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1 Einleitung
1.1 Cathepsin B

Cathepsin B ist ein lysosomales Enzym der Papain-Gruppe, einer Untergruppe der Papain-
Superfamilie der Cystein-Proteasen. Neben Cathepsin B enthélt diese Gruppe weitere
lysosomale Cystein-Proteasen der Saugetiere (Berti und Storer 1995). Cathepsin B ist, wie
alle Cathepsine, mit Lysosomen assoziiert (Rozhin et al. 1987), wobei Lysosomen hoherer
Organismen verschiedene Cathepsine gleichzeitig enthalten (McGrath 1999). Obwohl
Cathepsine unter unterschiedlichen Reaktionsbedingungen arbeiten und obwohl ihre
Verteilung in den Geweben heterogen ist, sind ihre Funktionen im intrazelluldren
Proteinabbau zum groRen Teil redundant (Turk V et al. 2001).

Cathepsin B ist in den Kdorperzellen verschiedener Sdugetiere enthalten (Reinheckel et al.
2001; Turk V et al. 2001). Als seine Hauptfunktion gilt der Abbau von Proteinen, welche die
Lysosomen von aufen, tber Endozytose und Phagozytose (Shaw und Dean 1980), oder aus
intrazellularen Kompartimenten, ber Autophagozytose (Bohley und Seglen 1992), erreicht
haben.

Der Begriff Cathepsin bezeichnete urspriinglich alle Nicht-Pepsin-Proteasen, die in saurem
pH-Bereich aktiv sind (Willstatter und Bamann 1929). Heute wird die Bezeichnung
Cathepsin zur Beschreibung lysosomaler Cystein-Proteasen verwendet, aber auch Enzyme
anderer Protease-Klassen werden nach wie vor als Cathepsine bezeichnet. Cathepsin D und
E sind Aspartyl-Proteasen, Cathepsin A und G sind Serin-Proteasen und Cathepsin Il ist
eine Metallo-Protease (McGrath 1999).

1.1.1 Das Cathepsin-B-Gen

In der Maus und im Menschen existiert jeweils nur ein Gen fur Cathepsin B. Das humane
Cathepsin-B-Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 8 (Fong et al. 1992), umfasst
27 kb und besteht aus 14 Exons. Zunachst wurden nur die Exons 1 - 12 beschrieben (Gong
et al. 1993), die Exons 2a und 2b zwischen Exon 2 und 3 wurden spater erganzt (Berquin et
al. 1995). Die Exons 1 bis 2b und ein Teil von Exon 3 entsprechen der 5°-untranslatierten
Region (UTR) der Cathepsin-B-mRNA. Darauf folgt bis zum Anfang von Exon 11 der
translatierte Bereich. Der Rest von Exon 11 und das gesamte Exon 12 bilden die 3‘-UTR.
Der offene Leserahmen codiert fur Pre-Pro-Cathepsin B, bestehend aus einem 17 AS grofRen
Pre-Peptid®, dem darauf folgenden 62 AS groRen Pro-Peptid' und dem 254 AS groRen
Cathepsin B in seiner reifen, einkettigen Form. C-terminal folgen sechs weitere
Aminosauren, die nicht Teil der reifen Cathepsin-B-Formen sind (Berquin et al. 1995; Gong
et al. 1993). Durch Initiation der Translation an verschiedenen Promotorregionen und durch
alternatives Splicing entstehen je nach Gewebe unterschiedliche mRNA-Varianten, die
allerdings hauptséchlich in den untranslatierten Bereichen voneinander abweichen (Berquin
et al. 1995).

! Die Begriffe Pre-Peptid und Pro-Peptid werden zur Beschreibung der bei der Prozessierung von Pre-Pro-
Cathepsin B zu Pro-Cathepsin B beziehungsweise der bei der Prozessierung von Pro-Cathepsin B zu reifem
Cathepsin B abgespaltenen Peptide verwendet.
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Das Cathepsin-B-Gen gehort zu den ubiquitér exprimierten Haushaltsgenen (Qian et al.
1991), dennoch wird seine Expression durch Interaktion mit der umgebenden Matrix
beeinflusst. So wird die Expression und Sekretion von Pro-Cathepsin B aus Fibroblasten aus
physiologischem Brustgewebe und malignen Brusttumoren durch Interaktion mit
Kollagen Typ I deutlich gesteigert. Die Expression der mRNA und die Menge des
intrazellularen reifen Cathepsin B werden dabei allerdings nicht beeinflusst (Koblinski et al.
2002).

1.1.2 Die Cathepsin-B-Expression

Die Cathepsin-B-mRNA wird an membrangebundenen Ribosomen des endoplasmatischen
Retikulums translatiert. Das entstehende Pre-Pro-Cathepsin B wird kotranslational an zwei
Asparaginen N-glykosyliert und das Pre-Peptid abgespalten (Mort und Buttle 1997). Das
entstehende Pro-Cathepsin B gelangt aus dem rauen endoplasmatischen Retikulum in den
Golgi-Apparat, wo es durch weitere Glykosylierung und Phosphorylierung zwei Mannose-6-
Phosphat-Motive erhélt. Im trans-Golgi-Netzwerk bindet es an Mannose-6-Phosphat-
Rezeptoren und wird in speziellen Vesikeln zu den Lysosomen transportiert (Kuliawat und
Arvan 1994). Fir einen effizienten Transport sind dabei sowohl der 300-kDa-MPR als auch
der 46-kDa-MPR notwendig (Kuliawat et al. 1997; Lorenzo et al. 2000; Ludwig et al. 1994).
Durch Ansduerung der Vesikel beim Erreichen der Lysosomen kann sich das Pro-Enzym
vom Rezeptor 16sen (Mort und Buttle 1997). Die gleichzeitige Entfernung des Phosphats
vom Mannose-6-Phosphat-Motiv verhindert den Rucktransport zum Golgi-Apparat (Roshy
et al. 2003). In humanen HT-29-Kolonkarzinomzellen konnte auch ein MPR-unabhangiger
Transport von Pro-Cathepsin B in die Lysosomen nachgewiesen werden (De Stefanis et al.
1997). Neben dem Transport in die Lysosomen wird Pro-Cathepsin B auch sezerniert
(Hanewinkel et al. 1987; Mach et al. 1992). Der Anteil der Sekretion betragt in normalen
Zellen allerdings weniger als 5 % des gebildeten Pro-Cathepsin B (Roshy et al. 2003).

1.1.3 Aktivierungsmechanismen und Haltbarkeit von Cathepsin B im Lysosom

Bis zum Erreichen der Lysosomen ist Pro-Cathepsin B durch das angehéngte Pro-Peptid
inaktiviert. Das Pro-Peptid liegt der Oberflache des eigentlichen Cathepsin B an und
blockiert dessen proteolytische Aktivitat durch Anlagerung an das aktive Zentrum, dhnlich
einem Substrat, allerdings in umgekehrter Orientierung (Chen et al. 1996). Die Zelle ist so
wéhrend der Synthese und Prozessierung vor der proteolytischen Funktion von Cathepsin B
geschutzt. Neben dem Zellschutz dient das Pro-Peptid auch der Stabilisierung des Enzyms in
der Synthesephase. Ohne Pro-Peptid ist Cathepsin B in neutralem und alkalischem
pH-Bereich instabil und denaturiert irreversibel (McGrath 1999). Mdglicherweise ist das
Pro-Peptid, wie bei einigen Serin-Proteasen beschrieben, auch an der Faltung des Enzyms
beteiligt (McGrath 1999).

Die Reifung zur aktiven, 31 kDa groRRen einkettigen Form beginnt erst nach Dislokation
vom MPR (Mach et al. 1992) und wird auch durch das saure Milieu der Lysosomen
induziert (Mort und Buttle 1997). Die Abspaltung des Pro-Peptids beruht hauptsachlich auf
unimolekularer Autoprozessierung, kann aber auch durch andere Proteasen wie Cathepsin D
und Cathepsin L oder durch bereits aktiviertes Cathepsin B intermolekular katalysiert
werden (Rowan et al. 1992). Die Abspaltung des Pro-Peptids dauert nur etwa 30 Minuten
(Mach et al. 1992) und das entstehende einkettige Cathepsin B ist ohne weitere
Umlagerungen enzymatisch aktiv (Cygler et al. 1996; Takio et al. 1983).



Einkettiges Cathepsin B kann im Lysosom unter Verlust eines Dipeptids proteolytisch zu
einer zweikettigen Form gespalten werden. Die entstehenden Ketten besitzen ein
Molekulargewicht von 26 kDa und 5kDa (Mach et al. 1992) und sind durch eine
Disulfidbriicke verbunden (McGrath 1999). Sowohl die Spaltung in die zweikettige Form
als auch die ebenfalls stattfindenden Kurzungen der anhdangenden Oligosaccharide
beeinflussen die Aktivitat von Cathepsin B nicht (Mort und Buttle 1997). Beide Formen
werden in perinukledren Lysosomen gespeichert und dienen dort als Haushaltsenzyme
(Cavallo-Medved und Sloane 2003).

Im Lysosom betragt die Halbwertszeit von Cathepsin B, wie die der meisten anderen
l6slichen Enzyme, etwa 24 Stunden (Mort und Buttle 1997). Ein Prolin in der Néhe des
N-Terminus verhindert den Abbau durch lysosomale Amino-Peptidasen (Mort und Buttle
1997).

1.1.4 Struktur und molekulare Funktion von Cathepsin B

Reifes Cathepsin B ahnelt zu groRBen Teilen, besonders aber im Aufbau seines aktiven
Zentrums, dem Papain (Musil et al. 1991). Eine bewegliche Schleife (occluding loop) kann
den Substratbindungscharakter von Cathepsin B so verandern, dass es sowohl als
Endo-Peptidase als auch als Exo-Peptidase wirkt (Roshy et al. 2003).

Als Endo-Peptidase spaltet Cathepsin B abzubauende Proteine so, dass neue Angriffspunkte
fiir Exo-Peptidasen entstehen, wodurch der lysosomale Proteinabbau stark beschleunigt wird
(Mort und Buttle 1997). Die bewegliche Schleife gibt hierzu bei neutralen und alkalischen
pH-Werten das aktive Zentrum vollstandig frei. Da die Umlagerung der Schleife Energie
erfordert, arbeitet Cathepsin B weniger effektiv als andere Endo-Peptidasen der Papain-
Superfamilie (Cygler et al. 1996; Nagler et al. 1997). Aullerdem verliert lysosomales
Cathepsin B bei pH-Werten Uber 7,0 die metastabile Struktur seines aktiven Zentrums und
damit auch seine enzymatische Funktion (Turk B et al. 1994). Im Rahmen von
Erkrankungen entstehen jedoch nicht-lysosomale Cathepsin-B-Formen, die auch im
neutralen und alkalischen Milieu stabil sind und als Endo-Peptidasen wirken konnen
(Linebaugh et al. 1999). Im sauren pH-Bereich der Lysosomen lagert sich die bewegliche
Schleife so an das aktive Zentrum an, dass sie die Substratbindungstasche partiell blockiert.
In dieser Konfiguration spaltet Cathepsin B als Exo-Peptidase Dipeptide vom C-Terminus
von Proteinen ab (Mort und Buttle 1997).

Seine kombinierte Funktion als Endo- und Carboxy-Peptidase gilt als Hinweis fir eine
Beteiligung von Cathepsin B sowohl an friihen als auch an spaten Stadien des lysosomalen
Proteinabbaus (Mort und Buttle 1997). Im sauren Milieu der Lysosomen arbeitet
Cathepsin B allerdings fast ausschliellich als Exo-Peptidase (Roshy et al. 2003). Diese
Funktion kann durch redundante lysosomale Enzyme wie beispielsweise Cathepsin L ersetzt
werden. Cathepsin-B-defiziente Mduse zeigen keine Defekte im lysosomalen Proteinumsatz
(Halangk et al. 2000), nur Méuse, die defizient fiir beide Enzyme sind, sterben bereits kurz
nach der Geburt an Hirnatrophie (Felbor et al. 2002).

1.1.5 Physiologische Funktionen von Cathepsin B

Neben seiner oben beschriebenen Funktion im lysosomalen Proteinabbau besitzt
Cathepsin B weitere gewebsspezifische Funktionen. Cathepsin B ist an der Herstellung von
Schilddriisenhormonen aus deren Vorlaufermolekil Thyreoglobulin beteiligt (Brix et al.
1996) und tragt in Osteoklasten, als intrazellularer Aktivator von Enzymen, zur Resorption
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des organischen Anteils des Knochens bei (Page AE et al. 1992). AulRerdem exprimieren
zytotoxische Zellen auf ihrer Oberflache Cathepsin B, um sich vor den zytotoxischen
Inhaltsstoffen ihrer eigenen Granula zu schiitzen (Balaji et al. 2002). Da diese Funktion fur
die Frage nach dem Effekt einer Uberexpression von Cathepsin B in Zielzellen zytotoxischer
T-Zellen besonders wichtig ist, wird sie in Kapitel 1.2.4 (S. 12) naher beschrieben.

1.1.6 Pathophysiologische Funktionen von Cathepsin B

Neben diesen physiologischen Funktionen ist auch eine Reihe von pathologischen
Situationen mit Veranderungen der Cathepsin-B-Expression assoziiert. Die Unterfunktion
von Cathepsin B scheint pathophysiologisch unbedeutend zu sein. Selbst eine vollstandige
Cathepsin-B-Defizienz verursacht bei Mausen lediglich Stérungen in der Prozessierung
pankreatischen Trypsinogens (Halangk et al. 2000). Von grol3erer medizinischer Relevanz
sind Uberfunktionen von Cathepsin B, die mit einer Reihe entziindlicher Erkrankungen
assoziiert sind.

Bei entzlindlichen Erkrankungen der Atemwege korreliert eine besondere, im alkalischen
Milieu aktive Form von Cathepsin B mit der Schwere der Entziindung und dem Auftreten
von Bronchiektasen (Buttle et al. 1988; Buttle et al. 1990). Diese hohermolekulare Form
entsteht aus Pro-Cathepsin B, welches von Epithelzellen sezerniert und von
Neutrophilenelastase aktiviert wird (Burnett et al. 1995). In &hnlicher Weise korreliert auch
der Abbau extrazelluldrer Knorpelsubstanz bei Osteoarthritis und rheumatoider Arthritis mit
intra- und extrazelluldrer Anreicherung von aktivem Cathepsin B (Baici et al. 1995; Lang et
al. 2000). Hierbei gilt die intrazellulare Aktivierung von Matrix-Metallo-Proteasen durch
Cathepsin B als wichtiger Pathomechanismus (Hill et al. 1994). Die akute Pankreatitis
beruht auf der Aktivierung proteolytischer Pro-Enzyme. Ein entscheidender Schritt ist
hierbei die Fusion von Lysosomen und Exozytosegranula, die zur Aktivierung von
Trypsinogen durch Cathepsin B fuhrt (Lerch et al. 2000). Cathepsin-B-defiziente Mdause
zeigen nach experimenteller Induktion einer Autoimmunpankreatitis deutlich weniger
Trypsin-Aktivitat und auch deutlich weniger Gewebeschéden (Halangk et al. 2000).

Neben den beschriebenen Pathologien, bei denen eine entscheidende Beteiligung von
Cathepsin B nachgewiesen wurde, gibt es noch eine Reihe weiterer entzindlicher
Erkrankungen, bei denen ebenfalls erhdhte extra- und intrazelluldre Cathepsin-B-Aktivitaten
beschrieben ~ wurden.  So  korreliert  beispielsweise ~ bei  der  chronischen
Zahnfleischentzindung die extrazellulare Cathepsin-B-Menge mit der Schwere der
entzindlichen Reaktion (Eley und Cox 1991; Kennett et al. 1997) und bei Patienten mit
neurologischen Entzlindungen ist die Cathepsin-B-Aktivitdt im Liquor erhdht (Nagai et al.
2000). Ebenso zeigt sich in fortgeschrittenen Stadien der autosomal-dominanten
polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKD) eine basale Cathepsin-B-Sekretion, die mit
erheblichen Basalmembranschaden einhergeht (Hartz und Wilson 1997).

1.1.7 Cathepsin B in Tumorerkrankungen

Auch Tumorerkrankungen gehen mit Veradnderungen der Cathepsin-B-Expression einher. In
einer ganzen Reihe von Tumoren konnte eine deutliche Erhdéhung der Cathepsin-B-
Expression gezeigt werden. Erhohte Mengen an Cathepsin-B-mRNA finden sich in
Kolorektalkarzinomen (Murnane et al. 1991), Prostatakarzinomen (Sinha et al. 1993),
Gliomen (Rempel et al. 1994; Sivaparvathi et al. 1995) und malignen Melanomen (Froehlich
et al. 2001). Erhohte Protein- und Aktivitatslevel sind bei Kolorektalkarzinomen (Campo et
al. 1994; Emmert-Buck et al. 1994; Hazen et al. 2000; Sheahan et al. 1989; Shuja et al.
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1991), Mammakarzinomen (Krepela et al. 1989; Lah et al. 1995), Bronchialkarzinomen
(Ebert et al. 1994), Gliomen (Rempel et al. 1994; Sivaparvathi et al. 1995),
Schilddriisenkarzinomen (Kusunoki et al. 1995), Osophaguskarzinomen (Hughes et al.
1998; Liu Y et al. 1998), malignen Melanomen (Froehlich et al. 2001) und
Ovarialkarzinomen (Scorilas et al. 2002) beschrieben worden. Die Cathepsin-B-Aktivitat ist
dabei nicht gleichmé&Rig in allen Zellen eines Tumors erhoht, sie findet sich vor allem in den
invasiv wachsenden Tumoranteilen und in Tumorzellen, die Kontakt zu extrazellul&rer
Matrix haben (Demchik et al. 1999; Froehlich et al. 2001; Sameni et al. 1995; Sinha et al.
1993).

Die funktionelle Bedeutung der Cathepsin-B-Expression in der Tumorentwicklung liegt in
der Forderung der Invasivitadt durch Cathepsin B (Roshy et al. 2003). Allgemein gilt die
zellmembranassoziierte proteolytische Aktivitdt als entscheidende Bedingung fur die
Bewegung von Krebszellen durch extrazelluldare Matrix im Rahmen der Metastasierung
(Mort und Buttle 1997). Trotz zahlreicher weiterer zellmembranassoziierter proteolytischer
Enzyme, die nachweislich an der Metastasierung beteiligt sind, spielen gerade lysosomale
Enzyme wie Cathepsin B im sauren Milieu, das Tumorzellen umgibt, eine besondere Rolle
(Mort und Buttle 1997). Zum einen kann Cathepsin B aufgrund seiner nur geringen
Substratspezifitat Fibrinogen (Gabrijelcic et al. 1988), die Knorpelkollagene Typ IX und
Typ X1 (Maciewicz et al. 1990) und die Basalmembrankomponenten Laminin, Fibronektin
und Kollagen Typ IV (Buck et al. 1992) verdauen, zum anderen kann es durch Aktivierung
von Proteasen wie Pro-Urokinase (Kobayashi et al. 1991) den extrazelluldren Proteinabbau
anregen. Bei Mammakarzinomen und Gliomen wurde die Beteiligung von Cathepsin B am
intrazellularen und extrazelluldren Verdau von Matrixproteinen gezeigt (Sameni et al. 2000;
Sameni et al. 2001). Bei Magenkarzinomen (Khan et al. 1998) und Lungenkarzinomen
(Higashiyama et al. 1993; Sukoh et al. 1994) korreliert die Degradation der Basalmembran
mit erhohter Cathepsin-B-Expression der Tumorzellen, und auch die Invasivitdt von
Blasenkarzinomen (Visscher et al. 1994) und Gliomen (Demchik et al. 1999) geht mit
gesteigerter Cathepsin-B-Aktivitat im Tumor einher. Die tumorassoziierte Cathepsin-B-
Aktivitat hat auch Einfluss auf den klinischen Verlauf. Bei Kolorektalkarzinompatienten
(Campo et al. 1994), Lungentumorpatienten (Ebert et al. 1994) und bei Patientinnen mit
Ovarialkarzinom (Scorilas et al. 2002) oder Endometriumkarzinom (Devetzi et al. 2009)
bedeuten hohe Cathepsin-B-Level im Tumorgewebe eine deutlich schlechtere Prognose.

Die Sekretion von Cathepsin B und Pro-Cathepsin B kdnnte moglicherweise auch
diagnostisch  zur Neoplasieerkennung genutzt werden (Mort und Buttle 1997).
Beispielsweise kann die Cathepsin-B-Aktivitdt im Serum von Patientinnen in Studien
Hinweise zur Unterscheidung von Uteruskarzinomen und benignen uterinen Tumoren
liefern (Warwas et al. 1997).

1.1.8 Pathophysiologische Besonderheiten der Cathepsin-B-Expression

Neben der Steigerung von Cathepsin-B-Expression und Cathepsin-B-Aktivitdt weisen
Tumore auch Veranderungen in der zelluldren Verteilung von Cathepsin B auf. In nicht
pathophysiologisch veranderten Zellen befindet sich Cathepsin B in perinukledren
Vakuolen, die sich mit lysosomalen Markern anfarben lassen (Rozhin et al. 1987; Sameni et
al. 1995). In malignen Zellen jedoch finden sich Vakuolen mit Cathepsin-B-Aktivitat im
gesamten Zytoplasma und auch in der Zellperipherie (Roshy et al. 2003). Besonders deutlich
wird diese Umverteilung in polarisierten Geweben wie Kolonmukosa, Schilddriisenepithel
und Brustdriisenepithel. Physiologischerweise liegen Cathepsin-B-haltige Vesikel in diesen



Geweben am apikalen Pol der Zellen (Campo et al. 1994). Im Zuge der Umwandlung in
pramaligne Ldsionen und Malignome sind die Cathepsin-B-haltigen Vakuolen zunéchst
diffus im Zytoplasma verteilt und orientieren sich dann zum basalen Pol hin um (Campo et
al. 1994). Bei der Entwicklung von Kolontumoren findet die Umverteilung der Cathepsin-B-
Aktivitat schon in spaten Adenomen nach der K-ras-Mutation statt (Murnane et al. 1991),
und Mause mit mutiertem adenomatdse-Polyposis-Coli-(APC)-Gen weisen bereits in
Polypen eine Umverteilung und Uberexpression von Cathepsin B auf (Marten et al. 2002).

1.1.8.1 Membrangebundenes Cathepsin B

Bei entzlindlichen Erkrankungen und malignen Tumoren ist nicht nur die intrazellulére
Lokalisation von Cathepsin B verandert, auch Zellmembranassoziation und Sekretion von
Pro-Cathepsin B und aktivem Cathepsin B sind beschrieben worden.

Physiologischerweise extrazellulares Cathepsin B findet sich in den Follikeln der
Schilddriise. An die Zellmembran von Thyreozyten gebundenes sowie sezerniertes
Cathepsin B kann in neutralem pH-Bereich Thyreoglobulin prozessieren und ist so an der
Bereitstellung der Schilddriisenhormone beteiligt (Brix et al. 1996). Pro-Cathepsin B gelangt
in diesen Zellen Uber das raue endoplasmatische Retikulum zum Golgi-Apparat und in die
Lysosomen. Dort reift es zur einkettigen Form und gelangt dann tber Transportvesikel zur
Zellmembran und zur Sekretion (Linke et al. 2002).

Auch Tumore wie Mammakarzinome (Rozhin et al. 1987; Sameni et al. 1995; Sloane et al.
1994), Prostatakarzinome (Sinha et al. 2001), Gliome (Demchik et al. 1999) und
Uteruskarzinome (Arkona und Wiederanders 1996) exprimieren oberflachenassoziiertes
Cathepsin B. Wie Cathepsin B an Zellmembranen bindet, ist nicht abschlieBend geklart. Es
ist mit lysosomalem Cathepsin B fast identisch, eine spezielle Zelloberflachen-Isoform
unterscheidet sich lediglich in ihrem Glykosylierungsstatus von den bekannten lysosomalen
Formen (Moin et al. 1998). Alle Formen enthalten keine hydrophobe Region und bendtigen
somit zur Interaktion mit der Zellmembran einen Bindungspartner (Moin et al. 1992).

Am besten charakterisiert ist die Bindung von humanem Pro-Cathepsin B an Tumorzellen,
wo es mit einem Teil des Annexin-ll-Heterotetramers interagiert. Das Annexin-I1I-
Heterotetramer ist ein Proteinkomplex, der durch Interaktion mit sauren Phospholipiden
Membranen fusionieren kann (Waisman 1995). Das Pro-Peptid bindet direkt an pl1, die
leichte Kette des Annexin-11-Heterotetramers, welches wiederum an die schwere Kette p36
bindet und so die Interaktion mit der Plasmamembran vermittelt (Mai et al. 2000; Thiel et al.
1992). Die Lokalisation des Annexin-11-Pro-Cathepsin-B-Komplexes in Caveolae von
Tumorzellen (Harder und Gerke 1994; Sargiacomo et al. 1993) deutet auf eine Beteiligung
von Pro-Cathepsin B an der extrazellularen Matrixdegeneration hin. Caveolae gelten als
Zentren der extrazelluldren proteolytischen Aktivitat (Roshy et al. 2003) und beinhalten
sowohl zahlreiche weitere Proteasen wie Urokinase uPA (Stahl und Mueller 1995), Matrix-
Metallo-Proteinase-1 (Annabi et al. 2001) und Matrix-Metallo-Proteinase-2 (Puyraimond et
al. 2001) als auch verschiedene potentielle Cathepsin-B-Substrate wie Heparin (Kassam et
al. 1997), Kollagen Typ I (Wirl und Schwartz-Albiez 1990), Tenascin C (Chung und
Erickson 1994) und Plasminogen (Kassam et al. 1998). Es konnte allerdings gezeigt werden,
dass Uber Annexin Il an die Oberflache von Tumorzellen gebundenes Pro-Cathepsin B keine
proteolytische Aktivitét besitzt (Balaji et al. 2002).

An die Zelloberflache degranulierter zytotoxischer Zellen gebundenes reifes Cathepsin B ist
hingegen enzymatisch aktiv (Balaji et al. 2002). Da es mit EDTA von der Zelle abgelost
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werden kann, ist seine Bindung an die Zellmembran calciumabhéngig. Der Bindungspartner
ist jedoch bisher nicht charakterisiert (Balaji et al. 2002). Mdgliche Partner einer nicht
calciumabhéngigen Bindung stellen Heparine und Heparansulfate der Zellmembran dar, an
die reifes Cathepsin B (ber das His111 der beweglichen Schleife binden kann. In vitro fiihrt
eine solche Bindung daruber hinaus auch zu einer Stabilisierung der Protease im alkalischen,
extrazellularen Milieu und unterstiitzt die Endo-Peptidasefunktion (Almeida et al. 2001). Ein
weiterer Bindungspartner wurde in Knochenmetastasen von Uteruskarzinomen gefunden.
Cathepsin B bindet hier zumindest zum Teil {ber o-2-Makroglobulin und den
a-2-Makroglobulin-Rezeptor an die Zelloberflache (Arkona und Wiederanders 1996).

1.1.8.2 Sezerniertes Cathepsin B

Neben dem oben beschriebenen Schilddrusenepithel weisen auch viele Tumore wie
Mammakarzinome (Krepela et al. 1989; Lah et al. 1995; Sloane et al. 1994),
Kolorektalkarzinome (Campo et al. 1994; Emmert-Buck et al. 1994; Hazen et al. 2000;
Murnane et al. 1991; Sheahan et al. 1989; Shuja et al. 1999), Osophaguskarzinome (Berquin
et al. 1995), Magenkarzinome (Liu Y et al. 1998), Bronchialkarzinome (Ebert et al. 1994)
und Schilddriisenkarzinome (Kusunoki et al. 1995) eine Sekretion von Cathepsin B auf. In
der Umgebung der Tumorzellen befinden sich sowohl Pro-Formen als auch einkettige und
zweikettige aktive Formen von Cathepsin B, sodass in Tumorzellen méglicherweise mehrere
Mechanismen zur Sekretion von Cathepsin B beitragen (Roshy et al. 2003). Das von
murinen Melanomzelllinien sezernierte Pro-Cathepsin B kann in vitro proteolytisch aktiviert
werden und korreliert auBerdem mit dem metastatischen Potential der jeweiligen Zelllinie
(Qian et al. 1989). In der Zellkultur jedoch flhrt selbst die Freisetzung groRer
Pro-Cathepsin-B-Mengen nicht zu einer Aktivierung des Pro-Enzyms (Linebaugh et al.
1999) und auch in vivo reichert sich in verschiedenen Sekreten und Korperflissigkeiten von
Tumorpatienten unprozessiertes Pro-Cathepsin B an (Mort et al. 1983).

Obwohl CathepsinB in vitro sehr sensitiv gegenliber Schwankungen der
lonenkonzentrationen der Umgebung ist (Dehrmann et al. 1996) und sich bei einem
pH-Wert groBer 7,0 schnell entfaltet (Turk B et al. 1994), wurde fiir verschiedene
Tumorzelllinien gezeigt, dass auf der Zelloberfliche exprimiertes oder sezerniertes
Cathepsin B katalytische Aktivitdt im extrazellularen Milieu aufweist (Hulkower et al.
2000). Dieses veranderte Verhalten in vivo beruht auf Bindungen von Cathepsin B an
Zellmembranen (Sloane et al. 1994) und extrazellularen Matrixkomponenten (Guinec et al.
1992) sowie auf alternativen Aktivierungsmechanismen des freigesetzten Pro-Cathepsin B
(Burnett et al. 1995).

1.1.8.3 Mechanismen veranderter Cathepsin-B-Expression

Die veranderte Cathepsin-B-Expression im Rahmen von Entzindungen und in Tumoren
beruht auf unterschiedlichen Verdnderungen, die das Cathepsin-B-Gen selbst, die
Regulation seiner Expression oder die Prozessierung und den Transport von Cathepsin B
betreffen (Frosch et al. 1999).

Eine Ursache erhéhter Cathepsin-B-Expression durch Tumorzellen liegt in der
Amplifikation des Cathepsin-B-Gens, wie an Ovarialkarzinomzellen (Abdollahi et al. 1999)
und Osophaguskarzinomzellen (Hughes et al. 1998) gezeigt werden konnte. Uber die
Genvermehrung hinaus ist auch die Regulation der Transkription des Cathepsin-B-Gens in
Tumoren verandert (Yan S und Sloane 2003). In Gliomen verursachen alternative
Promotoren nach Bindung alternativer Transkriptionsfaktoren wie SP1, SP3 und ETS-1 die
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Uberexpression von Cathepsin B (Yan S et al. 2000). ETS-1 wird durch Interaktion von
epithelialen Zellen mit Kollagen Typ I induziert (Naito S et al. 2002) und fuhrt im Rahmen
der Tumorentstehung zur Expression vieler weiterer malignomassoziierter Proteasen (Fafeur
et al. 1997). Weitere Promotoren befinden sich auch vor Exon 3 und Exon 4 und
verursachen in Gliomen mRNA-Transkriptvarianten, die mit Exon 3 und Exon 4 beginnen
(Berquin et al. 1995).

