 91kDa
8125713/
8180166/ TAPBP 6892 TAP binding protein (tapasin) 3455,7
8178977
8120880 TPBG 7162 trophoblast glycoprotein 2086,4
7902435 TPIL 7167 TPIl pseudogene; triosephosphate 2159,6
isomerase 1
8026513 TPM4 7171 tropomyosin 4 1454,6
8012304 TRAPPC1 58485 trafficking protein particle complex 1 1208,1
8129099 TSPYL1 7259 TSPY-like 1 1576,9
8169645 UBE2A 7319 ubiquitin-conjugating enzyme E2A (RAD6 2313,1
homolog)
7926368 VIM 7431 Vimentin 7504,8
Tabelle 7.5 Ergebnisse der Tagman® basierten qPCR-Analysen
Gensymbol ::t(l:\: ‘:/IVG(;: '(:’I\(/’I((::N - nativ) (S:dCt) FC (real) Sb ?t-"ll'v :srtt)
ANGPTL4 25,23 27,38 0,93 0,04 -1,90 0,01 0,0038
APAF1 27,38 27,51 -1,10 0,06 2,14 0,09 0,3915
APOL1 21,97 22,80 -0,40 0,14 1,32 0,13 0,4651
AURKA 26,916 0,3324 2,46 0,24 -5,49 0,92 0,0004
BAG3 27,41 26,50 -2,13 0,14 4,41 0,44 0,0461
BCL2L11 27,94 25,67 -3,49 0,19 11,34 1,52 0,0038
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Gensymbol L, MoN  (MoN-natn) (adcy PSSP (o)
BID 30,30 32,24 0,72 0,04 -1,65 0,02 0,2677
BIRC2 25,76 24,71 -2,27 0,05 4,83 0,17 0,0343
BIRC5 26,12 27,69 0,34 0,76 -1,11 0,44 0,0920
CASP2 24,63 26,30 0,44 0,03 -1,36 0,01 0,0043
CASP6 27,78 27,67 -1,34 0,04 2,53 0,06 0,4163
CASP8AP2 28,24 29,48 0,02 0,07 -1,01 0,05 0,0062
CCL2 23,53 25,98 1,22 0,06 -2,33 0,02 =

CCL20 35,67 22,88 -14,01 0,34 16.990,54 3.959,03 -

CCL28 26,26 27,25 -0,24 0,40 1,22 0,33 0,1193
CCL5 31,61 21,99 -10,85 0,30 1.886,08 384,55 0,0004
CCNA2 27,644 0,1504 4,13 0,24 -17,49 2,88 0,0009
CCND1 21,37 22,55 -0,04 0,04 1,03 0,03 0,2203
CCR7 31,28 30,79 -1,71 0,07 3,27 0,16 =

CD40 27,15 23,83 -4,55 0,04 23,49 0,69 0,0001
CD40LG 38,95 15,40 -24,77 0,13 28.671.843,79 2.616.274,56 =

CD44 19,73 20,33 -0,62 0,31 1,58 0,33 0,2715
CD58 29,88 30,29 -0,82 0,15 1,78 0,18 0,2667
CD70 24,30 25,03 -0,49 0,17 1,42 0,16 0,4523
CD80 37,13 16,38 -21,97 0,43 4.294.939,72 1.245.179,40 =

CDH1 25,61 25,67 -1,16 0,29 2,28 0,45 0,4607
CEACAM1 39,08 34,66 -5,64 0,08 50,10 2,62 =

CENPE 35,647 0,5297 1,64 0,99 -3,11 2,30 0,0258
CFLAR 24,31 23,48 -2,05 0,06 4,15 0,17 0,0215
CSF1 24,00 22,16 -3,07 0,04 8,38 0,26 0,0061
CSF2 32,99 15,71 -18,50 0,02 370.724,62 5.134,68 -

