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1. Einleitung
1.1 Zytotoxische T-Lymphozyten und ihre Effektormechanismen

1.1.1 Zytotoxische T-Lymphozyten

Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) sind wichtige Effektorzellen bei der
Immunabwehr von Viren, intrazellularen Bakterien und Tumoren (Russell and
Ley 2002). Nach antigenspezifischer Erkennung der Zielzelle sezernieren sie
ihre zytotoxischen Granula in die so genannte immunologische Synapse und

induzieren so den Tod der Zielzelle (Grakoui et al. 1999).

Wie bei anderen T-Lymphozyten findet die Differenzierung der CTL im Thymus
statt. Dort erwerben sie ihren spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR). Bei 95% der
T-Lymphozyten ist der TCR aus einer a- und einer B-Kette zusammengesetzt.
Bei den restlichen T-Zellen besteht er aus einer y- und einer 3-Kette. Die af3-T-
Zellen sind fur die meisten T-Zell-vermittelten Immunantworten verantwortlich.
Uber die Funktion der y5-T-Zellen ist sehr viel weniger bekannt. Sie befinden
sich vor allem in den Epithelien der Epidermis und des Dinndarms (Marrack
and Kappler 1987).

Der TCR ist mit dem Proteinkomplex CD3 assoziiert, welcher fur die
Signaltransduktion verantwortlich ist. Die CTL tragen das CD8-Molekil auf der
Oberflache, welches als Co-Rezeptor an den MHC-Klasse-I-Komplex bindet.
Andere Oberflachenmolekile der CTL (z.B. CD2, CD28) spielen eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung der CTL nach Antigenerkennung durch den TCR. CTL
sind aul3erstande, freie Antigene zu erkennen, diese mussen ihnen von MHC-
Molekulen auf anderen Zellen préasentiert werden (Groscurth and Filgueira
1998).



1.1.2 Die MHC-Molekile

Die MHC-Molekule binden fremde oder zelleigene Peptide und prasentieren sie
den T-Lymphozyten (Maffei et al. 1997). Man unterscheidet zwei Klassen von
MHC-Molekilen: MHC-Klasse-I-Molekille und MHC-Klasse-II-Molekiile. Beides
sind Transmembran-Molekile, welche von Ribosomen am rauen
endoplasmatischen Retikulum synthetisiert werden (Kvist et al. 1982). MHC-
Klasse-I-Molekile werden von praktisch allen Zellen exprimiert. Sie
prasentieren zelleigene Peptide. Dies ermdglicht den CTL zu Uberprifen, ob die
Zellen mit Viren infiziert sind oder ob sie veranderte Proteine exprimieren, wie
es zum Beispiel in Tumorzellen der Fall sein kann. Die MHC-Klasse-II-Molekiile
befinden sich an der Oberflache von professionellen antigenpréasentierenden
Zellen (APC), zu diesen zahlen zum Beispiel die dendritischen Zellen. Die APC
prasentieren den CTL urspringlich extrazellulare Peptide, die zum Beispiel Uber
Endozytose in die Zelle aufgenommen worden sind (Ackerman and Cresswell
2004).

1.1.3 Aktivierung der zytotoxischen T-Lymphozyten

Die Zerstérung von Zielzellen setzt eine antigenspezifische Aktivierung der CTL
voraus. Dies geschieht durch Interaktionen der CTL mit dem MHC-Klasse-I-
Komplex auf der das Antigen prasentierenden Zelle. Fur die Aktivierung ist
zunachst eine antigenspezifische Interaktion zwischen peptidbeladenem MHC-
Klasse-I-Molekil und dem TCR notwendig. Diese Interaktion wird durch den
CD8-Co-Rezeptor stabilisiert (Jones et al. 1998). Fur die Aktivierung sind noch
co-stimulatorische Signale nétig. Diese werden zum Beispiel durch die
Interaktion des CD28 auf den T-Zellen mit einem Molekul der B7-Familie auf

den antigenprasentierenden Zellen ausgelost (Lenschow et al. 1996).

Auch Tumorzellen prasentieren veranderte Proteine, die als Antigen fungieren
konnen. Diese so genannten Tumorantigene werden in den Tumorzellen

vermehrt oder ausschliel3lich exprimiert und den CTL auch auf den MHC-



Klasse-I-Molekilen prasentiert. Diese Tumorantigene kdnnen in verschiedene

Gruppen eingeteilt werden. Dies sind:

1. Tumorspezifische Antigene, wie Melanozyten-Antigen (MAGE), G-
Antigen (GAGE) und B-Antigen (BAGE). Dies sind Antigene, die von
vielen verschiedenen Tumoren exprimiert werden. Sie werden sonst im
gesunden Gewebe nur in Zellen des Hodens und der Plazenta

exprimiert.

2. Differenzierungsantigene sind nur in bestimmten Zelltypen exprimiert.
Fur Melanomzellen wurden verschiedene Differenzierungsantigene

beschrieben, wie zum Beispiel Melan-A/Mart-1, gp100 und gp75.

3. Tumorspezifische Antigene, welche durch Punktmutationen in den

einzelnen Tumoren entstehen.
4. Uberexpression ubiquitarer Antigene, wie zum Beispiel Her-2/neu.

5. Virale Antigene, bei virusinduzierten Tumoren, wie zum Beispiel das

humane Pappilomavirus.
(Boon and van der Bruggen 1996; Boon et al. 1994).

Den CTL mussen diese Antigene prasentiert werden, damit sie aktiviert werden.
Ein Weg ist, dass die Tumorzelle in die sekundaren lymphatischen Organe
migriert und dort den CTL direkt das Antigen Uber die MHC-Klasse-I-Molekiile
prasentiert (Ochsenbein 2005). Dies ist jedoch eher sehr selten der Fall, da die
meisten Tumorzellen nicht die notwendigen co-stimulatorischen Molekile

haben.

Antigenprasentierende Zellen nehmen in der Peripherie Tumorzellbestandteile
von zugrunde gegangenen Tumorzellen auf und prozessieren diese. Die APC
wandern dann zu den Lymphknoten und prasentieren dort tber ihre MHC-
Klasse-1I-Molekile diese Antigene und aktivieren so T-Helferzellen, welche
dann durch Sekretion von Zytokinen zur Aktivierung von CTL beitragen konnen
(Schirrmacher et al. 1993).

Eine Mdglichkeit, wie den CTL Tumor-Antigene prasentiert werden, ist die so

genannte Kreuzprasentation. Dies erlaubt den dendritischen Zellen, exogene
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Antigene, die normalerweise Uber MHC-Klasse-1I-Molekile prasentiert werden,
Uber MHC-Klasse-I-Molekile zu prasentieren und so die CTL zu aktivieren

(Ackerman and Cresswell 2004).

1.1.4 Effektormechanismen der zytotoxischen T-Lymphozyten

CTL konnen infizierte oder transformierte Zellen Uber mindestens zwei
unterschiedliche Mechanismen toten. Zum einen durch Exozytose von
zytotoxischen Granula, zum anderen Uber die Aktivierung von so genannten
Todesrezeptoren (Henkart 1994; Lowin et al. 1994).

Im letzteren Fall fuhrt die Aktivierung des TCR zur Expression von
Todesrezeptorliganden der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) Superfamilie (wie zum
Beispiel dem Fas-Liganden (FasL)), welche zu einer Quervernetzung der
Todesrezeptoren auf den Zielzellen fuhrt und dadurch den Zelltod einleitet
(Hanabuchi et al. 1994; Henkart 1994). Die Aktivierung von so genannten
Todesrezeptoren aktiviert in den Zellen Caspasen und leitet so die Apoptose
ein (Nagata and Golstein 1995). Der andere Weg ist der Granula-Exozytose-
Weg. Dabei werden zytotoxische Granula durch die Effektorzellen sezerniert,
welche Perforin und Granzyme enthalten. Von den Granzymen ist Granzym B
das bekannteste. Es fuhrt in der Zelle zu einer Aktivierung von Caspasen,

welche dann zur Apoptose der Zelle fihren (Lord et al. 2003).

Es wird aber auch auf eine von Caspasen unabhangige Weise der Zelltod

eingeleitet (Sarin et al. 1997).

Auch dem Perforin wird eine entscheidende Rolle bei dem durch Granula
vermittelten Zelltod durch CTL zugeschrieben. Perforin-defiziente Mause sind in
vitro nicht fahig, virusinfizierte Zellen zu lysieren oder transformierte Zellen zu
zerstoren (Kagi et al. 1994). Aullerdem entwickeln diese Mause haufiger
spontane Lymphome (Smyth et al. 2000). Trotz intensiver Forschungen ist der
genaue Wirkmechanismus des Perforins immer noch nicht bekannt. Nach der
Aktivierung der CTL durch die Zielzelle kommt es zu einer Degranulation, bei

der Perforin und die anderen Komponenten der zytotoxischen Granula
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freigesetzt werden. In der Zielzelle kbnnen dann Transmembrankandle durch
Perforin gebildet werden und dadurch kommt es zu einem Verlust der
Plasmamembranstabilitdt und osmotischer Lyse (Trapani 1998). Lange nahm
man an, dass die durch das Perforin geformten Poren dem Granzym als
Eintrittspforte in die Zelle dienen (Young et al. 1986). Diese Hypothese wird
aber kontrovers diskutiert. Perforin kann Granzym B auch dann in Zielzellen
einschleusen, wenn es in sublytischen Konzentrationen vorliegt, die nicht
ausreichen, um Poren zu bilden. Eine aktuelle Hypothese ist, dass Granzym
Uber einen spezifischen Rezeptor in die Zelle eingeschleust wird und Perforin
dann fir die Freisetzung des Granzyms aus dem Endosom in das Cytosol dient
(Froelich et al. 1996). Zunachst gab es Hinweise daflr, dass der Mannose-6-
Phosphat-Rezeptor 300 (MPR 300) auf den Zielzellen an der Aufnahme des
Granzym B beteiligt ist (Motyka et al. 2000). Versuche mit Zellen, die defizient
fur den MPR 300 waren, zeigten, dass der MPR 300 nicht fir die Granzym-B-

induzierte Apoptose in Zielzellen notwendig ist (Dressel et al. 2004).

1.2 Protektionsmechanismen der zytotoxischen T-Lymphozyten

Wie sich die CTL vor ihren eigenen zytotoxischen Mechanismen schitzen, war
schon langer Gegenstand der Forschung. Zunachst nahm man an, dass die
CTL eine angeborene Resistenz gegenuber den zytotoxischen Mediatoren
hatten, vor allem gegentber Perforin. Diese These wurde unter anderem durch
Experimente mit CTL gestutzt, die Oberflachenantigene hatten, die von
anderen CTL erkannt wurden. Diese wurden, verglichen mit einer
Tumorzellpopulation, von den CTL wesentlich weniger lysiert (Blakely et al.
1987; Kranz and Eisen 1987; Luciani et al. 1986). Ebenso wurde gezeigt, dass
CTL relativ resistent sowohl gegentber Lyse durch Granula als auch gegen
gereinigtes Perforin waren (Blakely et al. 1987; Liu CC et al. 1989; Muller and
Tschopp 1994; Verret et al. 1987). Die genaue molekulare Basis fiur diese

Resistenz blieb aber noch ungeklart.



Eine Studie von Jiang et al. (1990) deutete an, dass die Ursache daflr, dass
Perforin nicht die CTL selbst lysiert, einem Molekul auf der Oberflache der CTL
zu verdanken ist, welches die Bindungsfahigkeit des Perforin an die Oberflache
verringert und somit die Porenbildung durch Perforin verhindert. Eine andere
Studie zeigte dagegen, dass das Perforin zwar von den CTL in gleichem Malie
gebunden wird wie von den Tumorzellen, aber das membrangebundene
Perforin der CTL eine andere Konformation hat, was zu einer verminderten
Lysibilitat fuhrt (Muller and Tschopp 1994).

Im Jahr 2002 sprach eine Arbeitsgruppe um Henkart (Balaji et al. 2002) der
Protease Cathepsin B eine entscheidende Rolle bei der Selbstprotektion von
CTL vor ihren eigenen Perforinen zu. Sie zeigten, dass es durch eine Inhibition
von Cathepsin B zu einer erhdohten Lyse von CTL kam, wenn diese zur
Degranulation angeregt wurden. Dies wurde aber nicht bei T-Zellen beobachtet,
die den Granula-Exozytose-Weg nicht aufwiesen oder defizient fur Perforin
waren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Cathepsin B auf den CTL nur in
sehr geringem Mal3e exprimiert wird, wenn sich diese Zellen im Ruhezustand
befinden. Nach der Aktivierung des TCR konnte aber ein starker Anstieg des

messbaren Cathepsin B auf der Oberflache der CTL nachgewiesen werden.

1.3 Lysosomale Cystein-Proteasen und Cathepsin B

1.3.1 Lysosomale Cystein-Proteasen

Proteasen katalysieren die Spaltung von Peptidbindungen zwischen einzelnen
Aminosauren. Cathepsin B gehoért zu der Gruppe der lysosomalen Cystein-
Proteasen und innerhalb dieser zu der Papain-Familie (Kirschke et al. 1995).
Cystein-Proteasen werden in 59 Familien mit vielen Subfamilien unterteilt, zu
denen auch die Papain-Superfamilie gehort. Papain, der Namensgeber dieser
Gruppe, wurde aus dem Latex des Melonenbaums isoliert (McGrath 1999).
Urspringlich wurde den lysosomalen Cystein-Proteasen als Hauptfunktion die
Degradation von Proteinen im lysosomalen System zugesprochen (Kirschke et
al. 1995; Mort and Buttle 1997).



1.3.2 Cathepsine

Der Begriff Cathepsine steht fur “lysosomale proteolytische Enzyme*, egal
welcher Enzymklasse sie angehoren. Cathepsin A und G sind zum Beispiel
Serin-Proteasen, wéahrend Cathepsin D und E den Aspartat-Proteasen
zugeordnet werden (Buhling et al. 2004). Heute weil3 man, dass die
lysosomalen Cystein-Proteasen neben dem intrazellularen Proteinumsatz an
einer Reihe weiterer wichtiger zellularer Funktionen beteiligt sind, wie zum
Beispiel dem Abbau von Komponenten der extrazellularen Matrix, der
Aktivierung von Vorlauferproteinen, der Verarbeitung der invarianten Ketten der
MHC-Klasse-lI-Moleklle und bei der Knochenresorption durch Osteoklasten
(Reinheckel et al. 2001; Turk BE et al. 2001).

1.3.3 Cathepsin B

Cathepsin B wird bei Saugern in den meisten Geweben und Organen
exprimiert. Es ist (Uberwiegend in den lysosomalen/endosomalen
Kompartimenten lokalisiert (Werle et al. 1994). Das Gen des Cathepsin B liegt
in einer einzigen Kopie im Genom vor. Es wurde auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 8 lokalisiert (8p22) (Fong et al. 1992). Es umfasst mehr als 27

Kilobasen im humanen Genom (Berquin et al. 1995).

Cathepsin B wird als Praproenzym am rauen Endoplasmatischen Retikulum
synthetisiert. Dort wird die Signalsequenz co-translational abgespalten und das
dann so genannte Procathepsin B zum Golgi-Apparat transportiert, dort weiter
modifiziert und an den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor gebunden. Durch diesen
wird das Enzym zum pralysosomalen Kompartiment (z.B. spate Endosome)
weitergeleitet, in dem es zu der Abspaltung der Pro-Region und des Rezeptors
kommt. Daraufhin wird das Enzym zu den Lysosomen transportiert (Mort and
Buttle 1997). Durch die Abspaltung der Pro-Region des Cathepsin B konvertiert
das Enzym zu seiner einkettigen aktiven Form mit einer Molekilmasse von 31-

kDa und wird sodann zu den Lysosomen transportiert. In den Lysosomen wird



das Cathepsin B weiter zu seiner doppelkettigen Form prozessiert, welche aus
einer 25- bis 26-kDa schweren Kette und einer 5-kDa leichten Kette besteht
(Nishimura et al. 1988; Rowan et al. 1992).

Unter normalen Bedingungen sind die Cathepsin-B-haltigen Lysosomen in der
perinukledren Region lokalisiert. Fiur humane Hautfibroblasten und humane
Leberzellen wurde nachgewiesen, dass sie 5-10% des Procathepsin B
sezernieren (Hanewinkel et al. 1987; Mach et al. 1992). Reguliert wird die
Aktivitat des Cathepsin B vor allem durch ihre endogenen Inhibitoren, die
Cystatine (Turk V and Bode 1991).

Ursprunglich nahm man an, dass die Hauptfunktion des Cathepsin B in der
Degradation von Proteinen liegt, die entweder von extrazellular oder aus einem
anderen Zellkompartiment in die Lysosomen eingedrungen sind (Mort and
Buttle 1997). In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass Cathepsin B
noch in viele weitere Prozesse involviert ist, wie zum Beispiel an der Proteolyse
des Thyreoglobulins im Rahmen der Freisetzung der Schilddrisenhormone
(Brix et al. 2001). Aber auch in vielen pathologischen Prozessen spielt
Cathepsin B eine Rolle. So scheint Cathepsin B an der Gelenkzerstérung im
Rahmen der Rheumatoiden Arthritis beteiligt zu sein. Es wurde gezeigt, dass
besonders in Bereichen, in denen die Gelenksynovia dem geschadigten
Knorpel und Knochen anliegen, die Cathepsin-B-Transkription in den
Synoviazellen, verglichen mit normalen Fibroblasten, erhoht ist (Trabandt et al.
1991). Auch beim Abbau des Gelenkknorpels im Rahmen der Osteoarthritis
scheint Cathepsin B mitbeteiligt zu sein (Lang et al. 2000). Weiterhin wird
Cathepsin B in Zusammenhang mit entzindlichen Atemwegserkrankungen
(Burnett et al. 1995) und der Alzheimer Krankheit gebracht, bei der es eine der

entscheidenden Beta-Sekretasen zu sein scheint (Hook et al. 2008).

1.3.4 Cathepsin B und Krebs

Immer deutlicher wird die Rolle von Cathepsin B bei der Tumorentwicklung und

Invasivitat von malignen Zellen. Zahlreiche Studien haben eine Assoziation von



Cathepsin B mit bdsartigen Tumoren gezeigt (Poole et al. 1978; Sloane et al.
1981):

1. Eine erh6ohte Menge an Cathepsin B mRNA wurde in kolorektalen
Karzinomen (Murnane et al. 1991), Prostata-Tumoren (Sinha et al.
1993), Gliomen (Rempel et al. 1994; Sivaparvathi et al. 1995) und

Melanomen (Frohlich et al. 2001) nachgewiesen.