Weiterhin haben auch Veranderungen auf mRNA-Ebene Einfluss auf die Cathepsin-B-
Expression. Sowohl in Tumoren (Berquin et al. 1995; Frosch et al. 1999; Mehtani et al.
1998; Qian et al. 1989) als auch im Rahmen der entziindlich-degenerativen Arthritis
(Berardi et al. 2001) verursacht alternatives Splicing eine Steigerung der
Translationseffizienz und der Stabilitat der Cathepsin-B-mRNA, wodurch die Cathepsin-B-
Expression erhoht wird. Eine verlangerte Halbwertszeit der Cathepsin-B-mRNA findet sich
auch in Magen-Adenokarzinomzellen. Sie ist hier allerdings auf eine Mutation in der
3°-UTR zurtckzufihren (Cao et al. 1994). mRNA-Varianten, denen aufgrund von
alternativem  Splicing (Gong et al. 1993) oder aufgrund alternativer
Transkriptionsinitiationspunkte (Berquin et al. 1995) Exon 3 fehlt, kénnen zur Expression
von Cathepsin-B-Formen fuhren, denen das Pre-Peptid und Teile des Pro-Peptids fehlen.
Diese Cathepsin-B-Varianten sollten theoretisch nicht in das vesikuldre Zellkompartiment
gelangen und konnten so eine verénderte Lokalisation der Cathepsin-B-Aktivitat in Zellen
verschiedener Tumore bedingen (Frosch et al. 1999).

Auch die Aktivierung von Onkogenen beeinflusst die Cathepsin-B-Expression in
Tumorzellen (Roshy et al. 2003). c-Ha-ras-transfizierte Brustdriisenepithelzellen
exprimieren trotz unverdnderter mRNA-Expression deutlich mehr Cathepsin B als
untransfizierte Kontrollzellen (Sameni et al. 1995; Sloane et al. 1994). Dartiber hinaus
verursacht die Transfektion eine Umverteilung perinukleédrer Cathepsin-B-haltiger Vesikel
zur Zellperipherie sowie das Erscheinen von Cathepsin B auf der Zelloberflache (Sloane et
al. 1994). Obwonhl das onkogene ras-Protein am vesikuldren Transport lysosomaler Enzyme
beteiligt ist, beruht die Umverteilung nicht nur auf einem unspezifischen Defekt im
lysosomalen Transport. Die peripheren Vesikeln enthalten entweder Cathepsin B oder
Cathepsin D und unterscheiden sich daher von gewohnlichen Lysosomen (Sameni et al.
1995). Ahnliche Veranderungen der Cathepsin-B-Expression finden sich auch bei
Ki-ras3BVal-12-transfizierten (Yan Z et al. 1997) und spontan K-ras-mutierten
Kolonepithelzellen (Kim et al. 1998). Diese Zellen zeigen allerdings einen unspezifischen
Verlust der Zellpolaritat mit konsekutiver Fehlverteilung aller lysosomalen Enzyme (Yan Z
et al. 1997).

Die Sekretion von Pro-Cathepsin B durch Tumorzellen ist zumindest teilweise auf Defekte
im lysosomalen Transportweg in Verbindung mit erhohter Pro-Cathepsin-B-Produktion,
zurlickzufuhren (Lorenzo et al. 2000; Roshy et al. 2003). Ebenso kann die Exozytose von
Lysosomen auch einen unselektiven Mechanismus der Sekretion reifer lysosomaler Formen
von Cathepsin B darstellen (Rozhin et al. 1994). In Tumorzellen, die besonders viel
Cathepsin B exprimieren, kann es dabei das vorrangig sezernierte Enzym sein (Roshy et al.
2003). Auch Membranreparaturmechanismen konnen so zur Sekretion von Cathepsin B
fiihren, da die Exozytose von Lysosomen der Reparatur von Membranschaden dienen kann
(Gerasimenko et al. 2001). Darlber hinaus werden weitere Mechanismen zur spezifischen
Sekretion von aktivem Cathepsin B vermutet, da beispielsweise Mammakarzinomzellen,
Kolorektalkarzinomzellen und Glioblastomzellen die einkettige Form von Cathepsin B



sezernieren, obwohl in ihren Lysosomen die zweikettige Form vorherrscht (Linebaugh et al.
1999).

1.2 Zellulare Zytotoxizitat

Die zelluldre Zytotoxizitat dient der Abwehr intrazellularer Erreger und maligne
transformierter Zellen (Russell und Ley 2002). Wichtige Effektoren der adaptiven zelluléren
Immunantwort sind zytotoxische T-Zellen. Sie entstehen aus hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks (Shortman und Wu 1996) und bilden im Thymus durch
genetische Rekombination ihren spezifischen T-Zell-Rezeptor (Davis MM und Bjorkman
1988), mit dem sie durch MHC-Klasse-I-Molekiile prasentierte Antigene erkennen kdnnen
(Zinkernagel und Doherty 1974). CD8'-T-Zellen mit potentiell autoreaktivem oder
ineffektivem T-Zell-Rezeptor werden bereits im Thymus eliminiert (Jameson et al. 1995;
Kisielow und von Boehmer 1995), die Ubrigen erreichen die sekundéaren lymphatischen
Organe. Hier verbleiben sie inaktiv, bis sie durch professionell antigenpréasentierende Zellen
aktiviert werden (Cox et al. 2011). Diese prasentieren naiven T-Lymphozyten Teile
phagozytierter Proteine (Albert et al. 1998). Durch Kreuzprasentation kénnen sie dabei
Fragmente von Proteinen extrazelluldaren Ursprungs auch uber MHC-KIlasse-I-Molekiile
prasentieren, sodass diese von T-Zellen mit MHC-Klasse-I-spezifischem CD8-Korezeptor
erkannt werden konnen (Ackerman und Cresswell 2004). Naive CD8"-T-Zellen, die mit
ihrem T-Zell-Rezeptor ein solches Antigen binden, werden durch kostimulatorische
Faktoren und Zytokine aktiviert (Boothby et al. 2001). Nach klonaler Expansion (Butz und
Bevan 1998; Murali-Krishna et al. 1998) verlassen die aktivierten zytotoxischen T-Zellen
die sekundadren lymphatischen Organe und sind nun bereit, pathologisch verénderte Zellen,
die das von ihnen erkannte Epitop durch MHC-KIasse-I1-Molekiile prasentieren, zu lysieren.

Aktivierte zytotoxische Zellen besitzen verschiedene Mdglichkeiten, den Tod von Zielzellen
zu induzieren (Kagi et al. 1994 a; Kagi et al. 1996). Ein Mittel ist die Aktivierung von
Todesrezeptoren der  Zielzellen durch  Expression des FAS-Liganden. Die
rezeptorvermittelte Aktivierung von Caspasen flhrt zur Apoptose der Zielzelle (Peter und
Krammer 2003). Ein weiterer Mechanismus ist der Granula-Exozytose-Weg. Er beschreibt
die Apoptoseinduktion in Zielzellen durch Exozytose vorgebildeter und in speziellen
sekretorischen Granula gespeicherter Toxine (Barry und Bleackley 2002; Lieberman 2003,
Trapani und Smyth 2002). Die Zerstérung der Zielzellen erfolgt binnen weniger Minuten
(Russell und Dobos 1980; Russell et al. 1980). Die zytotoxischen Substanzen der Granula
wirken, indem sie in die Zielzelle eindringen und dort Apoptose induzieren (Russell und Ley
2002). Der Verlauf des Zelltodes hangt von der Art der Zielzelle und nicht von der
Killerzelle ab, was eine aktive Selbstzerstorung der Zielzelle belegt (Sellins und Cohen
1991).

Die Apoptoseinduktion durch Freisetzung zytotoxischer Granula ist der vorrangige Weg der
Zielzellzerstorung durch zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen (Kagi et al. 1996). Er ist
entscheidend fiir die Abwehr einiger viraler und bakterieller Infektionen (Harty et al. 2000)
und auch verantwortlich fur die Elemination maligne transformierter Zellen (Kagi et al.
1996; Smyth et al. 2000). Ebenfalls beteiligt ist er an der Regulation der T-Zell-Homdostase
(Stepp et al. 1999) sowie an der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen (Straus et al.
1999).



1.2.1 Bildung und Bestandteile der zytotoxischen Granula

NK-Zellen enthalten schon vor ihrer zytokinvermittelten Aktivierung zytotoxische Granula
(Trinchieri et al. 1987). CD8"-T-Zellen hingegen bilden zytotoxische Granula erst nach
antigenspezifischer Aktivierung in den sekundaren lymphatischen Organen (Russell und Ley
2002). Die T-Zelle exprimiert nach ihrer Aktivierung Uber den T-Zell-Rezeptor
verschiedene Zytokinrezeptoren, sodass die Interleukine IL-2 und IL-6 die Expression
Granula-spezifischer Gene anstofRen konnen (Shresta et al. 1998). Das maximale
zytotoxische Potential erreichen die zytotoxischen T-Zellen 1 - 3 Tage nach ihrer antigen-
spezifischen Aktivierung (Russell und Ley 2002).

Zytotoxische Granula sind spezialisierte Lysosomen (Page LJ et al. 1998), die ihre
Inhaltsstoffe nach deren Synthese am rauen endoplasmatischen Retikulum tber den Golgi-
Apparat erhalten. Als zytotoxische Bestandteile enthalten die Granula Perforin und
Granzyme. Das porenbildende, auch fur die Killerzelle toxische Perforin wird als Pro-Form
(70 kDa) synthetisiert und erst bei Einlagerung in die zytotoxischen Granula am C-Terminus
zur aktiven 60 kDa-Form prozessiert (Uellner et al. 1997). Die Granula selbst sind vor der
porenbildenden Wirkung von Perforin durch Calreticulin geschitzt. Calreticulin ist ein
Chaperon des endoplasmatischen Retikulums, das ebenfalls Bestandteil der zytotoxischen
Granula ist. Es kann im Experiment perforinvermittelte Membranschaden von Zielzellen
verhindern, obwohl es weder selbst mit Perforin interagiert noch die Porenformation von
Perforin durch Entzug freien Calciums verhindert (Fraser et al. 2000).

Perforin ist ein essentieller Bestandteil der zytotoxischen Granula. Zytotoxische T-Zellen
und NK-Zellen Perforin-defizienter Méause sind in der Lyse von Zielzellen deutlich
eingeschrankt (Kagi et al. 1994 b; Lowin et al. 1994 a). Die Tiere sind gegenuber
vielféltigen viralen Infektionen empfindlicher (Kagi et al. 1994 b; Walsh et al. 1994) und
auch ihre Fahigkeit zur AbstoBung von Tumorzellen ist vermindert (Kagi et al. 1994 b).
Diese Einschrankungen sind auf einen vollstdndigen Funktionsverlust des Granula-
Exozytose-Wegs  zuriickzufuhren. Die Restzytotoxizitdt der Perforin-defizienten
zytotoxischen T-Zellen beruht auf rezeptorvermittelter Zelltodinduktion beispielsweise Uber
den FAS-Weg (Kojima et al. 1994; Shresta et al. 1997 a; Walsh et al. 1994).

Als weiterer Bestandteil der Granula werden auch die Granzyme als Pro-Enzyme
synthetisiert, glykosyliert und im Golgi-Apparat mit Hilfe der Mannose-6-Phosphat-
Rezeptoren in die zytotoxischen Granula sortiert (Griffiths und Isaaz 1993). Erst unmittelbar
vor der Speicherung in den Granula erfolgt die Abspaltung eines Signalpeptids sowie eines
kurzen N-terminalen Pro-Peptids (Pham CT und Ley 1999). In den Granula liegt Granzym B
dann im Komplex mit dem Glykosaminoglykan Serglycin vor. Granzym B bleibt in diesem
Komplex proteolytisch aktiv und kann die Apoptose der Zielzelle einleiten (Galvin et al.
1999), aber auch reines Granzym B ohne Serglycin kann den Zelltod induzieren (Pinkoski et
al. 1998).

Die Induktion apoptotischer Kernverédnderungen durch Granzym-B-defiziente zytotoxische
T-Zellen ist verzogert, bei verlangerter Inkubationszeit lysieren sie Zielzellen allerdings in
gleicher Starke wie Wildtypkontrollzellen (Shresta et al. 1997 a; Shresta et al. 1998). Diese
zytotoxische Restfunktion wird auf alternative Mechanismen der Zelltodinduktion wie den
FAS-Weg (Lowin et al. 1994 b; Shresta et al. 1997 a) oder auf das Vorliegen alternativer
Granzyme wie zum Beispiel Granzym A zuriickgefihrt. Der Mangel an Granzym A allein
fihrt lediglich zu Einschrdnkungen in der Abwehr einiger Viruserkrankungen (Ebnet et al.
1995; Mullbacher et al. 1996; Pereira et al. 2000; Shresta et al. 1997 b), die kombinierte
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Defizienz fir Granzym A und B fihrt hingegen zu einem vollstdndigen Defekt der
Féahigkeit, Uber den Granula-Exozytose-Weg apoptotische Kernverédnderung in Zielzellen zu
induzieren (Simon et al. 1997).

Granzym-Defizienz und Perforin-Defizienz flihren zu vergleichbaren Defekten der durch
Granula-Exozytose vermittelten Zytotoxizitdt. Dennoch zeigen in-vivo-Experimente
Unterschiede beider Phanotypen. Granzym-A- und -B-doppeldefiziente Mause sind resistent
gegenuber RMA-S-Tumoren, die durch verminderte MHC-KIlasse-I-Expression
charakterisiert sind. Perforin-defiziente Méause hingegen sind gegenuber diesen Tumoren
sehr empfindlich. Auch sind sie deutlich empfindlicher gegentiber der Tumorinduktion
durch Methylcholanthren. Perforin scheint daher essentieller Bestandteil zytotoxischer
Granula in der Tumorkontrolle zu sein (Davis JE et al. 2001). Anders als bei den Granzymen
A und B, die fur die Immunabwehr von Tumorerkrankungen nicht zwangslaufig notwendig
sind (Davis JE et al. 2001), stellt die Inaktivierung von Perforin somit potentiell einen sehr
potenten Immune-Escape-Mechanismus von Tumorzellen dar.

Neben Perforin und Granzymen enthalten die Granula auch FAS-Liganden, die nach der
Exozytose auch tatsachlich FAS-Rezeptoren der Zielzelle erreichen (Bossi und Griffiths
1999). Humane zytotoxische T-Zellen exprimieren aulerdem das Protein Granulysin, dass
wie Perforin Membranschaden verursachen, durch Depolarisation von Mitochondrien
Cytochrom C freisetzen und Caspase 3 aktivieren kann (Gamen et al. 1998; Kaspar et al.
2001).

1.2.2 Die Granula-Exozytose

Die Exozytose der zytotoxischen Granula erfolgt, wenn eine aktivierte zytotoxische T-Zelle
mit ihrem T-Zell-Rezeptor ein durch MHC-Klasse-1-Molekiile prasentiertes Antigen auf
einer Zielzelle erkennt. Durch den T-Zell-Rezeptor selbst sowie weitere Adhasionsmolekiile
bilden beide Zellen eine immunologische Synapse (Russell und Ley 2002). Die
zytotoxischen Granula wandern entlang der Mikrotubuli zum stimulierten T-Zell-Rezeptor
(Kupfer und Dennert 1984; Yannelli et al. 1986) und setzen ihre zytotoxischen Inhaltsstoffe
in einen abgeschlossenen interzellularen Spalt der immunologischen Synapse zwischen den
Zellen frei (Stinchcombe et al. 2001).

1.2.3 Die Zelltodinduktion

Obwohl die Inhaltsstoffe der zytotoxischen Granula bekannt und ihre Wirkungen auf
Zielzellen Gegenstand intensiver Forschung sind, so ist ihr komplexes Zusammenspiel in
vivo bisher doch nur unzureichend verstanden (Pipkin und Lieberman 2007). Die
urspringliche Hypothese, die Membranzerstérung durch Perforin sei der fir die
Zielzellzerstorung verantwortliche Mechanismus, beruht auf der Beobachtung, dass
isoliertes monomeres Perforin in  Anwesenheit von Calcium grofle Poren in
Lipidmembranen bildet. Diese wirken als unselektive lonenkandle fiir monovalente und
divalente lonen und fiihren so zum Verlust der Membranspannung (Podack et al. 1985;
Young et al. 1986). Die Bindung von Perforin an die Zielzellmembran erfolgt dabei
zumindest zum Teil rezeptorabhéngig. Als ein calciumabhangiger Perforin-Rezeptor auf
Zielzellen wurde Phosphocholin identifiziert (Muller und Tschopp 1994; Tschopp et al.
1989).

Perforin-induzierte Membranschéden lysieren die Zielzelle, fiihren allerdings nicht zur
DNA-Fragmentation (Duke et al. 1989). Da diese aber eines der Merkmale der Zielzelllyse
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durch zytotoxische T-Zellen ist, entstand schon bald die Hypothese, dass Perforin-Poren in
der Zellmembran den Granzymen als Eintrittspforte dienen. Der Durchmesser der Poren ist
allerdings selbst bei Perforin-Konzentrationen, die zu maximaler Lyse der Zielzellen im
Chrom-Freisetzungs-Test fuhren, fir den Durchtritt von Granzymen mit einer Grofze von
30 - 65 kDa oder sogar noch deutlich groRerer Komplexe mit Serglycin zu klein. Die
Hypothese kann die sehr effektive Zytotoxizitdt schon bei niedrigen Perforin-
Konzentrationen nicht erklaren (Browne et al. 1999). Das fuhrte zur Entwicklung der
Theorie der reparativen Endozytose: Perforin induziert durch seine Porenbildung in der
Membran der Zielzellen einen Reparaturmechanismus, bei dem ganze Membranabschnitte
mit den daran gebundenen Granzymen und Perforin in die Zelle aufgenommen werden
(Keefe et al. 2005; Podack 1999).

Granzyme konnen allerdings auch in Abwesenheit von Perforin in Zielzellen eindringen
(Froelich et al. 1996; Metkar et al. 2002; Shi L et al. 1997). Sie binden in einer sattigbaren
Kinetik Uber einen hochaffinen Bindungspartner an der Oberflache der Zielzellen und
gelangen dann in endozytotischen Vesikeln in das Zellinnere (Froelich et al. 1996). Der
zunachst als mdoglicher Rezeptor von Granzymen beschriebene kationenunabhédngige
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (Motyka et al. 2000) scheint nicht allein verantwortlich zu
sein. Die Empfindlichkeit Mannose-6-Phosphat-Rezeptor-defizienter Zielzellen gegenuber
Granula-assoziierter Zytotoxizitét ist nicht reduziert (Dressel et al. 2004 a; Dressel et al.
2004 b).

Granzyme, die in Abwesenheit von Perforin in Zielzellen eindringen, konnen das
endosomale Kompartiment nicht verlassen. Sie kénnen den Nukleus nicht erreichen und
I6sen keine Apoptose aus (Shi L et al. 1997). Entscheidend fir ihre zytotoxische Wirkung ist
die Freisetzung aus den endosomalen Speichern in das Zytoplasma (Pinkoski et al. 1998).
Diese kann entweder durch Behandlung mit sublytischen Konzentrationen von Perforin,
durch Zugabe bakterieller Toxine oder durch Ko-Infektion mit Adenoviren erreicht werden
(Browne et al. 1999; Froelich et al. 1996). Im Rahmen der Killerzellvermittelten
Zytotoxizitéat fusionieren die endosomalen Vesikel zu sogenannten Gigantosomen, in deren
Membran Perforin erneut polymerisiert und durch seine Poren zunachst kleine Mengen der
Granzyme in das Zytosol freigesetzt (Thiery et al. 2011). Nach etwa 15 Minuten zerfallen
die Gigantosomen komplett und ihr gesamter Inhalt gelangt in das Zytoplasma (Thiery et al.
2011). Granzyme, die aus dem endosomalen Kompartiment freigesetzt sind, erreichen den
Nukleus dann ohne die Hilfe von Perforin und ohne Veranderung der Kernporen (Jans et al.
1996; Trapani et al. 1996; Trapani et al. 1998 a). Auch per Mikroinjektion direkt in das
Zytosol eingebrachte Granzyme 16sen ohne weitere Faktoren die Apoptose der Zielzelle aus
(Jans et al. 1998; Pinkoski et al. 1998). Die Apoptose-Einleitung durch Granzyme beruht auf
der enzymatischen Aktivierung verschiedener Caspasen (Darmon et al. 1995; Duan et al.
1996; Martin et al. 1996; Metkar et al. 2003; Shi L et al. 1996; Talanian et al. 1997; Yang et
al. 1998), Granzyme konnen aber auch unabh&ngig von Caspasen den Zelltod auslésen
(Sarin et al. 1997; Trapani et al. 1998 b). Granzym B kann beispielsweise direkt den DNA-
Fragmentations-Faktor-Inhibitor DFF45/ICAD spalten und den DNA-Fragmentations-
Faktor DFF40/CAD freisetzen (Thomas et al. 2000), wodurch apoptotische DNA-
Fragmentation und Chromatin-Kondensation angestof3en werden (Widlak 2000).

1.2.4 Selbstschutz zytotoxischer T-Lymphozyten

Nicht nur die Zielzelle sondern auch die zytotoxische Zelle selbst ist nach der Degranulation
den Inhaltsstoffen ihrer zytotoxischen Granula ausgesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass
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zytotoxische T-Lymphozyten wéhrend der Zielzelllyse selbst nicht sterben, sondern sogar in
der Lage sind, mehrere Zielzellen nacheinander zu lysieren (Rothstein et al. 1978). Sie
mussen daher gegeniber den Inhaltsstoffen ihrer eigenen zytotoxischen Granula resistent
sein (Nagler-Anderson et al. 1988; Verret et al. 1987).

Zunachst entstand die Hypothese, zytotoxische Zellen seien an sich resistent gegenuber den
Inhaltsstoffen ihrer zytotoxischen Granula. Erste in-vitro-Experimente bestétigten die im
Vergleich zu Tumorzellen verminderte Empfindlichkeit der Killerzellen gegentber
Angriffen zytotoxischer Zellen (Blakely et al. 1987; Kranz und Eisen 1987; Luciani et al.
1986), gegentiber Extrakten ihrer zytotoxischen Granula (Verret et al. 1987) und auch
gegeniiber aufgereinigtem Perforin (Liu CC et al. 1989; Muller und Tschopp 1994).
Spezifische Zellwandbestandteile zytotoxischer Zellen verhindern die Einlagerung von
Perforin in die Membran (Antia et al. 1992; Jiang et al. 1990; Ojcius et al. 1991) und auch
das gebundene Perforin bildet erst bei im Vergleich zu Tumorzellen 10-fach hoheren
Konzentrationen Poren in der Zellmembran (Persechini et al. 1990). Andere Experimente
zeigten allerdings, dass zytotoxische Zellen nicht weniger empfindlich gegentber der durch
Granula-Exozytose vermittelten Zytotoxizitat sind als andere Lymphozyten (Schick und
Berke 1990). Auch koénnen sich peptidspezifisch aktivierte zytotoxische T-Zellen in
Anwesenheit des Peptids gegenseitig lysieren (Dutz et al. 1992; Su et al. 1993; Walden und
Eisen 1990).

SchlielRlich wurde gezeigt, dass Perforin zwar in gleicher Menge auf der Membran von
zytotoxischen T-Zellen und Tumorzellen bindet, jedoch auf der Oberflache der
zytotoxischen T-Zellen eine veradnderte Konformation aufweist (Muller und Tschopp 1994).
Vor der Polymerisation zu relativ resistenten Porenkomplexen liegt Perforin direkt nach der
Exozytose (Young et al. 1987) sowie nach der Membranassoziation (Kuta et al. 1991) in
sehr proteolyseanfalligen Stadien vor und kann leicht durch Proteasen wie Trypsin (Muller
und Tschopp 1994), Chymotrypsin und Pronase gespalten werden (Kuta et al. 1991; Young
et al. 1987). Heute wird daher vermutet, dass durch Exozytose der Granula eine Protease auf
der Oberflache der zytotoxischen Zelle erscheint, welche Perforin, das an der Membran der
Killerzelle bindet, inaktiviert (Balaji et al. 2002). Als mdgliche Enzyme wurden lysosomale
Proteasen identifiziert, die in groBen Mengen in zytotoxischen Granula enthalten sind (Page
LJ et al. 1998). Besonders Cathepsin B gilt als potentiell zytoprotektives Enzym, da es im
extrazellulédren Milieu Perforin schnell und effizient verdauen kann und aufRerdem die an der
Oberflache zytotoxischer T-Zellen detektierbare Cathepsin-B-Menge nach der Granula-
Exozytose deutlich ansteigt (Balaji et al. 2002). Die Quervernetzung von T-Zell-Rezeptoren
fihrt zum lokalen und transienten Erscheinen von Cathepsin B am Ort der Granula-
Exozytose (Balaji et al. 2002).

Bestatigt wurde diese Theorie durch den Nachweis, dass extrazellulare Cathepsin-B-
Inhibitoren einen schnellen, Perforin-abhangigen Zelltod zytotoxischer Lymphozyten
verursachen, wenn diese zur Degranulation angeregt werden. Dies gilt fur zytotoxische
T-Zellen ebenso wie fir NK-Zellen, nicht aber fur Zellen, die defizient fir den Granula-
Exozytose-Weg sind (Balaji et al. 2002). Auch verhindern Inhibitoren der Granula-
Exozytose wie Concanamycin A und Calciumchelatoren die Autolyse der stimulierten
Zellen in Gegenwart von Cathepsin-B-Inhibitoren (Balaji et al. 2002).

Zytotoxische T-Zellen, die kein Cathepsin B exprimieren, werden allerdings von allogenen

zytotoxischen T-Zellen in gleicher Starke lysiert wie Wildtyp-Kontrollzellen (Baran et al.
2006). Sie sind auch nach der Degranulation sowohl gegenuber reinem Perforin als auch
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gegentlber Extrakten ihrer zytotoxischen Granula nicht empfindlicher und lysieren
Zielzellen in Chrom-Freisetzungs-Test auch bei verlangerter Inkubation nicht schlechter als
Cathepsin-B-exprimierende Zellen (Baran et al. 2006). Auch werden die Cathepsin-B-
defizienten zytotoxischen T-Zellen selbst wéhrend des Chrom-Freisetzungs-Test nicht
starker lysiert als die Kontrollzellen (Baran et al. 2006). Die erhaltene zytotoxische
Kapazitdt Cathepsin-B-defizienter zytotoxischer T-Zellen wurde auch in vivo durch
Beobachtung der Lyse injizierter markierter syngener Zielzellen bestéatigt (Baran et al.
2006). Die widerspriichlichen Ergebnisse der Chrom-Freisetzungs-Tests mit Cathepsin-B-
Inhibitoren und Cathepsin-B-defizienten Zellen deuten auf die Existenz eines weiteren
Enzyms hin, welches zwar ebenfalls durch den Cathepsin-B-Inhibitor inaktiviert wird, in
den Cathepsin-B-defizienten Zellen aber die Inaktivierung von Perforin Gbernimmt. Ein
maogliches Enzym koénnte Cathepsin W darstellen, welches ausschlielich von NK-Zellen
und CD8"-T-Zellen exprimiert und von diesen Zellen wahrend der Zielzelllyse sezerniert
wird (Stoeckle et al. 2009).

Einen weiteren Selbstschutzmechanismus der Lymphozyten stellt die Expression des
Protease-Inhibitors P1-9 dar. PI-9 ist ein spezifischer Inhibitor von Granzym B und schiitzt
zytotoxische Zellen vor der Zerstérung durch zytotoxische Lymphozyten ebenso wie vor der
Lyse durch isoliertes Granzym B und isoliertes Perforin (Bird et al. 1998).

1.3 Tumore und das Immunsystem

Alle Zellen sind Faktoren ausgesetzt, die eine maligne Umwandlung der Zellen anstof3en
konnen. Aus diesem Grund besitzen hdhere Organismen komplexe Mechanismen, die
entweder zur Reparatur der verursachten Schéden oder zur Apoptose irreparabel
beschéadigter Zellen fihren. Zellen, die Schaden nicht reparieren, trotzdem aber nicht
absterben, sind potentiell tumorbildend, kdnnen aber vom Immunsystem unter Umstanden
erkannt und eliminiert werden (Smyth et al. 2001).

Die 1909 von Paul Ehrlich entwickelte Theorie, nur das Immunsystem konne eine sonst
,ungeheuerliche Frequenz (Ehrlich 1909, S. 163) an Karzinomen unterdriicken, fuhrte tber
den Nachweis, dass Tumorzellen anhand von Tumorantigenen vom Immunsystem erkannt
werden (Klein 1966; Old und Boyse 1964), zum Tumorkontrollmodell von Burnet und
Thomas: Alle groRen, lang lebenden Tiere entwickeln immer wieder maligne
Zellpopulationen, die allerdings vom Immunsystem erkannt und getdtet werden, noch bevor
klinische Zeichen ihrer Existenz sichtbar werden (Burnet 1970).

Eine grofRe Anzahl von Studien mit immundefizienten Mausen untermauert die Theorie der
Tumorverhinderung durch die zellulare Immunabwehr. Versuche mit Perforin-defizienten
Maéusen zeigen eine zwei- bis dreifach erhohte Tumorrate nach Methylcholanthren-
Tumorinduktion ebenso wie eine Steigerung der Inzidenz spontaner disseminierter
Lymphome (Smyth et al. 2000; Street et al. 2001; van den Broek et al. 1996). Auch eine
Interferon-y-Defizienz (Dighe et al. 1994; Kaplan et al. 1998; Shankaran et al. 2001; Street
et al. 2001; Street et al. 2002) verursacht eine erhdhte Empfindlichkeit gegenliber chemisch
induzierten und spontanen Tumoren.

Beim Menschen fiihren besonders die Immunsuppression nach Transplantation (Elder et al.
1997; Penn 1981; Penn 1996 a; Suranyi et al. 1998) und primére Immundefekte (Gatti und
Good 1971; McClain 1997) zu erhohter Inzidenz von Malignomen. Viele dieser Malignome
sind vermutlich virusinduziert (Smyth et al. 2001), aber auch Karzinome, bei denen bisher
keine virale Atiologie bekannt ist, kommen bei Patienten mit schweren Immundefekten
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héufiger vor (Birkeland et al. 1995; Penn 1996 b; Pham SM et al. 1995). Die Immunabwehr
verhindert aber nicht nur die Entstehung klinisch manifester Tumoren, auch bei bereits
klinisch relevanten Tumoren hat die Interaktion zwischen Tumor und Immunsystem
Einfluss auf den Verlauf der Tumorerkrankung. Die Infiltration von Lymphozyten im Tumor
korreliert positiv mit der Prognose (Clark et al. 1989; Naito Y et al. 1998), wobei vor allem
die Einwanderung von CD8"-T-Zellen von prognostischer Bedeutung ist (Naito Y et al.
1998).