CX3CL1 23,58 21,54 -3,27 0,03 9,62 0,21 0,0005
CXCL1 25,84 23,20 -3,86 0,05 14,57 0,50 =

CXCL10 36,73 29,12 -8,83 0,09 457,19 29,81 0,0140
CXCL16 27,32 26,74 -1,80 0,19 3,51 0,46 0,4555
CXCL2 26,50 23,87 -3,85 0,10 14,45 0,99 0,0037
CXCL5 28,26 28,46 -1,02 0,04 2,03 0,06 0,1778
DAPK1 24,47 25,62 -0,07 0,11 1,05 0,08 0,0137
DEDD2 29,72 30,23 -0,71 0,32 1,68 0,36 0,2974
EGFR 26,063 0,3868 -0,91 0,52 1,88 0,40 0,3865
EPHA2 25,12 22,83 -3,52 0,16 11,53 1,28 0,0051
ERBB2 26,12 26,76 -0,59 0,09 1,50 0,10 0,0499
FAS 25,16 25,03 -1,36 0,15 2,57 0,27 0,1021
GADDA45A 37,14 33,66 -4,70 0,28 26,56 5,14 0,0267
GINS1 26,338 0,4796 1,20 0,31 -2,29 0,49 0,0135
GUCY1A3 25,45 26,32 -0,35 0,20 1,29 0,18 0,0777
:-lclsjrf68) 28,27 30,81 1,32 0,15 -2,48 0,04 0,0018
HLA-A 23,46 21,76 -2,92 0,02 7,59 0,10 -

HLA-B 26,59 23,96 -3,85 0,07 14,46 0,73 =

HLA-C 25,64 24,87 -1,99 0,07 3,98 0,19 0,0467
HLA-E 24,46 23,20 -2,48 0,02 5,57 0,07 0,0034
HLA-F 33,47 34,71 0,02 0,12 -1,01 0,08 0,4697
HLA-G = = = = = = =

::iﬁig' 24,83 24,23 24,93 0,00 3,66 0,95 0,0381
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censymbol [0 UGN (MoN-natv) (aacy POl s ferest
ICAM1 27,27 26,49 -1,82 0,38 4,03 0,42 -
ICOSLG 29,612 0,6376  -2,66 0,16 6,30 0,71 0,0708
IL12A 30,75 28,54 -2,00 0,15 10,94 1,53 0,0036
IL12B 37,53 36,63 -3,44 0,20 4,58 1,43 0,4868
IL6 27,37 22,62 2,12 0,47 64,66 15,85 0,0014
IL7 29,13 17,63 -5,97 0,36 6.900,31 1.214,41 0,0000
IL8 29,06 20,87 -12,73 0,26 711,17 199,53 -
KITLG 25,46 25,94 -9,41 0,42 1,75 0,50 -
LIF 25,17 24,58 -0,75 0,42 3,59 0,74 0,1657
LIFR 28,15 28,47 -1,81 0,30 1,90 0,31 0,1169
MAGEA1 3834 0,00 -0,90 0,24 - - -
MAGEA3 0,00 0,00 -13,41 0,00 - - -
MET 20,57 23,18 24,93 0,00 -2,58 0,07 0,0147
MICB 27,59 25,94 1,39 0,25 7,42 1,22 0,0011
MUC1 28,47 29,12 -2,87 0,24 1,49 0,13 0,0004
NAIP 0,00 36,60 -0,57 0,12 - - -
NDC80 27,81 30,12 35,37 0,38 -1,97 0,19 0,0211
NFKB1 25,09 23,30 1,09 0,58 8,15 0,80 0,0007
NFKB2 25,68 23,27 -3,02 0,14 12,49 1,51 -
NFKBIA 2591 21,97 -3,63 0,18 36,52 6,64 -
NFKBIB 26,65 25,55 -5,17 0,27 5,06 0,66 0,0094
NFKBIE 29,83 27,04 -2,33 0,19 16,46 3,20 0,0009
NRP2 23,70 26,47 -4,01 0,28 -2,88 0,05 0,0920
PLIN2 21,64 22,19 1,54 0,21 1,62 0,23 0,0513
PMAIP1 26,32 21,89 -0,68 0,21 50,60 5,92 0,0003
POLE2 31,897 0,3808 1,96 0,22 -3,88 0,60 0,0027
REL 3324 31,26 0,80 0,37 9,63 2,78 0,0190
RELA 24,46 23,86 -5,65 0,17 3,57 0,50 0,0548
RELB 28,49 30,52 -1,82 0,20 -1,69 0,15 .
RGS2 26,18 27,42 -3,21 0,43 1,02 0,26 0,4971
RIPK2 24,79 22,56 0,01 0,37 11,40 3,26 0,0071
TAP1 26,07 24,40 -3,45 0,42 7,51 1,10 -
TERT 33,63 35,49 -2,89 0,21 -1,44 0,26 -
TLR2 36,12 33,16 0,64 0,57 18,21 1,35 0,0001
TNF 32,77 28,20 -3,36 0,58 58,29 17,85 .
TNFRSFI0A 27,35 28,41 -4,18 0,11 1,18 0,39 0,4955
TNFRSF10B 23,02 21,78 -5,79 0,46 5,65 1,16 0,0123
TNFRSF1A 28,17 28,41 -0,16 0,49 2,16 0,89 0,1829
TNFRSF21 2414 24,57 -2,47 0,30 1,83 0,59 0,3287
TNFRSF9 26,46 23,73 -0,98 0,63 15,63 2,13 -
TNFSF10 22,42 21,68 -0,79 0,49 3,93 0,40 0,1915
TP53BP2 24,90 24,15 -3,95 0,20 3,98 0,54 0,0629
ULBP3 27,92 26,63 -1,97 0,15 5,77 0,96 -
VCAM1 25,74 24,13 -1,98 0,20 7,61 2,63 -
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Tabelle 7.6 Liste regulierter Gene - Elektroporation w/o DNA vs. native B25-MOL-Zellen