2. Ein erhohte Menge des Cathepsin-B-Proteins und eine erhéhte Enzym-
Aktivitat wurde fur Brust- (Krepela et al. 1989), Kolon- (Campo et al.
1994; Emmert-Buck et al. 1994), Osophagus- (Hughes et al. 1998) und

Magentumore (Liu Y et al. 1998) beschrieben.

3. Ein Zusammenhang zwischen Cathepsin B und Invasivitat von
Tumorzellen wurde fur humane Osteosarkomzellen gezeigt. Eine
Inhibition von Cathepsin B fiihrte zu einer verminderten Invasivitat der

Tumorzellen (Krueger et al. 1999).

4. Es wurde fir murine Melanome eine positive Korrelation zwischen
Metastasierungspotenzial und Cathepsin-B-Aktivitat gezeigt (Qian et al.
1989; Sloane et al. 1981).

5. Ein Zusammenhang zwischen erhohter Cathepsin-B-Expression und
einer verklrzten Lebenszeit konnte fur Kolon- (Campo et al. 1994) und
Ovarialkarzinome (Scorilas et al. 2002) gezeigt werden.

Dabei ist das Cathepsin B nicht immer in allen Zellen des malignen Tumors in
gleichem Mal3e erhoht, sondern besonders in den invasiven Abschnitten des
Tumors, in denen der Tumor Kontakt mit der extrazellularen Matrix hat
(Demchik et al. 1999; Sinha et al. 1993).

Die Expression von Cathepsin B wird Uber verschiedene Mechanismen
reguliert: angefangen bei der Gen-Amplifikation, beim Einsatz alternativer
Promotoren, bei erhohter Transkription, alternativem Splicen, bis zur erh6hten
Stabilitat der mRNA und des Proteins. Wahrend des Ubergangs zur Malignitat
ereignet sich ein Wechsel der Lokalisation des Cathepsin B. Im Gegensatz zu

den nicht transformierten Zellen, bei denen Cathepsin B vor allem im



perinuklearen Raum lokalisiert ist, findet sich bei Tumorzellen Cathepsin B
zusatzlich sowohl in Vesikeln, die sich im peripheren Zytoplasma befinden, als

auch auf der Membran der Tumorzellen (Roshy et al. 2003).

Studien an Melanomzellen haben gezeigt, dass ein leicht saures Milieu (pH-
Wert 6,5) dazu fuhrt, dass Cathepsin-B-haltige Vesikel zur Zellperipherie
migrieren und es zu einer erhdhten Sekretion von Cathepsin B kommt (Rozhin
et al. 1994). Zudem fihrt eine Reduktion des zytoplasmatischen pH-Wertes zu
einer Migration von Lysosomen zur Zelloberflache (Heuser 1989).

AulRerdem wurde die Sekretion von Procathepsin B (Achkar et al. 1990;
Recklies et al. 1982) und reifem Cathepsin B (Linebaugh et al. 1999)
nachgewiesen. Der genaue Mechanismus, wie das Cathepsin B sezerniert wird,
ist noch immer nicht bekannt. Procathepsin B wird Gber einen konstitutiven Weg
sezerniert, aktives Cathepsin B dagegen Uber einen induzierbaren Weg.
Ursachlich fur die Sekretion von Procathepsin B kénnte ein Defekt im normalen
Zielweg der Lysosomen sein. Der normale Weg, wie Enzyme zu den
Lysosomen geleitet werden, invovlviert den MPR, entweder den 300-kDa-
Kationen-unabhangigen MPR oder den 46-kDa-Kationen-abhangigen MPR
(Roshy et al. 2003). So sezerniert zum Beispiel eine hoch invasive Form des
Plattenepithelkarzinoms, welche defizient fur den 300-kDa-MPR ist, eine grol3e
Menge an neu synthetisiertem Procathepsin B (Lorenzo et al. 2000).

Fur das reife Cathepsin B nimmt man an, dass es zwei verschiedene

Mechanismen gibt:

1. Cathepsin B wird intrazellular prozessiert, zu den Lysosomen

transportiert und dann in seiner aktiven Form sezerniert.

2. Cathepsin B wird an der Zelloberflache prozessiert und aktiviert und

dann freigesetzt (Cavallo-Medved and Sloane 2003).

Die Sekretion von aktivem Cathepsin B kann selektiv und nicht-selektiv
induziert werden. Wie es genau zu einer selektiven Erhéhung der Cathepsin-B-
Sekretion kommt, ist bisher nicht verstanden. Verschiedene Zytokine kdnnen
selektiv die Sekretion von lysosomalen Proteasen in Fibroblasten induzieren.
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) und der Blutplattchen-Wachstumsfaktor
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PDGF erhdéhen die Sekretion von Cathepsin B, wahrend der
Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGF-2) die Sekretion von Cathepsin L erhdht.
Interferon-gamma (IFN-y) erhoht die Sekretion von Cathepsin B und Cathepsin
L (Lemaire et al. 1997).

Auch wie Cathepsin B an die Oberflache von Zellen bindet, ist noch nicht
vollstandig verstanden. Durch Isolation und Charakterisierung von
membranassoziiertem Cathepsin B hat man gezeigt, dass es keine
Transmembrandoméane hat und somit kein integrales Membranprotein ist (Cao
et al. 1994; Moin et al. 1992). Es wurden mehrere mogliche Bindungspartner fur
Cathepsin B entdeckt. Es wurde gezeigt, dass Cathepsin B alpha-2-
Makroglobulin und seinen Rezeptor auf Tumorzellen bindet (Arkona and
Wiederanders 1996). Auch das Annexin-ll-Tetramer wird als madglicher
Bindungspartner fur Procathepsin B auf der Tumorzelloberflache in Betracht

gezogen (Mai et al. 2000).

1.4 Tumore und das Immunsystem

Burnet (1970) und Thomas (1982) befassten sich mit der Kontrolle von
Tumoren durch das Immunsystem und postulierten die Krebs-
Immuntberwachungs-Hypothese (“Immunosurveillance“-Hypothese). Sie
nahmen an, dass im Korper wahrend des Lebens immer wieder Zellen
transformieren und entarten, diese Zellen aber eine Immunantwort hervorrufen,
die in der Regel zu einer Regression des Tumors flhren. Beide sahen die
Lymphozyten als die entscheidenden Effektorzellen bei der Wiedererkennung

und Elimination der standig entstehenden transformierten Zellen.

Unterstitzung fand diese Hypothese durch Experimente mit Mausen, die an
einem Immundefekt leiden. So zeigten zum Beispiel immundefiziente Mause,
bei denen RAG-2 (defizient fur T-, B- und Natirliche Killerzellen (NK)) oder
STAT-1 (insensitiv fir IFN-y und IFN-o/p) ausgeschaltet waren, eine erhohte
Rate an durch Karzinogene induzierten Sarkomen und spontanen Tumoren
(Shankaran et al. 2001).
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Dunn et al. (2002) pragten den Begriff des “Immunoediting. Es wurde
beobachtet, dass Tumore, die in immunsupprimierten Mausen entstanden
waren und in immunkompetente MAause transplantiert wurden, besser von
diesen Mausen abgewehrt wurden als Tumore, die in immunkompetenten
Mausen entstanden waren und auf andere immunkompetente Mause
transplantiert wurden. Daraus schloss man, dass das Immunsystem nicht nur
die Tumorzellen abwehrt, sondern diese auch beeinflusst, indem die Angriffe
des Immunsystems die Tumorzellen dazu bringen, Mechanismen zu entwickeln,
um diesen Angriffen zu entgehen. Die Autoren teilen diesen Prozess in 3

Phasen ein:

1. Die Eliminierung: Diese erfolgt nach dem zuvor beschriebenen System
der Immuniberwachung (Immunosurveillance). Die Tumorzellen fihren
zu einer Aktivierung des Immunsystems und konnen zunachst durch

dieses kontrolliert werden.

2. Das Gleichgewicht: Das Immunsystem und die Tumorzellen, die in der
Phase der Eliminierung uberlebt haben, treten in ein Gleichgewicht.
Dadurch entsteht ein starker Selektionsdruck auf die Tumorzellen. Da die
meisten Tumorzellen genetisch instabil sind, entstehen neue Varianten
mit verschiedenen Mutationen, die diese Tumorzellen durch erhoéhte
Resistenz vor dem Immunsystem des Wirts schiitzen. Diese Phase kann

mehrere Jahre dauern.

3. Das Entkommen: Die Uberlebenden Tumorzellen, die durch genetische
oder epigenetische Veranderungen fur das Immunsystem nicht mehr

sichtbar sind, beginnen unkontrolliert zu wachsen.

1.5 ,Immune escape“-Mechanismen

Obwohl das Immunsystem an der Kontrolle von Tumorzellen beteiligt ist, kommt
es dennoch nur in seltenen Fallen zu einer effektiven Kontrolle eines bereits
etablierten Tumors durch das Immunsystem. Daflr sind auch die so genannten

"Immune escape"-Mechanismen der Tumorzellen verantwortlich. Diese fuhren
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dazu, dass die Tumorzellen eine verminderte Immunogenitat haben, oder aber

auch, dass die Tumorzellen das Immunsystem supprimieren (Marincola et al.

2000).

Zu diesen Mechanismen zahlen:

1.

Herabregulation der Tumorantigene, der MHC-Molekile oder der
Molektle, welche an der Antigenprozessierung beteiligt sind. So kénnen
die Tumorzellen von den CTL nicht mehr erkannt werden (Kageshita et
al. 1999; Marincola et al. 2000).

Sekretion immunsuppressiver Substanzen, wie zum Beispiel Interleukin
(IL) -10 oder der Transformierende Wachstumsfaktor-beta (TGF-
B) (Chen et al. 1994; Gorelik and Flavell 2001).

Expression Apoptose-induzierender Todesrezeptorliganden, wie FasL,
auf den Tumorzellen und so Induktion der Apoptose der CTL, da diese

den Fas-Rezeptor exprimieren (Andreola et al. 2002).

Induktion regulatorischer T-Zellen des Immunsystems, wie zum Beispiel
CD25", CD4" (Morse et al. 2002; Sakaguchi et al. 2001).

Es gibt Hinweise dafir, dass eine starke Immunantwort des Wirtes das
Tumorwachstum férdern kann. Dafir werden vor allem die Zytokine, die
von den T-Zellen produziert werden, verantwortlich gemacht. Fiur einige
Interleukine, z. B. IL-4 und IL-10, konnte gezeigt werden, dass sie in
manchen Tumoren das Wachstum fordern (Dancescu et al. 1992; Yue et
al. 1997).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Tumorzellen antigen und haufig

auch

immunogen sind. Sie entgehen aber dem Immunsystem durch viele

verschiedene Mechanismen wie Unsichtbarkeit und aktive Unterdrickung der

Immunantwort (Pawelec 2004).
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1.6 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung des Cathepsin B als eines moglichen

"Immune escape"-Mechanismus zu untersuchen.

Gesteigerte Expression, Membranassoziation und Sekretion von Cathepsin B
konnte fUr viele Arten von Tumoren gezeigt werden, ebenso auch eine positive
Korrelation der Menge des Cathepsin B mit Invasivitat und
Metastasierungspotenzial der Tumorzellen (Frosch et al. 1999). Da CTL das
Cathepsin B als Protektionsmechnismus nutzen, um sich vor ihren eigenen
Perforinen zu schitzen (Balaji et al. 2002), haben wir untersucht, ob
Tumorzellen Cathepsin B ebenso als Schutzmechanismus vor den Perforinen

der CTL einsetzen.

Fir diesen Zweck nutzen wir den >*Chrom-Freisetzungs-Test, um die Lyse von
chromierten Tumorzellen durch antigenspezifische CTL zu messen. Die
Funktion des Cathepsin B untersuchten wir durch den Einsatz verschiedener
Inhibitoren und durch Versuche mit Fibroblasten von Mauseembryonen (MEF).
Diese Fibroblasten stammten zum einen aus Cathepsin-B-knock-out-Mausen
(CathB -/-) und zum anderen aus Cathepsin-B-Wildtyp-Mausen (CathB Wt).
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid 40% (Rotiphorese Gel 40
(29:1))

Roth GmbH & Co.

APS (Ammoniumpersulfat)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Bromphenolblau

Merck Bioscience GmbH

BSA (bovines Serumalbumin) FraktionV

Merck Bioscience GmbH

Concanavalin A

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

DAB (Diaminobenzidin)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

DMEM (Dulbecco’s modifiziertes Eagle
Medium )

Biochrom AG

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Merck Bioscience GmbH

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Roth GmbH & Co.

EGTA (Ethylenglycol bis(2-
aminoethylether)-N,N,N',N'-

tetraessigsaure)

Roth GmbH & Co.

Essigsaure 100%

Merck Bioscience GmbH

Ethanol 99 %

GeReSo GmbH

FCS (fetales Kalberserum)

Biochrom AG

Glycerin

Merck Bioscience GmBH

Glycin

Roth GmbH & Co.

HCI (Salzsaure)

Merck Bioscience GmBH

Hepes (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-

piperazinyl)-ethansulfonsaure)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Isopropanol

Merck Bioscience GmbH

KHCO; (Kaliumhydrogencarbonat)

Methanol

Merck Bioscience GmbH

MgCl, (Magnesiumchlorid) Hexahydrat

Merck Bioscience GmbH

Na, >'CrO, (radioaktives

Natriumchromat)

Hartmann Analytic GmbH
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NaCl (Natriumchlorid)

Merck Bioscience GmbH

NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat)

Merck Bioscience GmbH

NaOH (Natronlauge)

Merck Bioscience GmbH

NH,4Cl (Ammoniumchlorid)

Merck Bioscience GmbH

Optiphase “Supermix”

PerkinElmer LAS GmbH

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung)

Biochrom AG

Penicillin G

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Perhydrol 30% H,0,

Merck Bioscience GmbH

Ponceau S

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Pyruvat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Roth GmbH & Co.

SIINFEKL (Ovalbumin aa 257-264)

Bachem Distribution Services GmbH

Streptomycin Sulfat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

TEMED
(N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)

AppliChem

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethan)

Roth GmbH & Co.

Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Trypsin Biochrom AG

Tween-20 (Polyoxyethylen(20)-

sorbitan-monolaurat)

Sigma-Aldrich GmbH

B- Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

2.1.2 Nahrmedien

Name Zusammensetzung
DMEM-Medium 13,54 g/l DMEM

3.7 g NaHCO;

dest. H,O

pH auf 7,0 mit konzentrierter HCI einstellen

DMEM-Komplett-Medium

440 ml DMEM Medium

5 ml 100x Penicillin/Streptomycin
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5 ml 100x Pyruvat

50 ml FCS

Hepes-gepuffertes DMEM

13,54 g/l DMEM

4.77 g/l Hepes

dest. H,O

pH auf 7.2 mit NaOH einstellen

Hepes-gepuffertes DMEM mit 10% FCS

10 % FCS

Hepes-gepuffertes DMEM

2.1.3 Puffer und Stammlésungen

Name

Zusammensetzung

DAB-L6sung

50 ml PBS/Tween

25 mg DAB

50 l.ll H,0,

EDTA /Trypsin

0.05 % Trypsin

0.02 % EDTA

in PBS

EGTA/MgCl,

4 mM EGTA

8 mM MgCl,

10 % FCS

Hepes gepuffertes DMEM hinzu

pH auf 7.2 mit 0,5 M NaOH einstellen

Einfriermedium

80 % FCS

20 % DMSO

Erythrozytenlyse-Puffer

155 mM NH,CI

10 mM KHCOg

0,1 mM EDTA

dest. H,O
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pH 7,2-7.4

PBS 9,55 g/l PBS
dest. H,O
PBS/Tween 0,05% Tween -20

in PBS

Penicillin-Streptomycin 100x

Penicillin 1x10° Einheiten/I

Streptomycin 100 mg/l

in PBS

steril filtrieren

Probenpuffer (reduzierend)

0,02 M Tris/HCI pH 8,0

20% Glycerin

2% SDS

2mM EDTA

10% B-Mercaptoethanol

0,1% Bromphenolblau

in dest. H,O

Pyruvat 100x

11 g/l Pyruvat

in PBS

steril filtrieren

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris/HCI pH 6,8

0,4% SDS

in dest. H,O

SDS-Laufpuffer

25 mM Tris

192 mM Glycin pH 8,8

0,1% SDS (hitzeinaktiviert, fir 1 h bei 65°C)

in dest. H,O

Triton-Lyse-Puffer

10 % Triton X-100

in PBS
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Transferpuffer

25 mM Tris

192 mM Glycin pH 8,8

20% Methanol

Trenngelpuffer

1,5 M Tris/HCI pH 8,8

0,4% SDS

dest. H,O

Trypanblau

0.2 % Trypanblau

in dest. H,O

4.25 % NaCl

in dest. H,O

Trypanblau mit NaCl in einem Verhaltnis von

4:1 mischen

2.1.4 Gele

Name

Zusammensetzung

Sammelgel

1 ml Acrylamid 40%

2,5 ml Sammelgelpuffer

6,4 ml dest. H,O

unmittelbar vor dem GielRen zufligen:

100 pl APS 10%

10 ul TEMED

Trenngel

5 ml Acrylamid 40%

5 ml Trenngelpuffer

9,8 ml dest. H,O

unmittelbar vor dem GielRen zufligen:

200 pl APS 10%

200 pl TEMED
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2.1.5 Verwendete Gerate

Gerat Typ Firma

Autoklav A 40 Webeco GmbH & Co.KG
Blotkammer Biotec Fisher GmbH
Durchflusszytometer FACScan Becton Dickinson GmbH

Elektrophoresekammer und
Zubehor

Prot-Resolv Maxi-LC

PHASE GmbH

Glaspipetten

10 mlund 5 ml

Brand GmbH + CoKG

Hamiltonspritze

Hamilton Mikroliter Spritze

Hamilton Bonaduz AG

Homogenisator Tenbroek Uber Schiutt Labortechnik
GmbH
Inkubatoren Hera Cell 150 Heraeus Holding GmbH
B 5060 EK Heraeus Holding GmbH
Flissigszintillationszahler 1450 MicroBeta Trilux Wallac
Magnetriihrer IKAMAG RET IKA Werke GmbH & Co.KG
Mikroskop No. 471202-9901 Carl Zeiss Microlmaging
GmbH
No. 491220 Carl Zeiss Microlmaging
GmbH
Netzteile LKB Bromma 2197 Power LKB Instruments, jetzt

Supply

Amersham Biosence

Power Pack 25

Biometra GmbH

Neubauer-Zahlkammer

Uber Omnilab

pH Meter

CG-837

Schott AG

Pipetten

20 pl, 200 pl, 1000 pl, 300 pl
8-Kanal

Eppendorf AG

Pipettierhilfe

pipette boy: Automatic

Desaga (Sarstedt-Gruppe)

Sarpette
Scanner Hp office jet 7110 HP
Schuttler IKA-Schittler MTS-4 IKA Werke GmbH & Co KG

Sterile Werkbank

Lamin Air HLB 2448

Heraeus Holding GmbH

Trockenschrank 5000 Heraeus Holding GmbH
Vortexer MS1 Minishaker IKA Werke GmbH & Co.KG
Waagen Vicon Sartorius AG

BP 61 Sartorius AG
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Wasserbad Julabo U3 Krannich GmbH & Co.KG

TC 60/2 Bio-med

Zentrifugen Multifuge 1 L Heraeus Holding GmbH
Multifuge 3 S-R Heraeus Holding GmbH
Mikro 22 Hettich GmbH & Co.KG
Labofuge GL Heraeus Holding GmbH
Minifuge GL Heraeus Holding GmbH

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Primare Antikorper

Im folgenden Abschnitt werden die primaren und sekundaren Antikdrper sowie
die Isotypenkontrolle aufgelistet. Die Antikérper wurden fir die
Durchflusszytometrie und fiir den Westernblot eingesetzt. Die Antikbrper waren
teilweise mit RPE (rotes-Phycoerythrin) oder mit HRP (horseradish peroxidase)

konjugiert.