Die Mechanismen der Tumorerkennung und -bekdmpfung durch das Immunsystem
umfassen sowohl die angeborene Immunkontrolle durch NK-Zellen als auch die
peptidspezifische adaptive T-Zell-Immunantwort (Smyth et al. 2001). Bei der adaptiven
Immunantwort durch T-Zellen aktivieren maligne Tumoren antigenprasentierende Zellen
durch Proteine nukledren und zytosolischen Ursprungs, die von beschadigten und
nekrotischen Zellen freigesetzt werden (Gallucci und Matzinger 2001; Gallucci et al. 1999;
Shi Y et al. 2003). Aktivierte dendritische Zellen induzieren und kontrollieren nach ihrer
Wanderung in die sekunddren lymphatischen Organe die Immunabwehr des adaptiven
Immunsystems, welche sich direkt gegen Tumorantigene richtet. Die dendritischen Zellen
nehmen bei der Lyse von Tumorzellen freigesetzte Antigene auf und présentieren sie nach
Prozessierung durch MHC-Klasse-l und MHC-Klasse-11-Molekiile (Albert et al. 1998).
Antigenspezifische CD4"- und CD8"-T-Zellen werden aktiviert. Die antigenprasentierenden
Zellen induzieren gemeinsam mit CD4'-T-Zellen die Differenzierung von naiven
CD8"-T-Zellen zu zytotoxischen T-Lymphozyten (Keene und Forman 1982; Schultze et al.
1996; Sharpe 1995). Die zytotoxischen T-Zellen kénnen nun in peripheren Geweben
Tumorzellen anhand ihrer spezifischen Antigene identifizieren und lysieren.

1.3.1 Tumorantigene

Die Erkennung maligne entarteter Zellen durch zytotoxische T-Zellen basiert auf der
Préasentation von Tumorantigenen uber MHC-Klasse-I1-Molekule der Tumorzellen (Dunn et
al. 2004). Die Vielfalt dieser Antigene wird auf GroRenordnungen vergleichbar mit der
Vielfalt der Immunrezeptoren geschatzt, wobei jede einzelne Tumorzelle eine Vielzahl
unterschiedlicher Antigene prasentieren kann (Wortzel et al. 1983). Bei der Suche nach
Zielstrukturen fur Tumor-Impfstoffe wurde eine groRe Anzahl relevanter Tumorantigene
beschrieben und von verschiedenen Autoren in unterschiedliche Klassifikationssysteme
eingeordnet (Boon und van der Bruggen 1996; Cheever et al. 2009; Dunn et al. 2004; Old
2003; Parmiani et al. 2007; Rosenberg 1999).

Gemeinsame Tumorantigene sind Antigene, die von vielen Tumorzellen unterschiedlicher
Ausgangsgewebe, nicht aber von normalen Zellen exprimiert werden (Boel et al. 1995; De
Plaen et al. 1994; loannides et al. 1993 a; Van den Eynde et al. 1995; van der Bruggen et al.
1991). Ihr Erscheinen beruht auf der Transkription normalerweise nicht exprimierter Gene
sowie der Aktivierung normalerweise inaktiver Promotoren, die zur Expression alternativer
Leserahmen ubiquitdr exprimierter Gene fiihren (Guilloux et al. 1996). Ebenfalls
tumoribergreifend ist die Prasentation von Peptidanteilen, die in normalen Zellen durch
Glykosylierung verborgen sind, bei Unterglykosylierung im Tumor allerdings eine
Immunreaktion auslésen konnen (loannides et al. 1993 b; Takahashi et al. 1994).

Im Gegensatz zu diesen, nur von Tumorzellen prasentierten Antigenen gibt es weitere
Tumorantigene, die auch von normalen Zellen exprimiert werden. Tumorzellen
unterscheiden sich hier vom Normalgewebe durch eine deutliche Steigerung der Expression
(Fisk et al. 1994; loannides et al. 1993 c; Peoples et al. 1995; Yoshino et al. 1994).
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Differenzierungsantigene werden ebenfalls von normalen und maligne entarteten Zellen
eines Gewebes exprimiert. Die Entstehung eines malignen Tumors kann zu einer
Immunantwort zytotoxischer T-Lymphozyten gegen diese Peptide fuhren (Anichini et al.
1993).

Tumorspezifische Antigene sind individuelle Antigene, die sich von Tumor zu Tumor
unterscheiden (Prehn 1970). Sie beruhen auf zufélligen Punktmutationen (De Plaen et al.
1988; Lurquin et al. 1989; Mandelboim et al. 1994; Monach et al. 1995), die entweder direkt
zu Veranderungen in der Aminosauresequenz des prasentierten Epitops fiihren oder durch
Veranderungen der Splicingeigenschaften der mRNA die Entstehung neuer immunogener
Epitope verursachen (Coulie et al. 1995; Lupetti et al. 1998). Ebenso kann ein durch eine
Punktmutation verursachter Aminosaureaustausch zur Entstehung eines Ankers fuhren, Gber
den ein sonst nicht prasentationsfahiges Peptid an MHC-KIlasse-I-Molekile binden kann
(Robbins et al. 1996). Auch die bei chromosomalen Translokationen entstehenden Fusions-
Proteine konnen zur Bildung neuer antigener Epitope fiihren (Bosch et al. 1996). Eine
besondere Untergruppe der tumorspezifischen Antigene bilden die mutierten Onkogene wie
CDK-4 (Wolfel et al. 1995), p53 (Nijman et al. 1994; Noguchi et al. 1994) und ras (Fossum
et al. 1995; Gedde-Dahl et al. 1994; Van Elsas et al. 1995), die neben ihrer Immunogenitat
auch onkogene Eigenschaften besitzen.

Zusétzlich zu diesen immunogenen Veranderungen der zelleigenen Proteinbiosynthese
konnen bei virusinduzierten Tumoren auch virale Peptide die Erkennung der Tumorzellen
durch das Immunsystem ermdglichen. Beispiel ist hier die Aktivierung zytotoxischer Zellen
durch Epstein-Barr-nukleédres-Antigen auf EBV-positiven Tumoren (Rickinson und Moss
1997).

Die Mehrzahl der oben beschriebenen Tumorantigene ist von der Prasentation durch
MHC-Klasse-1-Molekule abhangig, es existieren aber auch MHC-unabhéngige
Erkennungsmerkmale, wie zum Beispiel verschiedene NKG2D-Liganden, die zur
Abstoung von Tumoren bei Mensch und Maus fiihren (Diefenbach et al. 2000; Groh et al.
1999; Jinushi et al. 2003; Vetter et al. 2002). AulRerdem kdnnen Tumorzellen, die nur sehr
geringe Mengen an MHC-Klasse-I-Molekiilen exprimieren, durch NK-Zellen erkannt und
lysiert werden (Whiteside und Herberman 1995).

1.3.2 Immune-Escape-Mechanismen

Anhand von Rekombinase-Aktivierendes-Gen-(RAG)-2-Knock-Out-Mausen, die keine B-
und T-Zellen bilden kénnen, wurde gezeigt, dass das Immunsystem nicht nur die Entstehung
von Malignomen unterdriickt, sondern auch, durch Selektion wenig immunogener Zellen,
den Tumor selbst verandert. Bei der Tumortransplantation aus immundefizienten in
immunkompetente Méause wird ein Teil der Tumoren vom Empfangerimmunsystem erkannt
und abgestollen (Shankaran et al. 2001). Die Tumoren der immundefizienten Tiere sind
immunogener als die der immunkompetenten Tiere. Auch bei selektiver T-Zell-Defizienz
(Svane et al. 1996) und Perforin-Defizienz (Smyth et al. 2000) entwickeln sich deutlich
immunogenere Tumoren als in immunkompetenten Tieren. Dieser Einfluss des
Immunsystems auf die immunogenen Eigenschaften eines Tumors findet in der
Weiterentwicklung des Tumorkontrollmodells von Burnet und Thomas zum Cancer-
Immunoediting-Model nach Schreiber Berlicksichtigung (Dunn et al. 2002; Dunn et al.
2004). Es beschreibt drei Phasen der Interaktion von Tumor und Immunsystem:
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Elimination

Die Eliminationsphase beschreibt die Aktivierung der unspezifischen Immunabwehr
und die Entstehung einer lokalen Entziindungsreaktion, bedingt durch
Tumorwachstum und mdogliche Invasion. Freigesetzte Zytokine induzieren
gleichzeitig die Aktivierung tumorspezifischer zytotoxischer T-Zellen, die dann
gemeinsam mit der unspezifischen Immunantwort den Tumor eliminieren kénnen,
bevor er klinisch préasent wird.

Gleichgewicht

Bei diesem vermutlich langsten Stadium der Tumorentwicklung besteht ein
Gleichgewicht zwischen der standigen Elimination von Tumorzellen durch das
Immunsystem und der Bildung von Immune-Escape-Mechanismen aufgrund des
starken, durch die Immunabwehr verursachten, Selektionsdrucks. Die Entwicklung
von Tumoren, welche der Entdeckung und Elemination durch das Immunsystem
entgehen konnen, wird dabei durch die genetische Instabilitit der Tumorzellen
begunstigt (Lengauer et al. 1998).

Entkommen

Das letzte Stadium beschreibt das unkontrolliert Wachstum von Tumorzellen, die der
Detektion oder Elemination durch das Immunsystem entgehen und zu Klinisch
fassbaren Malignomen fihren.

Dieses Drei-Phasen-Modell beschreibt, wie die Selektion durch das Immunsystem und die
genetische Instabilitat der Tumorzellen zur Entwicklung von Tumoren fihren, die der
unspezifischen und der adaptiven Immunantwort entgehen kénnen. Die Entwicklung von
Abwehrmechanismen gegenuber den Angriffen zytotoxischer Zellen ist essentiell fir
Tumorentstehung und Tumorwachstum (Smyth et al. 2001).

Ein wichtiger Immune-Escape-Mechanismus ist die Begrenzung der den Tumor
umgebenden Entzindungsreaktion durch Expression immunsuppressiver Zytokine wie
TGF-p und IL-10 (Elgert et al. 1998). Diese reduzieren zum einen die Aktivitat der den
Tumor infiltrierenden Lymphozyten, zum anderen fiihren sie, durch Suppression von
Entzindungsmediatoren, auch zur Unterdriickung der Reifung dendritischer Zellen, die zur
Initiation einer suffizienten Immunabwehr notwendig sind (Wang et al. 2004). Eine éhnliche
Wirkung hat auch die Forderung der Aktivierung und Proliferation immunsuppressiver
T-Zell-Populationen wie zum Beispiel regulatorischer CD4*-CD25"-T-Zellen (Liyanage et
al. 2002; Woo et al. 2001) oder IL-13-produzierender NKT-Zellen (Terabe et al. 2000)
durch Tumorzellen.

Ein weiterer Immune-Escape-Mechanismus ist die direkte Inhibition der den Tumor
infiltrierende T-Zellen durch Sekretion spezifischer T-Zell-Inhibitoren wie Galectin 1
(Rubinstein et al. 2004) und Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) (Uyttenhove et al. 2003).
Auch die Sekretion wvon l6slichen NKG2D-Liganden fiihrt Gber eine NKG2D-
Rezeptorverminderung auf den T-Zellen zur Reduktion ihrer Zytotoxizitat (Groh et al.
2002). Dartber hinaus konnen Tumorzellen durch Expression apoptoseinduzierender
Oberflachenmolekiile wie FAS-Liganden infiltrierende Lymphozyten auch direkt toten
(Walker et al. 1998).
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Neben der Suppression der bereits stattfindenden Immunreaktion fihrt auch eine verringerte
Immunogenitat zur positiven Selektion der Tumorzellen. Die verminderte Expression von
Genen, die fir Tumorantigene kodieren (Dunn et al. 2002; Khong et al. 2004), fuihrt ebenso,
wie die Reduktion der Expression von MHC-Klasse-l1-Molekiilen zu einer geringeren
AbstolRungsreaktion (Algarra et al. 2000; Khong et al. 2004; Marincola et al. 2000). Auch
Defekte der Molekiile der Antigenprozessierung wie TAP1, LMP2 und LMP7 (Seliger et al.
2000), sowie eine verminderte Stimulierbarkeit der MHC-Klasse-I-Molekul-Expression der
Tumorzellen durch Interferon-y (Kaplan et al. 1998; Wong et al. 1997), kénnen einen Schutz
vor der adaptiven Immunantwort darstellen.

Uber diese Mechanismen hinaus entwickeln einige Tumorzellen auch Mechanismen, die es
ihnen erlauben, auch bei Erkennung durch das Immunsystem zu Uberleben. Durch
Expression des Proteaseinhibitors PI-9 schitzen sich neben Lymphozyten (Bird et al. 1998)
und dendritischen Zellen (Medema et al. 2001) auch Tumorzellen (Medema et al. 2001) vor
der Apoptoseinduktion durch Granzym B. Auch Veranderungen der Zellmembran, die zu
erschwerter Einlagerung von Perforin fuhren, dienen einigen Tumorzellen als effektiver
Schutzmechanismus (Lehmann et al. 2000).

1.4 Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Cathepsin-B-Expression durch
Tumorzellen einen weiteren Immune-Escape-Mechanismus darstellt. Zytotoxische Zellen
exprimieren nach Ausschittung ihrer zytotoxischen Granula oberflachengebundenes
Cathepsin B, welches freigesetztes Perforin spalten kann und die zytotoxischen T-Zellen so
vor der Autolyse schitzt (Balaji et al. 2002). Eine dhnliche membranassoziierte Expression
von Cathepsin B ist auch von vielen Tumorzellen beschrieben und kénnte, in analoger
Weise, neben der Losung der Tumorzellen aus dem Zellverband zur Metastasierung, auch
dem Schutz der Tumorzellen vor der Lyse durch zytotoxische T-Zellen dienen (Balaji et al.
2002).

Die Inhibition von auf der Oberflache von RMA-Lymphomzellen gebundenem Cathepsin B
durch den zellmembranimpermeablen Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 erhoht die
Empfindlichkeit der Tumorzellen gegeniiber zytotoxischen T-Zellen im Chrom-
Freisetzungs-Test (Ensslen 2009). Auflerdem werden auch embryonale Fibroblasten aus
Méusen mit Cathepsin-B-Defizienz im Chrom-Freisetzungs-Test besser lysiert als
Fibroblasten der Wildtyp-Kontrollmause (Ensslen 2009). Untersucht wurde in dieser Arbeit
daher, ob eine Uberexpression von Cathepsin B, wie sie in Tumorzellen beschrieben ist, die
Empfindlichkeit von Zielzellen gegenuber zytotoxischen T-Zellen reduzieren kann. Im
Chrom-Freisetzungs-Test ~ wurde  der Einfluss  verschiedener Cathepsin-B-
Expressionsvektoren auf die peptidspezifische Lyse von RMA-Zellen durch zytotoxische
T-Zellen untersucht.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Biologisches Material
2.1.1.1 Bakterienstamme

Zur Gewinnung und Vermehrung von Plasmid-DNA wurden E. coli-Bakterien des Stammes
TOP10 von Life technologies™ mit dem Genotyp

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL endAl nupG

verwendet. Der Stamm lieR sich mit hoher Effizienz transformieren (2.2.1.3, S. 33) und
eignete sich besonders fiur die Vermehrung von high-copy Plasmiden. Aufgrund des hsdR-
Genotyps konnte der Stamm auch mit unmethylierten PCR-Produkten transformiert werden.
Aullerdem ist der Stamm Rekombinase-defizient (recAl) und zeigt daher kein Austausch
zwischen eingebrachten Plasmiden und der Wirtszell-DNA.

2.1.1.2 Zelllinien

Als Zielzellen zelluldrer Zytotoxizitat wurden RMA-Zellen verwendet. Die RMA-Zelllinie
geht auf ein durch das Rauscher-Virus induziertes T-Zell-Lymphom in C57BL/6-Mé&usen
(Haplotyp H2) zuriick (Karre et al. 1986).

2.1.1.3 Versuchstiere
2.1.1.3.1 OT-l Mause

OT-I-M4use gehen auf den C57BL/6-Stamm (Haplotyp H2°) zuriick und exprimieren einen
transgenen T-Zell-Rezeptor Vo2Vp5, der spezifisch an H2K"® gebundenes SIINFEKL-Peptid
des Ovalbumins (Aminosauren 257 - 264) erkennt (Hogquist et al. 1994). Aus Milzen der
Méuse wurden zytotoxische T-Lymphozyten gewonnen (2.2.4.11.3, S. 48) und zur Lyse
SIINFEKL-prasentierender RMA-Zielzellen im Chrom-Freisetzungs-Test verwendet.

2.1.1.3.2 Ratten

Zur Gewinnung von zytokinreichem Concanavalin-A-Uberstand (2.2.4.11.2, S. 47) wurden
die Milzen aus Ratten der Stamme BUF (Haplotyp RT1") und LOU/C (Haplotyp RT1Y)
verwendet.

2.1.2 Gene

Tabelle 1 zeigt eine Liste der Gene, die zur Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten
Konstrukte genutzt wurden. Die Cathepsin-B-cDNA wurde von OriGene Technologies Inc.
in einem transformationsfahigen pCMV6-Vektor bezogen. Die bestellte cDNA BC006656
unterschied sich in einem Nukleotid an Stelle 1196 von der NCBI-Referenz-Sequenz. Dieser
Unterschied lag aul3erhalb des verwendeten offenen Leserahmens und erforderte daher keine
Beachtung. Der zur Plasmid-Herstellung verwendete CAG-PEGFP-1-Vektor wird unter
2.1.3 (S. 20) eingehend beschrieben.
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Tabelle 1: Verwendete Gene und DNA-Sequenzen

Name Quelle Gene ID Bereich Beschreibung
OriGene Cathepsin-B- In transformationsfahigem
;;ecchnologles BCO06656 cDNA pCMV6-Vektor bezogen
Referenzsequenz der
Maus Cathepsin B oA Cathepsin-B-cDNA
P Entspricht den Aminoséuren 80-
333 (Swiss-Prot: P10605.2) und
NCBI 13030 . somit der einkettigen reifen
Nukleotide S
249 _ 984 Form, wie sie agch auf der
Oberflache zytotoxischer Zellen
beschrieben ist (Balaji et al.
2002).
I;I#Eligtg;de Leitet den Transport von H2K
(Leadersequenz) zur Zelloberflache
Maus H2K NCBI 14972 Nukleotide Transmembrananteil von H2K
inklusive eines kurzen
962 -1070 . ) |
intrazellularen Ankers und einer
(Transmembran- Ul
doméne) extrazellularen
Verbindungssequenz
HA-Tag GACGTTCCAG Hgimap lutinin des humanen
ACTACGCT-3¢ ggiutiv
Influenza-Virus
Unspezifische
Kozak-Sequenz 5‘-GCCGCC-3¢ transkriptionssteigernde
Sequenz (Kozak 1987)
TriEx 1.1- Merck Nukleotide Aus diesem Plasmid wurde nur
g/ektor ' Biosciences 70848-3 1079 - 1726 der CAG-Promotor (Niwa et al.
GmbH (CAG-Promotor) | 1991) verwendet.
Clontech . . .
PEGFP-1-Vektor | Laboratories | CB7404649 Plasmidgrundgerust mit eGFP-
Inc Gen und Neo'-Gen
Life Transportvektor des
PMA-Vektor Technologies™ MCBG-Inserts
OriGene Transportvektor der
pCMV6-Kan/Neo ITnecchnologles Cathepsin-B-cDNA

2.1.3 Der CAG-PEGFP-1- Expressionsvektor

Zur Uberexpression von Cathepsin B wurden zwei Konstrukte entwickelt, die fiir
unterschiedliche Cathepsin-B-Fusionsproteine kodierten. Beide Konstrukte basierten auf
dem PEGFP-1-Vektor, in den im Rahmen einer anderen Arbeit bereits der CAG-Promotor
des pTriEx 1.1-Vektors einkloniert wurde (Abb. 1). Der CAG-Promotor ist ein
zusammengesetzter Promotor, der aus dem immediate-early-enhancer des CMV-Promotors
und dem core-promotor des chicken-beta-actin-Promotors besteht. Das erste dem Promotor
folgende Intron entstammt ebenfalls dem chicken-beta-actin-Promotor (Niwa et al. 1991).
Durch  diese  Zusammensetzung  wurden in  Vertebraten  besonders  gute
Transfektionseffizienz sowie hohe und stabile Expressionsraten erreicht (Xu et al. 2001).
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Neo'-Resistenzgen

Linearisierungs-
schnittstelle

CAG-PEGFP-1-Vektor

CAG-Promotor

Abb. 1: Schema des CAG-PEGFP-1-Vektors

Klonierungs-
schnittstellen

eGFP

Der PEGFP-1-Vektor enthélt in 3°-Richtung hinter den Klonierungsschnittstellen das eGFP-
Gen. Beide Cathepsin-B-Fusionsproteine beinhalteten so das eGFP-Protein, da im
jeweiligen kodierenden Insert auf ein Stopp-Codon verzichtet und bei der Klonierung auf
Erhalt des Leserasters geachtet wurde. AuBerdem enthalt der PEGFP-1-Vektor das
Neomycin-Geneticin-Resistenzgen (Neo"). Die kodierte Aminoglykosid-Phosphotransferase
(APT) phosphoryliert und inaktiviert Geneticin und Kanamycin.

2.1.4 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion international AG synthetisiert und als
Primer zur Polymerase-Kettenreaktion (2.2.2.5, S. 36) sowie zur Sequenzierung (2.2.2.6,

S. 38) verwendet.

Tabelle 2: Oligonukleotide

Name Sequenz Schmelztemperatur
Primer-CBG-fwd 5-ATGAGCTCGCCGCCATGTGGTGGTCCTTGAT-3* | 69,0 °C
Primer-CBG-rev 5-GCGAATTCCGAATCTTCCCCAGTACTGGTC-3’ 63,4 °C
Seqg-Primer-

5-GTATTACCGCCATGCATTAGTTATTAC-3¢ 54,2 °C
PEGFP-1-fwd
Seqg-Primer-

5-GAACTTGTGGCCGTTTACGTCG-3 58,7 °C
PEGFP-1-rev
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2.15 Enzyme

2.1.5.1 Restriktionsenzyme

Tabelle 3 Restriktionsenzyme

Name Sequenz Hersteller
Apall 5‘-G'TGCAC-3¢ New England Biolabs GmbH
BamHI 5‘-G"GATCC-3¢ Promega GmbH
Bglll 5‘-A"GATCT-3* Promega GmbH
EcoRl 5‘-G"AATTC-3* Promega GmbH
HindllI 5-A"AGCTT-3° Promega GmbH
Sacl 5‘-G"AGCTC-3¢ Promega GmbH
2.1.5.2 Weitere Enzyme
Tabelle 4 Weitere Enzyme
Name Hersteller

BigDye® Direct Cycle Sequencing Polymerase

Life Technologies

Phusion® Hot Start High-Fidelity DNA-Polymerase

Finnzymes Oy

Taq DNA-Polymerase

New England Biolabs GmbH

T4 DNA-Ligase

Promega GmbH

Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP)

Promega GmbH

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Primarantikorper

Tabelle 5 zeigt die verwendeten Primarantikorper. Der Farbstoff Phycoerythrin (PE) konnte
bei 488 nm angeregt werden und zeigte eine Emission bei 578 nm. Uberstrahlungseffekte
mit eGFP mussten in der Durchflusszytometrie (2.2.4.8, S. 44) durch Kompensation
ausgeglichen werden.

Tabelle 5 Priméarantikorper

Name

gegen

Klon

Hersteller Spezies | Isotyp | Kopplung

anti-Cathepsin B

Cathepsin B

polyklonal

R & D Systems

GmbH Ziege 1gG

anti-HA-Tag

HA-Epitop

Hybridoma-
Uberstand

zur  Verfligung
gestellt von
Prof. Dr. Sigried

Hoyer-Fender,
Georg August
Universitat Goéttingen,
Institut fur Zoologie
und  Anthropologie,
Abteilung
Entwicklungsbiologie

Maus IgG

anti-HSC70

HSC70

1B5

Stressgen

Bioreagents Ratte

IgG2a

anti-H2K®-PE

H2KP

AF6-88.5

BiolLegend Maus IgG2a | PE
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2.1.6.2 Sekundarantikérper und Isotypenkontrollen

Die verwendeten Sekundarantikorper sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Der Tri-Color®-markierte
Antikorper wurde in der Durchflusszytometrie (2.2.4.8, S. 44) eingesetzt. Seine Fluoreszenz
zeigte bei Anregung bei 488 nm eine Emissionswellenldnge von 670 nm und wurde daher
von eGFP nicht beeinflusst. Die horseradish-peroxydase-(HRPO)-gekoppelten Antikdorper
wurden zur Immunfarbung im Westernblot (2.2.3.4, S. 42) eingesetzt und katalysierten eine
Farbreaktion mit der DAB-Férbeldsung.

Tabelle 6 Sekundérantikérper und Isotypenkontrollen

Name gegen Klon Hersteller Spezies | Isotyp | Kopplung
Dianova
anti-goat-1gG | goat IgG (H+L) polyklonal | Vertriebs- Maus 19G
GmbH
anti-mouse- Caltag . . . ®
IgG-TC mouse IgG (H+L) | polyklonal Laboratories Ziege F(ab®)2 | Tri-Color
anti-mouse- Dianova
mouse IgG (H+L) | polyklonal | Vertriebs- Ziege [o[€] HRPO
lgG-HRPO
GmbH
anti-rat- Dianova
rat 1I9gG (H+L) polyklonal | Vertriebs- Ziege 1gG HRPO
IgG-HRPO
GmbH
migG2a- ImmunoTools
Isotypen- 713 Maus IgG2a | PE
GmbH
kontrolle

2.1.7 Puffer und Stammldsungen

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Lésungen in dH,O angesetzt und der pH-Wert
wurde mit NaOH und HCI eingestellt.

Tabelle 7 Puffer und Stammlgsungen

Nukleinsaurepraparation

. 200 mM NaOH

Lysispuffer P2 1% (Wiv) SDS

" 3 M KCH3COO
Neutralisationspuffer P3 OH 5,5

100 pg/ml RNase A
50 mM Tris/HCI

10 MM EDTA

pH 8,0

Resuspensionspuffer P1

Agarosegelelektrophorese

0,09 % (w/v) Bromphenolblau

6 x Ladepuffer 60 % (v/v) Glycerin
60 mM EDTA
1 % (w/v) Agarose
Agarosegel 0,1 pg/ml Ethidiumbromid
in TAE-Puffer
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TAE-Puffer

40 mM Tris/Acetat
1mMEDTA
pH 8,0

SDS-Page

Blotpuffer

15 % (w/v) Tris/HCI
72 % (w/v) Glycin
20 % (v/v) Methanol
0,1 % (w/v) SDS

pH 8,3

DAB-Farbeldsung

50 ml PBS-Tween
25 mg DAB

Laufpuffer

15 % (w/v) Tris/HCI
72 % (w/v) Glycin
0,1 % (w/v) SDS
pH 8,3

NP 40-Lysispuffer

140 mM NaCl

1,5 mM MgCl,
10 mM Tris/HCI
0,5 % (v/v) NP 40
pH 8,0

PBS-Tween

0,05 % (v/v) Tween-20
in PBS

Ponceau-Rot-Farbeldsung

0,5 % (w/v) Ponceau S
5 % (v/v) Essigsdure

20 mM Tris/HCI
20 % (v/v) Glycerin
2% (w/v) SDS

Probenpuffer 2mM EDTA
10 % (v/v) 2-B-Mercaptoethanol
0,1 % (v/v) Bromphenolblau
pH 8,0
2,4 ml Acrylamid 30 %
3,75 ml Sammelgelpuffer
Sammelgel 8,85 ml dH,0
150 pl APS 10 %} Zugabe direkt vor der
15 ul TEMED Polymerisation
0,5 M Tris/HCI
Sammelgelpuffer 0,4 % (w/v) SDS
pH 6,8

Trenngel

10,6 ml Acrylamid 30 %

8 ml Trenngelpuffer

13,1 ml dH,O

200 pl APS 10 %} Zugabe direkt vor der
20 ul TEMED Polymerisation

Trenngelpuffer

1,5 M Tris/HCI
0,4 % (w/v) SDS
pH 8,8
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Durchflusszytometrie

PBS-Propidiumiodid

1 pg/ml Propidiumiodid

in PBS
i . 0,25 % (v/v) Saponin
PBS-Saponin in PBS
Zellkultur

Einfriermedium Eukaryoten

80 % (v/v) FBS
20 % (v/iv) DMSO

Trypanblau

0,2 % (v/v) Trypanblau
4,25 % (w/v) NaCl

Chrom-Freisetzungs-Test

EGTA/MgCl,

4 mM EGTA

8 mM MgCl,
10 % (v/v) FBS
in DMEM

pH 7,2

Erythrozyten-Lyse-Puffer

155 mM NH,CI
10 mM KHCO3
0,1 mM EDTA
pH7,2-7,4

Triton-Lyse-Puffer

10 % (v/v) Triton X-100
in PBS

2.1.8 Kulturmedien

2.1.8.1 Medien zur Kultur prokaryoter Zellen

Die Medien zur Bakterienkultur wurden in dH,O angesetzt und autoklaviert. Zur Selektion
wurde den Medien bei Bedarf Kanamycin in einer Konzentration von 100 pg/ml nach dem

Autoklavieren zugesetzt.

Tabelle 8 Medien zur Bakterienkultur

Name

Zusammensetzung

LB-Agarplatten

1,5 % (w/v) Agar in LB-Medium

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium)

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) Pepton
0,5 % (w/v)NaCl

S.0.C.-Medium

2 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

10 mM NacCl

2,5 mM KCI

20 mM Glucose

2.1.8.2 Medien zur Kultur eukaryoter Zellen

Als Basis der Kulturmedien eukaryoter Zellen wurde Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
(DMEM, GlutaMAX™, +45 g/l Glucose, +Pyruvat) der Firma Life Technologies

verwendet.
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Tabelle 9 Medien zur Kultur eukaryoter Zellen

Name Zusammensetzung
. 10 % (v/v) FBS
DMEM mit FBS in DMEM

DMEM mit FBS und PenStrep

10 % (v/v) FBS
5 % (v/v) Penicillin-Streptomycin
in DMEM

DMEM mit FBS und PenStrep und
Geneticin

10 % (v/v) FBS
5 % (v/v) Penicillin-Streptomycin
1 mg/ml Geneticin (G 418)

in DMEM
2.1.9 Chemikalien
Tabelle 10 Chemikalien
Name Hersteller
2-B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Agar AppliChem GmbH
Agarose PEQLAB Biotechnologie GmbH

Ammoniumacetat (NH,CH3;COO)

Roth GmbH & Co.