Wabhrscheinlichkeit fir

Sonden-Set ID Gensymbol FC p-Wert ..
Expressionsdanderung
8102328 CFI -4.72 2.40E-05 1.0000
8111271 CDH9 -4.71 2.40E-05 1.0000
7975779 FOS -4.61 4.84E-03 0.6470
8128618 RNU6 -3.88 3.80E-04 0.9942
8095395 UGT2B7 -3.72 5.93E-04 0.9866
8057578 CALCRL -3.69 8.25E-04 0.9751
8092682 SST -3.59 3.91E-04 0.9939
8092523 EHHADH -3.50 3.18E-04 0.9962
8100758 UGT2B7 -3.48 4.78E-03 0.6542
8124337 SLC17A1 -3.48 7.67E-05 0.9998
8174610 LRCH2 -3.45 6.23E-05 0.9999
7965322 KITLG -3.41 2.39E-04 0.9980
8060997 SPTLC3 -3.30 7.10E-05 0.9998
8014066 EVI2A -3.26 2.01E-03 0.8939
8000757 DOC2A -3.18 1.08E-04 0.9995
8065071 FLRT3 -3.14 1.75E-04 0.9988
8111772 DAB2 -3.09 1.08E-04 0.9995
8094441 SLC34A2 -3.01 1.36E-04 0.9993
8117106 RNF144B -3.01 1.17E-04 0.9994
7966052 CRY1 3.00 8.74E-05 0.9997
7903358 VCAM1 3.05 8.74E-05 0.9997
8047738 NRP2 3.12 5.72E-04 0.9878
7981020 ASB2 3.14 2.68E-04 0.9976
8093104 TMA4SF19 3.16 1.08E-04 0.9995
8012896 PMP22 3.16 6.23E-05 0.9999
8021169 LIPG 3.17 5.83E-05 0.9999
8116952 RNU1 3.30 1.43E-03 0.9359
8037374 PLAUR 331 5.37E-05 0.9999
8095744 AREG 3.40 4.58E-04 0.9916
8152617 HAS2 3.40 7.10E-05 0.9998
7899502 RNU11 3.42 1.08E-04 0.9995
8005707 MAP2K3 3.43 5.37E-05 0.9999
7914938 SNORA63 3.43 2.92E-03 0.8175
8014755 SNORA21 3.58 3.18E-04 0.9961
7976425 0TUB2 3.73 1.75E-04 0.9989
8147145 ATP6VOD2 3.95 1.95E-03 0.8980
8135069 SERPINE1 4.29 2.40E-05 1.0000
7899392 SCARNA1 4.35 2.39E-04 0.9980
8150509 PLAT 5.36 2.40E-05 1.0000
8099850 TMEM156 5.39 2.83E-04 0.9973
8041422 RASGRP3 6.02 6.09E-05 0.9999
7938291 SNORA3 6.33 1.73E-04 0.9990
8108627 VTRNA1-1 6.94 7.47E-03 0.4712
8067040 NFATC2 7.58 2.40E-05 1.0000
8021081 SLC14A1 7.91 2.40E-05 1.0000
8026875 SNORA68 8.03 7.10E-05 0.9998
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Wabhrscheinlichkeit fiir