Antikorper Clonl/isotyp Hersteller

Anti-Cathepsin B Isotyp: Ziege IgG R & D Systems GmbH

Anti-B-Aktin Klon: AC-15 Sigma-Aldrich Chemie
Isotyp: Maus IgG; GmbH

Anti-H2K" ; RPE-konjugiert  Klon : CTK" Caltag Laboratories

Isotyp: Maus 1gGo,

2.1.6.2 Sekundéare Antikérper und Isotypenkontrolle

Name Hersteller

Kaninchen anti-Ziege 19G; Dianova
HRP-konjugiert

Ziege anti-Maus 1gG ; HRP-konjugiert Dianova

Maus 1gG2a ; RPE-konjugiert Caltag Laboratories
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2.1.7 Proteinmarker

Proteinmarker Beschreibung Hersteller

SDS-6H Molekulargewicht: 30,000-

200,000

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH

2.1.8 Inhibitoren

Inhibitor Eigenschaften Hersteller

CA-074 Zellmembranimpermeabler Merck Bioscience GmbH
Cathepsin-B-Inhbitor

CA-074 Me Zellmembranpermeabler Merck Bioscience GmbH

Cathepsin-B-Inhibitor

2.1.9 Zytokine

Zytokin

Hersteller

Rekombinantes murines Interferon-Gamma

(rm IFN-y)

ImmunoTools GmbH

Rekombinantes murines Interleukin-2 (rm IL-2)

R&D Systems GmbH

2.1.10 Einwegartikel

Artikel Typ Firma
Eppendorfgefal’ 1,5ml Sarstedt AG & Co.

2ml Sarstedt AG & Co.
FACS-Rohrchen BD Falcon 5 ml Becton Dickinson GmbH

Gefrierréhrchen

Cryo Tube Vialis 1,8 ml

Nunc A/S

Gewebekultur-Petrischale

beschichtet 100x20mm

Sarstedt AG & Co.

unbeschichtet 100x20mm

Sarstedt AG & Co.

beschichtet 60x15mm

Sarstedt AG & Co.




Klebefolie Top Seal-A 96 PerkinElmer LAS GmbH
Mikrotiterplatte 96-Loch-Rundboden Sarstedt AG & Co.
Nitrozellulosemembran 200 x 200 mm Schleicher&Schuell

0,45 mm PorengrofRe

Pipetten 10 ml Sarstedt AG & Co.
Pipettenspitzen 200 pl gelb Sarstedt AG & Co.

1000 pl blau Sarstedt AG & Co.
Sterilfilter 0,2 uM Porengrolie Sarstedt AG & Co.
Wallac Messplatte 96-Loch PerkinElmer LAS GmbH
Whatmanpapier GB 003 Schleicher&Schuell

Zellkulturflaschen

Beschichtet T-75, beliiftete
Klappe (250 ml)

Sarstedt AG & Co.

Zentrifugationsréhrchen

13 ml Réhrchen

Sarstedt AG & Co.

50 ml Réhrchen

2.1.11 Zelllinien

Name Art Beschreibung

CathB -/- Embryonale Fibroblasten Knock-out des Cathepsin-B-
Gens

CathB Wt Embryonale Fibroblasten Wildtyp

RMA Maus T-Zell-Lymphome-Linie

Diese Zellen dienten als Zielzellen fiir den **Chrom-Freisetzungstest. RMA sind
Suspensionszellen. Fibroblasten sind Bindegewebszellen, sie wachsen
adharent. Die Fibroblasten von Ma&auseembryonen (MEF) wurden
freundlicherweise von Prof. C. Peters, Institut fur Molekulare Medizin und

Zellforschung, Universitat Freiburg, zur Verfigung gestellt.

2.1.12 Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden in der zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der

Universitatsmedizin der Georg-August-Universitat Gottingen gehalten.
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Name Art Beschreibung

OT-I Maus Transgen fir einen Va2Vp5
TCR

C57BL/6 Maus Haplotyp: H2"

129/Sv Maus Haplotyp: H2"

BUF Ratte Haplotyp: RT1"

LOU Ratte Hapoltyp: RT1"

OT-I-Méause sind transgen fur einen Va2Vp5-T-Zell-Rezeptor (Hogquist et al.
1994), welcher spezifisch fur das H2Kb-présentierte, vom Ovalbumin
abgeleitete Peptid SIINFEKL ist. Auch Ratten verschiedener Stamme wurden
verwendet, um aus ihren Milzen Zellen zur Produktion von Concanavalin-A-
Uberstand zu gewinnen. Weiterhin wurden die Milzen von C57BL/6- oder
129/Sv-Méausen fiur die Gewinnung von Stimulatorzellen fur die Restimulation
der OT-I-Zellen genutzt. Diese Zellen wurden zuvor fur 15 Minuten bei 30 Gy
bestrahlt.

2.1.13 Computeranalyse

Die Computeranalyse des >'Chrom-Freisetzungs-Tests erfolgte mit der
MicroBeta Software fir den Wallac MicroBeta Trilux Flussigszintillationszahler
und Excel 2003 (Microsoft).

Die Analyse der FACS-Daten wurde mit Cell Quest (BD Biosciences) und die

mathematische und visuelle Analyse wurde mit Excel 2003 durchgefihrt.

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde mit WIinSTAT fur Excel oder
SAS Version 9.1 durchgefihrt.
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2.1.14 Herstellerliste

Amersham Biosence

Munziger Str. 9, 79111 Freiburg

AppliChem GmbH

Ottoweg 10b, 64291 Darmstadt

Bachem Distribution Services GmbH

Hegenheimer Str. 5, 79576 Weil am Rhein

Becton Dickinson GmbH

Tullastr. 8-12, 69126 Heidelberg

Biochrom AG

Leonorenstr. 2-6, 12247 Berlin

Bio-med GmbH

Bruckmannring 32, 85764 OberschleiRheim

Biometra GmbH

Rudolf-Wissel-StralRe 30, 37079 Géttingen

Biotec-Fischer GmbH

Daimlerstral3e 6, 35447 Reiskirchen

Brand GmbH + Co. KG

Otto-Schott-Strafle 25, 97877 Wertheim

Caltag Laboratories

Brauhausstieg 15-17, 22041 Hamburg

Carl Zeiss Microlmaging GmbH

Kdnigsallee 9-21, 37081 Géttingen

Desaga (Sarstedt-Group)

In den Ziegelwiesen 1-7, 69168 Wiesloch

Dianova

Warburgstr. 45, 20354 Hamburg

Eppendorf AG

Barkhausenweg 1, 22339 Hamburg

GeReSo GmbH

Carl-Orff-Str. 33, 37574 Einbeck

Hamilton Bonaduz AG

Via Crush 8, 7402 Bonadiz, Schweiz

Hartmann Analytic GmbH

Inhoffenstr. 7, 38124 Braunschweig

Hettich GmbH & Co.KG

FohrenstraRe 12, 78532 Tuttlingen

Heraeus Holding GmbH

HeraeusstralRe 12-14, 63450 Hanau

Hewlett-Packard

Herrenbergerstralle 140, 71034 Boblingen

ICN/MP Biomedicals

Thiringer Str. 15, 37269 Eschwege

IKA Werke GmbH & Co. KG

Janke & Kunkel-Str. 10, 79219 Staufen

ImmunoTools GmbH

Altenoyther Str. 10, 26169 Friesoythe

Krannich GmbH & Co. KG

Elliehauser Weg 17, 37079 Géttingen

LKB Instruments

Jetzt: Amersham Biosience

Merck Biosciences GmbH

Ober der Roeth 4, 65824 Schwalbach/Ts

Microsoft Deutschland GmbH

Konrad-Zuse-StralRe 1, 85716 UnterschleilRheim

Nunc A/S

Kamstrupvej 90, 4000 Roskilde, Denmark

Omnilab (Krannich)

Elliehauserweg 17, 37079 Gottingen

PerkinElmer LAS GmbH

Ferdinand-Porsche-Ring 17, 63110 Rodgau-
Jigesheim

Phase GmbH

BllicherstralRe 2, 23564 Liibeck

R & D Systems GmbH

Borsigstr. 7, 65205 Wiesbaden-Nordenstadt

Roth GmbH & Co.

Schoemperlenstr. 1-5, 76185 Karlsruhe
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Sarstedt AG & Co. Postfach 1220, 51582 Nimbrecht

Sartorius AG Weender Landstral3e 94-108, 37075 Géttingen
Schleicher & Schuell GmbH Hahnestrasse 3, 37586 Dassel

Schott AG Hattenbergstr. 10, 55122 Mainz

Schiutt Labortechnik GmbH Rudolf-Wissell-Str. 11, 37079 Géttingen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Eschenstrasse 5, 82024 Taufkirchen

SPSS GmbH Software Rosenheimer Str. 30, 81669 Miinchen

Wallac Jetzt: PerkinElmer LAS GmbH

Webeco GmbH & Co.KG An der Trave 14, 23923 Selmsdorf

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkulturmethoden

2.2.1.1 Allgemeines zu der Arbeit mit Zellkulturen

Alle Arbeiten an Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen mit sterilen
Medien und Materialien an einer Werkbank vorgenommen, um eine
Kontamination mit Bakterien oder Pilzen zu vermeiden. Die Zellkulturen wurden
bei 37°C und 10% CO, im Warmeschrank inkubiert. Als Kultivierungsmedium
diente DMEM-Komplett-Medium.

2.2.1.2 Kultivierung adhérenter Zellen

Die adhérent wachsenden Zellen, wie die MEF, wurden in beschichteten
Gewebekultur-Petrischalen in 5-ml- oder 10-ml-Kulturen gehalten. Je nach
Wachstumsgeschwindigkeit musste alle 4 - 5 Tage das Medium gewechselt
werden oder die Zellen mussten aufgeteilt werden. Der Wechsel des Mediums
erfolgte, indem das alte Medium mit einer Pipette abgesaugt und neues
Medium hinzu gegeben wurde. Zum Splitten der Zellen wurde zunéchst das
Kulturmedium abgesaugt. Anschlielend wurde die Schale mit Hepes-
gepuffertem DMEM-Medium gespiilt, um FCS zu entfernen. Der Uberstand

wurde abgesaugt und verworfen. Dann wurden ca. 3 ml einer EDTA/Trypsin-
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Losung hinzu gegeben, bevor die Platten fur ca. 4-5 Minuten im Warmeschrank
bei 37°C inkubiert wurden. Wenn sich die Zellen bei mikroskopischer Kontrolle
abgerundet zeigten, wurden sie resuspendiert und in ein Rohrchen mit 5 ml
Hepes-gepuffertem DMEM-Medium mit 10% FCS Uberfihrt. Im Anschluss
wurden die Zellen 10 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und der Uberstand wurde
verworfen. Die Zellen wurden in 2-3 neue Petrischalen mit DMEM-Komplett-

Medium uberfuhrt.

2.2.1.3 Kultivierung nicht-adharenter Zellen

Die nicht-adharent wachsenden Zellen, wie die RMA-Zellen, wurden in
unbeschichteten Gewebekultur-Petrischalen in 10-ml-Kulturen gehalten. Sie
wurden alle 2-3 Tage geteilt, indem ein Teil der Zellen in neue Petrischalen
Uberfuhrt und mit DMEM-Komplett-Medium auf das Volumen von 10 ml

aufgefillt wurde.

2.2.1.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen, die eingefroren werden sollten (ca. 5 x 10° Zellen pro Portion), wurden in
ein 13-ml-Réhrchen tberfuhrt und bei 300 x g 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 0,5 ml Hepes-gepuffertem
DMEM-Medium resuspendiert. Dann gab man die gleiche Menge an
Einfriermedium hinzu. Da das Einfriermedium DMSO enthalt, welches
stoffwechselaktive Zellen schadigt, wurden die Zellen nach Zugabe des
Einfriermediums schnell in Einfrierréhrchen tberfuhrt und in einer Styroporbox

bei -80° C langsam eingefroren.

Das Auftauen der Zellen erfolgte unter flieBRendem warmem Wasser, bis der
Inhalt der Einfrierrdhrchen fast ganz flissig war. Dann wurde der Inhalt in ein
13-ml-Réhrchen mit 10 ml Hepes-gepuffertem DMEM-Medium tberfuhrt und 10
Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die

Zellen wurden anschlie3end in Kulturmedium aufgenommen.
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2.2.1.5 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl der Zielzellen wurde aus der Zellsuspension 10 pl
entnommen und in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Die unter dem
Mikroskop bestimmte Zellzahl konnte dann auf das Gesamtvolumen der
Zellsuspension umgerechnet werden. Dazu wurden zunachst alle 4
Gro3quadrate der Neubauer-Zahlkammer ausgezéahlt und dann der Mittelwert
gebildet. Anhand der gezahlten Zellzahl in dem Volumen von 10 ul konnte dann
die Zellzahl pro Milliliter errechnet werden. Die Zellzahl pro Suspensionslésung

ergibt sich aus der Formel:

mittlere Zellzahl x Verdiinnungsfaktor x 10*

Bei der Bestimmung der Effektor-Zellzahl wurden die Zellen zunéchst im
Verhaltnis 1:10 mit Trypanblau verdinnt und angefarbt. Es wurden dann nur die
lebenden, das heil3t die nicht mit Trypanblau gefarbten Zellen gezahlt.

2.2.1.6 Isolation von Lymphozyten aus Mausemilzen

Zur Isolation von Lymphozyten wurde zunachst die Milz aus OT-I-Méausen
prapariert. Die Mause wurden durch Inhalation von CO, oder durch
Genickbruch getétet. Danach erfolgte die Explantation der Milz mit
autoklavierten chirurgischen Instrumenten. Nach alkoholischer Desinfektion des
Fells wurde ein medianer Bauchschnitt durchgefiihrt, die Haut wurde seitlich
abprapariert und das Peritoneum dargestellt. Das Abdomen wurde eréffnet und
die Milz durch Loésen der bindegewebigen Strukturen entnommen. Die Milz

wurde in ein Rohrchen mit 10 ml Hepes-gepuffertem DMEM-Medium tberfihrt.

Der weitere Teil der Isolation erfolgte unter der Werkbank. Die Milz wurde mit
dem Medium in einem Tenbroek-Homogenisator vorsichtig homogenisiert, so
dass Einzelzellen aus dem Gewebeverband geldst wurden. Der Uberstand mit

den Zellen wurde dann in ein Rohrchen uberfuhrt. AnschlieBend wurde dieses

28



bei 300 x g fur 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand daraus verworfen. Die
Erythrozyten wurden durch Zugabe von 5 ml Erythrozytenlyse-Puffer fur 3-5
Minuten lysiert; anschlielBend wurden nach Zugabe von 5 ml Hepes-gepuffer-
tem DMEM-Medium die Zellen erneut zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die so gewonnenen Lymphozyten wurden dann zur Aktivierung der

CTL antigenspezifisch stimuliert.

2.2.1.7 Gewinnung von Concanavalin-A-Uberstand

Concanavalin-A-Uberstand wurde zur Stimulation der CTL benétigt. Con A hat

auf Lymphozyten eine mitogene Aktivitat.

Die Milz wurde den Ratten nach dem gleichen Verfahren wie unter 2.2.1.6 fur
die Mausemilz beschrieben entnommen. Die Milzen wurden unter einer sterilen
Werkbank in Hepes-gepuffertem DMEM-Medium in einem Tenbroek-
Homogenisator homogenisiert und anschlieRend in einem Rdohrchen fir 10
Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen wurden pro Milz in 40 ml Hepes-gepuffertem DMEM-Medium mit 10%
FCS und 200 pl Con A (1 mg/ml) resuspendiert und fir 4 Stunden bei 37°C im
Wasserbad in einer Zellkulturflasche inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Zellen in ein 50-ml-Réhrchen Uberfihrt und bei 300 x g 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 20 ml
MilzDMEM-Komplett-Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche
uberfuhrt. In dieser wurden sie dann 20 bis 24 h bei 37°C und 10% CO;
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen wieder in ein 50-ml-Rdhrchen
uberfuhrt und fur 10 Minuten bei 1100 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und je 8 ml in 13-ml-Réhrchen dberfihrt und bei -20°C

eingefroren.
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2.2.1.8 Stimulation zytotoxischer T-Lymphozyten

Die peptidspezifische Stimulation erfolgte durch Zugabe von 8 ml Con A-
Uberstand, 32 ml DMEM-Komplett-Medium, 5 x 10> M R-Mercaptoethanol, 20
ng/ml murines IL-2 und 1 nm SIINFEKL. In dieses Medium wurden die
praparierten Lymphozyten von OT-I-Mausen aufgenommen und je 200 pl in
jedes Loch einer 96-Loch-Mikrotiterplatte gegeben. Aus einer Milz konnten
normalerweise zwei 96-Loch-Mikrotiterplatten angesetzt werden, die
anschlieend im Brutschank inkubiert wurden. Dies fihrte innerhalb von 4 - 5
Tagen zur antigenspezifischen Aktivierung der SIINFEKL-spezifischen CD8" T-
Lymphozyten. Diese Effektorzellen wurden dann in **Chrom-Freisetzungs-Tests
eingesetzt oder fur eine spatere Verwendung noch einmal stimuliert (siehe
2.2.1.9).