Ammoniumchlorid (NH,4CI)

Merck Bioscience GmbH

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Bromphenolblau

Roth GmbH & Co.

Concanavalin A

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Diaminobenzidin (DAB)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

DMEM GlutaMAX™ +4 5¢/1 Glucose +Pyruvat | Life Technologies

DNA Polymerization Mix 10mM (dNTP-Mix) GeneCraft® Ares Bioscience GmbH

DNA-Ladder 1kb

New England Biolabs GmbH

Essigsaure

Merck Bioscience GmbH

Ethanol

AppliChem GmbH

Ethidiumbromid

Roth GmbH & Co.

Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA)

Roth GmbH & Co.

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

Tetraacetat (EGTA)

Roth GmbH & Co.

fetales bovines Serum (FBS)

Life Technologies

Geneticin (G 418)

Biochrom AG

Glucose Merck Bioscience GmbH

Glycerin Merck Bioscience GmbH

Glycin Roth GmbH & Co.

Hefeextrakt Roth GmbH & Co.

Hoechst 33342 Immunochemistry Technologies LLC
Isopropanol Merck Bioscience GmbH

Kaliumacetat (KCH3;COO)

Roth GmbH & Co.

Kaliumchlorid (KCI)

Roth GmbH & Co.

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Roth GmbH & Co.

Kanamycin

PAN-Biotech GmbH

Lipopolysaccharid (LPS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck Bioscience GmbH
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Magnesiumsulfat (MgSQO,)

Roth GmbH & Co.

Methanol

AppliChem GmbH

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

AppliChem GmbH

Natriumacetat (NaCH3;COO)

Roth GmbH & Co.

Natriumchlorid (NaCl)

Merck Bioscience GmbH

Natriumchromat Na,CrO, (radioaktiv)

Hartmann Analytic GmbH

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth GmbH & Co.

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck Bioscience GmbH

Nonidet P 40 (NP 40)

AppliChem GmbH

Paraformaldehyd Roth GmbH & Co.
Penicillin-Streptomycin Life Technologies
Pepton Roth GmbH & Co.

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

Biochrom AG

Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaureat
(Tween-20)

AppliChem GmbH

Ponceau S

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Propidiumiodid

AppliChem GmbH

Proteinmarker 30.000 — 200.000 Da

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

rekombinantes murines Interleukin-2 (rm I1L-2)

R & D Systems GmbH

RNase A

Roche Diagnostics GmbH

Rotiphorese Gel 30 % (Acrylamid)

Roth GmbH & Co.

Salzsaure (HCI)

Merck Bioscience GmbH

Saponin

Roth GmbH & Co.

SIINFEKL (Ovalbumin Aminosauren 257 - 264)

Bachem Distribution Services GmbH

Szintillator Optiphase HiSafe 3

PerkinElmer Wallac GmbH

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Roth GmbH & Co.

Triton X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Trypanblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Trypton

Roth GmbH & Co.

Wasserstoffperoxid 30 % (H,0,)

Merck Bioscience GmbH

2.1.10 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Tabelle 11 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Name

Hersteller

EndoFree-Plasmid-Maxi-Kit

QIAGEN GmbH

Zymoclean™-Gel-DNA-Recovery-Kit

Zymo Research Corp.

Magic-Red™-Cathepsin-B-Detection-Kit

Immunochemistry Technologies LLC
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2.1.11 Gebrauchswaren

Tabelle 12 Gebrauchswaren

Name Hersteller
Whatmanpapier GB 003 Whatman GmbH
Eppendorf AG

Reaktionsgefale

Sarstedt AG & Co.
Greiner Bio-One GmbH

FACS-GefaRk BD Falcon 5 ml

Becton Dickinson GmbH

Gefriergefal Cryo Tube Vialis 1,8 ml

Nunc GmbH & Co. Kg

Gewebekultur-Petrischale
unbeschichtet 100x20 mm

Sarstedt AG & Co.

Klebefolie Top Seal-A 96

PerkinElmer Wallac GmbH

Mikrotiterplatten
96 well Flach- und Rundboden

Sarstedt AG & Co.

Nitrozellulosemembran

Schleicher & Schuell GmbH

Pipetten und Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co.

Sterilfilter

Sarstedt AG & Co.

Wallac-Messplatte 96-Loch mit
TopSeal®-A-Folie

PerkinElmer Wallac GmbH

Zentrifugationsgefal 13 ml, 15 ml

Sarstedt AG & Co.

Obijekttrager

GmbH

Waldemar

Knittel ~ Glasbearbeitungs-

Parafilm®

Pechiney Plastic Packaging Inc.

2.1.12 Gerate

Tabelle 13 Gerate

Gerat

Typ

Hersteller

Agarosegelkammer

PerfectBlue Gelsystem

PEQLAB Biotechnologie
GmbH

Autoklav

Dampfsterilisator FVS

Integra Biosciences GmbH

Blotkammer

Large Semiphor Transphor
Unit 80-6211-86

GE Healthcare Europe GmbH

Durchflusszytometer

FACSCalibur™

Becton Dickinson GmbH

Elektroporations-
Impulsgenerator

Gene Pulser " mit
Capacitance Extender

Bio-Rad Laboratories GmbH

Hamiltonspritze

Hamilton Mikroliter Spritze

Hamilton Medical AG

Inkubator

HERAcell®

Thermo Fischer Scientific
Germany Ltd. & Co. KG

Laser-Scanning

) LSM 510 Axioplan 2 Carl Zeiss AG
Mikroskop
Magnetrihrer, beheizbar IKAMAG RET IKA Werke GmbH & Co. KG
Mikroskop Axiovert 35 Carl Zeiss AG
Neubauer Z&hlkammer Neubauer improved Krannich GmbH & Co. KG
pH-Meter CG-837 Schott AG
Photometer BioPhotometer Eppendorf AG

28




Pipetten

Eppendorf Research®
(verschiedene GroRen)

Multipette® plus

Eppendorf AG

Pipettierhilfen

Pipetboy pro

Integra Bioscience GmbH

Thermo Fischer Scientific

®
Schutzwerkbank HERASave Germany Ltd. & Co. KG
SDS-Gelkammer Hoefer™ SE 600 Ruby™ GE Healthcare Europe GmbH
Cell-Sorter FACSVantage™ SE Becton Dickinson GmbH
Elektrophoresis Power
Spannungsquelle Supply EPS 301 GE Healthcare Europe GmbH

Szintillationszahler

MicroBeta Trilux 1450

PerkinElmer Wallac GmbH

Tenbroeck-Homogenisator

Tenbroek

Schiitt Labortechnik GmbH

Stuart Block Heater

Bibby Scientific Ltd.

Thermoblock SBH130
Thermomixer comfort Eppendorf AG
GeneAmp® PCR System . .
Thermocycler 2700 Life Technologies

TPersonal 48

Biometra GmbH

Intas Science Imaging

UV-Gel-Imager Gel Imager Instruments GmbH
Vortex-Schittler MS1 Minishaker IKA®-Werke GmbH & Co.KG
ACCULAB Vicon )
Waagen BP 61 Sartorius AG
Inkubations-/ Gesellschaft fir Labortechnik
Wasserbad

Inaktivierungsbad 1003

mbH

Zentrifugen

Khlzentrifuge 3K30

SIGMA Laborzentrifugen
GmbH

Minizentrifuge MCF-2360

LMS Consult GmbH & Co.
KG

Multifuge 1 b

Multifuge 3 SR

Heraeus Holding GmbH
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2.1.13 Datenbanken und Software

Tabelle 14 Datenbanken und Software

Programm

Verwendung

Hersteller

CellQuest

Steuerung Durchflusszytometer

Becton Dickinson GmbH

CorelDRAW 9.397

Grafikprogramm

Corel Corporation

Endnote X1.0.1

Literaturverwaltungsprogramm

Thomson Reuters

FACSDiva Version 6.1.2

Steuerung Cell-Sorter

Life Technologies

Molekularbiologische

Magnus Manske

Gentle 1.9.4 Anwendun Universitat Koln
9 GLP 2003
L-SM Image Browser Bildverarbeitung CarlZeiss AG

3,5,0,359

MicroBeta

Szintillationsz&hlersteuerung

PerkinElmer Wallac GmbH

Microsoft Excel 2010

Tabellenkalkulation und
graphische Auswertung

Microsoft Deutschland
GmbH

Microsoft Word 2010

Textverarbeitungsprogramm

Microsoft Deutschland
GmbH

National Center for

NCBI Nukleotiddatenbank Biotechnology Information
(NCBI)
NEB-Cutter Restriktionssimulation New England Biolabs

GmbH

OligoAnalyzer 3.1

Oligonukleotidanalyse

Integrated DNA
Technologies Inc.

Swiss-Prot

Proteindatenbank

EMBL-EBI

WinMDI 2.9

Analyse der
Durchflusszytometrie

Joseph Trotter

2.1.14 Hersteller

Tabelle 15 Hersteller

Hersteller

Adresse

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

Bibby Scientific Ltd.

Beacon Road, Stone,
Staffordshire ST15 0SA, UK

Biochrom AG

Leonorenstr. 2-6, 12247 Berlin

BioLegend®

11080 Roselle St,
San Diego, CA 92121, USA

Biometra GmbH

Rudolf-Wissel-Stralle 30,
37079 Gottingen

Bio-Rad Laboratories GmbH

Heidemannstrasse 164,
80901 Miinchen

Caltag Laboratories

Brauhausstieg 15-17, 22041 Hamburg
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Carl Zeiss AG

Carl-Zeiss-StraRe 22,
73447 Oberkochen

Clontech Laboratories Inc.

1290 Terra Bella Ave
Mountain View, CA 94043, USA

Corel Corporation

Edisonstr. 6, 85716 Unterschleiftheim

Dianova Vertriebhs-GmbH

Warburgstr. 45, 20354 Hamburg

EMBL-EBI

Hinxton,
Cambridgeshire CB10 1 SD, UK

Eppendorf AG

Barkhausenweg 1, 22339 Hamburg

Finnzymes Oy

Ratastie 2, 01620 Vantaa, Finland

GE Healthcare Europe GmbH

Oskar-Schlemmer-Str.11,
80807 Miinchen

GeneCraft® Ares Bioscience GmbH

Graeffstrasse 5, 50823 Koln

Gesellschaft fur Labortechnik mbH

Schulze-Delitzsch-StraRe 4,
30938 Burgwedel

Greiner Bio-One GmbH

Maybachstrasse 2,
72636 Frickenhausen

Hamilton Medical AG

Via Crusch 8, 7402 Bonaduz, CH

Hartmann Analytic GmbH

Inhoffenstr. 7, 38124 Braunschweig

Heraeus Holding GmbH

Heraeusstralle 12-14, 63450 Hanau

IKA®-Werke GmbH & Co.KG

Janke & Kunkel-Str. 10, 79219 Staufen

Immunochemistry Technologies LLC

9401 James Ave, S #155,
Bloomington, MN 55431, USA

ImmunoTools GmbH

Altenoyther Str. 10, 26169 Friesoythe

Intas Science Imaging Instruments GmbH

Florenz-Sartorius-Str. 14,
37079 Gottingen

Integra Biosciences GmbH

Ruhberg 4, 35463 Fernwald

Integratd DNA Technologies Inc.

BVBA Interleuvenlaan 12A,
3001 Leuven, B

Krannich GmbH & Co. KG

Elliehduser Weg 17, 37079 Gottingen

Life Technologies

Frankfurter Str.129b, 64293 Darmstadt

LMS Consult GmbH & Co. KG

Robert-Bosch-StraRe 14,
63303 Dreieich

Merck Biosciences GmbH

Ober der Roeth 4, 65824 Schwalbach

Metabion international AG

Lena-Christ-Strasse 44/1,
82151 Martinsried

Microsoft Deutschland GmbH

Konrad-Zuse-Strafle 1,
85716 UnterschleilBheim

National Center for Biotechnology Information
(NCBI)

8600 Rockville Pike,
Bethesda, MD 20894, USA

New England Biolabs GmbH

Briningstr. 50, 65926 Frankfurt a. M.

Nunc GmbH & Co. Kg

Robert-Bosch-Stralle 1,
63505 Langenselbold

OriGene Technologies Inc.

Bockenheimer LandstraRe 17/19,
60325 Frankfurt a. M.

PAN-Biotech GmbH

Am Gewerbepark 13,
94501 Aidenbach

Pechiney Plastic Packaging Inc.

8770 W. Bryn Mawr Ave,
Chicago, IL 60631,USA
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PEQLAB Biotechnologie GmbH

Carl-Thiersch-Str. 2b, 91052 Erlangen

PerkinElmer Wallac GmbH

Am Langen Bangert 8,
69518 Abtsteinach Mackenheim

Promega GmbH

Schildkrotstralle 15, 68199 Mannheim

QIAGEN GmbH

QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden

R & D Systems GmbH

Borsigstr. 7,
65205 Wiesbaden-Nordenstadt

Roche Diagnostics GmbH

Emil-Barell-Str. 1,
79639 Granzlach-Wyhlen

Roth GmbH & Co.

Schoemperlenstr. 1-5, 76185 Karlsruhe

Sarstedt AG & Co.

Sarstedtstrasse, 51582 Nimbrecht

Sartorius AG

Weender LandstraRe 94-108,
37075 Gottingen

Schleicher & Schuell GmbH

Hahnestrasse 3, 37586 Dassel

Schott AG

Hattenbergstr. 10, 55122 Mainz

Schiitt Labortechnik GmbH

Rudolf-Wissell-Str. 11,
37079 Gottingen

SIGMA Laborzentrifugen GmbH

Postfach 1713,
37507 Osterode am Harz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Eschenstrasse 5, 82024 Taufkirchen

Stressgen Bioreagents

Voortstraat 49, 1910 Kampenhout, B

Thermo Fischer Scientific Germany Ltd. & Co.

Adenauerallee 113, 53113 Bonn

KG
Thomson Reuters tber Varrentrappstralie 40 — 42,
Adept Scentific GmbH 60486 Frankfurt a. M.

Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH

Varrentrappstr. 3-5,
38224 Braunschweig

Whatman GmbH

Hahnestr. 3, 37586 Dassel

Zymo Research Corp.

17062 Murphy Ave,
Irvine, CA 92614, USA

2.2 Methoden

Die Sequenzen der Expressionsplasmide LV?, CBG® und MCBG® wurden zunachst mit dem
Programm GENTtle in silico geplant. Der PEGFP-1-Vektor mit CAG-Promotor wurde als
Grundlage der Plasmide ausgewahlt und die Inserts des CBG- und des MCBG-Konstrukts so
entworfen, dass sie in den Bereich der Klonierungsschnittstellen des PEGFP-1-Vektors
eingefugt werden konnten. Das CBG-Insert wurde durch PCR-Amplifikation selbst
hergestellt, das MCBG-Konstrukt wurde durch die Firma Life technologies  synthetisiert.
Beide Plasmide wurden in TOP10 E. coli-Bakterien vermehrt und in RMA-Zellen
transfiziert. Je Plasmid wurden zwei Klone stabiler Expression ausgewahlt, ihre
Cathepsin-B-Expression analysiert und ihre Lyse durch zytotoxische T-Zellen in Chrom-
Freisetzungs-Tests bestimmt.

2 Als LV-Expressionsplasmid wird der unter 2.1.3, S. 20 beschriebene CAG-PEGFP-1-Expressionsvektor ohne
Insert bezeichnet.

® Die Expressionsplasmide CBG und MCBG basieren auf dem CAG-PEGFP-1-Expressionsvektor und
enthalten unterschiedliche Cathepsin-B-Inserts. Die Plasmide sind in den Abschnitten 3.1 (S. 50) und 3.2
(S. 53) detailliert beschrieben.
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2.2.1 Mikrobiologische Methoden

Alle Arbeiten mit Bakterien wurden mit autoklavierten Materialien an einer Schutzbank
ausgefuhrt und streng von allen Arbeiten in der Zellkultur getrennt.

2.2.1.1 Lagerung und Anzucht von E. coli
TOP10 E. coli-Bakterien wurden bei -80 °C in LB-Medium mit 20 % Glycerin gelagert.

Zum Einfrieren wurden 800 ul einer Suspensionskultur in logarithmischem Wachstum
(ca. 10° Zellen/pl) mit 200 pl Glycerin mit dem Vortex-Schittler griindlich vermischt. Der
Glycerinstock wurde sofort bei -80 °C eingefroren und gelagert.

Zur Anzucht gelagerter Bakterienstdmme wurde mit einer Pipettenspitze eine kleine Menge
des Glycerinstocks abgekratzt und in die gewlnschte Menge LB-Medium tbertragen. Dabei
musste der Glycerinstock vor dem Auftauen geschiitzt werden. Nach Inkubation bei 37 °C
im Schittler Uber Nacht konnte die Bakteriensuspension nun verwendet werden.
Transformierte Bakterienkolonien mit Kanamycin-Resistenz wurden direkt in Medium mit
100 pg/ml Kanamycin-Zusatz aufgenommen.

2.2.1.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Zur Transformation (2.2.1.3) wurden Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase in
einer Losung mit geringem Salzgehalt verwendet.

2 ml LB-Medium wurden mit TOP10 E. coli beimpft und bei 37 °C im Schttler iber Nacht
inkubiert. 1 ml dieser Kultur wurde in 500 ml LB-Medium ubertragen und so lange bei
37 °C im Flachbettschuttler inkubiert, bis die optische Dichte bei 595 nm Wellenldnge einen
Wert von 0,4 — 0,7 erreichte. Die Bakterien wurden bei 500 x g und 4 °C pelletiert und
anschlieBend dreimal mit je 100 ml dH,O gewaschen. So gereinigt und entsalzt wurden die
Bakterien in 5ml kaltem dH,O mit 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen. Bereit zur
Transformation konnten die Bakterien in 50-pl-Aliquots bei -80 °C gelagert werden.

2.2.1.3 Transformation durch Elektroporation

Die Einbringung von Plasmiden in elektrokompetente TOP10 E. coli-Bakterien erfolgte
mittels Elektroporation. Der DNA-Syntheseapparat der Bakterien konnte so zur
massenhaften und exakten Amplifikation der Plasmide genutzt werden und reparierte sogar
Einzelstrangbriiche, wie sie beispielsweise bei der Ligation mit dephosphoryliertem Vektor
auftraten.

50 pl elektrokompetenter Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut und zusammen mit
100 ng Plasmid beziehungsweise 10 ul Ligationsansatz in eine Elektroporationskivette
gegeben. Bei 1.600 V wurden die Bakterien 3 ms elektroporiert. Anschliefend wurden
unverziglich 200 pl S.0.C.-Medium hinzugegeben und der Ansatz bei 37 °C im Schiittler
fir 1 h inkubiert. 25 ul des Ansatzes wurden auf Kanamycin-haltigen LB-Agarplatten
ausplattiert. Nur transfizierte Bakterien erhielten durch das Plasmid eine Kanamycin-
Resistenz und konnten auf dem Agarboden wachsen.

Nach 24 h bei 37 °C waren mit bloRem Auge Bakterienkolonien sichtbar. Zur besseren
Identifizierung wurden diese mit einer kleinen Pipettenspitze auf eine weitere Kanamycin-
haltige LB-Agarplatten mit nummerierten Feldern Ubertragen. Die hierzu verwendeten
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Spitzen wurden auch als Template zur Kolonie-PCR (2.2.2.5.3, S. 37) verwendet. Nach
6 - 8 h konnten von der nummerierten Platte Suspensionskulturen zur weiteren Testung und
Lagerung angeimpft werden.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Nukleinsaurepraparation

2.2.2.1.1 Qualitative Nukleinsaurepraparation (modifiziert nach Birnboim und Doly
1979)

Die qualitative Nukleinsdurepréparation diente der Gewinnung von Plasmid-DNA aus
kleinen Bakteriensuspensionskulturen. Die Bakterien wurden alkalisch lysiert, RNA,
Proteine und genomische DNA entfernt und die Plasmid-DNA anschlieRend geféllt und
gewaschen.

Zunéchst wurde eine 2-ml-Bakterienkultur in LB-Medium angeimpft und ber Nacht im
Schidittler bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden bei 18.000 x g in 5 min pelletiert und in
200 ul Resuspensionspuffer P1 aufgenommen. Durch Zugabe von 200 ul Lysispuffer P2
wurden die Bakterien in 8 min bei Raumtemperatur lysiert. Proteine und genomische DNA
wurden durch Zugabe von 200 pl Neutralisationspuffer P3 ausgeféllt. Die Zugabe von 2 pl
Chloroform optimierte die Fé&llung und Pelletierung bei 18.000 x g und 4 °C in 15 min. Der
Uberstand enthielt die Plasmid-DNA und wurde in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt.
Nach Zugabe von 500 pl Isopropanol fiel die DNA aus. Sie wurde bei 18.000 x g und 4 °C
15 min zentrifugiert und das entstehende Pellet im Anschluss mit 70 % Ethanol gewaschen.
Bei 37°C wurde die gewonnene Plasmid-DNA getrocknet und in 20 ul dH,O
aufgenommen. DNA-Konzentration und -Reinheit konnten im Anschluss in der
Absorptionsspektrometrie (2.2.2.4, S. 35) bestimmt werden.

2.2.2.1.2 Quantitative Nukleinsaurepraparation

GroRere Mengen endotoxinfreier Plasmid-DNA wurden durch modifizierte alkalische Lyse
mit einem QIAGEN EndoFree-Plasmid-Maxi-Kit gewonnen. Das Verfahren basierte wie die
qualitative Nukleinsdurepréparation (2.2.2.1.1) auf alkalischer Lyse der Bakterien. Die
anschlieBende Aufreinigung der DNA erfolgte mit einer lonenaustauschersdule. Die
praparierten Plasmidlésungen waren endotoxinfrei und so fir die Anwendung in der
Zellkultur geeignet.

200 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Kanamycin wurden mit den plasmidtragenden Bakterien
beimpft und bei 37 °C im Schittler Gber Nacht inkubiert. Anschliefend wurden die
Bakterien bei 4.500 x g und 4 °C in 15 min pelletiert und in 10 ml P1-Puffer mit LyseBlue-
Reagenz resuspendiert. Nach Zugabe von 10ml P2 féarbte sich die Ldésung nach
mehrmaligem Schwenken homogen blau. Bei Raumtemperatur wurde diese nun 10 min
inkubiert. 10 ml kalter P3-Puffer wurden hinzugefligt und das Gemisch so lange
geschwenkt, bis es sich wieder vollstandig entfarbte. Die Lésung wurde in eine Filterspritze
uberfihrt und nach 10 min Inkubation unter leichtem Druck filtriert. Durch Zugabe von
2,5 ml ER-Puffer, vorsichtiges Schwenken und anschlieBende Inkubation auf Eis fir 30 min
wurden Endotoxine enzymatisch entfernt. In dieser Zeit wurde die lonenaustauscherséule
durch Zugabe von 10 ml QBT-Puffer vorbereitet. Das filtrierte und endotoxinfreie Gemisch
wurde nun auf die lonenaustauschersaule gegeben und floss durch die Schwerkraft durch sie
hindurch. Im Anschluss wurde die S&ule zweimal mit 30 ml QC-Puffer gewaschen und die
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Plasmid-DNA mit 15 ml QN-Puffer geldst. Die Plasmid-DNA wurde nun mit 10,5 ml
eiskaltem Isopropanol gefallt, bei 25.000x g und 4°C in 30 min pelletiert und mit
endotoxinfreiem 70 % Ethanol gewaschen. Das entstehende Pellet wurde bei
Raumtemperatur getrocknet und in endotoxinfreiem dH,O in einer Konzentration von
1 po/pl aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde hierzu absorptionsspektrometrisch
(2.2.2.4) bestimmt.

2.2.2.2 Nukleinsaureaufreinigung

Zur Reinigung und zur Konzentration der DNA in Losungen wurde diese alkoholisch
gefallt. Nach Zugabe von Salzen fiel die DNA in alkoholischer Losung aus, da ihr die
Hydrathille entzogen wurde. Viele niedermolekulare wasserldsliche Verunreinigungen
blieben jedoch in Losung und konnten mit dem Uberstand verworfen werden.

Zur Standardnukleinsaureaufreinigung wurde die Natriumazetatfallung verwendet. Die DNA
fiel in 300 mM Natriumacetatldsung mit einem pH-Wert von 4,8 nach Zugabe der
2,5-fachen Menge -20 °C kalten Ethanols innerhalb von 15 min Inkubation aus. Nach
20 min Zentrifugation bei 25.000 x g wurde die pelletierte DNA noch einmal mit 70 %
Ethanol gewaschen, bei 37 °C getrocknet und in der gewinschten Konzentration in Wasser
aufgenommen.

Um Plasmid-DNA auch von einzelnen dNTPs und Oligonukleotiden zu trennen, wurde zur
Féallung statt Natriumazetat Ammoniumazetat in 250 mM Konzentration eingesetzt. Kurze
DNA-Molekiile blieben bei der Fallung in Losung und konnten mit dem Uberstand
verworfen werden.

GroRe DNA-Mengen wurden ebenfalls mit Natrium- oder Ammoniumazetat gefallt. Als
Alkohol wurde hier aber Isopropanol im 0,7-fachen VVolumen der Salzldsung eingesetzt. Die
prazipitierte DNA wurde wie bei Ethanolfallungen pelletiert, mit 70 % Ethanol gewaschen,
getrocknet und in einer Konzentration von 1 pg/pl in dH,O aufgenommen.

2.2.2.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Zur  Extraktion von DNA-Fragmenten aus dem  Agarosegel nach  der
Agarosegelelektrophorese (2.2.2.10, S. 40) wurde das Zymo-Clean~ Gel DNA Recovery Kit
verwendet. Die DNA-Bande wurde mit dem Skalpell ausgeschnitten und im dreifachen
Volumen ADB-Puffer bei 55 °C aufgel6st. Im Anschluss wurde die Lésung bei 25.000 x g
durch eine Zymo-Spin™-lonenaustauschersaule zentrifugiert, an deren innere Oberflache
sich die DNA anlagerte. Die Saule wurde zweimal mit je 200 pul Waschpuffer gespult und
im Anschluss die DNA mit 50 ul dH,O0 in 1 min bei 25.000 x g aus der Saule geldst. Die
gewonnene Ldsung wurde zur Entfernung von Agaroseresten mit Natriumacetat gefallt
(2.2.2.2).

2.2.2.4 Absorptionsspektrometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationen verschiedener DNA-L0Osungen wurden durch
Absorptionsspektrometrie  bestimmt. Nukleinsduren absorbieren Licht von 260 nm
Wellenlénge. Aus der optischen Dichte der DNA-LGsung bei dieser Wellenldnge wurde die
Menge an Nukleotiden in der Losung berechnet. Nach Kalibrierung des Photometers mit
reinem Wasser wurde das Absorptionsspektrum der DNA-LGsung bestimmt. Die
Konzentration errechnete sich nach folgender Formel:

35



0D, - Verdiinnungsfaktor - Fyspnalpgl
1.000[ul]

Konzentration[ug/pl] =

ODysy bezeichnet hierbei die Optische Dichte bei 260 nm Wellenlange und Fgspna €inen
konstanten Faktor der bei doppelstrangiger DNA 50 betrdgt. Durch die parallele
Bestimmung des Verhaltnisses von optischer Dichte bei 260 nm und 280 nm Wellenlange
konnte auch die Verunreinigung der Losung mit Protein abgeschétzt werden, wobei eine
reine DNA-L6sung einem Verhéltnis von 1,8 bis 2,0 entsprach.

2.2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al. 1985)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein molekularbiologisches Standardverfahren zur
Vermehrung von DNA-Abschnitten. Auch die Kolonie-PCR (2.2.2.5.3, S. 37) und die DNA-
Sequenzierung (2.2.2.6, S. 38) beruhten auf dem gleichen Prinzip der spezifischen DNA-
Vermehrung.

Zunéchst wurde die als Doppelstrang vorliegende DNA denaturiert. Zugegebene kurze
Oligonukleotid-Primer (2.2.2.5.1) banden spezifisch an zwei Stellen der nun vorliegenden
Einzelstrange. Eine DNA-Polymerase fullte diese Bereich der Einzelstrdnge der
Vorlagen-DNA zu Doppelstrangen auf, indem sie an die gebundenen Oligonukleotide am
jeweiligen 3’-Ende freie dNTPs anfugte. Durch zyklische Verdnderungen der Temperatur
wurden die Schritte der Denaturierung der Doppelstrange, der Anlagerung der
Oligonukleotide und der Strangsynthese durch die Polymerase mehrfach wiederholt. Da die
Synthese am Fuhrungs- und am Folgestrang erfolge und auch die Kopien beim nachsten
Zyklus als Vorlage zur DNA-Synthese dienten, wurde die Anzahl der Kopien des
amplifizierten DNA-Bereichs theoretisch mit jedem Zyklus verdoppelt.

2.2.25.1 Primer

Als Primer wurden einzelstrangige Oligonukleotide von 20 bis 30 bp Lénge verwendet. Sie
bildeten durch komplementdre Anlagerung an eine bestimmte Stelle des Vorlagen-
Einzelstrangs den Startkomplex. Die Auswahl der Nukleotidsequenzen der Primer
bestimmte ihre Hybridisierungsstellen und somit auch Beginn und Ende des amplifizierten
Abschnitts der DNA-Vorlage.

Die Primer wurden so gestaltet, dass sie spezifisch an nur eine Stelle der DNA-Vorlage
banden. lhre Schmelztemperatur war bei Vorwérts- und Rickwarts-Primer besonders
ahnlich. Auch wurde durch sorgfaltige in-silico-Prifung vermieden, dass sich die Primer an
sich selbst, an sich gegenseitig oder an sich untereinander komplementar anlagern konnten.

Da die 5’-Enden der Oligonukleotid-Primer nicht zwangslaufig komplementar zur DNA-
Vorlage sein mussten, konnten an den komplementér bindenden Teil des Primers in
5°-Richtung kurze zusétzliche Nukleotidsequenzen angefligt werden. Diese wurden bei
jedem Zyklus mitamplifiziert und so an die Sequenz des ausgewahlten Bereichs der DNA-
Vorlage angefugt. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotid-Primer sind in Tabelle 2
(S. 21) angegeben.
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2.2.2.5.2 Durchfuhrung der Polymerase-Kettenreaktion

Der Reaktionsansatz zur Polymerase-Kettenreaktion setzte sich wie folgt zusammen:

10 pl 5 x Phusion®-HF-Puffer

0,5 ul Phusion® Hot Start High-Fidelity DNA-Polymerase
2 ul 5 UM Vorwarts-Primer

2 ul 5 UM Rickwarts-Primer

400 ng DNA-Vorlage

1pl 10mM dNTP-Mix

ad 50 I dH,0O

Um die Fehlerraten bei der Amplifikation mdglichst gering zu halten, wurde die Phusion®
Hot Start High-Fidelity DNA-Polymerase verwendet. Durch ihre 3°-5°-Exonukleaseaktivitat
korrigierte sie falsch eingesetzte Basen selbst (proofreading).