Sonden-Set ID Gensymbol FC p-Wert .
Expressionsianderung

7938329 SNORA23 10.63 3.18E-04 0.9961

8130578 SNORA20 12.86 2.40E-05 1.0000

Tabelle 7.7 Uberreprésentierte funktionelle Gengruppen und Pathways der verstirkt exprimierten Gene, aus
der Gegeniiberstellung der Genexpressionslevel elektroporierten (EPO) und vierfach transfizierten (4xTx) B25-

MOL-Zellen
. Anzahl |
Kategorie Term Gene % p Wert
GOTERM BP 5 G.O:OO45_63.7 regulation of myeloid cell 5 641  3,47E-04
- - differentiation
GOTERM BP 5 GO':00£'31249 regulation of lymphocyte 5 641  550E-03
- - activation
GOTERM BP 5 GO.:OO(.)2694 regulation of leukocyte 5 641  820E-03
-~ activation
KEGG PATHWAY hs.a046.70:Leukocyte transendothelial 5 641  7,47E-03
- migration
GOTERM_BP_5 G0:0006935 chemotaxis 8 10,26 1,07E-05
GOTERM_MF_5 G0:0008009 chemokine activity 7 8,97  4,29E-08
GOTERM_MF_5 G0:0042379 chemokine receptor binding 7 8,97 6,34E-08
KEGG PATHWAY hsaO40§O:Cytok|ne-cytoklne receptor 16 2051 2,48E-11
- interaction
KEGG_PATHWAY hsa04062:Chemokine signaling pathway 9 11,54 2,30E-05
GOTERM_BP_5 G0:0042981 regulation of apoptosis 16 20,51 3,98E-06
GOTERM BP 5 G0:0043067 regulation of programmed cell 16 2051 4,50E-06
- = death
GOTERM_BP_5 G0:0043066 negative regulation of apoptosis 8 10,26 1,46E-03
GOTERM BP 5 G0:0043069 negative regulation of 3 10,26 1,58E-03
- - programmed cell death
GOTERM_BP_5 G0:0060548 negative regulation of cell death 8 10,26 1,60E-03
GOTERM_BP_5 G0:0006916 anti-apoptosis 6 7,69 3,03E-03
GOTERM BP 5 GO0:0051173 posmv.e regulation of nitrogen 13 16,67 4,47E-05
- - compound metabolic process
GOTERM BP 5 GO:(.)0082.85 negative regulation of cell 10 12,82 505E-05
- = proliferation
GOTERM_BP_5 G0:0031347 regulation of defense response 7 8,97  6,06E-05
GOTERM BP 5 G'0:003132'8 positive regulation of cellular 13 16,67 812E-05
- = biosynthetic process
GOTERM BP 5 G.0:000989.1 positive regulation of 13 16,67 9,32E-05
- - biosynthetic process
GOTERM_BP_5 G.O:OO45.59.7 positive regulation of cell 3 10,26 1,06E-04
differentiation
GOTERM_BP_5 G0:0002697 regulation of immune effector 6 769  1,19E-04
process
GOTERM_BP_5 G0:0050900 leukocyte migration 5 6,41 1,56E-04
GOTERM BP 5 GO:0031'325 positive regulation of cellular 14 17.95 2,19E-04
- - metabolic process
GOTERM_BP_5 G0:0032103 !oosmve regulation of response 5 6,41 2 45E-04
to external stimulus
GOTERM_BP_5 G0:0031349 positive regulation of defense 5 641  4,07E-04
response
GOTERM_BP_5 G0:0050727 regulation of inflammatory 5 641  4,75E-04
response
GOTERM_BP_5 G0:0045935 positive regulation of 10 12,82 2,73E-03

nucleobase, nucleoside, nucleotide and
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Anzahl