2.2.1.9 Restimulation zytotoxischer T-Lymphozyten

Nicht benétigte CTL aus einer Kultur zur antigenspezifischen Stimulierung
(siehe 2.2.1.8) wurden teilweise nach 4-5 Tagen erneut kultiviert, um sie spater
als Effektorzellen einzusetzen. Die Zellen wurden in einem Réhrchen 5 Minuten
bei 300 x g zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Dann wurden die
Zellen behandelt wie bei der Stimulation, nur wurden dem Ansatz noch pro 70-
100 x 10° CTL 50-100 x 10° Stimulatorzellen hinzu gegeben. Bei den
Stimulatorzellen handelte es sich um bestrahlte Zellen (15 Minuten; 30Gy) aus
der Milz von C57BI/6- oder 129Sv-Mausen, die H2K® exprimieren, welches das
SIINFEKL-Peptid bindet und es so den CTL prasentiert wird. Die restimulierten

Zellen konnten dann am 4. oder 5. Tag als Effektorzellen eingesetzt werden.
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2.2.2 Zytotoxizitatstest

2.2.2.1 Allgemeines zu der Arbeit mit radioaktiven Stoffen

Alle Arbeiten mit radioaktiven Stoffen wurden im Isotopenlabor durchgefinhrt.
Die Arbeit erforderte keine absolute Sterilitat, weil die jeweiligen Versuche nur 4
Stunden dauerten. Die Werkbank war mit einer bleiernen Schutzmauer
versehen, hinter der die Arbeit mit den radioaktiven Stoffen erfolgte. Flissiger
und fester radioaktiver Abfall wurden getrennt in dafiir vorgesehene Behéltnisse
entleert. Alle verwendeten Materialien und Gerate wurden nur im Isotopenlabor

eingesetzt.

2.2.2.2  Der *’Chrom-Freisetzungs-Test

Der Chromfreisetzungstest ist ein In-vitro-Test zur Bestimmung der
zytolytischen Aktivitdt von CTL. Zielzellen, deren MHC-Klasse-I-Komplex ein
spezifisches Antigen préasentiert, aktivieren antigenspezifische CTL und werden
von diesen lysiert. Die Zielzellen wurden zuvor mit dem radioaktiven Isotop
>Chrom in Form von Natriumchromat inkubiert. Das Chrom wird in die Zellen
aufgenommen und dort an zellulare Proteine gebunden. Wenn es zu einer
antigenspezifischen Aktivierung der CTL kommt, schitten diese ihre
zytotoxischen Granula aus und dann wird durch Perforin-abhangige Lyse der

Zielzellen das Chrom in den Uberstand freigesetzt.

2.2.2.3  Durchfilhrung des **Chrom-Freisetzungs-Tests

Der Chromtest wurde am 4. oder 5. Tag nach der Stimulation der CTL
durchgefuhrt. Als Effektorzellen dienten aktivierte CTL aus OT-I- Mausen. Als
Zielzellen dienten RMA-Zellen oder embryonale Fibroblastenlinien aus Mausen
(MEF).
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Die Zielzellen wurden geerntet, in ein steriles Réhrchen tberfihrt und 5 Minuten
bei 300 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 10 ml Hepes-gepuf-
fertem DMEM-Medium mit 10% FCS resuspendiert und gezahlt. Die bendtigte
Menge an Zellen (1 x 10° Zellen pro Mikrotiterplatte fiir ein Killer-/
Zielzellverhaltnis von 10:1) wurde entnommen und wieder zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. AnschlieRend wurden die Zielzellen fir eine
Stunde bei 37°C chromiert. Dazu wurden die Zellen in eine Losung mit 200 pl
Hepes-gepuffertem DMEM-Medium, 100 pl FCS und 25-50 pl (je nach Alter und
Aktivitat der verwendeten Charge) des radioaktiven Chrom-Isotops Na,>*CrO,

gebracht.

Die Zielzellen wurden nach einer Stunde dreimal mit 10 ml Hepes-gepuffertem
DMEM-Medium fur 10 Minuten bei 300 x g gewaschen und der Uberstand
wurde jeweils verworfen. Dadurch wurde das freie Chrom entfernt. Die Zellen
wurden in Hepes-gepuffertem DMEM-Medium aufgenommen, so dass eine

Konzentration von 100.000 Zellen/ml erreicht wurde.

Die Effektorzellen (OT-I) wurden in ihrem Medium resuspendiert, in ein 50-ml-
Roéhrchen mit 30 ml Hepes-gepuffertem DMEM-Medium Uberfihrt und 5
Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen in 5 ml Hepes-gepuffertem DMEM-Medium aufgenommen und gezahlt.
Die bendtigte Menge an Effektorzellen (2 x 10° Zellen/Verdiinnungsreihe)
wurde entnommen, 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und danach in der
bendtigten Menge von Hepes-gepuffertem DMEM-Medium mit 10% FCS
aufgenommen (50 pl / Verdinnungsreihe). In eine 96-Loch-Mikrotiterplatte
wurden in jedes Loch 50 pl Hepes-gepuffertes DMEM mit 10% FCS vorgelegt.
In das erste Loch der Verdinnungsreihe wurden je 50 pl der Effektorzellen
gegeben und dann finfmal resuspendiert. Davon wurden dann wieder 50 pl in
das nachste Loch geben. So wurde eine Verdunnungsreihe erstellt. Um die
spontane Chromfreisetzung aus den Zielzellen (Spontanrelease) zu bestimmen,
wurden in die letzte Reihe der Platte nur Zielzellen und keine Effektorzellen

gegeben.
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Um die Peptidspezifitat zu zeigen, wurde zu der Negativkontrolle kein Peptid
(SIINFEKL (Ovalbumin aa 257-264)) hinzu gegeben, sondern nur 50 pl Hepes-
gepuffertes DMEM-Medium. Allen anderen Testreihen wurden sowohl 50 pl
Hepes-gepuffertes DMEM-Medium, als auch 0.25 pg/ml des Peptids zugesetzt.
Als Nachweis, dass die Lyse Uber den Granula-Exozytose-Weg vermittelt wird
und daher calciumabhangig ist, wurde zu einem Triplett auRerdem 2 mM EGTA
und 4 mM MgCI, gegeben. Die Zugabe weiterer Reagenzien erfolgte je nach
Fragestellung.

Anschlieend wurden 100 ul der chromierten Zielzellen in den
Konzentrationsverhaltnissen von 10:1 bis 0.16:1 zu den Effektorzellen hinzu
gegeben. Das Gesamtvolumen betrug 200 pl/Loch. Jede Versuchsreihe wurde
als Triplett angesetzt. Die spontane Chromfreisetzung (Spontanrelease) wurde

durch Inkubation der Zielzellen ohne Zugabe von Effektorzellen ermittelt.
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Triplett Triplett Triplett Triplett
Zielzelle 1 Zielzelle 2 Zielzelle 3 Zielzelle 4

10:1
5:1
251
1,254
0,63:1
g.314
0,16:1
SR
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Abbildung 1: Darstellung des Pipettierschemas eines Chromtests in einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte

Es wird beispielhaft das Pipettierschema eines Chromtests dargestellt. In jedes Loch der 96-
Loch-Mikrotiterplatte wurden 50 ul Hepes-gepuffertes DMEM-Medium mit 10% FCS gegeben.
In Reihe A wurde in jedes Loch 50 pl (2 x 10° Zellen) der Effektorzellsuspension gegeben. Dann
wurde eine Verdinnungsreihe (z.B. von 10:1 bis 0,16:1) erstellt. In die Reihe H wurden keine
Effektorzellen gegeben, da hier der Spontanrelease (SR) bestimmt wurde. Danach wurde in
jedes Loch 50 pl eines Ansatzes gegeben, der Hepes-gepuffertes DMEM-Medium enthielt und
das Peptid. Weitere Zusatze, wie EGTA oder der Cathepsin-B-Inhibitor, wurden in Abhangigkeit
von der Fragestellung hinzu gegeben. Nur in die Negativkontrolle wurde kein Peptid gegeben.
Alle Ansatze erfolgten als Triplett. Dann wurden in jedes Loch 100 pl der Zielzellsuspension
gegeben. Das Endvolumen betrug 200ul/Loch.

Nach Zusammengabe der Effektor- und Zielzellen wurde die 96-Loch-
Mikrotiterplatte eine Minute bei 20 x g zentrifugiert, um den Kontakt der Zellen
herzustellen. Anschlie3end erfolgte die Inkubation fur 4 Stunden bei 37°C in
einer feuchten Kammer. Nach 4 Stunden wurde die 96-Loch-Mikrotiterplatte
wieder fur 1 Minute bei 20 x g zentrifugiert, um die Zellen vom Uberstand zu
trennen, der das freigesetzte *'Chrom enthielt. Je 50 pl des Uberstandes
wurden abgenommen und in einen 96-Loch-Wallac-Messplatte tberfihrt. Um
die Gesamtmenge des Chroms in den Zellen bestimmen zu kbnnen, musste

man den Gehalt des Chroms in den Sedimenten messen. Da das Chrom erst
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nach der Zerstorung der Zellmembran freigesetzt wird (Brunner et al. 1968),
wurden vor Abnahme des Sediments in jedes Loch 5 pl 10% Triton X-100-
Losung zur Zerstorung der noch intakten Zellen gegeben. Die Sedimente
wurden mit dem verbliebenen Uberstand (150 pl) vermischt. AnschlieRend
wurden je 50 pl dieses Gemisches (das sog. Sediment) in eine Messplatte
Uberfuhrt. Um die Radioaktivitdit messen zu kénnen, wurde in jedes Loch der
96-Loch-Wallac-Messplatte 200 ul Szintillator (Optiphase “Supermix”) gegeben.
Die Messplatten wurden mit einer Klebefolie verschlossen und kurz auf einem
Schittler geschiittelt. Die Messung des >*Chrom erfolgte mit Hilfe des Wallac-
MicroBeta-Trilux-Zahlers. Ermittelt wurden die counts per minute (cpm) in
jedem Loch der Messplatte. Die Lyse wurde mit der folgenden Formel
berechnet:

o % CRITE Ubersion x 100
3 x cpm Sediment + 1 x cpm Ubsrstand

[GelLyse =

Zur Ermittlung der spezifischen Lyse, welche die Aktivitat der CTL wiedergibt,
musste man von der prozentualen Lyse den Spontanrelease abziehen. Der
Spontanrelease entspricht der Freisetzung von °!Chrom aus den Zellen
unabhangig von den CTL.

2.2.2.4 >Chrom-Freisetzungs-Test mit Inhibitor

Im Rahmen der Untersuchung zur Funktion des extrazellularen Cathepsin B
wurden Testreihen mit dem spezifischen zellmembranimpermeablen
irreversiblen Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 durchgefuhrt. Zur Detektion einer
konzentrationsabhangigen Beeinflussung der CTL-Induzierten Lyse durch den
Inhibitor wurde er in den Konzentrationen von 20 pM, 10 uM oder 5 puM
eingesetzt. Um die intrazellulare Funktion des Cathepsin B zu untersuchen,
wurde der spezifische zellmembranpermeable irreversible Cathepsin-B-Inhibitor

CA-074 Me verwendet. Dieser wurde in Konzentrationen von 20 uM und 5 pM
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eingesetzt. Weiterhin wurde in einer zusatzlichen Testreihe der Effekt des
Losungsmittels DMSO auf die Zellen ermittelt. Dazu wurde DMSO in
demselben Volumen hinzu gegeben, wie der Inhibitor in der Konzentration von
20 uM.

2.2.2.5 *Chrom-Freisetzungs-Test mit Zugabe von Cathepsin-B-Inhibitoren

zu den Zielzellen

Um den Einfluss der Cathepsin-B-Inhibitoren auf die CTL zu vermeiden, wurden
in einigen Versuchen die Cathepsin-B-Inhibitoren und das DMSO nicht in den
Testansatz gegeben, sondern vor Beginn des Chrom-Freisetzungs-Tests nur zu
den Zielzellen. Der Versuchsablauf war wie unter 2.2.2.3 beschrieben. Die
Zielzellen wurden nach dem Chromieren jedoch nur zweimal mit Hepes-gepuf-
fertem DMEM-Medium gewaschen. Dann wurden die Cathepsin-B-Inhibitoren
jeweils in der Konzentration von 20 uM oder 5 pM zu den Zielzellen gegeben
und fir eine halbe Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut
zweimal in Hepes-gepuffertem DMEM-Medium gewaschen. In gleicher Weise
wurde auch eine Kontrolle mit DMSO behandelt. Die Menge des DMSO
entsprach der Menge des Cathepsin-B-Inhibitors in der Konzentration von 20
HM.

2.2.2.6  *'Chrom-Freisetzungs-Test mit Zugabe von Inhibitor zu den

Effektorzellen

Der Einfluss der Cathepsin-B-Inhibition der Effektorzellen auf die Lyse von
RMA-Tumorzellen wurde untersucht, indem in einem Teil der Versuche der
Cathepsin-B-Inhibitor nur zu den Effektorzellen gegeben wurde. Es wurde der
zellmembranpermeable Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 Me eingesetzt. Der
Inhibitor wurde in der Konzentration von 20 uM oder 5 uM zu den Effektorzellen
gegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen

zweimal mit Hepes-gepuffertem DMEM-Medium gewaschen, bevor sie zum
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>lChrom-Freisetzungs-Test hinzu gegeben wurden. Es wurde auch wieder eine
Kontrolle mit DMSO durchgefiihrt. Das DMSO wurde in derselben Menge wie
der Inhibitor in der hoheren Konzentration zu den OT-1-Zellen gegeben, bevor
sie fur eine Stunde bei 37°C inkubiert und zweimal mit Hepes-gepuffertem

DMEM-Medium gewaschen wurden.

2.2.2.7 °'Chrom-Freisetzungs-Test mit MEF

Neben den RMA-Zellen wurden auch embryonale Méausefibroblasten (MEF) als
Zielzellen eingesetzt. Diese Fibroblasten stammten zum einen aus Cathepsin-
B-knock-out-Méausen (CathB -/-). Als Vergleichskontrolle dienten Fibroblasten
von Cathepsin-B-Wildtyp-Mausen (CathB Wt). Um die Expression der MHC-
Klasse-I-Molekiile (H2K®, das Restriktionselement fiir das SIINFEKL-Peptid) auf
den MEF zu erhdhen, wurden diese Zellen 48 Stunden vor Testbeginn mit 1000
U/ml  IFN-y stimuliert. Die MHC-Klasse-I-Expression wurde mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Der Versuchablauf entsprach dem unter 2.2.2.3

beschriebenen **Chrom-Freisetzungs-Test.

2.2.3 Durchflusszytometrie

2.2.3.1 Allgemeines zur Durchflusszytometrie

Durch die Durchflusszytometrie kann die Expression von Oberflachenmolektlen
und intrazellularen Proteinen bestimmt werden und so kodnnen Zellen
hinsichtlich der Expression dieser Molekule oder Proteine verglichen werden.
Als Grundlage dient haufig eine Antigen-Antikdrper-Reaktion mit fluoreszenz-
markierten monoklonalen Antikdrpern. Diese Antikdrper sind spezifisch far
Strukturen auf der Zelloberflache oder im Zellinneren. Diese Markierung kann
direkt oder indirekt geschehen. Zur Ermittlung unspezifischer Bindungen wird
ein Teil der Zellen mit einem Antikorper des gleichen Isotyps inkubiert, dieser

richtet sich aber gegen Strukturen, die auf den zu analysierenden Zellen nicht

37



vorkommen. Die Isotypenkontrolle wird dann bei der Auswertung von der
Fluoreszenz der untersuchten Zellen abgezogen. Die Zellen werden in
Einzelsuspension in die Messkammer angesaugt und so einzeln in einem
lamindren Strom aus Spulflissigkeit an einem Laserstrahl geeigneter
Wellenlange vorbei geleitet. Die Zellen emittieren Licht proportional zu der

Menge ihrer gebundenen Antikorper.

2.2.3.2 Bestimmung der MHC-Klasse-I-Expression auf MEF-Zellen mittels

Durchflusszytometrie

Parallel zu jedem Chromtest, bei dem die MEF als Zielzellen eingesetzt wurden,
wurde die MHC-Klasse-I-Expression auf den Zielzellen gemessen. Diese
Messung erfolgte durch eine Farbung mit einem direkt markierten Antikérper.
Die MHC-Klasse-I-Expression der RMA-Zellen wurde als Positivkontrolle
zusatzlich bestimmt. Von den MEF wurden sowohl Zellen, die mit IFN-y
stimuliert wurden, gemessen als auch nicht stimulierte Zellen. Dadurch wurde

uberprift, ob die Stimulation erfolgreich war.

Die zu messenden Zellen wurden auf je 3 FACS-ROhrchen verteilt, mit PBS
aufgefullt und 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Im ersten Rohrchen wurden die Zellen nicht gefarbt. Im zweiten
Rohrchen wurden die Zellen mit 1 pl der Isotypenkontrolle (mlgGza, RPE-
konjugiert) inkubiert. Im dritten Réhrchen wurden die Zellen mit 1 pl eines RPE-
konjugierten Antikdrpers gegen H2K® gefarbt. Die Zellen wurden 30-45 Minuten
im Kuhlschrank inkubiert, dann mit PBS aufgeftllt und 5 Minuten bei 300 x g
gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen. Danach wurde in jedes FACS-
Roéhrchen 300 pl PBS gegeben und die Fluoreszenzintensitdt wurde im

FACScan gemessen und mit dem Programm Cell Quest ausgewertet.
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2.2.4 Westernblot-Analyse

2.2.4.1  Allgemeines zur Westernblot-Analyse

Der Westernblot ist ein Verfahren zum Nachweis spezifischer Proteine aus
einem komplexen Proteingemisch mit Hilfe von Antikbrpern. Nach Auftrennung
der Proteine (abhangig von ihrer Gréf3e) durch Gelelektrophorese werden diese
durch ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld aus der Polyacryl-
amidmatrix auf eine Membran aus Nitrocellulose transferiert. Dabei bleibt das
Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Anschlie3end werden sie
mittels spezifischen Antikdrpern detektiert. Der gebundene erste Antikdrper wird
durch einen zweiten Antikérper, der an ein Enzym gebunden ist, detektiert und

So sichtbar gemacht.