Zur Vermeidung unspezifischer DNA-Polymerisationen wurde der Ansatz auf Eis pipettiert
und dann in den bereits vorgeheizten Thermocycler gegeben. Die DNA-Vermehrung
erfolgte durch zyklische Anderungen der Reaktionstemperatur. Die Anlagerungstemperatur
wurde 5°C unter der oben angegebenen Schmelztemperatur der Primer gewahlt. Die
Synthesedauer wurde der L&nge des zu amplifizierenden Fragments angepasst.

Initiale Denaturierung 98°C 2,5 min

Denaturierung 98 °C 25 sec

Primeranlagerung 45°C—-72°C  25sec 30 x
Strangsynthese 72°C 30 sec / 1.000 bp

Finale Strangsynthese 72°C 5 min

Nach der Amplifikation wurden die DNA-Abschnitte durch Natriumazetatfallung (2.2.2.2,
S. 35) vom PCR-Puffer und der Polymerase gereinigt.

2.2.2.5.3 Kolonie-Polymerase-Kettenreaktion

Die Kolonie-PCR diente als schnelle und sensitive Methode zur ersten Selektion
plasmidenthaltender Bakterienkolonien nach der Transformation. Durch die initiale
Erhitzung wurden die Bakterienzellwéande zerstort und die in den Bakterien enthaltenen
Plasmide als Vorlage zur Polymerase-Kettenreaktion zuganglich. Uber spezifische Primer
konnte nun ein definierter Bereich des gewinschten Plasmids amplifiziert und anschlie3en
in der Agarosegelelektrophorese (2.2.2.10, S. 40) nachgewiesen werden. Da hierfur die
korrekte Amplifikation der Sequenz des DNA-Abschnitts irrelevant war, konnte statt der
Phusion® Hot Start High-Fidelity DNA-Polymerase die wesentlich giinstigere Tag DNA-
Polymerase verwendet werden. Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

2,5 ul 10 x Tag-DNA-Polymerase-Puffer
0,5 ul Taq DNA-Polymerase

0,5 ul 5 UM Vorwarts-Primer

0,5 ul 5 UM Ruckwarts-Primer

1 Abstrich der Bakterienkolonie
0,5 ul 10mM dNTP-Mix
20,5 pl dH,0
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Zur Vermeidung unspezifischer Polymeraseaktivitdt wurde bis zur Erhitzung im
Thermocycler auf Eis gearbeitet. Auch hier wurde die Anlagerungstemperatur um 5 °C
niedriger als die Primerschmelztemperatur gewahlt. Die Strangsynthese erfolgte langsamer
als mit der Phusion®-Polymerase.

Initiale Denaturierung 94°C 5 min

Denaturierung 94°C 30 sec

Primeranlagerung 45°C-72°C  25sec 30 x
Strangsynthese 72°C 60 sec / 1.000 bp

Finale Strangsynthese 72°C 5 min

Da die Bakterien beim Ausstreichen auf die Agarplatten noch vom Ligationsansatz umgeben
waren und die Insert-DNA daher auf der gesamten Platte in sehr geringer Konzentration
vorhanden war, konnten auch in Abstrichen untransformierter Kolonien das gewunschte
Plasmid nachgewiesen werden. Dies fuhrte zu haufig falsch-positiven Plasmid-Nachweisen.
Die Sensitivitat der Methode sorgte allerdings fur einen hohen negativ-pradiktiven Wert.
War eine Kolonie in der Kolonie-PCR negativ, so war sie mit grof3er Sicherheit nicht korrekt
transformiert und musste nicht weiter untersucht werden.

2.2.2.6 Sequenzierung (Sanger et al. 1977)

Zur Sequenzierung wurde eine nicht radioaktive automatische Variante der
Kettenabbruchsequenzierung nach Sanger (Sanger et al. 1977) am Deutschen
Primatenzentrum Gottingen durchgefuhrt.

Ahnlich wie bei der PCR (2.2.2.5, S. 36) fiigte eine Polymerase dNTPs an einen Primer an,
der an einen Strang der denaturierten DNA-Vorlage gebunden war. Der Nukleotidmix
enthielt neben den dNTPs zur Kettenverlangerung noch verschiedenfarbig
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide, welche ebenfalls in den neu synthetisierten
Strang eingebaut wurden. An sie konnte die Polymerase keinen weiteren Nukleotide
anfiigen, sodass der synthetisierte Strang mit dem fluoreszenzmarkierten Nukleotid abbrach.
Im Unterschied zur PCR wurde immer nur ein Primer pro Ansatz verwendet, sodass die
lineare Amplifikation immer nur eines Strangs erfolgte. Der Reaktionsansatz setzte sich wie
folgt zusammen:

2 ul  BigDye®-Direct-Cycle-Sequencing-Polymerase-Puffer
1ul  BigDye® Direct Cycle Sequencing Polymerase

1pl 10 uM Sequenzierprimer

3l Plasmid-DNA (100 ng/ul)

3 |J.| dH,0

Die Sequenzierreaktion erfolgte unter zyklischen Temperaturveranderungen nach folgendem
Schema:

Initiale Denaturierung 96°C 2 min
Denaturierung 96°C 30 sec
Primeranlagerung und 50°C 15sec  30x
Strangsynthese

Finale Strangsynthese 60°C 4 min
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Das entstehende Gemisch verschiedenlanger Ketten, die an ihrem Ende entsprechend ihrer
letzten Base fluoreszenzmarkiert waren, wurde mit Ammoniumazetat geféllt (2.2.2.2, S. 35)
und mit 70 % Ethanol gewaschen. Die getrockneten Pellets wurden elektrophoretisch nach
der GroRe aufgetrennt. Die anschlieBende Bestimmung der Fluoreszenzen erlaubte die
Bestimmung der DNA-Sequenz der Vorlage. Alle Sequenzen wurden nach der
automatischen Erkennung der Basenfolge anhand der aufgezeichneten Fluoreszenzmuster
nachkontrolliert und mit den erwarteten Sequenzen verglichen.

2.2.2.7 Restriktionsenzymatische Spaltung von DNA-L6sungen (modifiziert nach
Brooks 1987)

Restriktionsenzyme sind Endo-Nukleasen, die DNA-Doppelstrange an spezifischen
palindromischen Sequenzen schneiden. Dabei kdnnen Uberhiinge des 3’- oder des 5’-Endes
oder keine Uberhdnge entstehen.

Zum Verdau wurde die DNA mit dem Restriktionsenzym im dazugehérenden Puffer bei
37 °C inkubiert. Die Menge an DNA bestimmte die Menge des benétigten Enzyms, wobei
lu des Enzyms 1pug DNA in 1h verdaute. Die Dauer der Inkubation wurde nach
Herstellerempfehlung gewéhlt. DNA konnte auch gleichzeitig mit mehreren Enzymen
verdaut werden, wenn diese im gleichen Puffer aktiv waren.

Nach dem Verdau wurde die DNA von Enzym und Puffer durch Natrium- oder
Ammoniumazetatfallung getrennt (2.2.2.2, S. 35).

2.2.2.8 Dephosphorylierung von Vektoren

Zur Verhinderung der Re-Ligation eines durch Restriktionsverdau getffneten VVektors wurde
dieser nach der enzymatischen Aufspaltung dephosphoryliert. Die alkalische Phosphatase
entfernte die zur Ligation notwendigen Phosphatgruppen an den jeweiligen 5°-Enden der
komplementéren Strange. Eine Ligation (2.2.2.9) dieser Schnittstellen konnte so nur noch
mit nicht-dephosphorylierter DNA wie beispielsweise dem Insert erfolgen. Hier wurde
allerdings auch jeweils nur das phosphatgruppentragenden 5°‘-Ende des Inserts mit dem
jeweiligen 3°-Ende des Vektors verknipft, sodass Einzelstrangbriiche entstanden, die nach
der Transformation (2.2.1.3, S. 33) von Nukleinsédure-Reparaturmechanismen der Bakterien
repariert werden mussten.

Die Dephosphorylierung erfolgte bei 37 °C fir eine Stunde in folgendem Reaktionsansatz:

20 pl Restriktionsverdaute DNA (100 ng/pl)
3ul Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP)
5ul 10 x CIP-Puffer

17yl dH,O

Im Anschluss wurden Phosphatase und Puffer mittels Natriumazetatfallung (2.2.2.2, S. 35)
entfernt.

2.2.2.9 Ligation (Dugaiczyk et al. 1975; Sgaramella et al. 1970)

T4 DNA-Ligase verbindet aneinander gelagerte DNA-Strdnge unter Abspaltung
5‘-terminaler Phosphatgruppen kovalent miteinander. Hierbei arbeitete die Ligase besonders
effektiv, wenn sie DNA-Strange verkniipft, deren Enden sich komplementér tGberlappen.
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Zur Ligation eines Insert in einen Vektor musste deren optimales Massenverhaltnis nach
folgender Formel verwendet werden:

Insertmasse [ng] _ Vektormasse [ng]

InsertgroBe [bp] - VektorgrofB3e [bp]

Eine gute Ligationseffizienz wurde mit dem unten beschriebenen Ligationsansatz bei 10 h
Inkubation bei 8 °C erreicht:

3ul 10 x T4-DNA-Ligase-Puffer
1l T4 DNA-Ligase

200 ng Insert und Vektor nach Formel
ad30 I dHO

Der Ligationsansatz konnte nun ohne weitere Aufreinigung direkt zur Transformation
(2.2.1.3, S. 33) verwendet werden.

2.2.2.10 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Auftrennung von DNA-Fragmenten entsprechend
ihrer Lange verwendet. Je 25 pl der DNA-L6sung wurden mit 5 pl 6 x Ladepuffer versetzt
und in Taschen eines 1 % Agarosegels aufgetragen. Im elektrischen Feld diffundierte die
negativ. geladene DNA durch das Gel in Richtung der Anode. Die
Diffusionsgeschwindigkeit hing hierbei vor allem von der Lange des DNA-Fragments ab.
Die Auftrennung erfolgte bei 100V in 30 - 60 min. Die Farbung mit Ethidiumbromid
machte die DNA-Fragmente im Gel unter UV-Licht sichtbar. lhre Langen wurden im
Vergleich mit der DNA-Ladder 1 kb mit Fragmenten bekannter Langen abgeschatzt.

Aufgetrennte DNA-Fragmente konnten aus dem Gel auch extrahiert und weiter verwendet
werden (2.2.2.3, S. 35). Eine intensive Bestrahlung mit UV-Licht musste dann allerdings
vermieden werden.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

Zum Nachweis von Proteinen in Zelllysaten wurden diese zundchst in einem
SDS-Polyacrylamdigel entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt. In einem zweiten Schritt
wurden die getrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit
Antikorpern spezifisch markiert.

Zur Kontrolle unspezifischer Antikorperbindungen wurden jeweils zwei Analysen
durchgefiihrt, wobei ein Proteinnachweis ohne Primé&rantikorper blieb und so der Kontrolle
unspezifischer Markierungen diente.

2.2.3.1 Zelllysate

Zunachst wurden die zelluléren Proteine aus den Zellen gelost und aufgereinigt. Je Probe
wurden 5-10° Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in 20 pl eiskaltem NP 40-Lysispuffer
aufgenommen. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurden DNA, RNA und
Membranbestandteile bei 1.500 x g bei 4 °C in 20 min pelletiert. Der Uberstand enthielt nun
die zellularen Proteine zur gelelektrophoretischen Auftrennung. Da streng auf Eis gearbeitet
wurde, konnte auf die Zugabe von Protease-Inhibitoren verzichtet werden.
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2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli 1970)

Mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli
(Laemmli 1970) wurden denaturierte Proteine ihrem Molekulargewicht entsprechend
aufgetrennt. Proteine bekannter Masse wurden als GroRenmarker verwendet.

Die Zelllysate (2.2.3.1, S. 40) wurden durch Zugabe des SDS- und Mercaptoethanol-
haltigen Probenpuffers denaturiert. Das im Uberschuss eingesetzte SDS verursachte eine
gleichméRige negative Ladung aller Proteine, das Reduktionsmittel Mercaptoethanol 16ste
Tertiérstrukturen wie zum Beispiel Disulfidbriicken. Im Sammelgel wurden die Proteine bei
20 mA Stromstarke zunachst zu einer einheitlichen Lauffront aufkonzentriert. Nach Ubertritt
in das Trenngel wurde die Stromstarke auf 40 mA erhéht. Hier trennten sich die Proteine
aufgrund ihrer unterschiedlichen Laufgeschwindigkeiten auf. Die Diffusionsgeschwindigkeit
eines Proteins im Gel hing hierbei vom seinem Molekulargewicht ab. Die Zugabe von
Bromphenolblau zum Probenpuffer ermdoglichte die Beobachtung der Lauffront wéhrend der
Elektrophorese.

2.2.3.3 Westernblot (Burnette 1981; Towbin et al. 1979)

Zur spezifischen Féarbung der entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennten Proteine
mit Antikorpern wurden diese im Semi-Dry-Blot-Verfahren aus dem SDS-Gel auf eine
Nitrozellulosemembran bertragen.

Das SDS-Gel wurde nach der Elektrophorese in Blotpuffer aquilibriert und wie in Abb. 2
dargestellt in eine Semy-Dry-Blotkammer gegeben. Hierbei musste besonders darauf
geachtet werden, dass alle Schichten ausreichend mit Blotpuffer getrankt waren und keine
Luftblasen zwischen SDS-Gel und Nitrozellulosemembran entstanden.

Nitrozellulose-Membran = —
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g

= :

% Whartman-Papier | |j

;‘5 SDS-Gel A ——. -
=
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Whartman-Papier | Ij

Ve — 13-

Abb. 2: Aufbau des Westernblots

Unter Druck wurde eine senkrechte Spannung so angelegt, dass die negativ geladenen
Proteine aus dem Gel auf die Nitrozellulose diffundierten, wo sie aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen hafteten. Nach einer Stunde bei 16V und 240 mA wurde die
Nitrozellulose aus dem Blot genommen, die Proteine befanden sich nun auf der
Nitrozellulosemembran.

Zur Kontrolle der Proteinauftragung und zur Farbung des L&ngenstandards wurde die
Nitrozellulose kurz in ein Bad der Ponceau-Rot-Férbelosung gegeben. Der rote Farbstoff
band reversibel an positiv geladenen Aminogruppen der Proteine und konnte nach
Anzeichnung des Langenstandards und der Lauflinien leicht mit PBS-Tween ausgewaschen
werden.

41



2.2.3.4 Immunfarbung

Die Nitrozellulosemembran wurde nach dem Blot mit PBS-Tween gewaschen und fiir 8 h
bei 4 °C im Schittler mit 5 pl Antikorper gegen Cathepsin B und als Ladekontrolle mit 5 pl
Antikdrper gegen HSC70 in 10 ml PBS-Tween inkubiert. Sowohl das endogene Cathepsin B
als auch beide auf Cathepsin B basierenden Konstrukte CBG und MCBG konnten durch
Immunreaktion mit dem anti-Cathepsin-B-Antikérper markiert werden. Der Uberschissige
Priméarantikdrper wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS-Tween entfernt und die
Nitrozellulose im Anschluss mit 2,5 ul Sekundarantikorper (anti-goat-IgG) in 10 ml
PBS-Tween fur 2 Stunden bei Raumtemperatur im Schttler inkubiert. Erneut wurde
ungebundener Antikdrper mit PBS-Tween entfernt und die Membran mit 2,5l der
Peroxidase-gekoppelten Nachweisantikorper (anti-mouse-IgG-HRPO, anti-rat-lgG-HRPO)
in 10 ml PBS-Tween flr weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur im Schiittler inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran mehrfach mit PBS-Tween gewaschen und mit
DAB-L6sung entwickelt. Die gebundenen Antikorper mit Peroxidase-Aktivitat katalysierten
eine Farbstoffreaktion der DAB-L6sung. Braune Streifen markierten die Positionen
proteingebundener Antikdrper. Auch die DAB-Farbelésung wurde mit PBS-Tween
grundlich abgewaschen, um ein spéateres Nachdunkeln zu vermeiden.

Alle Cathepsin-B-haltigen Proteine in den Zelllysaten waren nun als braune Banden
angefarbt. Ihr Molekulargewicht konnten durch Vergleich mit dem vorher eingezeichneten
Langenstandard ermittelt werden. Zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurde
der Nachweis des konstitutiv exprimierten Proteins HSC70 verwendet.

2.2.4 Zellbiologische Methoden
2.2.4.1 Allgemeines zur Arbeit mit Zellkulturen

Alle Arbeiten an Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen mit einzeln verpackten
Einwegmaterialien in einem separaten fir die Kultur von Zellen reservierten Raum unter
einer Schutzwerkbank durchgefiihrt. Alle Medien und Ldsungen wurden, soweit nicht
anders beschrieben, vor der Verwendung im Wasserbad auf 37 °C vorgewérmt. Die Zellen
wurden in ausschlielich fur die Zellkultur verwendeten Inkubatoren bei 37 °C unter 5 %
CO; inkubiert. Medien, Puffer und Zusatze wurden in einem separaten Kihlschrank bei 4 °C
gelagert.

Als Kulturmedium diente DMEM mit FBS und PenStrep. Transfizierte Zellen wurden durch
Zusatz von 1 mg/ml Geneticin zum Nahrmedium unter stdndigem Selektionsdruck gehalten.

2.2.4.2 Kultivierung von Suspensionszellen

RMA-Zellen wuchsen in Suspensionskultur. Bis zu 10" Zellen wurden in einer
Suspensionskulturschale mit Deckel in 10 ml DMEM mit FBS und PenStrep inkubiert. Die
Zelldichte wurde taglich lichtmikroskopisch tberpriift. Bei einer Dichte von 10° Zellen/ml,
mindestens jedoch alle 3 Tage, wurden die Zellen geteilt. Je Schale wurden 10° Zellen in
Medium entnommen und bei 300 x g pelletiert. Die Zellen wurden in 10 ml Medium
resuspendiert und in eine neue Suspensionskulturschale tberfuhrt. So befanden sich die
Zellen kontinuierlich in der exponentiellen Wachstumsphase und konnten fur Experimente
jederzeit entnommen werden.
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2.2.4.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Nicht in Kultur bendtigte Zellen wurden zur Lagerung bei -140 °C eingefroren. Sie waren so
uber langere Zeitrdume haltbar und konnten innerhalb weniger Tage wieder in Kultur
genommen werden.

2.2.4.3.1 Einfrieren

Etwa 10° Zellen im exponentiellen Wachstum wurden in Medium in ein 13-ml-GefaR
uberfuhrt, bei 300 x g fur 5 min pelletiert und in 500 pl Geneticin-freiem DMEM mit FBS
und PenStrep resuspendiert. In 2-ml-Kryoréhrchen wurden je 500 pl Einfriermedium
vorgelegt und die Zellen hinzugegeben. Da das Einfriermedium toxisch war, mussten die
Zellen nun unverziglich aber trotzdem langsam in einer Styroporbox auf -140 °C abgekuhlt
werden.

2.2.4.3.2 Auftauen

Bei -140 °C gelagerte Zellen wurden in ihren Kryoréhrchen erwérmt, bis ein schwimmender
Eiskern entstand. Der gesamte Inhalt des Réhrchens wurde dann sofort in 5ml 37 °C
warmes DMEM gegeben und bei 300 x g fir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
10 ml DMEM mit FBS und PenStrep resuspendiert und die Zellldsung in Kulturschalen
uberfiihrt. Transfizierte Zellen wurden direkt in DMEM mit FBS und PenStrep und
Geneticin aufgenommen.

2.2.4.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellkonzentration einer Losung erfolgte durch Auszéhlung mit einer
Neubauer-improved-Zahlkammer. Die Zahlkammer bestand aus einem Objekttrager, auf
dem 4 Quadrate mit je 1 mm Kantenldnge markiert waren. Ein Deckglaschen wurde so auf
dem Objekttrager platziert, dass darunter ein Flussigkeitsfilm von 0,1 mm Dicke entstand.
Auf jedem Quadrat befand sich so 0,1 ul Zellsuspension. Die Anzahl der Zellen innerhalb
dieser definierten Flissigkeitsmenge konnte mittels Durchlichtmikroskopie bestimmt
werden. Die Konzentration der Zellen wurde nach folgender Formel berechnet:

Zellen/ml = Zellen/Quadrat-10*

Zum Ausschluss toter Zellen konnten die Zellsuspension 1:10 mit Trypanblau verdiinnt
werden. Der Farbstoff reicherte sich in toten Zellen an und férbte diese blau. Lebende Zellen
blieben ungefarbt und konnten so gezéhlt werden. Der Verdunnungsfaktor musste bei der
Ermittlung der urspringlichen Zellkonzentration berticksichtig werden.

2.2.4.5 Transfektion mittels Elektroporation

Durch einen elektrischen Puls wurden RMA-Zellen dazu gebracht, DNA aus ihrer
Umgebung aufzunehmen.

107 Zellen in exponentiellem Wachstum wurden in 800 pl PBS aufgenommen und 60 pg
linearisiertes, endotoxinfreies Plasmid hinzugegeben. Nach 5 min Ko-Inkubation in der
Elektroporationskivette wurde die Membran der Zellen durch Elektroporation mit 250 V bei
einer Kapazitat von 960 pF permeabilisiert, was zur Aufnahme der DNA in die Zellen
fuhrte. Der komplette Ansatz wurde nach der Elektroporation flr weitere 3 min bei
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Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss mit 10 ml DMEM mit FBS und PenStrep aber
noch ohne Geneticin in Suspensionskulturschalen tiberfihrt.

2.2.4.6 Selektion

Zur Selektion transfizierter Zellen wurde 24 h nach der Transfektion 1 mg/ml Geneticin zum
Zellkulturmedium gegeben. Geneticin inhibiert die Proteinbiosynthese eukaryoter Zellen
durch Hemmung der Elongation an 80S-Ribosomen (Bar-Nun et al. 1983). Transfizierte
Zellen waren durch das im Vektor enthaltene Resistenzgen Neo' unempfindlich, da die
kodierte Aminoglykosid-Phosphotransferase (APT) Geneticin phosphoryliert und inaktiviert
(Haas und Dowding 1975). Untransfizierte Zellen, die dieses Resistenzgen nicht
exprimierten, wurden durch Inhibition der Proteinbiosynthese getdtet. Obwohl Geneticin
sich nicht zur vollstdndigen Abtotung untransfizierter Zellen eignete, so reichte seine
Toxizitat doch zur Aufrechterhaltung eines ausreichenden Selektionsdruckes aus, um die
uberschiellende Vermehrung untransfizierter Zellen zu verhindern (Paludan et al. 1989).

2.2.4.7 Vereinzelung / Herstellung von Klonen

Um verl&ssliche Tests zur Funktion der verschiedenen Zelllinien durchzufiihren war es
notwendig, konstante Expressionsraten aller Plasmide Uber langere Zeitrdume zu erhalten.
Dies wurde erreicht, indem klonale Zelllinien erzeugt wurden, die jeweils nur auf eine
einzelne transfizierte Zelle zurlickzufuhren waren.

Zur Vereinzelung wurden Verdiunnungsreihen in DMEM mit FBS und PenStrep und
Geneticin durchgefihrt. Eine klonale Aussaat wurde ab einer Verdiinnung angenommen, in
der nur noch in maximal jeder dritten Kultur Zellwachstum nachweisbar war. Nach
durchflusszytometrischer Kontrolle der eGFP-Expression (2.2.4.8.4, S. 46) wurden die
klonalen Zellen zu drei Zeitpunkten eingefroren (2.2.4.3.1, S. 43).

2.2.4.8 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubte die Bestimmung der Fluoreszenz einzelner Zellen nach
Anregung durch einen Laser. Die Fluoreszenz des eGFP-Proteins konnte direkt angeregt
werden, andere Zellstrukturen wurden tber fluoreszenzmarkierte AntikOrper nachgewiesen.
Durch gleichzeitiges Messen der Vorwartsstreuung FSC als Mal? der ZellgréRe sowie der
Seitwaértsstreuung SSC als Mal der Granularitat wurden Zelltrimmer schon wéhrend der
Messung ausgeschlossen.

Bei allen Messungen wurden je 10.000 Zellen analysiert und die arithmetischen Mittelwerte
der betrachteten Fluoreszenzen automatisch errechnet.

2.2.4.8.1 Nachweis toter Zellen in der Durchflusszytometrie

Wenn immer die Kombination der Fluoreszenzfarbstoffe es ermdglichte, wurde eine
Farbung mit Propidiumiodid (Absorption: 535 nm; Emission: 617 nm) durchgefuhrt. 10°
Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 200 ul PBS-Propidiumiodid-Ldsung
aufgenommen. Propidiumiodid ist ein rot fluoreszierender Farbstoff, der tote Zellen anfarbt,
indem er ihre Zellmembran durchdringt und in die DNA interkaliert. Lebende Zellen
entfernten den Farbstoff aktiv aus ihrem Inneren und blieben daher ungefarbt. Tote Zellen
konnten so von der Messung ausgeschlossen werden. Die Fluoreszenzen von eGFP und
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Propidiumiodid beeinflussten sich bei geeigneter Einstellung des Durchflusszytometers
gegenseitig nicht.

2.2.4.8.2 Nachweis von Oberflachenmolekiilen in der Durchflusszytometrie

Zum Nachweis von oberflachengebundenen Molekdilen in der Durchflusszytometrie wurden
diese durch fluoreszierende Antikorper markiert und im Vergleich zu unmarkierten Zellen
betrachtet.

Je 10° Zellen wurden in einem FACS-GefaR zweimal mit PBS gewaschen und in der
zuriicklaufenden Flissigkeit resuspendiert. Zu den entsprechenden Proben wurden 2 ul des
Primarantikdrpers hinzugegeben. Nach 45 min Inkubation bei 4 °C unter Lichtabschluss
wurden alle Proben zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen und die Zellen in je 200 pl PBS
resuspendiert.

Zur Messung der H2KP-Expression wurde der fluoreszenzmarkierte Primarantikorper
anti-H2KP-PE  verwendet.  Normalisiert ~ wurde  hier  jeweils gegen  die
mlgG2a-Isotypenkontrolle.

Die Messung von oberflaichengebundenem Cathepsin B sowie der HA-Tag-Nachweis
erfolgten mit nicht fluoreszenzmarkierten Priméarantikdrpern. Der anti-HA-Tag-Antikdrper
konnte in einem zweiten Inkubations- und Waschschritt Gber den Sekund&rantikorper
anti-mouse-1gG-TC markiert werden. Zum Nachweis des anti-Cathepsin-B-Antikdrpers
wurde der nicht fluoreszenzmarkierte Sekundarantikorper anti-goat-1gG verwendet, der in
einem dritten Inkubationsschritt mit dem Tertidrantikérper anti-mouse-1gG-TC dargestellt
wurde. Die Normalisierung erfolgte in beiden Féllen gegen Sekundérantikorperkontrollen
ohne Primarantikorper.

Zur Quantifizierung der Bindung des Primarantikorpers wurde die spezifische mittlere
Fluoreszenzintensitdt (sMFI) als Differenz der mittleren Fluoreszenzintensitdaten von
Primarantikdrperfarbung und der jeweiligen Kontrollmessung bestimmt.

2.2.4.8.3 Nachweis von intrazellularen Molekulen in der Durchflusszytometrie

Auch intrazellulare Molekiile konnte in der Durchflusszytometrie durch Bindung eines
fluoreszenzmarkierten Antikdrpers nachgewiesen werden. Damit der Antikorper die
intrazellularen Strukturen erreichen konnte, mussten die Zellen vor der Farbung mit
Paraformaldehyd fixiert und ihre Membranen mit Saponin permeabilisiert werden.

Wie beim Nachweis von Oberflachenmolekiilen (2.2.4.8.2) wurden 10° Zellen in einem
FACS-Gefall zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 500 pl 1 %
Paraformaldehyd resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt mit PBS wurden die Membranen mit 0,25 % (w/v) Saponin in PBS
permeabilisiert. Die Antikorperfarbungen wurden wie in 2.2.4.8.2 beschrieben durchgeftihrt.
Statt mit reinem PBS wurde allerdings immer mit 0,25 % (w/v) Saponin in PBS gewaschen.
Vor der Messung erfolgte ein zusétzlicher Waschschritt mit reinem PBS. Daraufhin wurden
die fixierten Zellen in 200 pl PBS resuspendiert und ihre Fluoreszenz gemessen. Wie unter
2.2.4.8.2 beschrieben wurden auch hier Sekundarantikorperkontrollen durchgefiihrt und die
spezifische mittlere Fluoreszenzintensitat (SMFI) berechnet.
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2.2.4.8.4 Nachweis von eGFP in der Durchflusszytometrie

Das eGFP-Protein konnte sowohl in freier Form als auch als Bestandteil der CBG- und
MCBG-Fusionsproteine durch Anregung bei 488 nm zur Fluoreszenz mit einem Maximum
der Emission bei 509 nm angeregt werden und war daher in der Durchflusszytometrie wie
auch in der Laser-Scanning-Mikroskopie (2.2.4.10) leicht darstellbar. 10° der zu
untersuchenden Zellen und nicht eGFP-exprimierender Kontrollzellen wurden in je ein
FACS-Gefall uberfihrt und zweimal in je 1 ml PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die
Zellen in 200 pl PBS aufgenommen und vorsichtig resuspendiert. Die eGFP-Expression
wurde gegen die Kontrollzellen normalisiert betrachtet

2.2.4.9 Zell-Sortierung

Wie bei der Durchflusszytometrie (2.2.4.8.4) wurden Zellen einzeln mit einem Laserstrahl
angeregt und anhand ihrer eGFP-Fluoreszenz sortiert.

10"-Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 500 pl PBS aufgenommen. Die
Zell-Sortierung  selbst wurde in der zentralen Service-Einheit Cell-Sorting der
Universitatsmedizin  Gottingen durchgefuhrt. Die zundchst bestimmte Fluoreszenz
untransfizierter RMA-Zellen wurde als Bereich eGFP-negativer Zellen definiert. Alle Zellen
mit groRerer Fluoreszenzintensitat wurden als erfolgreich transfizierte Zellen gesammelt und
in DMEM mit FBS und PenStrep und Geneticin aufgenommen.

2.2.4.10 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie wurde die Verteilung von Farbstoffen
innerhalb einzelner Zellkompartimente analysiert. Die Messung erfolgte an lebenden
unfixierten Zellen.

Die katalytische Aktivitat von Cathepsin B wurde innerhalb lebender Zellen mit Hilfe des
Magic-Red™-Cathepsin-B-Detection-Kits nachgewiesen. Das Fluorophor Magic Red™ war
an ein Cathepsin-B-spezifisches Substrat gekoppelt und konnte so die Membranen lebender
Zellen durchdringen. Erst nach der Entfernung des Substrats durch enzymatisch aktives
Cathepsin B fluoreszierte das freigesetzte Magic Red™. Die Verteilung der Cathepsin-B-
Aktivitdt konnte so anhand der roten Fluoreszenz bestimmt werden. Das Magic-Red™-
Cathepsin-B-Detection-Kit war laut Herstellerangaben fiir Cathepsin B hochspezifisch und
stellte keine Cathepsin-B-Vorstufen oder andere Cathepsine dar.