H 0,
Kategorie Term Gene % p Wert
nucleic acid metabolic process
GOTERM BP 5 G0:0010557 p05|’F|ve regulétlon of 10 12,82 3,736-03
- - macromolecule biosynthetic process
GOTERM BP 5 GO:O(?32270 pos.ltlve regulation of cellular 6 769  511E-03
- - protein metabolic process
GOTERM_BP_5 G0:0030097 hemopoiesis 6 7,69  5,39E-03
GOTERM_BP_5 GO:0051.247 positive regulation of protein 6 769 6,09E-03
metabolic process
GOTERM_BP_5 GO:0019628 positive regulation of gene 9 11,54 627E-03
expression
GOTERM BP 5 G0:0010604 positive regulatlon of 11 14,10 7,12E-03
- - macromolecule metabolic process
GOTERM_BP_5 G0:0048534 hemopoietic or lymphoid organ 6 769  805E-03
development
GOTERM_BP_5 G0:0016477 cell migration 6 7,69  1,03E-02
GOTERM_BP_5 GO:004.59.41 positive regulation of 3 10,26 1,78E-02
transcription
GOTERM_BP_5 G0:0045596 negative regulation of cell 5 641  1,99E-02

differentiation

206



Erklarung

Hiermit erklare ich, Kerstin Heinrich, an Eides statt, dass die hier vorliegende Dissertation mit
dem Thema ,Genexpressionsprofil einer vierfach transient genmodifizierten
Nierenkarzinomzelllinie” selbst verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und
Hilfsmittel benutzt, ohne die (unzuldssige) Hilfe weiterer Personen verfasst und auch in Teilen

keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.

Datum Unterschrift

207



Danksagung

Mein Dank gilt in erster Linie Prof. Burghardt Wittig und Dr. Christiane Kleuss unter deren
Anleitung die hier vorliegende Arbeit am Foundation Institute for Molecular Biology and
Bioinformatics angefertigt wurde. Die Zusammenarbeit war und ist duferst lehrreich und
konstruktiv und ich bin dankbar fiir das entgegengebrachte Vertrauen und die stetige
Motivation. lhre Bereitschaft Probleme zu analysieren und Ergebnisse zu diskutieren hat

malgeblich zum Erfolg dieser Arbeit beigetragen.

Ich mochte mich bei allen Kollegen der Firma Mologen AG herzlich fiir die entspannte und
freundschaftliche Arbeitsatmosphire bedanken; besonders hervorheben mdchte ich hier
»Meine Madels” Jaquceline, Nadine, Stefanie, Lisa, Melanie und Katharina und mich fir ihre
moralische und tatkraftige Unterstiitzung bei der Laborarbeit bedanken. Ihre Freundschaft und

Hilfsbereitschaft hat mir die Durchfiihrung dieser Promotion sehr erleichtert.

Herrn Prof. Raffaele Calogero und seiner Arbeitsgruppe an der Universitadt Turin gilt mein Dank
fiir die Einfiihrung in die Arbeit mit R, dem Bioconductor und OnechannelGUI. Der Kurs an dem
ich hier teilnehmen durfte war mir eine groRe Hilfe und Erleichterung bei der Analyse und

Auswertung der Microarray-Daten.