2.2.4.2 Erstellen von Zell-Lysaten fur den Westernblot

1-2 x 10° Zellen wurden in ein Réhrchen Uberfiihrt und mit PBS aufgefiillt.
AnschlieRend wurden die Zellen bei 300 x g 5 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden in 1 ml PBS aufgenommen und
in ein Eppendorf-Cup Uberfuhrt und in diesem wieder 5 Minuten bei 300 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die restliche Flussigkeit von
dem Zellpellet mit einer Pipette abgesaugt. AnschlieBend wurde das Zellpellet

bei -20°C eingefroren.

Um die Zellpellets im Westernblot auftrennen zu kénnen, wurden pro 2 x 10°
Zellen 30 pul reduzierender Probenpuffer hinzugegeben. Dann wurden die
Proben 5 Minuten bei 95°C gekocht, kurz gevortext und fur 5 Minuten bei
10.000 x g zentrifugiert. Jetzt konnten die Lysate in einer SDS-Polyacrylamid-

Gelelekrophorese aufgetrennt werden.
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2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelktrophorese

Zum Aufbau der Gelkammer wurden 2 Glasplatten (19 x 19,5 cm und 16 x 16,5
cm) mit Isopropanol gereinigt, die Spacer wurden bindig auf 3 Seiten der
gro3eren Platte gelegt und die kleinere Platte wurde darauf mit je 3 Klammern
an jeder Seite befestigt. Das Trenngel wurde zwischen die beiden Platten
gegossen bis ca. 3 cm unter den Rand der kleineren Platte und sofort mit ca.
0,5 ml Isopropanol Uberschichtet. Dann musste das Trenngel ca. 30 Minuten
ausharten. Das Isopropanol wurde mit destilliertem Wasser ausgespult, das
Sammelgel tber das Trenngel geschichtet und sofort ein Kamm mit Kammern
gesteckt. Nach ca. 1 Stunde war das Gel ausgehéartet. Wenn das Gel nicht
sofort bendtigt wurde, wurde es in feuchte Tucher und Frischhaltefolie gewickelt

und im Kihlschrank aufbewahrt.

Das Gel wurde nach Entfernen der Klammern, des unteren Spacers und des
Kamms mit Klammern an der Elektrophoreseapperatur befestigt und in die
obere und untere Kammer wurde 1 x SDS-Laufpuffer gegeben. Die Blasen am
unteren Rand der Gelkammer wurden mit einer Spritze mit Laufpuffer entfernt.
Dann wurde in die erste Tasche zunachst ein Proteinmarker als Langenstan-
dard gegeben. Dieser enthalt eine Mischung von Proteinen bekannter GroR3e. In
die folgenden Kammern wurden 30 pl oder 50 ul der Zelllysate gegeben. Dann
wurde eine Spannung von 20 mA angelegt, bis die Proben das Trenngel
erreicht hatten. AnschlieRend wurde eine Spannung von 40 mA eingestellt,
solange bis die Proben am unteren Rand angelangt waren. Dann wurde die
Elektrophorese gestoppt, die Platten aus der Apparatur genommen und
vorsichtig getrennt. Das Gel wurde vorsichtig von der Platte gelost und
zurechtgeschnitten. Das Gel wurde in Transferpuffer gegeben und 10 Minuten

auf dem Schuttler aquibriliert.
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2.2.4.4 Der Westernblot

Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran erfolgte auf
elektrophoretischem Weg. Beim Zusammenstellen des Blots war darauf zu
achten, dass alle Teile mit Transferpuffer befeuchtet waren und keine
Luftblasen zwischen Gel und Nitrozellulose vorhanden waren. Zu beachten war
auch, dass das Filterpapier und die Nitrozellulose nicht wesentlich gréf3er sein

sollten, als das Gel.
Aufbau des Blots:

Kathode,

Schwamm (angefeuchtet mit Transferpuffer),

Wathman Filterpapier (angefeuchtet mit Transferpuffer),
Gel,

Nitrozellulose,

Wathman Filterpapier (angefeuchtet mit Transferpuffer),
Schwamm (angefeuchtet mit Transferpuffer),

Anode.

© N o O h~ W DdhPE

Dann wurde die Transferapparatur in eine vertikale Blotkammer mit Transfer-
puffer gegeben und lber Nacht bei 4°C mit 16 Volt geblottet. Hierfur wird senk-
recht zu dem Gel ein elektrisches Feld angelegt, so dass die negativ geladenen
Proteine auf die Nitrozellulose-Membran Ubertragen werden. Deswegen war es
wichtig, beim Aufbau der Transferapperatur Blasen zwischen dem Gel und der

Nitrozellulose-Membran zu vermeiden.

2.2.4.5 Immunfarbung der transferierten Proteine

Am nachsten Tag erfolgte die Immunfarbung des Blots. Die Inkubationsschritte
wurden auf einem Schittler durchgefiihrt. Die Nitrocellulose wurde eine Stunde
in PBS/Tween gewaschen. Dann wurde die Nitrozellulose in einer Ponceau-S-

Losung (1:10 in PBS verdinnt) gegeben und so die Proteine angefarbt. Die
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Marker wurden eingezeichnet und die Membran in Streifen geschnitten. Danach

wurden sie zweimal kurz in PBS/Tween gewaschen.

Eine Halfte der Nitrozellulose wurde nur mit einem sekundaren Antikérper
inkubiert. Dieser Streifen wurde in eine Petrischale mit 5 ml PBS/Tween
gegeben. Der andere Teil Streifen wurde mit primdrem und sekundarem
Antikorper inkubiert. Dieser wurde in eine Petrischale mit 5 ml PBS/Tween, 10
pl Anti-Cathepsin-B-Antikorper (Ziege; 1:5000) und 1 pl Anti-p-Aktin-Antikorper
(Maus; 1:5000) gegeben. B-Aktin farbt ein Strukturprotein an, das immer

vorhanden ist und als Ladekontrolle und zur Quantifizierung diente.

Die Inkubation erfolgte fur 2 Stunden auf dem Schuttler, danach wurde die
Nitrozellulose 3 x 5 Minuten mit PBS/Tween gewaschen. Anschlie3end erfolgte
die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper. Hierfur wurden beide Halften der
Nitrozellulose in einer Petrischale mit 10 ml PBS, 5 ul Meerrettichperoxidase-
konjugiertem Kaninchen anti-Ziege IgG (1:2000) bzw. 5 pl Meerrettichperoxi-
dase-konjugiertem Ziege anti-Maus IgG (1:2000) und fur 1,5 Stunden inkubiert.

Danach wurden sie viermal fir 5 Minuten grtindlich in PBS/Tween gewaschen.

Die Substratreaktion erfolgte, indem die Nitrozellulose kurz in einen Ansatz mit
50 mg DAB, 50 ml PBS/Tween und 50 ul H,O, getaucht wurde. Im Anschluss
wurde die Nitrozellulose 2 x fur 10 Minuten in PBS/Tween gewaschen und

danach liel3 man sie zwischen zwei Whatman-Filterpapieren trocknen.

2.2.5 Statistische Analyse

Die Signifikanzprifung erfolgte im Fall der Uberprifung der Expression der
MHC-Klasse-I-Moleklle auf MEF mit einem nichtparametrischen Test flr zwei
unabhangige Stichproben, dem Mann-Whitney-U-Test. Als Signifikanzniveau

wurde a = 0,05 angenommen.

Die Varianzanalyse (ANOVA) zur Evaluierung der **Chrom-Freisetzungs-Tests
wurde in der Abteilung Genetische Epidemiologie des Zentrums fur Informatik,

Statistik und Epidemiologie der Georg-August-Universitat  Gottingen
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durchgefuhrt. Fur alle Experimente wurde ein Signifikanzniveau von o = 0,05
angenommen. Behandlung, Effektor-Zielzell-Verhaltnis, Testfaktoren und deren
Interaktionen wurden in das statistische Modell mit einbezogen. Aufgrund einer
begrenzten Probengrdl3e zweier Experimente wurde in diesen Fallen ein
reduziertes Modell mit weniger Interaktionsgré3en gewahlt. Anpassungen fur
Mehrfachvergleiche wurden mit Hilfe des Tukey-Kramer Verfahrens

durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss des zellmembranimpermeablen Cathepsin-B-Inhibitors CA-074

auf die Lyse von Tumorzellen durch CTL

Es wurde in friheren Studien gezeigt, dass CTL sich mittels Cathepsin B, das
an der Zelloberflache exprimiert wird, vor den von ihnen ausgeschutteten
Perforinen schitzen (Balaji et al. 2002). Im Rahmen einer Bachelor-Arbeit
wurden in unserem Labor praliminare Experimente durchgefuhrt, bei denen sich
fur RMA-Tumorzellen der Hinweis ergab, dass diese sich mittels Cathepsin B
vor der Lyse durch CTL schiitzen (Ribarska and Dressel, 2005). In diesen
Experimenten war der Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 verwendet worden, um

extrazellulares Cathepsin B zu inhibieren.

In den folgenden Experimenten wurde daher der Einfluss des Cathepsin-B-
Inhibitors CA-074 auf die CTL-induzierte Apoptose systematisch untersucht.

3.1.1 Signifikante Verbesserung der durch CTL induzierten Lyse von
Tumorzellen durch den zellmembranimpermeablen Cathepsin-B-Inhibitor
CA-074

Als Methode zur Bestimmung der durch CTL induzierten spezifischen Lyse von
Tumorzellen wurde der >*Chrom-Freisetzungs-Test eingesetzt. Die CTL wurden
aus der Milz von OT-I-Mausen gewonnen, die transgen fur einen bestimmten
Va2B5-T-Zell-Rezeptor sind (Hogquist et al. 1994). Dieser ist spezifisch fur das
aus dem Ovalbumin abgeleitete Peptid SIINFEKL (Ovalbumin aa 257-264), das
durch das MHC-Klasse-I-Molekill H2K® prasentiert wird. Als Zielzellen wurden
RMA-Zellen eingesetzt. Dies sind Zellen einer T-Zell-Lymphom-Linie einer
Maus, die H2K"-Molekiile exprimieren und daher nach Zugabe des SIINFEKL-
Peptids durch aktivierte CTL aus OT-I-M&ausen lysiert werden kdnnen.

Die Peptidspezifitat des CTL-vermittelten Killings wurde jeweils durch eine

Kontrolle ohne Beigabe des Peptids SIINFEKL gezeigt. Als Positivkontrolle

44



diente ein Ansatz, zu dem das Peptid, aber kein Cathepsin-B-Inhibitor gegeben
wurde. Um identische Bedingungen zu schaffen, wurde zu diesem Ansatz auch
DMSO hinzu gegeben, da der Inhibitor in DMSO gelost war. Die verwendete
Menge an DMSO entsprach immer der grofdten eingesetzten Menge an
Inhibitor. Der Cathepsin-B-Inhibitor wurde in der Konzentration von 20 uM, 10
uM und 5 pM verwendet. Als Nachweis, dass die Lyse Uber den Granula-
Exozytose-Weg vermittelt wird und daher calciumabhangig ist, wurde zu einem
Ansatz der Calciumbinder EGTA gegeben.

Die Ergebnisse der Versuche sind in Abbildung 2 dargestellt. Es zeigte sich
eine signifikante Verbesserung der CTL-induzierten Lyse von RMA-Zellen in
Anwesenheit des Cathepsin-B-Inhibitors CA-074 in der Konzentration von 5 pM
gegenuber der Vergleichskontrolle mit DMSO (p = 0,0039, ANOVA). Auch wenn
der Inhibitor in der Konzentration von 10 uM eingesetzt wurde, war die Lyse
leicht erhdht. Eine Verbesserung der Lyse zeigte sich dagegen nicht bei Einsatz

des Inhibitors CA-074 in einer Konzentration von 20 pM.

In Abbildung 2A ist gezeigt, dass in Anwesenheit des Calziumbinders EGTA
keine Lyse von RMA durch peptidspezifische CTL stattfindet. Die Lyse von
RMA-Zellen bei einem Effektor:Zielzell-Verhaltnis von 5:1 und 2,5:1 in der
Negativkontrolle in dem in Abbildung 2A gezeigten Experiment ist
wahrscheinlich durch eine Verschleppung des Peptids in diesen Ansatz zu

erklaren.
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Abbildung 2: Spezifische Lyse von RMA-Zellen durch CTL in Abhangigkeit von der
Konzentration des zellmembranimpermeablen Cathepsin-B-Inhibitors
CA-074

Zur Bestimmung der spezifischen Lyse wurde der **Chrom-Freisetzungs-Test eingesetzt. Als
Zielzellen dienten RMA-Zellen, Effektorzellen waren peptidspezifische CTL.

A Ein einzelnes Experiment ist exemplarisch dargestellt. Zu den Kontrollen gehért eine
Negativkontrolle ohne SIINFEKL (-/-) und eine Kontrolle der Calciumabhangigkeit der Lyse
(+EGTA+OVA), zu der EGTA/MgCI, und das SIINFEKL-Peptid gegeben wurde. Zu einem
weiteren Ansatz wurde das SIINFEKL-Peptid und das Ldsungsmittel DMSO (+OVA+DMSO)
oder der in DMSO geloste Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 in der jeweiligen Konzentration
gegeben (+OVA+CA-074 20uM/10uM/5uM). Alle Ansétze erfolgten als Tripletts. Es sind jeweils
die mittlere Lyse und die Standardabweichung dargestellt. B zeigt die Zusammenfassung der
Mittelwerte der einzelnen Experimente und deren Standardabweichung.
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3.1.2 Bestimmung der relativen Lyse

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Tests herzustellen, wurde fir jedes
Experiment nicht nur die spezifische Lyse in Prozent bestimmt, sondern auch
die relative Lyse im Vergleich zur Kontrolle mit DMSO. Dazu wurde in jedem
einzelnen Test der Wert der spezifischen Lyse des Ansatzes mit SIINFEKL und
DMSO mit dem Killer:Zielzell-Verhéaltnis von 10:1 als 100% festgelegt und die
relative Lyse bei allen anderen experimentellen Bedingungen berechnet.

Die Ergebnisse dieser Berechnungen sind in Abbildung 3 dargestellt. Auch hier
zeigte sich, dass die Lyse von RMA-Zellen durch peptidspezifische CTL in
Anwesenheit des Cathepsin-B-Inhibitors CA-074 in der Konzentration von 5 pM
verbessert wird. Eine geringere Verbesserung zeigte sich in Anwesenheit des
Cathepsin-B-Inhibitors in der Konzentration von 10 pM, jedoch nicht in der

Konzentration von 20 puM.
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Abbildung 3: Relative Lyse von RMA-Zellen durch CTL in Abhéangigkeit von der
Konzentration des Cathepsin-B-Inhibitors CA-074

Zur Bestimmung der relativen Lyse wurde der Wert der spezifischen Lyse der Kontrolle
+OVA+DMSO 10:1 als 100% festgesetzt.

Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung der Mittelwerte der relativen Lyse und deren
Standarabweichung. Zu einem Ansatz wurde das SIINFEKL-Peptid und das L&sungsmittel
DMSO (+OVA+DMSO) oder der in DMSO geloste Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 in der
jeweiligen Konzentration gegeben (+OVA+CA-074 20uM/10pM/5uM). Alle Ansatze erfolgten als
Tripletts.

3.2 Einfluss des zellmembranpermeablen Cathepsin-B-Inhibitors CA-074 Me
auf die Lyse von Tumorzellen durch CTL

Bei Verwendung des zellmembranimpermeablen Cathepsin-B-Inhibitors CA-074
hatte sich eine konzentrationsabhangige Beeinflussung der Lyse von
Tumorzellen durch peptidspezifische CTL gezeigt. Da eine andere Studie
jedoch Anhaltspunkte dafur lieferte, dass der zellmembranimpermeable
Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 ab einer Konzentration von 10 pM auch
intrazellulares Cathepsin B hemmen kann (Szpaderska and Frankfater 2001),
haben wir, um den Einfluss der Inhibition des intrazellularen Cathepsin B auf die
Lyse von Tumorzellen durch CTL zu untersuchen, im nachsten Schritt den

zellmembranpermeablen Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 Me eingesetzt.
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3.2.1 Tendenziell verbesserte Lyse von RMA-Tumorzellen durch den

zellmembranpermeablen Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 Me

Zur Bestimmung der spezifischen Lyse diente wieder der unter 2.2.2.3
beschriebene >lChrom-Freisetzungs-Test. Diesmal wurde der
zellmembranpermeable Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 Me in der Konzentration
von 5 uM und 20 puM eingesetzt. Die Ergebnisse der Versuche sind in
Abbildung 4 dargestellt. Die Anwesenheit des zellmembranpermeablen
Cathepsin-B-Inhibitors CA-074 Me in der Konzentration von 5 uM verbesserte
tendenziell die Lyse der RMA-Zellen durch CTL gegentber der Kontrolle mit
DMSO, jedoch war diese Verbesserung nicht signifikant (p = 0,2062, ANOVA).
Die Anwesenheit des Inhibitors CA-074 Me in der Konzentration von 20 uM
fuhrte zu keiner wesentlichen Verbesserung der Lyse. In Abbildung 4A sieht
man, dass die Lyse der RMA-Zellen peptidabhéngig erfolgte. In Anwesenheit
des Calciumbinders EGTA fand keine Lyse von RMA durch CTL statt.
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Abbildung 4: Einfluss des zellmembranpermeablen Cathepsin-B-Inhibitors CA-074 Me
auf die spezifische Lyse von RMA durch peptidspezifische OT-I-CTL

Die spezifische Lyse wurde durch den °*'Chrom-Freisetzungs-Test bestimmt. Als Zielzellen
wurden RMA-Zellen eingesetzt. Effektorzellen waren peptidspezifische CTL.