Parallel wurden die Zellen auch mit Hoechst 33342 geféarbt, welches in die DNA
interkalierte und so Zellkerne sichtbar machte. Seine intensive Fluoreszenz erleichterte das
Auffinden von Zellen, aulRerdem ermdglichte die Darstellung des Chromatins des Zellkerns
eine erste Aussage zur Vitalitat betrachteter Zellen. Die Messung der Verteilung des eGFP
erforderte keine spezielle VVorbereitung.

10° Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase wurden in 500 pl DMEM mit FBS und
PenStrep aufgenommen und 20 pl 26 x Magic-Red™-Cathepsin-B-working-solution
hinzugegeben. Nach 45 min Inkubation unter regelméaRigem Schwenken bei 37 °C und 5 %
CO; wurde in jede Probe 2,5 ul Hoechst 33342 hinzugegeben und der gesamte Ansatz
weitere 15 min inkubiert. Je 15 pl Zellsuspension wurden auf einem Objekttrager
ausgestrichen und mit einem Deckglaschen abgedeckt. Das Deckglédschen wurde auf dem
Objekttrager mit Nagellack luftdicht verklebt.
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Bei jeder Messung wurde zundchst das gesamte Praparat betrachtet. Mindestens finf
représentative Zellen wurden ausgewahlt und ihre Fluoreszenzmuster gescannt. Die
verschiedenen Farbstoffe wurden durch Laser unterschiedlicher Wellenldangen nacheinander
angeregt und ihre Fluoreszenzmuster bestimmt. Zum Schutz vor Ausbleichung wurde zuerst
mit langwelligem und danach mit kurzwelligem Licht angeregt. Mit dem LSM Image
Browser wurden im Anschluss Helligkeit und Kontrast der Einzelbilder optimiert.

2.2.4.11 Chrom-Freisetzungs-Test

Zur Messung der zellvermittelten Zytolyse wurde der Chrom-Freisetzungs-Test eingesetzt.
Zielzellen wurden mit Killerzellen gemeinsam inkubiert und im Anschluss der Anteil
lysierter Zielzellen als MaRR der zytotoxischen Reaktion bestimmt. Die Zielzellen wurden
dazu vor dem Test mit radioaktivem °'Cr markiert, welches sie aus ihrer Umgebung
aufnahmen und erst nach ihrer Lyse wieder freisetzten. Durch Prasentation des im
Inkubationsmedium enthaltenen SIINFEKL-Peptids auf H2K® auf ihrer Oberflache
aktivierten die RMA-Zielzellen den transgenen T-Zell-Rezeptor der zuvor peptidspezifisch
stimulierten zytotoxischen T-Zellen aus OT-I-M&usen. Diese lysierten die Zielzellen nun
durch Freisetzung von Perforin und Granzymen durch Exozytose ihrer zytotoxischen
Granula.

2.2.4.11.1 Praparation von Milzen

Zur Gewinnung zytotoxischer T-Zellen wurden Mausmilzen steril prépariert, homogenisiert
und im Anschluss T-Zell-spezifisch stimuliert. Auch Rattenmilzen wurden prépariert, um
aus den Lymphozytensuspensionen nach Stimulation mit Concanavalin A zytokinhaltigen
Uberstand zu gewinnen.

Zur Praparation der Milz wurden das jeweilige Tier zunéchst durch CO,-Inhalation und
anschlieBenden Genickbruch getdtet. Der Kérper wurde mit Nadeln auf einem Korkbrett
befestigt und das Fell mit 70 % Ethanol gereinigt. Nach medianem abdominalem
Hautschnitt wurde die Bauchhaut stumpf gel6st und nach lateral abpréapariert. Das
Peritoneum wurde steril erdffnet. Die Milz wurde im linken Oberbauch vorsichtig
mobilisiert, am Hilus abgetrennt und in 5 ml DMEM mit FBS und PenStrep aufgenommen,
Lymphozyten und Erythrozyten wurden mit dem Tenbroeck-Homogenisator aus dem
Gewebeverband gelost.

2.2.4.11.2 Herstellung von Concanavalin-A-Uberstand aus Rattenmilzen

Durch Stimulation mit Concanavalin A wurden die Lymphozytensuspensionen aus
Rattenmilzen zur Produktion von Zytokinen angeregt. Die homogenisierten Rattenmilzen
wurden bei 300x g fir 5min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 40 ml DMEM
aufgenommen. Durch Zugabe von 200 pl Concanavalin A (1 mg/ml) wurden die
Lymphozyten unspezifisch stimuliert. Nach 4 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurden
die zelluldren Bestandteile erneut herunterzentrifugiert und in 20 ml DMEM mit FBS und
PenStrep aufgenommen. Die stimulierten Lymphozyten produzierten nun Zytokine, die sie
in das Medium abgaben. Nach 24 h bei 37 °C und 5 % CO, wurden durch Zentrifugation bei
1.500 x g fiir 10 min die Rattenlymphozyten pelettiert. Der zytokinreiche DMEM-Uberstand
wurde abgenommen, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
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2.2.4.11.3 Stimulation zytotoxischer T-Zellen

Vor dem Einsatz im Chrom-Freisetzungs-Test wurden die zytotoxischen T-Zellen aus den
praparierten Lymphozytensuspensionen der OT-I-Mé&use aufbereitet und peptidspezifisch
stimuliert.

Die in 10 ml DMEM mit FBS und PenStrep gelosten Lymphozytensuspensionen wurden
zunachst zentrifugiert (300 x g, 5 min) und das entstehende Pellet in 5 ml Erythrozyten-
Lyse-Puffer resuspendiert. Nach vollstandiger Lyse der Erythrozyten wurden zundchst 5 ml
DMEM mit FBS hinzugegeben und die Zellen im Anschluss mit 10 ml DMEM gewaschen.
Die Zellen wurden bei 300 x g pelletiert und in 20 ml DMEM mit FBS und PenStrep mit
4 ml Concanavalin-A-Uberstand, 20 ul LPS (1 mg/ml) und 2pul SIHNFEKL-Peptid
(10 pg/ml) zur antigenspezifischen Stimulation der OT-1-T-Zellen aufgenommen. In einer
96-well-Platte mit runden Béden wurden 200 ul Zellensuspension/well fir 4 Tage bei 37 °C
und 5% CO, inkubiert, bevor die zytotoxischen T-Zellen geerntet und im Chrom-
Freisetzungs-Test verwendet werden konnten.

2.2.4.11.4 Durchfuhrung des Chrom-Freisetzungs-Tests

Zur Vorbereitung der Zielzellen wurden 10° Zellen in 100 pl FBS aufgenommen und 8 pl
radioaktives Na,CrO; mit einer Aktivitit von etwa 50 pCi °'Cr hinzugegeben. Die
Aufnahme des radioaktiven Chroms erfolgte in einer Stunde bei 37 °C und 5% CO,.
Extrazellular verbliebenes Chrom wurde durch dreimaliges Waschen der Zellen mit je 10 ml
DMEM entfernt. Im Anschluss wurden die Zellen in 10 ml DMEM mit FBS und PenStrep
resuspendiert und so eine Zielzellkonzentration von 10° Zellen/ml eingestellt.

Die aus Mausmilzen gewonnen stimulierten zytotoxischen T-Zellen (2.2.4.11.3) wurden in
10 ml DMEM mit FBS und PenStrep aufgenommen und mit Trypanblau gezahlt (2.2.4.4, S.

43). Eine Konzentration lebender Killerzellen von 8-10° Zellen/ml wurde eingestellt.

Killerzellen und Zielzellen wurden wie in Abb. 3 gezeigt auf eine 96-well Platte mit runden
Boden verteilt. Jede Reaktion wurde als Triplet angesetzt. In jeder Reaktionskammer

wurden 10* chromierte Zielzellen und je nach Killer-Zielzell-Verhaltnis 2:10° bis 3-10°
Killerzellen eingesetzt. Zeile H verblieb zur Messung der Spontanfreisetzung ohne
Killerzellen. Die zytotoxische Reaktion erfolgte in DMEM mit FBS und PenStrep und
0,25 pg/ml SIINFEKL-Peptid.

Bei jedem Test wurde auch eine Positivkontrolle mit untransfizierten RMA-Zellen zur
Ermittlung eines Normalwertes der zytotoxischen Funktion der Killerzellen durchgefiihrt.
Aullerdem erfolgten bei jedem Test Negativkontrollen ohne SIINFEKL-Peptid und mit
SIINFEKL-Peptid in Gegenwart des Calciumchelators EGTA/MCI, (4 mM EGTA/8 mM
MgCl,). Die Messung in Abwesenheit des SIINFEKL-Peptids diente dem Ausschluss einer
nicht-peptidspezifischen Lyse. Der Calciumchelator EGTA/MgCI, entzog das zur Exozytose
zytotoxischer Granula notwendige freie Calcium. Diese Kontrolle diente der Identifizierung
nicht-Granula-vermittelter Zytotoxizitat. Beide Negativkontrollen wurden jeweils nur mit
den drei hochsten Killer-Zielzell-Verh&ltnissen durchgefihrt.
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Abb. 3: Pipettierschema des Chrom-Freisetzungs-Test

Zytotoxische Zellen und Zielzellen wurden durch kurzes anzentrifugieren bei 300 x g am
runden Boden der Wells in Kontakt gebracht. Die zytotoxische Reaktion erfolgte bei 37 °C
und 5% CO, lber 4 h. Zur Ermittlung der Lyse wurden Zellen und Zellreste durch
Zentrifugation fir 5 min bei 300 x g sedimentiert. Freigesetztes Chrom wurde in 50 pl des
zellfreien Uberstandes bestimmt. Nach Abnahme des Uberstands wurden die sedimentierten
Zellen durch Zugabe von 10 pl Triton-Lyse-Puffer lysiert. Die Summe aus zellulér
gebundenem und freigesetztem Chrom wurde in 50 pl der lysierten Sedimente bestimmt.
Die Proben wurden in Wallac-Messplatten tberfuhrt, mit je 200 pl Szintillator Gberschichtet
und mit TopSeal®-A-Folie verschlossen. Durch kurzes Schiitteln wurde der Szintillator mit
den zu messenden Flissigkeiten vermischt und mit dem Szinztillationszahler die Aktivitat
der Proben bestimmt. Mit der folgenden Formel wurde die prozentuale Lyse errechnet:

4- Aktivitatyperstang [cpm]- 100
3-Aktivitétgegiment [cpm]+AKtIVitatyp ersiana[CPM]

Lyse [%] =

Zur Berlcksichtigung der spontanen Lyse wurde nun nach folgender Formel die spezifische,
durch die Killerzellen verursachte Lyse bestimmit:
Lyse

=Lyse -Lyse

spezifisch Probe spontan

Zur besseren Vergleichbarkeit verschiedener Tests wurde die relative Lyse der Zielzellklone
im Vergleich zu untransfizierten RMA-Zellen der Positivkontrolle bestimmt. Die relative
Lyse entsprach dem Quotient aus spezifischer Lyse des betrachteten Messwerts und
maximaler Lyse von RMA-Zellen beim groRten Killer-Zielzell-Verhéltnis von 20:1. Der
Anteil lysierter Zellen konnte nun unabhéngig von der Qualitat der Killerzellen mit anderen
Tests verglichen werden. Die Berechnung und Auswertung sowie die graphische
Darstellung erfolgten mit Microsoft Excel 2010.
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3 Ergebnisse

Die Cathepsin-B-Expression von RMA-Zellen wurde durch Expression der CBG- und
MCBG-Fusionsproteine verandert. In Zytotoxizitatstests wurde untersucht, ob diese
Verénderungen Einfluss auf die Lyse der Zellen durch zytotoxische T-Lymphozyten hatten.

Bei allen Messungen wurden zur Erfassung nicht Cathepsin-B-spezifischer Effekte der
Transfektion immer zwei RMA-Klone verwendet, die durch Transfektion mit dem
CAG-PEGFP-1-Vektor eGFP exprimierten, in ihrer Cathepsin-B-Expression aber nicht
verandert waren. Diese wurden als Klon LV-2 und Klon LV-5 bezeichnet. Beide Klone
waren bereits vorhanden.

Zur Ubersicht wurden in den folgenden Abbildungen untransfizierte RMA-Zellen in violett,
LV-Klone in grau, CBG-Klone in rot und MCBG-Klone in blau dargestellt.

3.1 Herstellung der CBG-Klone

Zur Untersuchung, ob die Uberexpression von lysosomalem Cathepsin B die Lyse von
Tumorzellen durch zytotoxische T-Zellen beeinflusst, wurden RMA-Zellen mit dem CBG-
Konstrukt transfiziert. Das Konstrukt enthielt ein Fusionsgen aus Cathepsin B und eGFP,
das durch den CAG-Promotor reguliert wurde.

Der offene Leserahmen des murinen Cathepsin B wurde in den CAG-PEGFP-1-Vektor
einkloniert. Durch PCR mit den Uberhdngenden Primern Primer-CBG-fwd und
Primer-CBG-rev wurden Restriktionsschnittstellen und eine Kozak-Sequenz an den offenen
Leserahmen der Cathepsin-B-cDNA angefugt. Im  Anschluss wurden durch
Restriktionsverdau des PCR-Produkts und des CAG-PEGFP-1-Vektors mit EcoRI und Sacl
an beiden Enden Schnittstellen mit Uberhdngenden Enden erzeugt. Diese entsprachen sich
bei Insert und Vektor so, dass bei der anschlieBenden Ligation das Insert nur in korrekter
Orientierung in den Vektor eingefligt werden konnte. Um zu verhindern, dass der Vektor
auch mit sich selbst ligieren konnte, wurde er vor der Ligation dephosphoryliert. In Abb. 4
ist eine Agarosegelelektrophorese von Vektor und Insert dargestellt.
Marker Vektor Insert

———— =

3kB

Abb. 4: Agarosegelelektrophorese von Vektor und Insert des CBG-Konstrukts

Die Agarosegelelektrophorese zeigt Vektor und Insert vor der Ligation. Die DNA-Ladder 1 kb diente dem
GroRenvergleich. Der aufgeschnittene Vektor hatte eine GroRe von 5.500 bp, das Insert eine Grofie von ca.
1.000 bp.

Mit dem CBG-Plasmid wurden nun mittels Elektroporation elektrokompetente TOP10
E. coli-Bakterien  transformiert. Unter Kanamycin-Selektion konnten erfolgreich
transformierte Bakterienklone als Kolonien geerntet und analysiert werden. Zunéchst
wurden Kanamycin-resistente Kolonien mittels Kolonie-PCR auf das Vorliegen des Inserts
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getestet. Im Anschluss wurde die DNA aus Flissigkulturen der positiv getesteten Kolonien
isoliert und mit den zur Klonierung verwendeten Restriktionsenzymen EcoRI und Sacl
verdaut. Das Insert konnte so in der Agarosegelelektrophorese nachgewiesen werden (Abb.
5). Um auch die Orientierung des Inserts im Vektor zu Uberprifen, wurde aulRerdem ein
Restriktionsverdau mit Bglll durchgefiihrt, welches so in Insert und Vektor schnitt, dass das
entstehende Bandenmuster im Agarosegel Aufschluss Uber die Orientierung des Inserts gab
(nicht dargestellt).
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Abb. 5: Agarosegelelektrophorese des Testverdaus des CBG-Plasmids

Dargestellt ist der Testverdau aufgereinigter Plasmide von 20 in der Kolonie-PCR positiven Flussigkulturen
mit den zur Klonierung verwendeten Restriktionsenzymen EcoRI und Sacl. Die DNA-Ladder 1 kb diente der
GroRenbestimmung. Alle Kolonien zeigten im Bereich von 5.500 bp den CAG-PEGFP-1-Vektor ohne Insert.
Dem Insert entsprach die Bande bei 1 kb der Kolonien 1-12, 14-16 sowie 19 und 20. Zur weiteren
Plasmidpraparation wurde die Kolonie 11 verwendet.

Alle Kolonien, die das Plasmid mit Insert in korrekter Orientierung enthielten, wurden
eingefroren. Eine Kolonie wurde ausgewdhlt, um grolRere Mengen endotoxinfreier
Plasmid-DNA durch quantitative Nukleinsaurepraparation herzustellen. Zum Ausschluss
eventueller Mutationen wurde das Plasmid anschlieBend sequenziert. Die verwendeten
Sequenzierprimer Seq-Primer-PEGFP-1-fwd und Seq-Primer-PEGFP-1-rev lagen vor und
hinter dem Insert, sodass von beiden Seiten jeweils ein Teil der Klonierungsschnittstellen
des Vektors, die verwendete Restriktionsschnittstelle und das Insert selbst analysiert werden
konnten. Die kontrollierten Sequenzen uberschnitten sich in der Mitte, sodass sowohl die
gesamte Sequenz des Inserts als auch die Orientierung des Inserts im Vektor Uberpruft
wurden. Das Insert lag bei dem zur Transfektion verwendeten Plasmid mutationsfrei und in
korrekter Orientierung im Vektor. Abb. 6 zeigt ein Schema des endgultigen Aufbaus des
CBG-Expressionsplasmids.
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Abb. 6: Schema des CBG-Expressionsplasmids

Das CBG-Expressionsplasmid basiert auf dem PEGFP-1-Vektor. Der CAG-Promotor (grau) kontrollierte die
Expression eines Fusionsproteins aus Cathepsin B (rot) und eGFP (griin). AuRerdem enthielt das Plasmid die
Geneticin-Resistenz Neo'. Ebenfalls dargestellt ist die ApaLl-Linearisierungsschnittstelle.

Vor der Transfektion wurde das Plasmid durch Restriktionsverdau mit ApaLl linearisiert,
um die Integration des Konstrukts in das Genom zu erleichtern. Die Transfektion selbst
erfolgte durch Elektroporation exponentiell wachsender RMA-Zellen in Anwesenheit des
linearisierten Konstrukts. Die Selektion transfizierter Zellen, die das CBG-Fusionsprotein
exprimierten, erfolge durch Zugabe von Geneticin  zum Kulturmedium. Die
Transfektionsrate konnte durchflusszytometrisch als Anteil eGFP-exprimierender Zellen
bestimmt werden.

Selbst durch umfangreiche Optimierungsversuche der Elektroporationsbedingungen konnten
nur geringe Transfektionsraten erreicht werden. Daher wurden, im Anschluss an die
Transfektion, eGFP-exprimierende Zellen durch Sortierung angereichert. Das Ergebnis der
Sortierung ist in Abb. 7 dargestellt.
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Abb. 7: Durchflusszytometrische Bestimmung der eGFP-Fluoreszenz vor und nach der Sortierung

Zur Anreicherung von Zellen, die das CBG-Konstrukt exprimierten, wurden die Zellen nach der Transfektion
sortiert. Die violett Kurve beschreibt die eGFP-Fluoreszenz von 10.000 Zellen vor der Sortierung; die griine
Kurve beschreibt die eGFP-Fluoreszenz von 5.000 eGFP-positiv sortierter Zellen. Der Marker M1 zeigt das zur
Sortierung verwendete Gate.

Mit den angereicherten eGFP-exprimierenden Zellen konnten durch Grenzverdiinnungs-
reihen (limiting dilution) Zelllinien hergestellt werden, die nur auf eine einzige transfizierte
Zelle zuriickgingen. Bei allen so erhaltenen Klonen wurde die Expressionsstarke des CBG-
Fusionsproteins durch durchflusszytometrische Messung der eGFP-Fluoreszenz bestimmt.
Die Klone CBG-3 und CBG-5 wurden fir die weitere Charakterisierung der Cathepsin-B-
Expression sowie anschlielende funktionelle Tests ausgewahlt.

3.2 Herstellung der MCBG-Klone

Zur Expression von membrangebundenem Cathepsin B wurde das MCBG-Konstrukt in
RMA-Zellen eingebracht.

Das MCBG-Konstrukt basiert, wie das CBG-Konstrukt, auf dem PEGFP-1-Vektor mit
CAG-Promotor. Das Insert besteht hier aus einem Gen, das fir ein Fusionsprotein aus
Cathepsin B und der Transmembrandomane des H2K-Molekiils kodiert. Eine reife Form des
Cathepsin B wurde Uber eine Verbindungssequenz mit der Transmembrandoméne des H2K-
Molekdls verbunden, mit dem Ziel, die Protease auf der AufRenseite der Zellmembran zu
verankern. Eine vorgeschaltete Leader-Sequenz, ebenfalls aus dem H2K-Molekill, sollte das
Fusionsprotein zur Zelloberfléche leiten.

Zur selektiven Detektierbarkeit des MCBG-Fusionsproteins auf der Zelloberflache wurde
eine Nukleotidsequenz eingefuigt, die fir eine am extrazellularen N-Terminus der
Cathepsin-B-Kette hangende Aminoséauresequenz des Hamagglutinins (HA-Tag) kodierte.
Aullerdem enthielt das in Abb. 8 dargestellte MCBG-Konstrukt, wie schon das
CBG-Konstrukt, das eGFP-Gen des PEGFP-1-Vektors am 3’-Ende des offenen Leserasters.
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Abb. 8: Schema des MCBG-Expressionsplasmids

Das MCBG-Expressionsplasmid basierte auf dem PEGFP-1-Vektor mit CAG-Promotor (grau). Der fiir eine
einkettige aktive Form von Cathepsin B kodierende Bereich des Cathepsin-B-Gens (rot) wurde mit Teilen des
H2K-Gens (blau) sowie dem eGFP-Gen (griin) verbunden. Eine H2K-Leadersequenz am C-Terminus
markierte das MCBG-Fusionsprotein zum Transport zur Zellmembran. Der eingefligte HA-Tag (schwarz)
diente als extrazelluldare Erkennungssequenz. Als weiteren wichtigen Bestandteil enthielt der Vektor das
Geneticin-Resistenzgen Neo' (gelb). Ebenfalls dargestellt ist die ApaLI-Linearisierungsschnittstelle.

Aufgrund der Komplexitéat des Inserts wurde darauf verzichtet, es selbst zu klonieren. Mit
dem Programm GENtle wurde unter Verwendung der NCBI-Datenbanken eine
klonierungsfahige DNA-Sequenz inklusive Restriktionsschnittstellen und Kozak-Sequenz
erstellt. Diese wurde zur Expression im Mausmodell optimiert und von der Firma Life
Technologies™  synthetisiert. Die bestellte Sequenz wurde als Teil -eines
transformationsfertigen Plasmids geliefert.

Nach Transformation in TOP10 E. coli-Bakterien wurde das gelieferte Plasmid durch
qualitative Nukleinsdaurepraparation aus einer Flussigkultur isoliert. Mit Hilfe der zur
Klonierung eingefiigten Restriktionsschnittstellen von Hindlll und BamHI wurde die
synthetisierte Sequenz aus dem pMA-Vektor ausgeschnitten und im Agarosegel dargestellt.
Nach anschlieender Rickgewinnung der DNA aus dem Agarosegel wurde auch der
CAG-PEGFP-1-Vektor mit den gleichen Restriktionsenzymen so verdaut, dass die Ligation
wiederum nur in korrekter Orientierung ablaufen konnte. Der Vektor wurde zur
Verhinderung der Selbstligation auBerdem dephosphoryliert. Insert und Vektor sind im
Agarosegel in Abb. 9 dargestellt.
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Abb. 9: Agarosegelelektrophorese von Insert und Vektor des MCBG-Konstrukts

Die Agarosegelelektrophorese zeigt Insert und Vektor vor der Ligation. Die DNA-Ladder 1 kb diente dem
GroRenvergleich. Der mit Hindlll und BamHI aufgeschnittene Vektor hatte eine Gréfe von 5.500 bp, das
Insert eine GroRe von ca. 1.000 bp.

Das ligierte MCBG-Plasmid wurde nun, wie schon bei der Herstellung der CBG-Klone
beschrieben, in TOP10 E. coli-Bakterien vermehrt und nach Sequenzkontrolle in
RMA-Zellen transfiziert. Abb. 10 zeigt 20 Bakterienkolonien nach der Transformation im
Testverdau.

Abb. 10: Agarosegelelektrophorese des Testverdaus des MCBG-Plasmids

Dargestellt ist der Testverdau aufgereinigter Plasmide von 20 Flussigkulturen mit den zur Klonierung
verwendeten Restriktionsenzymen Hindlll und BamHI. Die DNA-Ladder 1 kb diente der GrdRenbestimmung.
Alle Kolonien zeigten im Bereich von 5.500 bp den CAG-PEFGP-1-Vektor ohne Insert. Dem Insert entsprach
die Bande bei 1.000 bp der Kolonien 7 und 18. Zur weiteren Plasmidpraparation wurde Kolonie 7 verwendet.

Die nach Optimierung der Elektroporationsbedingungen erreichten Transfektionsraten
ermoglichten die Herstellung stabiler Klone durch Grenzverdiinnungsreihen, auch ohne
vorangehende Sortierung (Abb. 11). Fur die weitere Analyse sowie die Zytotoxizitatstests
wurden die Klone MCBG-2 und MCBG-4 ausgewahlt.
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Abb. 11: Durchflusszytometrische Analyse der eGFP-Fluoreszenz der mit dem MCBG-Konstrukt
transfizierten Zellen

Drei Tage nach der Transfektion mit dem MCBG-Konstrukt wurde, direkt vor der klonalen Vereinzelung, die
eGFP-Fluoreszenz der liberlebenden Zellen durchflusszytometrisch ermittelt.

A Durch Bestimmung von Granularitat und GroRe wurde zundchst die Population lebender Zellen ausgewahlt
(Gate). Die anderen Messungen entsprachen Zellen, die entweder bei der Transfektion oder danach im
Geneticin-haltigen Medium gestorben waren.

B Auftragung der Propidiumiodid-Fluoreszenz gegeniiber der eGFP-Fluoreszenz der in A gegateten Zellen.
Vitale Zellen wiesen nur eine geringe Propidiumiodid-Fluoreszenz auf (beide unteren Quadranten). Unter den
lebenden Zellen mit geringer Propidiumiodid-Fluoreszenz waren 43 % eGFP-positiv (unterer rechter
Quadrant).
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3.3 Durchflusszytometrische Untersuchungen
3.3.1 Nachweis der durch das LV-Konstrukt induzierten eGFP-Expression

Das LV-Konstrukt sowie die beiden Cathepsin-B-enthaltenden Konstrukte CBG und MCBG
enthielten das eGFP-Gen. Daher konnte Uber die eGFP-Expression der transfizierten Zellen
die Abschatzung der Expressionsstarke der Konstrukte erfolgen. Die eGFP-Fluoreszenz der
Zellen wurde im Vergleich zur Fluoreszenz untransfizierter RMA-Zellen bestimmt.

Die Expression des durch das LV-Konstrukt kodierten eGFP-Proteins in den Zellen der
Klone LV-2 und LV-5 konnte durch eine deutliche eGFP-Fluoreszenz dieser Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 12). Sie wurden in den folgenden Messungen als
Kontrollzelllinien zum Ausschluss unspezifischer Einflisse der Transfektion und der
eGFP-Expression verwendet.
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Abb. 12: Durchflusszytometrische Analyse der eGFP-Expression von Zellen der Klone LV-2 und LV-5
Die Darstellung zeigt 10.000 Zellen, entsprechend ihrer Fluoreszenzintensitat aufgetragen. Die
Autofluoreszenz untransfizierter Zellen wurde im Bereich 10° bis 10* eingestellt. Der Marker M1 beschreibt
den Fluoreszenzbereich, der als eGFP-positiv definiert wurde. Weniger als 0,5 % der untransfizierten Zellen
lagen in diesem Bereich.

A Bei gleicher Einstellung wie bei den untransfizierten Zellen zeigte sich bei Zellen des Klons LV-2 eine
knapp drei Zehnerpotenzen groRere Fluoreszenzintensitat. Der Anteil eGFP-positiver Zellen betrug mehr als
99 %.

B Auch Zellen des Klons LV-5 zeigten eine gesteigerte Fluoreszenzintensitat. Die Veranderung betrug hier
mehr als zwei Zehnerpotenzen. Es waren ebenfalls mehr als 99 % der Zellen eGFP-positiv.

C Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von 15 unabhdngigen Messungen der mittleren
eGFP-Fluoreszenzintensitat (MFI eGFP) von untransfizierten RMA-Zellen sowie von Zellen der Klone LV-2
und LV-5. Die mittlere Fluoreszenzintensitat der untransfizierten RMA-Zellen war so gering, dass sie im
MafRstab der Abbildung nicht sichtbar ist.
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3.3.2 Nachweis der Expression des CBG-Fusionsproteins

Die Expression des CBG-Fusionsproteins wurde in der Durchflusszytometrie dargestellt.
Die im Vergleich zu untransfizierten RMA-Zellen erhthte eGFP-Fluoreszenz war auf den
eGFP-Teil des CBG-Fusionsproteins zuruckzufiihren. Zellen beider Klone zeigten eine
ahnliche Expressionsstarke. Ihre Fluoreszenzintensitat war gegentber den Kontrollzellen um
etwas mehr als eine Zehnerpotenz erhoht. Abb. 13 zeigt eine beispielhafte Messung sowie
die Zusammenfassung von insgesamt 15 unabhéngigen Messungen.
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Abb. 13: Durchflusszytometrische Analyse der eGFP-Expression von Zellen der Klone CBG-3 und
CBG-5

Die Darstellung zeigt 10.000 Zellen, entsprechend ihrer eGFP-Fluoreszenzintensitét aufgetragen.

A Zellen des Klons CBG-3 zeigten eine gesteigerte Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zu untransfizierten
Zellen. Der Anteil eGFP-positiver Zellen betrug tiber 99 %.

B Auch Zellen des Klons CBG-5 fluoreszierten deutlich starker als die Kontrollzellen. Der Anteil
eGFP-positiver Zellen lag ebenfalls bei Gber 99 %.

C Das Diagramm zeigt Mittelwert und Standardabweichung von 15 unabhéngigen Messungen der mittleren
eGFP-Fluoreszenzintensitat (MFI eGFP) untransfizierter RMA-Zellen sowie von Zellen der Klone CBG-3 und
CBG-5.

3.3.3 Nachweis der Expression des MCBG-Fusionsproteins

Die Expression des durch das MCBG-Konstrukt kodierten MCBG-Fusionsproteins in den
Zellen der Klone MCBG-2 und MCBG-4 wurde durch durchflusszytometrische
Bestimmung der eGFP-Fluoreszenz im Vergleich zu untransfizierten RMA-Zellen
untersucht. Die Expressionsstarke der Zellen beider Klone war in etwa gleich. Eine
ausgewdhlte Messung und die Gesamtauswertung sind in Abb. 14 gezeigt.
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Abb. 14: Durchflusszytometrische Analyse der eGFP-Expression von Zellen der Klone MCBG-2 und
MCBG-4

Die Darstellung zeigt 10.000 Zellen, entsprechend ihrer eGFP-Fluoreszenzintensitat aufgetragen.