Ein besonderer Dank gebihrt meiner Familie, die mich lber die langen Jahre meines Studiums
bis heute bedingungslos unterstiitzt und motiviert hat. Ganz besonders mdéchte ich mich bei
meinem Mann Armin bedanken, fiir seine Liebe und Geduld sowie die Ermutigung immer
weiter voranzuschreiten. Ohne seine Unterstlitzung und die meiner Familie ware die
Durchfiihrung dieser Promotion nicht moglich gewesen. Ein besonderer Dank gilt meinem
Bruder Stefan, der mich bei der Optimierung des Layouts und der Eliminierung der letzten
Macken tatkraftig zur Seite stand. AuBerdem mdchte ich meinen Freunden danken, die mich

steht’s motiviert und unterstiitzt haben und scheinbar nie an mir zweifeln.

208



	Zusammenfassung
	Abstract
	Inhaltsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis

	1 Einleitung
	1.1 Das Nierenzellkarzinom
	1.1.1 Charakteristika des Nierenzellkarzinoms
	1.1.2 Immunogenität des Nierenzellkarzinoms
	1.1.3 Therapie des Nierenzellkarzinoms

	1.2 MGN1601
	1.2.1 MGN1601 Wirkmechanismus

	1.3 DNA-Microarrays als Mittel zur Genexpressionsanalyse
	1.3.1 Human GeneChip® 1.0 ST (Affymetrix Inc.)
	1.3.2 Array-Hybridisierung
	1.3.3 Datenanalyse von Affymetrix GeneChips
	1.3.3.1 Präprozessierung
	1.3.3.2 Filterung der Daten
	1.3.3.3 Identifizierung differentiell exprimierter Gene

	1.3.4 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse
	1.3.4.1 Zellzyklus und Apoptose
	1.3.4.2 Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten
	1.3.4.3 Zytokine und Chemokine
	1.3.4.4 Antigenprozessierung und Antigenpräsentation
	1.3.4.5 Tumorassoziierte Antigene (TAA)
	1.3.4.6 NK-Zellinteraktion


	1.4 Zielsetzung der Arbeit

	2 Material
	2.1 Geräte
	2.2 Verbrauchsmaterialien
	2.3 Chemikalien
	2.4 Medien und Zusätze
	2.5 Lösungen, Puffer und Kits
	2.5.1 Zellkultivierung
	2.5.2 Zellseparation mit MACS® Zell-Separationssystem
	2.5.3 ELISA
	2.5.4 Bead Array
	2.5.5 Molekularbiologische Materialien

	2.6 Zelllinie
	2.7 Software
	2.8 Antikörper
	2.9 Primer und Sonden für Taqman® qPCR
	2.10 Taqman® Gene Expression Assays
	2.11 Vektoren

	3 Methoden
	3.1 Zellbiologische Methoden
	3.1.1 Kultivierung von B25-MOL-Zellen
	3.1.2 Auftauen von Zellen
	3.1.3 Kryokonservierung von Zellen
	3.1.4 Gentransfer mittels Elektroporation
	3.1.5 Anreichern transfizierter Zellen mittels paramagnetischer Zellseparation
	3.1.5.1 Eliminierung der toten Zellen
	3.1.5.2 Anreichern der CD80 und CD154 exprimierenden Zellen

	3.1.6 Bestrahlung der Zellen
	3.1.7 Durchflusszytometrische Analyse von Zelloberflächen-Antigenen
	3.1.8 Nachweis sezernierter Antigene mittels ELISA
	3.1.9 Nachweis sezernierter Antigene mittels Bead Array

	3.2 Molekularbiologische Methoden
	3.2.1 Gesamt-RNA-Extraktion
	3.2.2 RNA Agarose-Gelelektrophorese
	3.2.3 Generierung von cDNA mittels reverser Transkription
	3.2.4 Quantitative Taqman® PCR
	3.2.4.1 Bestimmung der qPCR-Effizienz
	3.2.4.2 Auswertung der Taqman® qPCR-Ergebnisse
	3.2.4.3 Komparative ΔΔCt-Methode