A Ein einzelnes Experiment ist exemplarisch dargestellt. Zu den Kontrollen gehdrt eine
Negativkontrolle ohne SIINFEKL (-/-) und eine Kontrolle der Calciumabhangigkeit der Lyse
(+tEGTA+OVA), zu der EGTA/MgCI, und das SIINFEKL-Peptid gegeben wurde. Zu einem
weiteren Ansatz wurde nur das SIINFEKL-Peptid (+OVA) oder zusétzlich das Lésungsmittel
DMSO (+OVA+DMSO) oder der in DMSO geldste Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 Me in der
jeweiligen Konzentration gegeben (+OVA+CA-074Me 20uM/5uM). Alle Ansatze erfolgten als
Tripletts. Es sind jeweils die mittlere Lyse und die Standardabweichung dargestellt. B zeigt die
Zusammenfassung der Mittelwerte der einzelnen Experimente und deren Standardabweichung.
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3.2.2 Bestimmung der relativen Lyse

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Tests herzustellen, wurde auch diesmal
fur jedes Experiment nicht nur die spezifische Lyse errechnet, sondern auch die
relative Lyse im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die Ergebnisse dieser
Berechnungen sind in Abbildung 5 dargestellt. Durch Anwesenheit des
zellmembranpermeablen Cathepsin-B-Inhibitors in der Konzentration von 5 pM
zeigte sich eine tendenzielle Verbesserung der Lyse der RMA-Tumorzellen
durch CTL gegenuber der Kontrolle mit DMSO. Wurde der Inhibitor in der
Konzentration von 20 pM eingesetzt, zeigte sich keine wesentliche
Verbesserung der Lyse. Es zeigte sich, dass die Lyse in Anwesenheit des
DMSO geringer war, als bei der Kontrolle, die nur das Peptid enthielt.
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Abbildung 5: Relative Lyse von RMA-Zellen durch CTL in Abhéangigkeit von der
Konzentration des Cathepsin-B-Inhibitors CA-074 Me

Zur Bestimmung der relativen Lyse wurde der Wert der spezifischen Lyse der Kontrolle
+OVA+DMSO0 10:1 als 100% festgesetzt.

Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung der Mittelwerte der relativen Lyse und deren
Standardabweichung. Zu einem Ansatz wurde nur das SIINFEKL-Peptid (+OVA) oder
zusatzlich das Lésungsmittel DMSO (+OVA+DMSOQO) oder der in DMSO geldste Cathepsin-B-
Inhibitor CA-074 Me in der jeweiligen Konzentration gegeben (+OVA+CA-074Me 20uM/5uM).
Alle Ansétze erfolgten als Tripletts.
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3.3 Einfluss der ausschlielRlichen Inhibition des Tumorzell-assoziierten
Cathepsin B auf die Lyse durch CTL

Da Cathepsin B von CTL nach der Degranulation auf der Zelloberflache
exprimiert wird, um diese vor dem ausgeschiitteten Perforin zu schitzen (Balaji
et al. 2002), sollte im nachsten Teil der Versuche verhindert werden, dass die
Cathepsin-B-Inhibitoren auch das Cathepsin B auf der Oberflache der CTL

beeinflussen.

3.3.1 Bei ausschlief3licher Inhibition des Tumorzell-assoziierten Cathepsin B

wird die Lysibilitat durch CTL nicht wesentlich verbessert

Der Versuchsaufbau war ahnlich wie in Abschnitt 3.1 und 3.2. Als Methode zur
Bestimmung der durch peptidspezifische CTL induzierten Lyse von RMA-Zellen

wurde der **Chrom-Freisetzungs-Test verwendet.

Die Zielzellen wurden eine Stunde mit dem Isotop >!Chrom (Naz*'CrO,)
inkubiert, danach wurden sie zweimal gewaschen. Im Anschluss wurden die
Zielzellen mit dem Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 oder CA-074 Me in der
Konzentration von 5 puM oder 20 pM fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach
einer Stunde wurden die Zielzellen wieder zweimal gewaschen. Erst danach

wurden sie fur vier Stunden mit den Effektorzellen inkubiert.

Im Verlauf der Versuche gab es das Problem, dass die spontane Chrom-
Freisetzung (Spontanrelease) der Zielzellen bei diesem Versuchsaufbau oft
sehr hoch war. Der Spontanrelease gibt an, wie viele Zellen ohne Einfluss der
CTL >'Chrom freisetzen. Deswegen wurden alle Versuchsreihen mit einem
Spontanrelease hoher als 25% nicht in die abschlielende Auswertung mit

einbezogen.

Sowohl in dem Einzelexperiment als auch in der vergleichenden Auswertung
wird ersichtlich, dass die spezifische Lyse der Ansatze mit Inhibitor sich nicht
deutlich von der spezifischen Lyse der Vergleichskontrolle mit DMSO
unterscheidet (Abbildung 6).
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Im gezeigten Einzelexperiment zeigte sich, dass das Killing in Anwesenheit des
Kalziumbinders EGTA ganzlich unterdriickt wurde. Die geringe Lyse der
Zielzellen durch peptidspezifische CTL in Abwesenheit des Peptids (Abbildung
6A) lasst sich wahrscheinlich durch eine Verschleppung des Peptids in den

Ansatz erklaren.
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Abbildung 6: Einfluss der Inhibition des Cathepsin B von RMA-Tumorzellen auf die
Lyse durch peptidspezifische OT-I-CTL

Die spezifische Lyse wurde durch den *'Chrom-Freisetzungs-Test bestimmt. Als Zielzellen
wurden RMA-Zellen eingesetzt. Effektorzellen waren peptidspezifische CTL. Die Cathepsin-B-
Inhibitoren wirkten nur auf die Zielzellen, um einen Einfluss auf das Cathepsin B der CTL zu
vermeiden.

A. Ein einzelnes Experiment ist exemplarisch dargestellt. Zu den Kontrollen gehért eine
Negativkontrolle ohne SIINFEKL (-/-) und eine Kontrolle der Calciumabhéangigkeit der Lyse
(+EGTA+ OVA), zu der EGTA/MgCI, und das SIINFEKL-Peptid gegeben wurde. Zu einem
weiteren Ansatz wurde nur das SIINFEKL-Peptid (+OVA) oder zusatzlich das Losungsmittel
DMSO (+OVA+DMSO) oder der in DMSO geloste Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 in der
jeweiligen Konzentration (+OVA+CA-074 20uM/5uM) oder der in DMSO geldste Cathepsin-B-
Inhibitor CA-074 Me in der jeweiligen Konzentration gegeben (+OVA+CA-074Me 20uM/5uM).
Alle Ansatze erfolgten als Tripletts. Es sind jeweils die mittlere Lyse und die
Standardabweichung dargestellt. B zeigt die Zusammenfassung der Mittelwerte der einzelnen
Experimente und deren Standardabweichung.
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3.3.2 Bestimmung der relativen Lyse

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Tests herzustellen, wurde auch diesmal
fur jedes Experiment nicht nur die spezifische Lyse in % errechnet, sondern
auch die spezifische Lyse der einzelnen Reihen in prozentualem Anteil zu der
Vergleichsreihe mit DMSO bezogen. Dazu wurde der Wert der spezifische Lyse
des Ansatzes mit +OVA+DMSO mit dem Killer:Zielzell-Verhaltnis von 10:1 als
100% festgesetzt und der Werte der spezifischen Lyse der anderen Reihen
prozentual auf diesen Wert bezogen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7
dargestellt. Auch hier zeigte sich, dass die spezifische Lyse von RMA-Zellen
durch peptidspezifische CTL weder durch Prainkubation mit dem Cathepsin-B-
Inhibitor CA-074 noch durch Prainkubation mit dem Inhibitor CA-074 Me

verandert wird.

relative Lyse%

10:1 5:1 2,511 1,25:1

Killer:Zielzell Verhaltnis

“+OVA (n=5) m “+OVA+DMSO(n=6) “+OVA+CA-074 20pM (n=5)

B +OVA+CA-074 5uM(n=6) B +OVA+CA-074Me 20uM(n=5) = “+OVA+CA-074Me 5pM(n=5)

Abbildung 7: Spezifische Lyse in Relation zu dem Wert +OVA+DMSO in der
Killer:Zielzell-Konzentration von10:1 als 100%

Zur Bestimmung der relativen Lyse wurde der Wert der spezifischen Lyse der Kontrolle
+OVA+DMSO0 10:1 als 100% festgesetzt.

Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung der Mittelwerte der relativen Lyse und deren
Standardabweichung. Zu einem Ansatz wurde nur das SIINFEKL-Peptid (+OVA) oder
zusatzlich das Lésungsmittel DMSO (+OVA+DMSO) oder der in DMSO geldste Cathepsin-B-
Inhibitor CA-074 in der jeweiligen Konzentration (+OVA+CA-074 20uM/5uM) oder der in DMSO
geléste Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 Me in der jeweiligen Konzentration gegeben (+OVA+CA-
074Me 20uM/5uM).
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3.4 Vergleich der Lyse von Cathepsin-B-defizienten und Wildtyp-Zielzellen
durch CTL

Da man beim Einsatz von Inhibitoren, besonders in hoheren Konzentrationen,
nie sicher sein kann, dass neben dem Zielmolekil nicht auch andere Molekule
beeinflusst werden, haben wir im folgenden Cathepsin-B-defiziente Zielzellen

analysiert, die aus Cathepsin-B-knock-out-Mausen gewonnen worden waren.

3.4.1 Cathepsin-B-knock-out- und Cathepsin-B-Wildtyp-MEF

Im folgenden Versuchsabschnitt wurden Fibroblasten aus Mauseembryonen
(MEF) eingesetzt. Diese Fibroblasten stammten zum einen aus Cathepsin-B-
knock-out-Mausen (CathB -/-). Als Kontrolle dienten Fibroblasten von Wildtyp-
Mauseembryonen (CathB Wt). Diese Zellen wurden freundlicherweise von Prof.
C. Peters, Institut fur Molekulare Medizin und Zellforschung, Universitéat

Freiburg, zur Verfliigung gestellt.

3.4.2 Nachweis von Cathepsin B mittels Westernblot
Zur Bestétigung, dass die MEF der Cathepsin-B-knock-out-Mause tatséchlich

kein Cathepsin B exprimieren, wurde ein Westernblot durchgefiihrt, der das

erwartete Ergebnis zeigte (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Westernblot

Westernblot-Analyse der Cathepsin-B-Expression in Fibroblasten aus Cathepsin-B-knock-out-
Méauseembryonen (CathB -/-) und als Vergleichskontrolle Wildtyp-Mauseembryonen (CathB
Wt). Auf der linken Seite ist der Molekulargewichtsstandard dargestellt. Die Bande in der oberen
Abbildung zeigt die Cathepsin-B-Expression in den Wildtyp-Mauseembryonen an. Die
Fibroblasten der Cathepsin-B-knock-out-Mause exprimieren kein Cathepsin B. Die beiden
Banden im unteren Bild zeigen beta-Aktin, ein Strukturprotein, welches als Ladekontrolle diente.

3.4.3 Erhohung der MHC-Klasse-I-Expression auf MEF nach Stimulation mit

Interferon-y

Nach den ersten **Chrom-Freisetzungs-Tests zeigte sich, dass sich die MEF
kaum durch CTL aus OT-I-Mausen lysieren lieBen. Daher wurde die MHC-
Klasse-I-Expression auf den MEF untersucht. Diese war tatsachlich so gering,
dass die Lyse beeintrachtigt sein konnte. Deswegen wurden im Folgenden 48h
vor jedem Test die MEF mit 5000 U/ml IFN-y stimuliert. Dies fihrte dazu, dass

die MEF mehr MHC-Klasse-I-Molekile auf der Oberflache exprimierten.

Bei jedem Test wurde durch eine FACS-Messung gepruft, ob die Stimulation
mit IFN-y erfolgreich war. Dazu wurde ein Teil der eingesetzten Zellen mit
Antikdrpern  gegen H2K°-Molekille markiert, so dass mittels eines
Durchflusszytometers die Menge an MHC-Klasse-I-Molekulen auf der
Oberflache der Zellen gemessen und verglichen werden konnte.
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Abbildung 9 und 10 zeigen die MHC-Klasse-I-Expression der MEF mit und ohne
Stimulation durch IFN-y. Abbildung 9 zeigt die Auswertung einer FACS-

Messung einer beispielhaften Stimulation.
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Abbildung 9: Erhohte MHC-Klasse-I-Expression auf den Zielzellen nach Stimulation
mit IFN-y

Die Zielzellen wurden mit einem Antikérper gegen H2K" gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert.

Eine einzelne Stimulation ist exemplarisch dargestellt. Gemessen wurde die H2Kb-Expressi0n
auf Fibroblasten aus Wildtyp-Mauseembryonen (CathB Wt) und auf Fibroblasten aus
Cathepsin-B-knock-out-Mauseembryonen (CathB -/-). Die schwarze Kurve zeigt die
Isotypenkontrolle (Isotyp), die blaue Kurve zeigt die H2Kb-Expression ohne vorherige
Stimulation mit Interferon-y (- IFN-gamma), die rote Kurve zeigt die H2Kb—Expression nach
vorheriger Stimulation mit 5000 U/ml IFN—y (+ IFN-gamma) flir 48h. Es zeigt sich eine deutliche
Erh6éhung der H2Kb—Expression nach Stimulation mit IFN-y.

Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse der Stimulationen als Balkendiagramm. Die
RMA-Zellen dienten als Positivkontrolle. Abbildung 10A zeigt die Stimulation
eines einzelnen Experiments. Abbildung 10B zeigt das Mittel der H2K"-
Expression der verschiedenen Tests. Es zeigt sich, dass die MHC-Klasse-I-
Expression durch Stimulation mit IFN-y deutlich erhoht wurde. Das Mittel der
H2KP-Expression zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,5136, Mann-
Whitney-U-Test).
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Abbildung 10: MHC-Klasse-I-Expression auf den Zielzellen mit und ohne Stimulation
mit IFN-y

Die Zielzellen wurden mit einem Anti-H2Kb-Antik6rper gefarbt und mittels Durchflusszytometrie
analysiert.

A zeigt beispielhaft anhand eines Experiments, dass die H2Kb-Expression auf den Zielzellen
durch das IFN-y erhdht wird. (RMA) sind Zellen einer Maus-T-Zell-Lymphom-Linie; CathB Wt
sind Zellen von Wildtyp-Mauseembryonenfibroblasten, die Cathepsin B exprimieren; (CathB
Wt+IFN-gamma) bedeutet, dass die CathB Wt Zellen 48h zuvor mit 5000 U/ml IFN-y stimuliert
wurden; (CathB-/-) sind Zellen von Cathepsin-B-defizienten Mauseembryonenfibroblasten;
(CathB-/-+IFN-gamma) meint die Stimulation der CathB -/- Zellen mit 5000 U/ml IFN-y 48h vor
Testbeginn. B zeigt das Mittel der H2Kb—Expression der verschiedenen Tests. Die Balken geben
die Standardabweichung an.

3.4.4 Signifikant verbesserte Lyse von Cathepsin-B-defizienten Zellen im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen

Im folgenden Versuchsabschnitt wurde nun die Lyse von Fibroblasten (MEF)
aus Cathepsin-B-knock-out-Mausen (CathB -/-) und Wildtyp-MEF (CathB Wt)
verglichen. Als Positivkontrolle wurden zusétzlich RMA-Zellen als Zielzellen

eingesetzt.

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 11 dargestellt. Es zeigte sich
eine signifikante Verbesserung der Lyse der Zellen, die defizient fur Cathepsin
B sind, gegenuber den Zellen, die Cathepsin B exprimieren (p = 0,0203,
ANOVA).
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Abbildung 11: Vergleich der Lysibilitat von MEF aus Cathepsin-B-knock-out-M&usen
gegenuber MEF aus Wildtyp-Mauseembryonen durch peptidspezifische
CTL

Zur Bestimmung der spezifischen Lyse von Zielzellen durch CTL wurde der °**Chrom-
Freisetzungs-Test eingesetzt. Als Zielzellen dienten MEF und RMA-Zellen. Als Effektorzellen
peptidspezifische CTL von OT-I-Mausen. Die MEF wurden 48h vor Testbeginn mit 5000 U/ml
IFN-y stimuliert.

A Ein einzelnes Experiment ist exemplarisch dargestellt. Zu den Kontrollen gehért eine
Negativkontrolle ohne SIINFEKL (RMA -/-) und eine Kontrolle der Calciumabhéangigkeit der
Lyse (RMA+OVA+EGTA), zu der EGTA/MgCI, und das SIINFEKL Peptid gegeben wurden.
RMA-Zellen dienten jeweils als Zielzellen. Weitere Ansatze erfolgten mit RMA-Zellen als
Zielzellen (RMA+OVA), mit IFN-y stimulierten Cathepsin-B-Wildtyp-MEF (CathB Wt+IFN-
gamma+OVA) oder mit IFN-y stimulierten Cathepsin-B-knock-out-MEF (CathB-/-+IFN-
gamma+0OVA), jeweils unter der Zugabe des Peptids SIINFEKL. Alle Anséatze erfolgten als
Tripletts. Es sind jeweils die mittlere Lyse und die Standardabweichung dargestellt. Abbildung
B zeigt die Zusammenfassung der Mittelwerte der einzelnen Experimente und deren
Standardabweichnug.
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3.5 Einfluss der Cathepsin-B-Inhibition in CTL auf die Lyse von Tumorzellen

Wie von Balaji et al. (2002) gezeigt, exprimieren CTL nach der Degranulation
Cathepsin B auf ihrer Oberflache, um sich vor den von ihnen ausgeschutteten
Perforinen zu schitzen. Im ersten und zweiten Versuchsabschnitt waren die
Cathepsin-B-Inhibitoren CA-074 und CA-074 Me wéhrend des ganzen Tests
anwesend und haben so auch auf das Cathepsin B der CTL und der Zielzellen
eingewirkt. Deswegen haben wir im néchsten Versuchsabschnitt untersucht, ob
die selektive Inhibition des Cathepsin B der CTL auch Einfluss auf die Lyse von

Tumorzellen hat.

3.5.1 Inhibition des Cathepsin B von CTL beeinflusst die Lyse von

Tumorzellen nicht

Um den Einfluss der Cathepsin-B-Inhibition von den CTL zu untersuchen,
haben wir im folgenden Versuchsabschnitt den >*Chrom-Freisetzungs-Test so

abgewandelt, dass der Inhibitor nur auf die Effektorzellen einwirken konnte.