A Zellen des Klons MCBG-2 zeigten eine gesteigerte Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu untransfizierten
Zellen. Der Anteil eGFP-positiver Zellen betrug tiber 99 %.

B Auch Zellen des Klons MCBG-4 fluoreszierten deutlich starker als die Kontrollzellen. Der Anteil der
eGFP-positiven Zellen lag bei tber 99 %.

C Das Diagramm zeigt Mittelwert und Standardabweichung aus 15 unabh&ngigen Messungen der mittleren
eGFP-Fluoreszenzintensitat (MFI eGFP) untransfizierter RMA-Zellen sowie von Zellen der Klone MCBG-2
und MCBG-4.

3.3.4 Gesteigerte zellulare Cathepsin-B-Expression in Zellen der CBG- und
MCBG-Klone

Zur direkten Untersuchung der Cathepsin-B-Expression wurde die Bindung eines
Antikorpers gegen Cathepsin B in fixierten und permeabilisierten Zellen bestimmt. Der
eingesetzte Antikorper reagierte sowohl mit endogenem Cathepsin B als auch mit den
Fusionsproteinen CBG und MCBG. Durchflusszytometrisch wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitat eines Tri-Color®-markierten Sekundarantikérpers gemessen. Bei jeder
Messung wurden auBerdem die Autofluoreszenz und die Fluoreszenz nur mit
Sekundarantikorper  behandelter  Zellen erfasst. Die Differenz  der mittleren
Fluoreszenzintensitdten mit und ohne Primérantikdrper wurde als spezifische mittlere
Fluoreszenzintensitat (SMFI) berechnet.

Die durchflusszytometrische Bestimmung der Cathepsin-B-Expression wurde mit Zellen
beider LV-Klone, beider CBG-Klone und auch beider MCBG-Klone durchgefihrt. In den
Zellen der LV-Klone war endogenes Cathepsin B nachweisbar. Die im Vergleich zu den
Zellen der LV-Klone verstarkte Antikorperbindung in Zellen der Klone CBG-2 und CBG-5
sowie in Zellen der Klone MCBG-2 und MCBG-4 zeigte eine Steigerung der Cathepsin-B-
Menge in den Zellen der CBG- und MCBG-Klone. Es wurden drei unabhangige Messungen
durchgefiihrt. Abb. 15 zeigt eine beispielhafte Messung und die Gesamtauswertung aller
Messungen.
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Abb. 15: Durchflusszytometrische Analyse der Cathepsin-B-Expression an permeabilisierten Zellen

Im Histogramm sind die Zellen nach ihrer Fluoreszenzintensitat sortiert aufgetragen. Violett gefillt ist die
Eigenfluoreszenz der Zellen ohne Antikrper dargestellt, Rot =zeigt die Fluoreszenz der
Sekundarantikdrperkontrollen und Griin die Fluoreszenz mit Primdr- und Sekundérantikdrper. Der Unterschied
zwischen roter und gruner Kurve gibt die Bindung des Primérantikorpers in den Zellen an.

A und B Die mit Primdrantikérper behandelten Zellen der Klone LV-2 und LV-5 wiesen eine hdhere
Fluoreszenzintensitét als die Sekundarantikdrperkontrollen auf.

C und D Die Messung von Zellen der Klone CBG-3 und CBG-5 zeigte ebenfalls eine Erhéhung der
Fluoreszenzintensitét der Zellen der Primérantikérperfarbungen gegenuber den Sekundéarantikorperkontrollen.
E und F Auch bei Zellen der Klone MCBG-2 und MCBG-4 wurde die Bindung des Antikdrpers gegen
Cathepsin B im Vergleich von Primarantikérperfarbung und Sekundarantikdrperkontrolle gezeigt.

G Die spezifischen mittleren Fluoreszenzintensitaten (SMFI) von Zellen der LV-Klone (grau), der CBG-Klone
(rot) und der MCBG-Klone (blau) sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen aus drei unabhangigen

Messungen angegeben.
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3.3.5 Geringgradig gesteigerte oberflachengebundene Cathepsin-B-Expression von
Zellen der CBG- und MCBG-Klone

Neben dem Einfluss einer veranderten Cathepsin-B-Gesamtmenge sollte auch der Einfluss
von zellmembrangebundenem Cathepsin B auf die Lyse durch zytotoxische T-Zellen
bestimmt werden. Besonders die MCBG-Klone dienten dem Ziel der Expression von
Cathepsin B auf der Zelloberflache, aber auch die Oberflachenexpression von Cathepsin B
an den Zellen der CBG-Klone wurde untersucht.

Extrazellular gebundenes Cathepsin B wurde durch Immunférbung nicht permeabilisierter
Zellen nachgewiesen. Der eingesetzte Antikorper reagierte sowohl mit dem endogenen
Cathepsin B als auch mit den Cathepsin-B-Anteilen der CBG- und MCBG-Fusionsproteine.
Als Vergleich dienten die Messungen des extrazelluldren Cathepsin B auf der Oberflache
von Zellen der LV-Klone.

Unspezifische Bindungen des fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorpers fiihrten zu starker
Fluoreszenz der Sekundarantikdrperkontrollen und erschwerten die Messungen. Auf der
Oberflache der Zellen der LV-Klone war keine Bindung des anti-Cathepsin-B-Antikorpers
nachweisbar, eine oberflachenassoziierte Cathepsin-B-Expression konnte bei den Zellen der
LV-Klone durchflusszytometrisch nicht gezeigt werden. Die Zellen der CBG- und
MCBG-Klone wiesen hingegen eine schwache spezifische Fluoreszenz auf, sodass hier eine
geringe oberflachenassoziierte Cathepsin-B-Expression dargestellt werden konnte. Die
Zellen der MCBG-Klone zeigten dabei keine starkere membrangebundene Cathepsin-B-
Expression als die Zellen der CBG-Klone. Abb. 16 zeigt das Beispiel einer Messung und die
Gesamtauswertung der spezifischen Fluoreszenzen.
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Abb. 16: Durchflusszytometrische Analyse der Cathepsin-B-Oberflachenexpression

Im Histogramm sind die Zellen nach ihrer Fluoreszenzintensitat sortiert aufgetragen. Violett gefullt ist die
Eigenfluoreszenz der Zellen ohne Antikorper dargestellt, Rot =zeigt die Fluoreszenz der
Sekundarantikdrperkontrollen und Griin die Fluoreszenz mit Primér- und Sekunddrantikdrper. Der Unterschied
zwischen roter und gruner Kurve gibt die Bindung des Primdrantikdrpers auf der Oberflache der Zellen an.

A und B Bei den Zellen der Klone LV-2 und LV-5 bestanden keine Unterschiede der Fluoreszenzintensitaten
der Primérantikorperfarbungen und der Sekundérantikdrperkontrollen.

C und D Die Messung mit Zellen der Klone CBG-3 und CBG-5 zeigte eine geringe Erhohung der
Fluoreszenzintensitdten  der  Zellen  der  Primérantikdrperfarbungen  gegenliber  denen  der
Sekundarantikdrperkontrollen. Allerdings war die Fluoreszenz der Sekundarantikdrperkontrollen sehr stark.

E und F Auch bei Zellen der Klone MCBG-2 und MCBG-4 waren die Fluoreszenzen der
Primérantikorperfarbungen groRer als die der Sekundérantikdrperkontrollen. Diese waren allerdings auch hier
wieder sehr stark.

G Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen der spezifischen mittleren Fluoreszenzintensititen
(SMFI) aus je drei unabhéngigen Messungen von Zellen beider LV-Klone (grau), beider CBG-Klone (rot) und
beider MCBG-Klone (blau).
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3.3.6  Kein Nachweis einer oberflachengebundenen Expression des MCBG-
Fusionsproteins mit Hilfe des HA-Tags

Da die oberflichengebundene Cathepsin-B-Expression auf den Zellen der MCBG-Klone
nachgewiesen werden konnte, diese aber nicht starker war als die oberflachenassoziierte
Cathepsin-B-Expression der Zellen der CBG-Klone, wurde nun direkt die
oberflachengebundene Expression des MCBG-Fusionsproteins untersucht. Am N-terminalen
extrazellularen Ende des Cathepsin-B-Anteils enthielt das MCBG-Fusionsprotein zu diesem
Zweck die Aminosauresequenz  YPYDVPDYA des Hamagglutinins, die mit einem
anti-HA-Tag-Antikorper spezifisch nachgewiesen werden sollte. Die Zellen der LV-Klone
exprimierten keinen HA-Tag und dienten als Negativkontrollen.

Die Zellen beider MCBG-KIlone zeigten wie die Zellen der LV-Klone keine Bindung des
anti-HA-Tag-Antikorpers auf ihrer Oberflache. Die oberflachengebundene Expression des
MCBG-Fusionsproteins war mit Hilfe des HA-Tags in der Durchflusszytometrie nicht
nachweisbar. In Abb. 17 ist eine exemplarische Messung und die Zusammenfassung aller
Messungen dargestellt.
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Abb. 17: Durchflusszytometrische Analyse der oberflachengebundenen Expression des MCBG-
Fusionsproteins mit Hilfe des HA-Tags

Im Histogramm sind die Zellen nach ihrer Fluoreszenzintensitat sortiert aufgetragen. Violett gefullt ist die
Eigenfluoreszenz der Zellen ohne Antikrper dargestellt, Rot =zeigt die Fluoreszenz der
Sekundarantikdrperkontrollen und Griin die Fluoreszenz mit Primdr- und Sekunddrantikdrper. Der Unterschied
zwischen roter und gruner Kurve gibt die Bindung des Primdrantikdrpers auf den Zellen an.

A und B Bei den Zellen der Klone LV-2 und LV-5 bestanden praktisch keine Unterschiede der
Fluoreszenzintensitaten der mit Primarantikdrper markierten Zellen und der Sekundérantikdrperkontrollen.

C und D Auch bei den Zellen der MCBG-Klone zeigten sich keine Unterschiede zwischen Primér- und
Sekundarantikorperkontrollen.

F Die spezifischen Fluoreszenzen waren sowohl bei den Zellen der LV-Klone (grau) als auch bei den Zellen
der MCBG-Klone (rot) nur sehr gering. Die Grafik zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen der
spezifischen mittleren Fluoreszenzintensitaten (SMFI) aus drei unabhangigen Messungen.
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3.4 Immunoblots
3.4.1 Nachweis des CBG-Fusionsproteins im Westernblot

Durch Auftrennung der zellularen Proteine nach dem Molekulargewicht konnte im
Immunoblot gezeigt werden, dass die Zellen der CBG-Klone zusétzlich zu endogenem
Cathepsin B das CBG-Fusionsprotein exprimierten. Mit einer errechneten GrélRe von
59 kDa war das CBG-Fusionsprotein groRer als die endogenen reifen Cathepsin-B-Formen
mit ca. 31 kDa und auch groRer als das ebenfalls dargestellte Pro-Cathepsin B mit ca.
45 kDa.

Der Vergleich mit der Darstellung des Klon LV-5 zeigte das CBG-Fusionsprotein in den
Messungen der Klone CBG-3 und CBG-5 als Bande bei 59 kDa (Abb. 18). Das
Molekulargewicht entsprach der GroRe der einkettigen aktiven Form des Cathepsin B
zuziglich des angehangten eGFP. Hohermolekulare Pre- und Pro-Formen des
CBG-Fusionsproteins waren nicht nachweisbar. Nicht-eGFP-verknilpftes Cathepsin B und
Pro-Cathepsin B waren in Zelllysaten aller Klone darstellbar. Die Zellen der CBG-Klone
exprimierten neben endogenen Cathepsin B auch das CBG-Fusionsprotein, welches in den
Zellen zur reifen Form prozessiert wurde. Durch einen identischen Blot ohne
Primarantikorper wurden unspezifische Bindungen der Sekundar- und Tertidrantikérper
ausgeschlossen (nicht dargestellt).
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Abb. 18: Cathepsin-B-Immunoblot von Zellen der Klone LV-5, CBG-3 und CBG-5

Der Westernblot diente dem Nachweis des CBG-Fusionsproteins in Zellen beider CBG-Klone durch Reaktion
mit einem Antikorper gegen Cathepsin B. Als Vergleichszelllinie wurde der Klon LV-5 verwendet. Als
Ladekontrolle diente der Nachweis des konstitutiv exprimierten HSC70. Die in allen Zelllysaten
nachweisbaren Banden um 31 kDa entsprachen verschiedenen Formen des endogenen Cathepsin B.
Pro-Cathepsin B war ebenfalls in Zellen aller Klone bei 45 kDa nachweisbar. Zusétzliche Banden bei 59 kDa
in den Lysaten der CBG-Klone entsprachen dem CBG-Konstrukt. Die schwarze Linie ist ein fur die
Auswertung irrelevanter Schnitt in der Nitrozellulosemembran.
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3.4.2 Nachweis des MCBG-Fusionsproteins im Westernblot

Zur Bestatigung der Expression wurde das MCBG-Fusionsprotein mit einem Antikdrper
gegen Cathepsin B im Immunoblot nachgewiesen. Das MCBG-Fusionsprotein wurde in
Lysaten von Zellen beider MCBG-Klone bei 61 kDa dargestellt. Das Molekulargewicht
entsprach der errechneten GroRe des MCBG-Fusionsproteins.

Mit dem Antikérper gegen Cathepsin B wurde auch endogenes Cathepsin B und
Pro-Cathepsin B in den Zelllysaten der MCBG-Klone und des LV-5-Klons nachgewiesen
(Abb. 19). Negativkontrollen ohne Priméarantikorper zeigten Kkeine unspezifischen
Bindungen von Sekundar- und Tertidrantikorper (nicht dargestellt).
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Abb. 19: Cathepsin-B-Immunoblot von Zellen der Klone LV-5, MCBG-2 und MCBG-4
Dargestellt ist der Westernblot der Klone LV-5, MCBG-2 und MCBG-4 mit einem Antikérper gegen
Cathepsin B. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von HSC70. In allen Zelllinien erfolgte der Nachweis von
endogenem Cathepsin B bei 31 kDa und von ebenfalls endogenem Pro-Cathepsin B bei 45 kDa. Die im
Vergleich zum Klon LV-5 zusétzlichen Banden bei 61 kDa entsprachen dem MCBG-Fusionsprotein. Die
schwarze Linie ist ein fur die Auswertung irrelevanter Schnitt in der Nitrozellulosemembran.

3.5 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Zur Untersuchung des Einflusses von Cathepsin B auf die Lyse von Zielzellen zytotoxischer
Zellen war nicht nur die Cathepsin-B-Expression in den Zellen interessant, auch die
Verteilung seiner katalytischen Aktivitat innerhalb der Zellen aller Klone wurde betrachtet.

In der Laser-Scanning-Mikroskopie konnte mit Hilfe des Magic-Red™-Cathepsin-B-
Detection-Kits die Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat in einzelnen Zellen bestimmt
werden. Zusatzlich wurde die Lokalisation der CBG- und MCBG-Fusionsproteine anhand
der Fluoreszenz des eGFP-Anteils untersucht und beide Verteilungen miteinander
verglichen.
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3.5.1 Perinukleére, vesikulare und membrangebundene Cathepsin-B-Aktivitat bei
diffuser zytoplasmatischer Verteilung von eGFP in den Zellen der LV-Klone

Zur Beurteilung der naturlichen Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat sowie zur Kontrolle
der Verteilung von freiem eGFP wurden Zellen beider LV-Klone betrachtet.

Die Zellen beider LV-Klone zeigten Cathepsin-B-Aktivitdt an der Kernmembran, in
perinukledren Vesikeln und geringer auch an der Zelloberflache. Freies eGFP war in allen
Zellen diffus im gesamten Zytoplasma verteilt. Die die Cathepsin-B-Aktivitat-beinhaltenden
Vesikel zeigten keine eGFP-Fluoreszenz. Alle betrachteten Zellen wiesen einen runden
Zellkern mit grobscholliger Verteilung des Heterochromatins als Zeichen der Vitalitat auf.
Je Klon wurden mindestens funf verschiedene Zellen genauer betrachtetet. Alle zeigten eine
ahnliche Verteilung von Cathepsin-B-Aktivitdt und eGFP, wenngleich die Starke der
Cathepsin-B-Aktivitat in Kernmembran und Zellmembran auch unter den Zellen des
jeweiligen Klons nicht einheitlich war. Exemplarisch wurde in Abb. 20 je eine Zelle jedes
Klons dargestellt, wobei die Zelle des Klons LV-2 ein Beispiel fiir eine Zelle mit geringer
membranassoziierter Cathepsin-B-Aktivitat ist. Die Zelle des Klons LV-5 weist eine im
Vergleich starkere membranassoziierte Cathepsin-B-Aktivitat auf.

Abb. 20: Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der Verteilung von Cathepsin-B-Aktivitat und eGFP-
Fluoreszenz in Zellen der Klone LV-2 und LV-5

Oben links ist als rote Fluoreszenz die mittels Magic-Red™-Cathepsin-B-Detection-Kit bestimmte
Cathepsin-B-Aktivitat dargestellt, oben rechts die im Anschluss bestimmte Fluoreszenz des freien eGFP.
Unten links ist das Chromatin des Zellkerns nach Hoechst 33324-Farbung und unten rechts die Projektion aller
Fluoreszenzen (bereinander gezeigt. Da eGFP nur wenig photostabil ist, verblasste sein Signal wéhren der
zeilenweisen Abtastung von oben nach unten deutlich.

A Gezeigt ist die Messung einer Zelle des Klons LV-2. Sie ist Beispiel einer Zelle mit geringer
membranassoziierter Cathepsin-B-Aktivitat.

B Die hier dargestellte Zelle des Klons LV-5 ist Beispiel einer Zelle mit starkerer Membranassoziation der
Cathepsin-B-Aktivitat.
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3.5.2 Intrazellulare Kolokalisation des CBG-Fusionsproteins und der Cathepsin-B-
Aktivitat in den Zellen der CBG-Klone

Mit Hilfe der Laser-Scanning-Mikroskopie wurde nun untersucht, ob durch Expression des
CBG-Fusionsproteins neben der Steigerung der Cathepsin-B-Menge auch die Verteilung der
Cathepsin-B-Aktivitat in den Zellen veréndert wurde. Die Cathepsin-B-Aktivitat wurde
wieder mit Hilfe des Magic-Red™-Cathepsin-B-Detection-Kit bestimmt und mit der
Verteilung der Fluoreszenz des eGFP-Anteils des CBG-Fusionsproteins verglichen.

In allen Zellen der CBG-Klone war die Cathepsin-B-Aktivitat besonders in der Region der
Kernmembran, in perinuklearen Vesikeln und in der Zellmembran sichtbar. Das eGFP-
Signal des Fusionsproteins lag in exakt gleicher Verteilung vor. Dies wurde besonders durch
die Uberlagerung aller Fluoreszenzmuster im selben Bild deutlich.

Eine deutliche Verdnderung der Lokalisation der Cathepsin-B-Expression in den Zellen der
CBG-Klone im Vergleich zu den Zellen der LV-Klone war nicht darstellbar. Insbesondere
war keine Verschiebung der Cathepsin-B-Aktivitdt zur Zellmembran sichtbar. Die
Darstellung der Cathepsin-B-Aktivitat mittels des Magic-Red™-Cathepsin-B-Detection-Kits
erlaubte keine Quantifizierung der Cathepsin-B-Aktivitat der gesamten Zelle.

Je Klon wurden mindestens funf Zellen mit intaktem Zellkern genauer betrachtet. Alle
wiesen ein dhnliches Verteilungsmuster der Cathepsin-B-Aktivitdit und der eGFP-
Fluoreszenz auf. In Abb. 21 ist je Klon eine exemplarische Aufnahme dargestellt.

—
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Abb. 21: Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der Verteilung von Cathepsin-B-Aktivitat und eGFP-
Fluoreszenz in Zellen der Klone CBG-3 und CBG-5

Die Cathepsin-B-Aktivitét ist als rote Fluoreszenz im oberen linken Bild dargestellt. Die eGFP-Fluoreszenz
des CBG-Fusionsproteins ist als griines Signal oben rechts gezeigt. Mit Hoechst 33342 wurde das Chromatin
des intakten Zellkerns (unten links) gefarbt. Durch die Uberlagerung aller Fluoreszenzen (unten rechts) wurde
die Ubereinstimmende Lokalisation von Cathepsin-B-Aktivitdt und eGFP-Fluoreszenz des CBG-
Fusionsproteins besonders deutlich.

A Dargestellt ist die Fluoreszenz einer Zelle des Klons CBG-3.

B Das Bild zeigt zwei Zellen des Klons CBG-5.
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3.5.3 Intrazellulare Kolokalisation des MCBG-Fusionsproteins und der Cathepsin-B-
Aktivitat in den Zellen der MCBG-Klone

Auch die Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitét in den Zellen der MCBG-Klone wurde in der
Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht und mit der Lokalisation des MCBG-
Fusionsproteins verglichen. Dieses konnte, wie das CBG-Fusionsprotein, anhand der
Fluoreszenz seines eGFP-Anteils nachgewiesen werden.

Die Cathepsin-B-Aktivitdt war in den Zellen der MCBG-Klone vor allem in der
Kernmembran und in perinukledren Vesikeln lokalisiert und unterschied sich somit nicht
von der Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat in den Zellen der LV- und CBG-Klone. An
der Zellmembran lie8 sich nur geringe Cathepsin-B-Aktivitat nachweisen. Das MCBG-
Fusionsprotein selbst war vor allem in der Kernmembran und in perinukledren Vakuolen
nachweisbar. Es reicherte sich nicht in der Zellmembran an. Seine Verteilung entsprach der
Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat. Auch hier erlaubte die Darstellung keine Aussage zur
Quantitat der Cathepsin-B-Aktivitat.

Je Klon wurden mindestens finf Zellen mit intaktem Zellkern genauer betrachtet.
Exemplarisch ist in Abb. 22 je ein Bild einer Zelle beider MCBG-Klone gezeigt.
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Abb. 22: Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der Verteilung von Cathepsin-B-Aktivitat und eGFP-
Fluoreszenz in Zellen der Klone MCBG-2 und MCBG-4

Die Aufnahme zeigt die Lokalisation der Cathepsin-B-Aktivitat (rot, oben links) und der eGFP-Fluoreszenz
des MCBG-Fusionsproteins (grun, oben rechts). Der Zellkern der Zelle wurde mittels Hoechst 33342 (blau,
unten links) dargestellt. Unten rechts ist die Uberlagerung aller Fluoreszenzsignale gezeigt.

A Gezeigt sind die Fluoreszenzen einer exemplarisch ausgewéhlten Zelle des Klons MCBG-2.

B Hier sind die Fluoreszenzen einer Zelle des Klons MCBG-4 dargestellt.

3.6 Zytotoxizitatstests

Der Einfluss von Cathepsin B auf die Lyse von Zielzellen zytotoxischer T-Zellen wurde
untersucht, indem die Freisetzung radioaktiven Chroms durch die Zielzellen nach Kontakt
mit  zytotoxischen T-Zellen bestimmt wurde. Die verwendeten zytotoxischen
T-Lymphozyten lysierten die Zielzellen durch Exozytose ihrer zytotoxischen Granula mit
Freisetzung von Perforin und Granzymen. Zur Normierung wurden untransfizierte RMA-
Zellen verwendet, die LV-Klone dienten als Kontrollzelllinien.

69



3.6.1 Vergleichbare oberflachenassoziierte H2K® -Expressionen auf den Zellen aller
Klone

Die Funktion zytotoxischer T-Zellen ist abhangig von der Antigenprésentation der
Zielzellen. Die eingesetzten zytotoxischen T-Zellen aus OT-I-Mausen lysierten spezifisch
Zielzellen, die das SIINFEKL-Peptid des Ovalbumins auf H2K"-Molekiilen prasentierten.
Fur eine Messung der Lyse war also die Expression von H2K" durch die Zielzellen
essentiell.

Mit einem fluoreszenzmarkierten Antikorper gegen H2K® wurde die Expression dieses
MHC-Molekils auf den Zellen der LV-Klone, der CBG-Klone und der MCBG-Klone
bestimmt und mit der Expressionsstarke auf untransfizierten RMA-Zellen verglichen. Fur
die Bestimmung der spezifischen Fluoreszenzintensitaten wurden unspezifische Bindungen
durch Isotypenkontrollen bestimmt und subtrahiert.

Die H2K"-Expression der Zellen aller Klone unterschied sich nicht von der untransfizierter
RMA-Zellen. Lediglich die Zellen des Klons MCBG-4 wiesen eine etwas geringere
H2K®-Expression auf. Abb. 23 zeigt die mittlere H2K®-Expression der Zellen aller Klone
aus jeweils funf Messungen.
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Abb. 23: Durchflusszytometrische Analyse der H2K -Expression

Das Diagramm zeigt die durchflusszytometrische Bestimmung der H2K"-Expression. Dargestellt sind die
spezifischen mittleren Fluoreszenzintensititen (SMFI) eines gegen H2K" gerichteten Antikorpers als
Mittelwerte und Standardabweichungen aus sechs Messungen.

3.6.2 Unveranderte Lyse der Zellen der CBG-Klone

Es wurde gezeigt, dass durch Expression des CBG-Fusionsproteins die Cathepsin-B-Menge
in den Zellen der CBG-Klone gesteigert werden konnte. Der Einfluss der erhdhten
Cathepsin-B-Expression auf die Lyse durch zytotoxische Zellen konnte nun im Chrom-
Freisetzungs-Test untersucht werden. Der Anteil lysierter Zellen der CBG-Klone wurde bei
unterschiedlichen Killer-Zielzell-Verhéltnissen mit dem Anteil lysierter Zellen der
LV-Klone und dem untransfizierter RMA-Zellen verglichen.
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Alle Zellen wurden von zytotoxischen T-Lymphozyten antigenspezifisch tber den Granula-
Exozytose-Weg lysiert. Die Kontrollen untransfizierter RMA-Zellen ohne Zusatz von
SIINFEKL zeigten, dass ohne antigenspezifische Aktivierung keine spezifische Lyse auftrat.
Ebenso wurden nach Unterbindung der Granula-Exozytose durch Entzug freien Calciums
mittels EGTA/MQCI; keine Zellen durch andere Mechanismen lysiert.

Bei allen Klonen nahm mit sinkendem Verhéltnis von Killerzellen zu Zielzellen der Anteil
lysierter Zielzellen ab. Zur besseren Vergleichbarkeit verschiedener Experimente wurde die
relative Lyse der Klone im Vergleich zur Lyse untransfizierter RMA-Zellen bei einem
Killer-Zielzell-Verhdltnis von 20:1 bestimmt. Fur die Gesamtauswertung wurden
Mittelwerte und Standardabweichungen aller durchgefuhrten Tests betrachtet.

Es zeigte sich keine Reduktion der Lyse der Zellen der CBG-Klone im Vergleich zu den
Zellen der LV-Klone und zu untransfizierten RMA-Zellen. Die Expression des
CBG-Fusionsproteins hatte keinen Einfluss auf die Empfindlichkeit von RMA-Zellen
gegeniiber der Granula-Exozytose zytotoxischer T-Zellen. Abb. 24 zeigt einen
exemplarischen Test sowie die Gesamtauswertung als Vergleich der relativen Lyseraten.
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Abb. 24: Chrom-Freisetzungs-Tests der CBG-Klone
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A Dargestellt ist ein exemplarischer Chrom-Freisetzungs-Tests mit untransfizierten Zellen (violett), Zellen
beider LV-Klone (grau) und Zellen beider CBG-Klone (rot). Die spezifische Lyse entspricht dem Anteil der
Zielzellen, der spezifisch durch die zytotoxischen T-Lymphozyten lysiert wurde. Angegeben sind Mittelwerte
und Standardabweichungen je eines Triplets. Die Kontrollmessungen von untransfizierten RMA-Zellen ohne
SIINFEKL-Peptid und bei Zusatz von EGTA/MgCI, mit SIINFEKL-Peptid (griin) zeigten keine Lyse.
B Die Abbildung zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen Lysen der Zellen der einzelnen
Klone im Vergleich zu untransfizierten RMA-Zellen bei einem Killer-Zielzell-Verhéltnis von 20:1 (100 %).
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3.6.3 Unveranderte Lyse der Zellen der MCBG-Klone

Zur Funktion von Perforin bei der Lyse von Zellen durch die Exozytose zytotoxischer
Granula existieren verschiedene Modelle. Ubereinstimmend beschreiben sie den Wirkort
von Perforin an der Plasmamembran oder an Membranen intrazellularer Kompartimente. Da
das CBG-Fusionsprotein keinen Einfluss auf die Lyse der Zielzellen tUber den Granula-
Exozytose-Weg hatte, wurde nun untersucht, ob die Expression des MCBG-Fusionsproteins
die Lyse der Zielzellen beeinflusste. Die durch das MCBG-Fusionsprotein erreichte
Steigerung der oberflachengebundenen Cathepsin-B-Menge war zwar so gering, dass ein
Einfluss auf die Lyse der Zellen fraglich war, doch auch eine moégliche Bindung des
MCBG-Fusionsproteins durch seine Transmembrandomane an intrazellularen Membranen
konnte die Empfindlichkeit der Zielzellen gegenuber Granula-vermittelter Zytotoxizitat
verandern.

Die Lyse der Zellen der MCBG-Klone war im Vergleich zur Lyse der Zellen der LV-Klone
und zur Lyse untransfizierter RMA-Zellen nicht vermindert. Die RMA-Zellen wurden durch
die Expression des MCBG-Fusionsproteins nicht vor der Lyse durch zytotoxische T-Zellen
geschitzt.

Abb. 25 zeigt einen exemplarisch ausgewdahlten Test sowie die Gesamtauswertung. Zur
besseren Vergleichbarkeit verschiedener Tests wurden wiederum die relative Lyse im
Vergleich zu untransfizierten RMA-Zellen bei groRtem Killer-Zielzell-Verhéltnis bestimmt
und Mittelwerte und Standardabweichungen aller Tests dargestellt.
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Abb. 25: Chrom-Freisetzungs-Tests der MCBG-Klone
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A Dargestellt ist ein exemplarischer Chrom-Freisetzungs-Tests mit untransfizierten Zellen (violett), Zellen
beider LV-Klone (grau) und Zellen beider MCBG-KIlone (blau). Die spezifische Lyse entspricht dem Anteil
der Zielzellen, der spezifisch durch die zytotoxischen T-Lymphozyten lysiert wurde. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen je eines Triplets. Die Kontrollmessungen von RMA-Zellen ohne
SIINFEKL-Peptid und in Anwesenheit des Chelatkomplexes EGTA/MgCIl, mit SIINFEKL-Peptid (grin)

zeigten keine spezifische Lyse.