	3.3 Genexpressionsanalyse mit dem Human GeneChip® 1.0 ST
	3.3.1 Bioinformatische Auswertung der Affymetrix GeneChip 1.0 ST
	3.3.2 Bildverarbeitung und Präprozessierung der Affymetrix-Daten
	3.3.3 Datenfilterung und Identifizierung differentiell exprimierter Gene
	3.3.4  Zuordnung der Gen-Annotationen
	3.3.5 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse
	3.3.6  Heat Map Darstellung

	3.4 Statistische Verfahren zur Ermittlung der Korrelation

	4 Ergebnisse
	4.1 Optimierung der Gentransfer-Bedingungen
	4.1.1 Transfektionsparameter und Mengen an Vektor-DNA in Einzeltransfektionen
	4.1.2 Vektor-DNA-Mengenverhältnisse im Mix der vierfach Transfektion

	4.2 Generierung der RNA-Proben
	4.3 Quantität und Qualität der RNA-Proben
	4.4 Differentielle Expressionsanalyse unter Verwendung des Affymetrix Human GeneChip® ST 1.0
	4.4.1 Qualitätskontrolle, Präprozessierung und Filterung

	4.5 Analyse der differentiellen Genexpression: Vergleich der nativen B25-MOL-Zellen mit den Wirkstoffzellen
	4.5.1 Identifizierung differentiell exprimierter Gene
	4.5.2 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse
	4.5.2.1 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse verstärkt exprimierter Gene
	Apoptose
	Zytokine und Chemokine
	Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten
	Antigen-Prozessierung und Antigen-Präsentation in Wirkstoffzellen
	NK-Zell-Interaktion
	4.5.2.2 Funktionelle Gen-Annotationsanalyse vermindert exprimierter Gene
	Regulation des Zellzyklus
	4.5.2.3 Gengruppe Tumor-assoziierter Antigene (TAA)


	4.6 mRNA-Expressionsnachweis mittels Taqman® basierter qPCR
	4.7 Proteinnachweis einiger ausgewählter Gene
	4.7.1 Zelloberflächenproteine
	4.7.2 Sezernierte Proteine

	4.8 Einfluss der einzelnen Herstellungsschritte auf das Expressionsmuster der B25-MOL-Zellen
	4.8.1 Einfluss der Elektroporation
	4.8.2 Einfluss der vier eingebrachten Expressionskassetten
	4.8.3 Einfluss der Bestrahlung
	4.8.4 Einfluss des Einfrier- und Auftauprozesses


	5 Diskussion
	5.1 Experimentelles Design
	5.2 Methodische Diskussion
	5.2.1 Quantität und Qualität der verwendeten Proben
	5.2.2 Quantitative Taqman® PCR
	5.2.3 Affymetrix GeneChip® Human Gene 1.0 ST
	5.2.4 Verifizierung der Microarray-Daten mittels quantitativer Taqman® PCR
	5.2.5 Korrelation zwischen  RNA-  und Proteinexpression
	5.2.5.1 Diskrepanzen der ermittelten Expressionsniveaus der vier eingebrachten Expressionskassetten


	5.3 Differentielles Genexpressionsprofil der Wirkstoffzellen
	5.3.1 Regulation des Zellzyklus und der Apoptose
	5.3.2 Pro- und anti-inflammatorische Wirkung von Zytokinen und Chemokinen
	5.3.3 Regulation der Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten
	5.3.4 Antigen-Prozessierung und -Präsentation in den Wirkstoffzellen
	5.3.5 Regulation der NK-Zell Immunantwort
	5.3.6 Expression Tumor-assoziierter Antigene

	5.4 Einfluss der einzelnen Herstellungsschritte auf das Expressionsmuster der Wirkstoffzellen
	5.4.1 Einfluss der Elektroporation auf das Expressionsmuster der Zellen
	5.4.2 Einfluss der vier MIDGE®-DNA-Vektoren auf das Expressionsmuster der Zellen
	5.4.3 Einfluss der Bestrahlung und des Einfrierprozesses auf das Expressionsmuster der Zellen

	5.5 „Schleichende“ Veränderungen des Expressionsmusters
	5.6 Schlussfolgerungen

	6 Literatur
	7 Anhang
	7.1 Tabellen
	Erklärung
	Danksagung