Die Effektorzellen wurden, bevor sie zum Test gegeben wurden, eine Stunde
mit dem zellmembranpermeablen Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 Me in der
Konzentration von 20 uM oder 5 pM inkubiert. Als Vergleichskontrolle wurde ein
Teil der Zellen mit dem Ldsungsmittel DMSO fiur eine Stunde bei 37°C im
Warmeschrank inkubiert, da der Inhibitor in DMSO gel6st war. DMSO wurde in
derselben Menge hinzu gegeben, in der der Inhibitor in der hoheren
Konzentration verwendet wurde. Danach wurden die Zellen dreimal mit Hepes-

gepuffertem DMEM-Medium gewaschen.

Die Ergebnisse dieser Tests sind in Abbildung 12 dargestellt. Eine
Beeinflussung der CTL-induzierten Lyse von RMA-Tumorzellen durch Inhibition
des Cathepsin B der CTL konnte nicht festgestellt werden.
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In Abbildung 12A sieht man, dass in Anwesenheit des Calziumbinders EGTA
das Killing nahezu komplett unterdrickt wird. In Abwesenheit des Peptids
SIINFEKL findet ebenfalls keine Lyse der Zielzellen durch die
peptidspezifischen CTL statt.
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Abbildung 12: Einfluss der Cathepsin-B-Inhibition von CTL auf die Lyse von RMA-
Tumorzellen

Zur Bestimmung der spezifischen Lyse wurde der **Chrom-Freisetzungs-Test eingesetzt. Als
Zielzellen dienten RMA-Zellen. Als Effektorzellen wurden peptidspezifische CTL eingesetzt. Der
Inhibitor beeinflusste nur das Cathepsin B der CTL, da diese vor Testbeginn eine Stunde mit
dem Inhibitor inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen zweimal gewaschen.

A Ein einzelnes Experiment ist exemplarisch dargestellt. Zu den Kontrollen gehért eine
Negativkontrolle ohne SIINFEKL (-/-) und eine Kontrolle der Calciumabhéangigkeit der Lyse
(+EGTA+OVA), zu der EGTA/MgCI2 und das SIINFEKL-Peptid gegeben wurde. Zu einem
Ansatz wurde nur das SIINFEKL-Peptid (+OVA), zu einem anderen Ansatz das SIINFEKL-
Peptid und das Lésungsmittel DMSO (+OVA+DMSO) oder der in DMSO geldste Cathepsin-B-
Inhibitor CA-074 Me in der jeweiligen Konzentration (+OVA+CA-074Me 20uM/5uM) gegeben.
Alle Ansatze erfolgten als Tripletts. Es sind jeweils die mittlere Lyse und die
Standardabweichung dargestellt. B zeigt die Zusammenfassung der Mittelwerte der einzelnen
Experimente und deren Standardabweichung.
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4. Diskussion

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von “Immune escape“-Mechanismen fur
Tumorzellen beschrieben, durch die diese der Antwort durch das Immunsystem
entgehen. Dies erreichen sie zum einen dadurch, dass sie sich fir das
Immunsystem unsichtbar machen, aber auch, indem sie das Immunsystem
aktiv unterdriicken (Ochsenbein 2005; Pawelec 2004). In dieser Studie haben
wir untersucht, ob Tumorzellen Cathepsin B als einen Schutzmechanismus vor
der Immunantwort durch zytotoxische T-Lymphozyten nutzen. Fur CTL wurde
gezeigt, dass diese nach der Sekretion ihrer zytotoxischen Granula aktives
Cathepsin B auf ihrer Zelloberflache exprimieren und sich mittels des Cathepsin
B vor der Lyse durch ihr eigenes Perforin schitzen, indem sie es spalten, bevor
es zu einer Porenbildung in der Zellmembran der CTL kommt (Balaji et al.
2002). Perforin bindet nach der Freisetzung zunachst an die Zielzellmembran.
In diesem Status ist es hoch empfindlich gegenlber Proteolyse, bevor es in
einen stabilen, porenbildenden Komplex Ubergeht (Young et al. 1987). Unsere
Fragestellung war es, ob auch Tumorzellen Cathepsin B nutzen, um sich vor

dem Perforin der CTL zu schiitzen.

Wie auch Balaji et al. (2002), nutzten wir den Chrom-Freisetzungs-Test als
Hauptmethode zur Untersuchung der Rolle des Cathepsin B bei der CTL-
induzierten Lyse von RMA-Tumorzellen. Dabei wurde die Lyse der Tumorzellen
durch antigenspezifische CTL in An- oder Abwesenheit von Cathepsin-B-

Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen bestimmt.

Die CTL in diesem Versuchsmodell, die aus TCR-transgenen Mausen
gewonnen wurden, nutzen vornehmlich den Granula-Exozytose-Weg zur Lyse
ihrer Zielzellen. Die Lyse konnte durch Anwesenheit des Calciumbinders EGTA

inhibiert werden, da freies Calcium zur Exozytose der Granula benétigt wird.

Wenn Cathepsin B auch Tumorzellen vor der Lyse durch antigenspezifische
CTL schitzt, dann ware zu erwarten, dass die Inhibition dieser Protease zu
einer erhohten Lyse und somit einer erhohten Chrom-Freisetzung aus den

Tumorzellen fuhrt.
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Es hat sich in unseren Untersuchungen gezeigt, dass der
zellmembranimpermeable Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 in der Konzentration
von 5 uM tatséchlich die Lyse der RMA-Zellen durch antigenspezifische CTL
signifikant verbessert. Die Anwesenheit dieses Inhibitors in der Konzentration
von 10 pM fihrte zu einer leichten Verbesserung der Lyse, jedoch wurde in der
Konzentration von 20 pM keine Verbesserung der Lyse erreicht (siehe
Abbildung 2 und 3). Dies zeigt, dass die Inhibition des Cathepsin B tatsachlich
zu einer Verbesserung der CTL-induzierten Lyse von Tumorzellen beitragen

kann.

Das Ergebnis, dass die Zugabe des Inhibitors in einer geringen Konzentration
zu einer Verbesserung der Lyse fuhrt, in einer hoheren Konzentration jedoch
nicht, war unerwartet. Eine mdogliche Erklarung konnte sein, dass der
Cathepsin-B-Inhibitor in hheren Konzentrationen nicht nur Cathepsin B hemmt,
sondern auch andere Enzyme, deren Inhibition die Lyse der Tumorzellen nicht
verbessert, sondern verschlechtert. Dies wirde dann dazu fiihren, dass sich
diese Effekte gegenseitig aufheben und es so zu keiner Veranderung der Lyse

der Tumorzellen kdme.

Eine andere mogliche Erklarung wéare, dass der Inhibitor in der Konzentration
von 20 uM nicht nur extrazellulares, sondern auch intrazellulares Cathepsin B
hemmt, welches eventuell eine andere Funktion in der CTL-induzierten
Apoptose hat. Der Inhibitor CA-074 ist als zellmembranimpermeabel
beschrieben worden (Balaji et al. 2002). Szpaderska und Frankfater (2001)
haben in einer anderen Studie jedoch gezeigt, dass der Cathepsin-B-Inhibitor
CA-074 in der Konzentration von 10 pM in einer zeitabhangigen Weise doch
die Zellemembran durchdringt und so intrazellulares Cathepsin B hemmen
kann. Zwar wurde der Inhibitor in diesen Versuchen fir 12 bzw. 24 h zu den
Zellen gegeben, aber es wurde auch die zeitabhangige Inhibition von
intrazellularem Cathepsin B untersucht und diese zeigte, dass auch schon nach
4 Stunden ca. 45 % des intrazellularen Cathepsin B gehemmt wurde, wenn der
Inhibitor in der Konzentration von 10 pM eingesetzt wurde. In unseren

Versuchen war der Inhibitor wahrend der Testzeit von 4 Stunden anwesend,
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jedoch in der Konzentration von maximal 20 uM, so dass man vermuten kann,

dass auch intrazellulares Cathepsin B gehemmt wurde.

Die Annahme, dass CA-074 auch intrazellulares Cathepsin B hemmt, steht in
Kontrast zu der Aussage von Bogyo et al. (2000), die postulieren, dass CA-074
nicht in die Zellen aufgenommen wird, auch nicht, wenn man es in der
Konzentration von 100 uM einsetzt. Allerdings wurde zu diesem Experiment
nicht angegeben, tber welchen Zeitraum der Inhibitor zu den untersuchten
Zellen hinzu gegeben wurde. Die Inkubationszeit war vielleicht so kurz, dass

das intrazellulare Cathepsin B nicht beeinflusst wurde.

Auch in einem anderen Zusammenhang wurde gezeigt, dass es
unterschiedliche Auswirkungen hat, wenn Cathepsin B nur extrazellular oder
auch intrazellular gehemmt wird. Bei einer Studie uber die Rolle des Cathepsin
B bei der Invasivitdit von Tumorzellen zeigte sich, dass die Inhibition des
extrazelluaren Cathepsin B durch Einsatz von CA-074 in der Konzentration von
1 puM die Invasivitat von Tumorzellen in einem Matrigel nicht vermindert. Wenn
aber das intrazellulare Cathepsin B gehemmt wurde, dann wurde die Invasivitat

der Tumorzellen vermindert (Szpaderska and Frankfater 2001).

Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass es einen Unterschied macht, ob das
Tumorzell-assoziierte Cathepsin B nur extrazellular oder auch intrazellular

gehemmt wird.

Um die Bedeutung des intrazellularen Cathepsin B genauer zu untersuchen,
haben wir den zellmembranpermeablen Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 Me
eingesetzt. Dieser ist in seiner Form als Methylesther (Me) zunachst ein
inaktiver Proinhibitor. Er wird erst nach Aufnahme in die Zelle durch endogene
Esterasen aktiviert und so intrazellular zu seiner aktiven Form CA-074
konvertiert (Buttle et al. 1992).

Eine Wirkung dieses Inhibitors auf das extrazellulare Cathepsin B ist sehr
unwahrscheinlich, da der Inhibitor zun&chst in die Zelle aufgenommen werden
muss, um dort durch Abspaltung seines Methylesters aktiviert zu werden. Vor
Abspaltung des Methyesthers hat CA-074 Me keinen inhibierenden Effekt auf
Cathepsin B (Buttle et al. 1992).
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Die Anwesenheit dieses Inhibitors im **Chrom-Freisetzungs-Test fiihrte zu einer
tendenziellen Verbesserung der Lyse der RMA-Tumorzellen, wenn er in der
Konzentration von 5 puM eingesetzt wurde. Dieser Effekt war jedoch nicht
signifikant. In der Konzentration von 20 pM beeinflusste er die Lyse der RMA-
Tumorzellen nicht (Abbildung 4 und 5).

Das Ergebnis, dass der zellmembranpermeable Cathepsin-B-Inhibitor in der
Konzentration von 5 pM die Lyse der RMA-Tumorzellen zwar tendenziell,
jedoch nicht signifikant verbessert, unterstlitzt die Annahme, dass vor allem das
extrazellulare Cathepsin B zur Protektion der Tumorzellen vor den Perforinen
der CTL beitragt. Eine mogliche Erklarung fir die tendenzielle Verbesserung
der Lyse ware, dass CA-074 Me in der geringeren Konzentration das Cathepsin
B hemmt, welches anschlie3end zur Zelloberflache transportiert wird, dort aber

aufgrund der Inhibition nicht aktiv sein kann.

Das Ergebnis, dass auch der zellmembranpermeable Cathepsin-B-Inhibitor die
Lyse von Tumorzellen nicht verbessert, wenn er in einer héheren Konzentration
eingesetzt wird, stitzt die Vermutung, dass der Cathepsin-B-Inhibitor in einer
hoheren Konzentration méglicherweise auch andere Enzyme inhibiert, die den

protektiven Effekt der spezifischen Cathepsin-B-Inhibition wieder aufheben.

Es ist ein generelles Problem bei der Arbeit mit Inhibitoren, dass nie
ausgeschlossen werden kann, dass neben der Hauptzielstruktur noch weitere
Strukturen und Prozesse beeinflusst werden. Es wurde gezeigt, dass
insbesondere CA-074 Me auch zusatzlich noch andere Enzyme, wie zum
Beispiel Cathepsin L, beeinflusst (Montaser et al. 2002). Cathepsin L wird
ebenfalls von Tumorzellen sezerniert und ihm wird auch eine Rolle bei der
Invasion und Metastasierung von Tumorzellen zugesprochen (Colella and
Casey 2003).

In den vorher beschriebenen Versuchen waren die eingesetzten Inhibitoren
wahrend der gesamten Testzeit von 4 Stunden anwesend. Somit wére es auch
maoglich, dass der Inhibitor die CTL fir ihre eigenen Perforine suszeptibel

gemacht hat, so dass weniger CTL zur Zielzelllyse zur Verfligung standen.
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Es ware somit denkbar, dass die beobachtete Verbesserung der Tumorzelllyse
durch Cathepsin-B-Inhibition noch deutlicher gewesen ware, wenn nicht CTL

durch ihre eigenen zytotoxischen Granula lysiert worden waren.

Um die mogliche Beeinflussung der CTL durch die Anwesenheit der Cathepsin-
B-Inhibitoren zu untersuchen, haben wir Versuche durchgefihrt, bei denen nur
RMA-Zellen mit dem Inhibitor in Kontakt kamen. Dies wurde dadurch erreicht,
dass die RMA-Zellen nach der Chromierung mit dem Inhibitor inkubiert wurden.
Vor Testbeginn wurde der Inhibitor ausgewaschen, so dass die CTL nicht mehr
mit dem Inhibitor in Kontakt kamen. So sollte das Cathepsin B der CTL nicht
beeinflusst werden, da die Inhibitoren wahrend des Zytotoxizitatstests nicht
anwesend waren. Bei der Durchfihrung dieser Versuche gab es das Problem,
dass durch die langeren Inkubationszeiten und die haufigeren Wasch- und
Pipettierschritte die RMA-Zellen geschadigt wurden und sich so die spontane
Lyse erhohte, da mehr RMA-Zellen auf eine CTL-unabhangige Weise
beschadigt wurden wund Chrom freisetzten. Durch sehr vorsichtiges
Resuspendieren der Zellen und Verringerung der Anzahl der Waschschritte von
6 auf insgesamt 4 lie3 sich dies zwar verbessern, jedoch leider nicht ganz
optimieren. Jedoch erklart dies die Schwankungen und die erhdhten
Standardabweichungen in diesen Experimenten. Es zeigte sich, dass die
Prainkubation der RMA-Zellen weder mit dem zellemembranpermeablen noch
mit dem  zellmembranimpermeablen Cathepsin-B-Inhibitor zu einer
Veranderung der Lysibilitatt der RMA-Tumorzellen durch CTL fihrte (siehe
Abbildung 6 und 7).

Eine mogliche Erklarung hierfur kénnte sein, dass das Cathepsin B wahrend
des Tests neu synthetisiert wurde. Linebaugh et al. (1999) haben eine Methode
entwickelt, um die perizellulare Cathepsin-B-Aktivitat kontinuierlich zu messen.
Damit konnten sie zeigen, dass die Cathepsin-B-Aktivitat stark reduziert wurde,
wenn die Zellen zuvor fur eine halbe Stunde mit dem Cathepsin-B-Inhibitor
inkubiert wurden. Die Prainkubation der Zellen mit dem Inhibitor fir eine Stunde
fuhrte zu einem kompletten Wegfall der anschlieRend gemessenen Cathepsin-
B-Aktivitat. Allerdings wurde die Cathepsin-B-Aktivitdt nur fur 15 Minuten

gemessen, der Zytotoxizitatstest dauerte jedoch 4 Stunden. Es ist also mdglich,
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dass die Prainkubation mit dem Inhibitor nur zu einer kurzfristigen Abnahme der

Cathepsin-B-Aktivitat fuhrte, die dann im Verlauf des Tests wieder zunahm.

In den folgenden Experimenten wurde versucht, den Effekt der Cathepsin-B-
Inhibition auf die CTL zu bestimmen. Von anderen Autoren war beschrieben
worden, dass die Inhibition des Cathepsin B der CTL dazu fuhrt, dass diese
vermehrt durch ihre eigenen Granula lysiert wurden, da sie sich nicht mehr mit
Hilfe ihres Cathepsin B schitzen konnten (Catalfamo and Henkart 2003). Wenn
eine betrachtliche Anzahl von CTL fir ihre eigenen toxischen Granula durch
Inhibition des Cathepsin B empfindlich gemacht wirden, dann stiinden weniger

CTL zur Verfugung, um die Zielzellen zu lysieren.

Um diesen mdglichen Storfaktor genauer zu untersuchen, haben wir wieder
*1Chrom-Freisetzungs-Tests durchgefithrt. Diesmal wurden die CTL mit dem
Inhibitor prainkubiert und vor Testbeginn ausgewaschen, so dass nur das
Cathepsin B der CTL inhibiert wurde. Die Versuche wurden mit dem
zellmembranpermeablen Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 Me durchgefihrt, da die
CTL vor der Aktivierung kaum Cathepsin B auf ihrer Zelloberflache exprimieren
(Balaji et al. 2002). Die Lyse der Tumorzellen wurde durch die Prainkubation mit

dem Inhibitor nicht wesentlich beeinflusst (siehe Abbildung 12).

Dieser Befund entspricht den Ergebnissen von Balaji et al. (2002), die zeigten,
dass in einem 4-Stunden-Test der Inhibitor CA-074 in der Konzentration von 10
UM die Lyse der Zielzellen nicht verandert. Erst bei langerer Dauer des Tests
(16 h) zeigte sich der Effekt der Inhibition des Zelloberflachen-Cathepsin-B auf
das Uberleben der CTL.

Eine aktuelle Studie zeigt, dass CTL von Cathepsin-B-knock-out-Mausen
wahrend der Lyse von Zielzellen in vitro und in vivo normal Gberleben (Baran et
al. 2006). Die Rolle des Cathepsin B als Protektionsmechanismus fur CTL
kénnte daher initial auch tberschatzt worden sein (Balaji et al. 2002) und sollte

daher noch genauer untersucht werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass vermutlich die spezifische Inhibition

des extrazellularen Cathepsin B der RMA-Zellen die Lyse verbessert hat. Eine
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Beeinflussung dieses Ergebnisses durch die Inhibition des Cathepsin B der CTL

war nicht nachweisbar.

Ein bereits erwdhntes Problem bei der Arbeit mit den Inhibitoren bestand jedoch
darin, dass es Unsicherheiten bezuglich ihrer Spezifitat und der Kinetik ihrer
Wirkung gab. Wir kdnnen nicht ausschliel3en, dass die Inhibitoren, besonders in
hoheren Konzentrationen, auch andere Enzyme beeinflusst haben oder dass es
wahrend des Zytotoxizitatstests zu einer Neusynthese des Cathepsin B kam,

wenn der Inhibitor nicht wahrend des Tests anwesend war.

Um diese Storfaktoren auszuschlie3en, wurden Versuche mit Fibroblasten aus
Mauseembryonen (MEF) durchgefiihrt, bei denen das Cathepsin-B-Gen
deaktiviert (CathB -/-) worden war. Verglichen wurde die CTL-induzierte Lyse
dieser Zellen mit der Lyse von MEF aus Wildtyp (CathB Wt)-Mauseembryonen.
Als Positivkontrolle wurde die Lyse von RMA-Tumorzellen mit bestimmt. Mittels
eines Westernblots haben wir bestétigt, dass die MEF der CathB -/- Mause kein
Cathepsin B exprimieren. Die 31-kD-Einkettenform des Cathepsin B konnte in
den CathB Wt nachgewiesen werden (siehe Abbildung 8).

Anfangs lieRen sich die MEF durch die CTL nicht genlgend lysieren. Die
Ursache hierfir war wahrscheinlich, dass die MEF relativ wenige MHC-Klasse-
[-Molekule auf ihrer Oberflache exprimierten. Die MHC-Klasse-I-Molekiile sind
notwenig, damit den CTL das SIINFEKL-Peptid, welches als Antigen dient,
prasentiert werden kann. Durch vorherige Stimulation der MEF mit IFN-y
erreichten wir eine Steigerung der MHC-Klasse-I-Molekiile auf den MEF (siehe
Abbildung 9 und 10) und somit eine Verbesserung der Lyse. Bei jedem Test
wurde mittels Durchflusszytometrie Uberprift, ob die Stimulation mit IFN-y zu
einer erhdhten MHC-Klasse-I-Expression geflhrt hat. Die Lyse der CathB -/-
MEF und der CathB-Wt-MEF war nicht immer ganz ohne Einschréankung
vergleichbar, da die Stimulation nicht immer gleich effektiv war, so dass
manchmal die CathB-Wt-MEF und manchmal die CathB -/- MEF mehr MHC-
Klasse-I-Molekile auf der Oberflache exprimiert haben. Wenn man aber das
Mittel der MHC-Klasse-I-Expression in den durchgefihrten Experimenten
betrachtet, hat sich dieser Unterschied gut ausgeglichen (siehe Abbildung 10B).
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Wenn Cathepsin B in diesen Zellen eine protektive Funktion hat, dann sollten
sich die CathB -/- MEF besser lysieren lassen, als die Cathepsin-B-Wildtyp-
MEF.

In  den durchgefihrten Zytotoxizitatstests lie3 sich eine signifikante
Verbesserung der Lyse der CathB -/- MEF gegenuber den CathB-Wt-MEF
erkennen (siehe Abbildung 11). Dieses Ergebnis bestatigt unsere Vermutung,
dass Zellen Cathepsin B nutzen, um sich vor der Perforin-abhéngigen Lyse
durch CTL zu schitzen. Es ist jedoch mdglich, dass vor allem von Tumorzellen
dieser Weg genutzt wird, so dass MEF nicht das ideale Modell sind. Hierfur
spricht, dass die Cathepsin-B-Expression in vielen Tumorzellen stark erhéht ist,
wenn man diese mit nicht transformierten Zellen vergleicht. Die Transformation
des Onkogens c-Ha-ras in normalen Brustepithelzellen fiihrte zu einer erhéhten
Expression von Cathepsin B und der Assoziation mit der Zellmembran (Sloane
et al. 1994). Auch ist die Lokalisation des Cathepsin B in den Tumorzellen
gegeniber den nicht entarteten Zellen verandert. In nicht entarteten Zellen ist
das Cathepisn B in perinukledren Vesikeln lokalisiert, in Tumorzellen findet man
Cathepsin B sowohl in den perinuklearen Vesikeln, als auch in Vesikeln in der
Zellperipherie und an der Zelloberflache (Roshy et al. 2003). Eventuell waren
die MEF auch nicht ausreichend in der Lage, ihr Cathepsin B auf die
Zelloberflache zu bringen oder zu sezernieren und konnten sich daher nicht

deutlicher vor den Perforinen der CTL schitzen.

Weiterhin zu bedenken ist, dass Cathepsin B generell zwei weitere kontroverse
Bedeutungen zugesprochen werden. Zum einen soll es die Invasivitat und das
Metastasierungspotenzial der Tumorzellen erhéhen (Berquin and Sloane 1996;
Podgorski and Sloane 2003; Yan et al. 1998). Andererseits wird Cathepsin B
auch eine entscheidende Rolle wahrend der Apoptose von Zellen
zugeschrieben (Guicciardi et al. 2000; Lotem and Sachs 1996; Roberts et al.
1997). Defekte in der Regulierung der Apoptose spielen eine zentrale Rolle bei
der Tumorpathogenese und Tumorprogression (Wyllie 1997). Die Apoptose
kann Uber verschiedene Wege in den Zellen eingeleitet werden. Es gibt zum
einen den extrinsischen Weg, bei dem es durch Aktivation von extrazellularen

Todesrezeptoren zur Aktivation der Caspase 8 kommt. Zum anderen gibt es
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den intrinsischen Weg, welcher durch Zellstress induziert werden kann. Dabei
kommt es zu einer Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien und so
zur Aktivierung der Pro-Caspase 9 (Danial and Korsmeyer 2004). CTL kdnnen
noch tber einen dritten Mechanismus Apoptose in Zellen induzieren, und zwar
durch die Sekretion von zytotoxischen Granula, die unter anderem Granzyme
und Perforin enthalten. Dieser scheint der entscheidende Weg bei der
Eliminierung von Virus-infizierten und entarteten Zellen zu sein. Granzym B
aktiviert die Caspase-abhéngige Apoptose vor allem durch Spaltung von
Caspase 3. CTL kdnnen aber auch in Anwesenheit von Caspase-Inhibitoren
Apoptose in den Zellen induzieren. Dies gibt Anhalt daftir, dass sie auch durch
einen von Caspasen unabhéngigen Mechanismus Apoptose induzieren kénnen.
Ein bekannter Mechanismus ist, dass Granzym B BID spaltet, welches dann die
Mitochondrien angreift und zur Freisetzung des Apoptose-induzierenden
Cytochrom c fuhrt. Granzym B kann aber auch direkt die Durchlassigkeit der
Mitochondrienmembran verandern und so Apoptose induzieren (Lieberman

2003). Die Rolle des Perforins hierbei ist immer noch nicht ganz klar.

Cathepsin B ist zum Beispiel an der durch Gallensalze verursachten Apoptose
von Leberzellen beteiligt. Die Exposition der Leberzellen mit einer schadlichen
Konzentration Gallensalze fiihrte zu einer erhohten Cathepsin-B-Aktivitat in den
apoptotischen Zellen. Der Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 Me blockierte die
Apoptose (Roberts et al. 1997). Eine andere Studie zeigte, dass die Inhibition
von Cathepsin B durch den Inhibitor Z-Phe-Ala-fmk zu einer Inhibition der p53-
abhangigen Apoptose in Leukdmiezellen fuhrt (Lotem and Sachs 1996).
Besonders deutlich ist die Rolle des Cathepsin B bei der TNF-a-induzierten
Apoptose (Foghsgaard et al. 2001; Guicciardi et al. 2000; Guicciardi et al.
2001). TNF-a fdahrt durch Bindung an den TNF-Rezeptor TNF-R1 zur
Aktivierung des Caspase 8. Dies fuhrt zur Initiation der Cascade der Caspasen
und so zur Apoptose der Zelle (Baker and Reddy 1998).

Es scheint verschiedene Mechanismen zu geben, wie Cathepsin B an der
Apoptose in den Zielzellen beteiligt ist. Eine Mdglichkeit ist, dass Caspase 8,
eine der Proteasen, die an der Initiation der Apoptose beteiligt ist, zu einer

Freisetzung von Cathepsin B aus den Lysosomen fiihrt. Cathepsin B wiederum
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fuhrt in Verbindung mit einem anderen im Zytosol lokalisierten Faktor zur
Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien. Cytochrom c fiihrt dann
Uber die Aktivierung weiterer Caspasen zur Apoptose der Zelle (Guicciardi et al.
2000). AuBerdem kann Cathepsin B BID spalten, was dann zu einer
Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien fiihrt (Stoka et al. 2001).
Cathepsin B scheint auch an der durch TNF verursachten Reduktion des
Enzyms Sphingosin-Kinase-1 beteiligt zu sein (Taha et al. 2005). Sphingosin-
Kinase-1 schitzt die Zelle normalerweise vor Apoptose durch Aktivierung von
NF-«xB (Xia et al. 2002).

Es wurde nachgewiesen, dass Cathepsin B wahrend des apoptotischen
Prozesses zum Cytosol (Guicciardi et al. 2000; Taha et al. 2005), aber auch
zum Nukleus transloziert wurde. Im Nucleus konnte vor allem die 26-kDa-Form

des Cathepsin B nachgewiesen werden (Roberts et al. 1997).

Die von uns durchgefuhrten Versuche mit den CathB -/- MEF und CathB-Wt-
MEF geben keinen Anhalt fir eine pro-apoptotische Funktion des Cathepsin B
bei der Perforin-abhé@ngigen Lyse von Zielzellen, denn sonst hatten wir eine
verschlechterte Lyse der CathB -/- MEF verglichen mit den CathB-Wt-MEF
beobachten missen. Eine Erklarung hierfir kdonnte sein, dass Perforin und
Granzym nicht zu einer Cathepsin-B-Freisetzung in der Zielzelle fihren und
somit Cathepsin B nicht zur Spaltung von BID oder Freisetzung von Cytochrom

¢ fuhren kann.

Ein generelles Problem bei der Arbeit mit Zellen von Tieren, bei denen ein Gen
ausgeschaltet wurde, ist, dass man nicht ausschlieBen kann, dass die
Expression anderer Gene kompensatorisch heraufreguliert wird. So scheinen
zum Beispiel Cathepsin B und Cathepsin L teilweise flreinander zu
kompensieren, denn die Tiere, die defizient fur eines der beiden Cathepsine
sind, haben keine verklrzte Lebensdauer (Reinheckel et al. 2001), wahrend
Tiere, die defizient fur beide Cathepsine sind, eine stark verkirzte Lebensdauer
aufweisen. Es wurde beobachtet, dass es in neuronalen Zellen nur bei
Cathepsin-B- und Cathepsin-L-Doppel-knock-out-M&usen zu eine Anreicherung

lysosomaler Proteine in den Neuronen kommt, aber nicht bei den jeweiligen
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Einzel-knock-out-Mausen. AuRerdem ist das Cathepsin D in diesen Neuronen
kompensatorisch stark erhdht (Stahl et al. 2007).

Daher koénnen wir auch nicht ausschlieRen, dass unser Ergebnis dadurch
beeinflusst wurde, dass die MEF der Cathepsin-B-knock-out-Mause nicht
kompensatorisch vermehrt andere Proteasen, zum Beispiel mehr Cathepsin L

oder D, exprimierten.

Interessant ist aber, dass wir in den CathB-Wt-MEF nur die 31-kDa-Form des
Cathepsin B nachweisen konnten (siehe Abbildung 8). Eigentlich Uberwiegt in
den meisten Zellen die 25- bis 26-kDa + 5-kDa zweikettige Form des Cathepsin
B. Sezerniert wird von den Zellen allerdings Uberwiegend die 31-kDa-Form
(Linebaugh et al. 1999). Es ware moglich, dass die beiden verschiedenen
Formen auch unterschiedliche Funktionen haben. Somit kdnnte auch dies die
Erklarung daflr sein, dass die CathB -/- MEF tendenziell besser lysiert wurden
als die CathB-Wt-MEF, da eventuell die 31-kDa-Form eher eine protektive
Funktion hat, wahrend die 25- bis 26-kDa-Form eher eine proapoptotische
Funktion hat.

Vielleicht liefert die weitere genauere Untersuchung der verschiedenen Formen
des Cathepsin B einen Hinweis flr seine gegenséatzliche Rolle in malignen
Zellen, deren Malignitat es zum einen reduziert durch seine proapoptotischen
Eigenschaften (Foghsgaard et al. 2001; Nagaraj et al. 2006; Sandes et al.
2007), aber auch die Invasivitdt und Metastasierung durch Degradation der
extrazellularen Matrix fordert (Berquin and Sloane 1996; Frosch et al. 1999;
Roshy et al. 2003).

Wir konnten zeigen, dass der zellmembranimpermeable Cathepsin-B-Inhibitor
die Lyse von RMA-Tumorzellen durch antigenspezifische CTL signifikant
verbessert, wenn er in einer Konzentration von 5 uM eingesetzt wird, wahrend
der zellmembranpermeable Cathepsin-B-Inhibitor in dieser Konzentration diese
nur tendenziell, jedoch nicht signifikant verbesserte.

Diese Beobachtung spricht dafir, dal’ vor allem das extrazellulare Cathepsin B

zur Protektion der RMA-Tumorzellen beitragt.
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Eine mdgliche Erklarung fur die beobachtete Konzentrationsabhangigkeit ist,
dass nur in dieser geringen Konzentration eine spezifische Inhibition des
Cathepsin B stattfindet, beim Einsatz der Inhibitoren in einer hoheren
Konzentration jedoch auch andere Enzyme beeinflusst werden, die diesen

Effekt revidieren.

Fur einen protektiven Effekt des Cathepsin B spricht auch, dass sich Cathepsin-
B-defiziente MEF signifikant besser durch CTL lysieren lassen, als die
Wildtypen-MEF.

Es sind jedoch noch weitere Studien notwendig, um diese Frage definitiv zu
klaren. Dies kdnnte geschehen durch die Entwicklung spezifischerer Inhibitoren
und neuer Methoden, um das Cathepsin B selektiv in den Tumorzellen zu
hemmen, damit eine Inhibition des Cathepsin B der CTL vermieden wird.
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5. Zusammenfassung

Cathepsin B ist eine lysosomale Cystein-Protease, die in vielen Tumoren
vermehrt exprimiert, sezerniert und auf die Oberflache gebracht wird. Fir
zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) wurde gezeigt, dass diese nach der
Degranulation aktives Cathepsin B auf der Zelloberflache exprimieren und sich
so wahrend der Zielzelllyse vor ihrem eigenen Perforinen schitzen. In der
vorliegenden Studie haben wir untersucht, ob auch Tumorzellen Cathepsin B

nutzen, um sich vor der Lyse durch CTL zu schitzen.

Wir haben die Lyse von Zellen einer Maus-T-Zell-Lymphom-Linie, den RMA-
Zellen, durch antigenspezifische CTL in An- und Abwesenheit unterschiedlicher
Cathepsin-B-Inhibitoren in Zytotoxizitatstests systematisch gemessen und
verglichen. Eingesetzt wurden der zellmembranimpermeable Cathepsin-B-
Inhibitor CA-074 und der zellmembaranpermeable Cathepsin-B-Inhibitor CA-
074 Me. Da es Hinweise dafir gibt, dass CA-074 in hdheren Konzentrationen
die Zellmembran durchdringt, wurden zur Detektion einer
Konzentrationsabhangigkeit die Inhibitoren jeweils in verschiedenen

Konzentrationen eingesetzt.

Es hat sich gezeigt, dass die Inhibition des extrazellularen Cathepsin B
tatsachlich zu einer signifikantan Verbesserung der CTL-induzierten Lyse von
Tumorzellen beitragen kann. Unerwartet war jedoch, dass dieser Effekt bei
einer niedrigen Konzentration (5 pM) am ausgepragtesten war. In einer
Konzentration von 20 puM wurde die Lyse der Tumorzellen nicht mehr
verbessert. Der Grund dafir kénnte sein, dass die Inhibitoren in hoheren
Konzentrationen auch intrazellulares Cathepsin B oder unspezifisch andere
Enzyme beeinflussen, wodurch die Lyse von Tumorzellen nicht verbessert,

sondern verschlechtert wird.

Da die eingesetzten Inhibitoren wahrend der gesamten Testdauer anwesend
waren, besteht die Moglichkeit, dass aufgrund der Cathepsin-B-Inhibition die
CTL durch ihr eigenes Perforin getdtet wurden und so weniger CTL fir die

Zielzelllyse zur Verfigung standen. In weiteren Experimenten haben wir
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untersucht, wie die ausschlie3liche Inhibition des Cathepsin B der Zielzellen die
Lyse beeinflusst. Die Prainkubation der Zielzellen mit den Inhibitoren veranderte
deren Lyse nicht. Es ist jedoch moglich, dass die Prainkubation nur zu einer
kurzfristigen Abnahme der Cathepsin-B-Aktivitat fuhrte und es wahrend des

Tests durch Neusynthese zu einer Zunahme der Cathepsin-B-Aktivitat kam.

Daraufhin versuchten wir, den Effekt der Cathepsin-B-Inhibition auf die CTL zu
bestimmen, indem diesmal nur die CTL mit dem Inhibitor prainkubiert wurden.
Die Lyse der Tumorzellen wurde nicht verandert. Es ist somit nicht davon
auszugehen, dass die Inhibition des Perforin der CTL zu einer Beeinflussung

der Lyse der Tumorzellen gefiihrt hat.

Da die Selektivitat von Inhibitoren immer begrenzt ist und man nicht
ausschlieBen kann, dass es wahrend des Zytotoxizitatstests zu einer
Neusynthese des Cathepsin B kam, haben wir die Lyse von Cathepsin-B-
defizienten embryonalen Fibroblasten (MEF) mit der Lyse von MEF aus
Wildtyp-Mausen verglichen. Hier zeigte sich eine signifikante Verbesserung der
Lyse der Cathepsin-B-defizienten MEF gegenuber den Fibroblasten, die
Cathepsin B exprimierten. Dies stitzt die Vermutung, dass Cathepsin B,
mdglicherweise vor allem das extrazellulare Cathepsin B, zum Schutz der

Tumorzellen vor der Perforin-abhéngigen Lyse durch CTL beitragen kann.
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