B Die Abbildung zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen Lysen der Zellen der einzelnen
Klone im Vergleich zu untransfizierten RMA-Zellen bei einem Killer-Zielzell-Verhéltnis von 20:1 (100 %).
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4 Diskussion

Zytotoxische T-Zellen werden bei der Lyse von Zielzellen nicht selbst lysiert (Rothstein et
al. 1978). Sie sind zwar prinzipiell empfindlich gegeniber den Inhaltsstoffen ihrer
zytotoxischen Granula (Schick und Berke 1990) und kénnen sich auch gegenseitig tiber den
Granula-Exozytose-Weg lysieren (Dutz et al. 1992; Su et al. 1993; Walden und Eisen 1990),
im Rahmen der Lyse von Zielzellen zeigen sie sich allerdings unempfindlich gegeniiber den
in den Spalt der immunologischen Synapse freigesetzten zytotoxischen Substanzen
(Rothstein et al. 1978). Einige Untersuchungen flihren diese Resistenz auf die lokale
Expression von zellmembranassoziiertem Cathepsin B zurick (Balaji et al. 2002). Die
Protease lysosomalen Ursprungs ist in den zytotoxischen Granula enthalten und erscheint
nach deren Exozytose auf der Oberflache der Killerzellen (Balaji et al. 2002). Die
zytoprotektive Funktion von Cathepsin B wurde durch Hemmung der Protease wahrend der
Induktion der Granula-Exozytose dargestellt. Es zeigte sich eine Granula-vermittelte
Autolyse derjenigen zytotoxischen T-Zellen, deren membranassoziierte Cathepsin-B-
Aktivitdt gehemmt war (Balaji et al. 2002). Als Mechanismus der Resistenz wurde eine
Inaktivierung von Perforin beschrieben, da dieser essentielle Bestandteil der Granula-
vermittelten Zytotoxizitat in vitro durch Cathepsin B gespalten werden kann (Balaji et al.
2002). Die membranassoziierte Expression von Cathepsin B scheint somit einen
Schutzmechanismus gegentiber Granula-assoziierter Zytotoxizitat darzustellen, der
zytotoxische T-Zellen vor der Autolyse durch Perforin und Granzyme schitzt.

Schutzmechanismen gegentiber zelluldrer Zytotoxizitat spielen auch bei der Entwicklung
maligner Tumoren eine entscheidende Rolle (Burnet 1970). Die Erkennung und Lyse von
entarteten Zellen durch zytotoxische T-Zellen ist ein wichtiger Mechanismus des
Organismus zur Unterdriickung der Entstehung von Tumoren (Smyth et al. 2001). Durch
standige Interaktion mit dem Immunsystem erfolgt bei der Entwicklung manifester Tumore
eine Selektion solcher entarteter Zellen, welche Mechanismen entwickelt haben, der
Erkennung oder der Lyse durch zytotoxische T-Zellen zu entgehen (Dunn et al. 2002). Einen
derartigen Immune-Escape-Mechanismus konnte auch die Uberexpression von Cathepsin B
darstellen.

Viele Tumore unterschiedlicher Ursprungsgewebe zeigen eine Steigerung der Cathepsin-B-
Expression (Campo et al. 1994; Ebert et al. 1994; Emmert-Buck et al. 1994; Froehlich et al.
2001; Hazen et al. 2000; Hughes et al. 1998; Krepela et al. 1989; Kusunoki et al. 1995; Lah
et al. 1995; Liu Y et al. 1998; Rempel et al. 1994; Scorilas et al. 2002; Sheahan et al. 1989;
Shuja et al. 1991; Sivaparvathi et al. 1995) oder exprimieren die Protease auf ihrer
Zelloberflache (Arkona und Wiederanders 1996; Demchik et al. 1999; Rozhin et al. 1987;
Sameni et al. 1995; Sinha et al. 2001; Sloane et al. 1994). Diese verdanderte Cathepsin-B-
Expression ist vergleichbar mit der Cathepsin-B-Expression auf degranulierten
zytotoxischen T-Zellen und koénnte durch Spaltung von Perforin zu einer verminderten
Immunabwehr entarteter Zellen und somit zur Entstehung von Malignomen beitragen. Um
einen solchen Cathepsin-B-assoziierten Immune-Escape-Mechanismus zu untersuchen, sind
bereits Versuche mit Cathepsin-B-Inhibitoren und Cathepsin-B-defizienten Zellen
durchgefiihrt worden. Im Chrom-Freisetzungs-Test zeigten die Zellen mit verminderter
Cathepsin-B-Aktivitat auf der Zelloberflache in beiden Fallen auch eine signifikant groRere
Empfindlichkeit gegenuber der Granula-vermittelten Lyse durch zytotoxische T-Zellen
(Ensslen 2009).
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Ziel dieser Arbeit war es daher zu untersuchen, ob eine Steigerung der Cathepsin-B-
Expression, wie sie in Tumorzellen verschiedener Ursprungsgewebe beschrieben ist, die
Empfindlichkeit von RMA-Lymphomzellen gegentber der Granula-vermittelten Lyse durch
zytotoxische T-Zellen vermindert. Ein mdoglicher zytoprotektiver Effekt einer
Uberexpression von Cathepsin B sollte als verringerte Lyse der in der Cathepsin-B-
Expression veranderten Zielzellen im Chrom-Freisetzungs-Test dargestellt werden.

Um den Einfluss einer Uberexpression von Cathepsin B auf die Lyse durch zytotoxische
T-Zellen zu untersuchen, wurden zwei unterschiedliche Konstrukte Kkloniert und in
RMA-Lymphomzellen transfiziert. Das CBG-Konstrukt kodierte flr ein Fusionsprotein aus
Pre-Pro-Cathepsin B und dem Fluorophor eGFP. Dieses CBG-Fusionsprotein sollte
aufgrund der erhaltenen Pre- und Pro-Region wie endogenes Cathepsin B prozessiert und in
der Zelle verteilt werden, lediglich die Expression sollte durch Verwendung des
CAG-Promotors deutlich gesteigert werden. Dieser Fusionspromotor aus CMV-Promotor
und chicken-beta-actin-Promotor (Niwa et al. 1991) zeichnet sich durch besonders hohe
Expressionsraten und stabile Transfektionsergebnisse in eukaryoten Zellen aus (Xu et al.
2001). Klone von RMA-Zellen, die dieses Fusionsprotein stabil und kraftig exprimierten,
wurden zur Untersuchung der in vielen Tumorzellen beschriebenen Uberexpression von
lysosomalem Cathepsin B verwendet.

Da die zytoprotektive Funktion von Cathepsin B in zytotoxischen T-Zellen auf eine
membranassoziierte Form der Protease zurtickgefiihrt wurde (Balaji et al. 2002) und auch in
einigen Tumorzellen membranassoziierte Formen von Cathepsin B beschrieben sind
(Arkona und Wiederanders 1996; Demchik et al. 1999; Rozhin et al. 1987; Sameni et al.
1995; Sinha et al. 2001; Sloane et al. 1994), wurde ein weiteres Konstrukt zur Untersuchung
der Funktion von membranassoziiertem Cathepsin B entworfen. Dieses MCBG-Konstrukt
kodierte fur ein Fusionsprotein aus H2K wund einem Teil des Cathepsin B. Die
Transmembrandomaéne des H2K wurde verwendet, um eine 31 kDa groRe einkettige aktive
Form von Cathepsin B in der Zellmembran der Zielzellen zu verankern. Die Ausrichtung der
Protease zeigte dabei nach extrazellular. Ein HA-Tag am N-Terminus der Cathepsin-B-Kette
wurde zum selektiven Nachweis des Fusionsproteins auf der Zellmembran angefligt. Fur den
Transport zur Zellmembran wurde auflerdem die Leader-Sequenz der H2K-cDNA am
5°-Ende ergénzt. Um auch das MCBG-Fusionsprotein stabil und kréftig zu exprimieren,
wurde es wie das CBG-Fusionsprotein in den CAG-PEGFP-1-Vektor kloniert. Durch Erhalt
des Leserasters wurde dabei die eGFP-Sequenz des Vektors zur Markierung an das
intrazellulare 3‘-Ende des MCBG-Konstrukts angefugt.

Nach der Klonierung beider Konstrukte wurden diese in TOP10 E. coli-Bakterien vermehrt,
sequenzkontrolliert und per Elektroporation in RMA-Zellen transfiziert. Durch
Verdinnungsreihen wurden stabil transfizierte Zelllinien monoklonalen Ursprungs erzeugt.
Um unspezifische klonale Effekte ausschliefen zu kdnnen, wurden je Konstrukt zwei
Zelllinien vergleichbarer Expressionsstarke zur weiteren Analyse verwendet. Als
Kontrollzelllinien wurden zwei weitere klonale RMA-Zelllinien eingesetzt. Sie exprimierten
durch Transfektion mit dem CAG-PEGFP-1-Vektor ohne Insert freies eGFP und dienten der
Bestimmung Cathepsin-B-unabhéngiger Veranderungen der Zelleigenschaften, die auf die
Expression von eGFP sowie unspezifische Transfektionsfolgen zuriickzufiihren waren.

Da alle transfizierten Konstrukte das eGFP-Gen enthielten, konnte die Expression der
Fusionsproteine tGber den Nachweis der Fluoreszenz ihres eGFP-Anteils bestimmt werden.
Es handelte sich um eine fiir die Fusionsproteine spezifische Darstellung, fir die nur sehr
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wenige Zellen bendtigt wurden. Daher konnte mit dieser Methode bei allen Klonen in
regelmaRigen Abstdnden und im Rahmen aller durchgefiihrten Experimente die Expression
der Fusionsproteine bestimmt werden. Eine kréftige Expression der einklonierten Proteine
wurde Uber den gesamten Zeitraum der Versuche gezeigt. Eine Reduktion der
Expressionsstérke fand auch nach mehreren Zellteilungen nicht statt. Die Transfektion war
bei allen verwendeten Klonen stabil.

Da die CBG- und MCBG-Klone der Analyse verschiedener Formen der Uberexpression von
Cathepsin B dienten, wurde die Cathepsin-B-Menge in den Zellen der eingesetzten Klone
uber die Bindung eines gegen Cathepsin B gerichteten Antikorpers durchflusszytometrisch
bestimmt. Das Epitop, mit welchem der Antikdrper spezifisch reagierte, war sowohl in
beiden Fusionsproteinen als auch in endogenem Cathepsin B enthalten, sodass die Messung
die Summe der Mengen des endogenen Cathepsin B und des jeweiligen Fusionsproteins
zeigte. Die Zellen wurden vor der Messung fixiert und permeabilisiert, so erreichte der
Antikorper Proteine in der gesamten Zelle sowie auch an der Zellmembran. Als
Referenzwert wurde die Cathepsin-B-Menge in Zellen der LV-Klone bestimmt. Diese
entsprach der endogenen Cathepsin-B-Expression von RMA-Zellen. Einflisse der eGFP-
Expression auf die Messung wurden durch Verwendung der LV-Klone als Referenzzellen
ebenfalls beriicksichtigt.

Die Bestimmung der Menge des zelluldaren Cathepsin B erfolgte Uber die Berechnung der
spezifischen mittleren Fluoreszenzintensitat (sMFI) als Differenz der Mittelwerte der
Fluoreszenzintensitdten mit und ohne Primarantikorper. Eine gesteigerte Cathepsin-B-
Menge in Zellen der CBG- und MCBG-Klone im Vergleich zu den Zellen der LV-Klone
lie3 sich in allen Einzelmessungen sowie auch in der Gesamtauswertung darstellen. Die
Expression der Konstrukte flihrte somit zur gewilnschten Steigerung der Cathepsin-B-
Expression.

Die Steigerung der Empfindlichkeit der RMA-Zielzellen gegeniiber zytotoxischen T-Zellen
bei extrazellularer Inhibition von Cathepsin B (Ensslen 2009) war bereits ein indirekter
Hinweis auf eine membrangebundene Expression von Cathepsin B auf RMA-
Lymphomzellen, welche nun auch durchflusszytometrisch untersucht werden sollte. Bei
einer solchen membrangebundenen Expression von Cathepsin B konnte auch eine
Steigerung  der intrazellularen  Cathepsin-B-Menge  durch  Expression  des
CBG-Fusionsproteins zu verstarkter membrangebundener Cathepsin-B-Expression auf den
Zellen der CBG-Klone fiihren. Analog zur Bestimmung der intrazellularen Cathepsin-B-
Menge wurde daher die oberflachengebundene Cathepsin-B-Expression der Zellen der
CBG-Klone in der Durchflusszytometrie analysiert. Es wurde der gleiche anti-Cathepsin-B-
Antikorper eingesetzt, die Zellen wurden vor der Reaktion jedoch nicht fixiert und
permeabilisiert, sodass der Antikérper nur Proteine binden konnte, die extrazellular mit der
Zellmembran verbunden waren.

Durchflusszytometrisch konnte eine membrangebundene Cathepsin-B-Expression auf den
Zellen der LV-Klone nicht nachgewiesen werden. Die Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat
in den Zellen der LV-Klone wurde daher spéter in der Laser-Scanning-Mikroskopie
untersucht. Die Zellen der CBG-Klone hingegen zeigten eine geringe Bindung des
anti-Cathepsin-B-Antikorpers auf der Zelloberflache. Dies konnte ein Hinweis auf einen
Transport des endogenen Cathepsin B oder des CBG-Fusionsproteins zur Zellmembran der
RMA-Lymphomzellen sein. Auch hier erfolgte eine weitergehende Analyse der Verteilung
der Cathepsin-B-Aktivitat sowie auch der Verteilung des CBG-Fusionsproteins mit Hilfe der
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Laser-Scanning-Mikroskopie Auflerdem wurde eine Analyse der Prozessierung des
CBG-Fusionsproteins im Immunoblot angeschlossen.

Auch bei den Zellen der MCBG-Klone wurde die zellmembranassoziierte Cathepsin-B-
Expression durchflusszytometrisch untersucht. Die MCBG-Klone wurden speziell zur
Untersuchung der Funktion von zellmembrangebundenem Cathepsin B hergestellt, wobei
das MCBG-Fusionsprotein tber die angefligte H2K-Leadersequenz direkt zur Zellmembran
gefuhrt und dort mit der H2K-Transmembrandoméne verankert werden sollte. Die
beschriebene zellmembranassoziierte Cathepsin-B-Expression von Tumorzellen und
zytotoxischen  T-Zellen sollte so nachgebildet werden. Die Messung der
oberflachengebundenen Cathepsin-B-Menge erfolgte wie bei den Zellen der LV- und der
CBG-Klone. Eine membranassoziierte Cathepsin-B-Expression war auf den Zellen beider
MCBG-Klone nachweisbar, diese war allerdings geringer als erwartet und in der Intensitét
vergleichbar mit der oberflichenassoziierten Cathepsin-B-Expression der Zellen der
CBG-Klone.

Zur Untersuchung, ob diese membrangebundene Cathepsin-B-Expression auf das
MCBG-Fusionsprotein oder auf endogenes Cathepsin B zuriickzufuhren war, wurde daher
der spezifische Nachweis des Fusionsproteins uber den HA-Tag angeschlossen. Die
membrangebundene Expression des MCBG-Fusionsproteins sollte so unabhangig von
anderen membrangebundenen Proteinen dargestellt werden. AuRerdem sollte die
N-terminale Lage des HA-Tags im MCBG-Fusionsprotein eine gute extrazellulére
Exposition gegeniiber dem eingesetzten Antikorper zulassen. Eine Beeintrachtigung der
Antikorperbindung durch andere Teile des Fusionsproteins oder durch die
Membranassoziation selbst, wie sie bei Verwendung des anti-Cathepsin-B-Antikdrpers nicht
ausgeschlossen werden konnte, war daher unwahrscheinlich. Zellen der LV-Klone
exprimierten keinen HA-Tag und dienten so als Negativkontrollen.

Die durchflusszytometrische Messung der Fluoreszenz unpermeabilisierter Zellen ergab
sowohl bei den Zellen der LV-Klone als auch bei den Zellen der MCBG-Klone keinen
Nachweis einer extrazellularen Bindung des anti-HA-Tag-Antikorpers. Das
MCBG-Fusionsprotein konnte uber seinen HA-Tag nicht auf der Oberflache der Zellen der
MCBG-Klone nachgewiesen werden. Auch die Expression des MCBG-Fusionsproteins
wurde daher im Immunoblot und in der Laser-Scanning-Mikroskopie weiter untersucht.

Im Immunoblot wurden die Proteine aus den Zelllysaten der verschiedenen Klone
elektrophoretisch ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet. Die Cathepsin-B-haltigen Proteine wurden im Anschluss
uber eine Immunreaktion mit einem anti-Cathepsin-B-Antikorper nachgewiesen. Aufgrund
der GroRRenunterschiede zwischen den Fusionsproteinen und den endogenen Cathepsin-B-
Formen konnte eine unabh&ngige Betrachtung der Expression dieser Proteine erfolgen. Auch
die Prozessierung der Proteine konnte orientierend beurteilt werden, da sich die
Molekulargewichte der verschiedenen Prozessierungsstufen des endogenen Cathepsin B wie
auch des CBG-Fusionsproteins unterschieden.

Mit Zelllysaten des Klons LV-5 wurde die regelhafte Expression von endogenem
Cathepsin B dargestellt. Sie dienten in der vergleichenden Analyse als Referenz
unveranderter Cathepsin-B-Expression. Der Immunoblot zeigte Cathepsin B in seinen reifen
Formen sowie auch das etwas groRere Pro-Cathepsin B.
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Die Lysate von Zellen der CBG-Klone wiesen neben endogenem Cathepsin B zusétzlich
auch das CBG-Konstrukt als Cathepsin-B-haltiges Protein auf. Es konnte als einzelne Bande
bei 59 kDa dargestellt werden und entsprach somit der erwarteten Grofle der reifen
einkettigen Cathepsin-B-Form mit angehédngtem eGFP. Dies zeigte einerseits, dass Pre- und
Pro-Peptid des Cathepsin-B-Anteils des CBG-Fusionsproteins wie erwartet abgespalten
wurden, andererseits blieb hierbei der eGFP-Anteil mit der Cathepsin-B-Kette verbunden.
Die Prozessierung des Fusionsproteins erfolgte auch mit angefligtem eGFP analog zu der
des endogenen Cathepsin B. Der Nachweis von unprozessiertem CBG-Fusionsprotein mit
erhaltenem Pro-Peptid bei etwa 73 kDa fehlte, was moglicherweise auf einer schnellen und
effektiven Abspaltung des Pro-Peptids vom CBG-Fusionsprotein beruhte. AuBerdem konnte
gezeigt werden, dass die Zellen auch weiterhin nicht eGFP-markiertes, also endogenes,
Pro-Cathepsin B und Cathepsin B enthielten.

Eine gleichartige Analyse wurde auch mit Zelllysaten der MCBG-Klone durchgefihrt.
Aufgrund der nur geringen zellmembranassoziierten Cathepsin-B-Expression bei
gleichzeitiger deutlicher Steigerung der eGFP-Fluoreszenz sowie der intrazelluléren
Cathepsin-B-Menge sollte insbesondere eine unerwiinschte Spaltung des Fusionsproteins im
Bereich der Transmembrandomane ausgeschlossen werden. Neben einer leichten Steigerung
der Intensitat der Banden von Cathepsin B und Pro-Cathepsin B konnte in den Zelllysaten
beider Klone auch das MCBG-Fusionsprotein als klare Bande bei 61 kDa dargestellt
werden. Eine ebenfalls nur in den Zellen der MCBG-Klone vorkommende sehr feine Bande
etwas geringerer MolekilgroRe entsprach moglichweise einer gespaltenen Form des
Fusionsproteins, war jedoch in ihrer Intensitat deutlich geringer. Ein Teil des MCBG-
Fusionsproteins lag somit in intakter Form in den Zellen vor. Die nur geringe
membrangebundene Cathepsin-B-Expression sowie auch der fehlende Nachweis des
HA-Tags auf der Membran der Zellen der MCBG-Klone war nicht auf eine fehlerhafte
Prozessierung oder auf einen Abbau des MCBG-Fusionsproteins zurlickzufuhren. Die
zellulare Verteilung des MCBG-Fusionsproteins musste daher weiter untersucht werden.

Da die Expression beider Fusionsproteine sowohl in der Durchflusszytometrie als auch im
Immunoblot nachgewiesen war, der zelluldre Transport der Fusionsproteine innerhalb der
Zellen aber noch unbekannt blieb, erfolgte die Analyse der intrazellularen Verteilung der
Fusionsproteine mit Hilfe der Laser-Scanning-Mikroskopie. Gleichzeitig wurde auch die
Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitdt in den betrachteten Zellen analysiert. Die
Fusionsproteine wurden anhand der Fluoreszenz ihres eGFP-Anteils dargestellt, der
Nachweis der Cathepsin-B-Aktivitat erfolgte mit Hilfe des Magic-Red "-Cathepsin-B-
Detection-Kits. Das roten Fluorophor Magic Red” drang in gebundener, nicht-
fluoreszierender Form in die Zellen ein, lokale Cathepsin-B-Aktivitat katalysierte dann
innerhalb der einzelnen Zellkompartimente die Freisetzung des Magic-Red  -Farbstoffs,
dessen rote Fluoreszenz in der Laser-Scanning-Mikroskopie dargestellt wurde. Die
Freisetzung von Magic Red" erfolgte laut Herstellerangaben spezifisch nur durch aktives
Cathepsin B. Einerseits konnten so Veranderungen der Cathepsin-B-Aktivitat in Zellen der
Klone die die Fusionsproteine exprimierten dargestellt und direkt den entsprechenden
Zellkompartimenten zugeordnet werden, andererseits konnte der Vergleich der Verteilung
von Cathepsin-B-Aktivitdt und eGFP-Fluoreszenz auch Hinweise auf die enzymatische
Aktivitat der Fusionsproteine liefern.

Die zunédchst betrachteten LV-Zellen dienten als Vergleichszellen unveranderter
Cathepsin-B-Expression, da ihre Cathepsin-B-Aktivitat ausschlieBlich auf endogenes
Cathepsin B zurtickzufiihren war. AulRerdem sollte auch eine eventuelle membranassoziierte
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Cathepsin-B-Expression, wie sie aufgrund von Untersuchungen zur Lyse von RMA-Zellen
in Anwesenheit von zellmembranimpermeablen Cathepsin-B-Inhibitoren vermutet wurde
(Ensslen 2009), untersucht werden.

Die Cathepsin-B-Aktivitdt in den Zellen der LV-Klone konzentrierte sich auf die
Kernmembran, perinukleédre Vesikel und geringer auch auf den Bereich der Zellmembran.
Sie entsprach damit der beschriebenen Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat in Tumorzellen
(Spiess et al. 1994). Die membrangebundene Cathepsin-B-Expression vor RMA-Zellen war
hier, anders als in der Durchflusszytometrie, darstellbar.

Neben der Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat wurde auch die Verteilung von freiem
eGFP untersucht. Dieses verteilte sich diffus im Zytoplasma und sparte die beschriebenen
Kompartimente der Cathepsin-B-Aktivitdat aus. Eine artifizielle Assoziation von
eGFP-Fluoreszenz und mittels Magic Red” nachgewiesener Cathepsin-B-Aktivitat konnte
so ausgeschlossen werden.

Die Bestimmung der Verteilung des CBG-Fusionsproteins sowie der Cathepsin-B-Aktivitat
in Zellen der CBG-Klone erfolgte analog. Da eine C-terminale Verknlpfung eines Proteins
mit eGFP in der Regel weder seine Aktivitdt noch seine intrazellulare Verteilung beeinflusst
(Cygler et al. 1996), wurde erwartet, dass sich das CBG-Fusionsprotein wie endogenes
Cathepsin B im endoplasmatischen Retikulum und perinukledren Lysosomen nachweisen
lieB. Auch der durchflusszytometrische Nachweis von zellmembranassoziiertem
Cathepsin B an den Zellen der CBG-Klone sollte in der Laser-Scanning-Mikroskopie
bestatigt werden.

Die intrazelluldre Verteilung des Fusionsproteins entsprach exakt der erwarteten Verteilung
in zellkernassoziierten Membranen, perinukledren Vesikeln und auch an der Zellmembran.
Diese korrelierte auBerdem mit der Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat der betrachteten
Zellen, welche sich wiederum nicht von der Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitét in Zellen
der LV-Klone unterschied. Da sich das CBG-Fusionsprotein somit genau wie das ebenfalls
in den Zellen vorhandene endogene Cathepsin B verhielt und da die Untersuchung keine
quantitative Aussage zur Cathepsin-B-Aktivitat erlaubte, konnte eine Veranderung der
zellularen Cathepsin-B-Aktivitdt durch das Fusionsprotein nicht beurteilt werden. Die
enzymatische Aktivitdt des Fusionsproteins konnte nicht sicher bestétigt werden,
wenngleich sich kein Hinweis auf eine eingeschrankte Aktivitat des Fusionsproteins ergab.
Eine Uber die eGFP-Fluoreszenz nachgewiesene Anreicherung des CBG-Fusionsproteins
ohne gleich lokalisierte Cathepsin-B-Aktivitat wurde nicht beobachtet.

Auch die Verteilung des MCBG-Fusionsproteins wurde in der Laser-Scanning-Mikroskopie
untersucht. Die kréftige Expression des Fusionsproteins war sowohl in der
Durchflusszytometrie als auch im Immunoblot nachweisbar. Dennoch fiihrte seine
Expression nur zu einer leichten Steigerung der membrangebundenen Cathepsin-B-Menge
und das Fusionsprotein selbst war durchflusszytometrisch Gber seinen HA-Tag nicht auf der
Zellmembran darstellbar. In der Laser-Scanning-Mikroskopie sollte nun eine direkte
Detektion des Fusionsproteins anhand der Fluoreszenz seines eGFP-Anteils unabhdngig von
der Interaktion mit Antikorpern erfolgen. Auch die Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat in
den Zellen der MCBG-KIlone wurde in der Laser-Scanning-Mikroskopie dargestellt.

Das MCBG-Fusionsprotein war in zellkernassoziierten Membranen sowie in perinukleéren
Vesikeln nachweisbar. Seine Anreicherung an der Zellmembran war nur sehr gering.
Obwohl der Cathepsin-B-Anteil des MCBG-Fusionsproteins kein Pre- und kein Pro-Peptid
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enthielt und tumorzellassoziierte Cathepsin-B-Varianten ohne Pre- und Pro-Peptid das
vesikulare Zellkompartiment nicht erreichen sollten (Frosch et al. 1999), entsprach die
Verteilung des MCBG-Fusionsproteins der des CBG-Fusionsproteins sowie auch der des
endogenen Cathepsin B. Der H2K-Leader fiihrte nicht zu einem Transport des
Fusionsproteins zur Zellmembran.

Wie bei dieser Verteilung des MCBG-Fusionsproteins zu erwarten war, zeigte auch die
Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat keine Unterschiede zur beschriebenen Verteilung in
den Zellen der LV-Klone und in den Zellen der CBG-Klone. Die Verteilung der
Cathepsin-B-Aktivitat korrelierte mit der Verteilung des Fusionsproteins; da sie allerdings
wiederum auch der erwarteten Verteilung der endogenen Cathepsin-B-Aktivitat entsprach,
erlaubte dieses Ergebnis wie beim CBG-Fusionsprotein keine Aussage zur enzymatischen
Aktivitat des MCBG-Fusionsproteins.

Zusammenfassend lie3 sich die Cathepsin-B-Expression der transfizierten RMA-Zellen wie
folgt charakterisieren: Die LV-Klone zeigten neben der Expression von freiem eGFP
geringe Cathepsin-B-Aktivitat an der Zellmembran. Die Zellen der CBG- wie auch der
MCBG-Klone wiesen im Vergleich dazu eine deutliche Steigerung der intrazelluldaren
Cathepsin-B-Menge sowie eine geringgradige Steigerung der zellmembranassoziierten
Expression von Cathepsin B auf. Das MCBG-Fusionsprotein verteilte sich wie endogenes
Cathepsin B und wie das CBG-Fusionsprotein in den Zellen. Seine Expression auf der
Zelloberfliache war nicht nachweisbar. Der Einfluss der beschriebenen Uberexpression von
Cathepsin B in den Zellen der CBG- und MCBG-Klone auf die Lyse durch zytotoxische
T-Zellen wurde nun im Chrom-Freisetzungs-Test untersucht. Eine zytoprotektive Funktion
der Cathepsin-B-Expression in Tumorzellen sollte sich als verminderte Lyse dieser Zellen
im Vergleich zu Zellen der LV-Klone darstellen.

Zur Untersuchung des Einflusses von Cathepsin B auf die Lyse von Tumorzellen wurde der
Chrom-Freisetzungs-Test mit den beschriebenen RMA-Zielzellen und zytotoxischen
OT-1-T-Zellen als Killerzellen verwendet. Die zytotoxischen T-Zellen lysierten die
RMA-Zielzellen in Anwesenheit des SIINFEKL-Peptids spezifisch durch Exozytose ihrer
zytotoxischen Granula. Das Verhaltnis von lysierten und intakten Zielzellen konnte nach
vierstindiger Ko-Inkubation mit den Killerzellen anhand des Verhéltnisses von
freigesetztem zu zellular gebundenem radioaktivem Chrom bestimmt werden. Unter
Berlcksichtigung der spontanen Chromfreisetzung der Zellen konnte so die Empfindlichkeit
der Zielzellen gegeniiber Granula-vermittelter Zytotoxizitat ermittelt werden.

Da im Chrom-Freisetzungs-Test die Lyse der Zielzellen durch zytotoxische T-Zellen
untersucht werden sollte, musste eine Lyse der Zielzellen durch andere Effektorzellen
ausgeschlossen werden. Die Stimulation der Killerzellen erfolgte spezifisch fur
OT-1-T-Zellen, dennoch konnten sich weitere zytotoxische Zellen in den als
Killerzellsuspensionen eingesetzten Lymphozytengemischen befinden. Die Lyse der
Zielzellen durch andere Effektorzellen wurde daher in Kontrollmessungen bestimmt, bei
denen kein SIINFEKL-Peptid zugesetzt wurde. Die OT-I-T-Zellen wurden so nicht aktiviert
und lysierten die als Zielzellen eingesetzten untransfizierten RMA-Zellen nicht. Da die
Lyseraten dieser Kontrollmessungen selbst bei hohen Killer-Zielzell-Verhdltnissen der
spontanen Lyse ohne Zugabe von Killerzellen entsprachen, war die dargestellte
peptidspezifische Lyse der Zielzellen im Chrom-Freisetzungs-Test ausschlief3lich auf
zytotoxische OT-I-T-Zellen zurlckzufihren.
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Zytotoxische T-Zellen konnen Zielzellen (ber unterschiedliche Mechanismen der
Zelltodinduktion lysieren (Kagi et al. 1994 a; Kagi et al. 1996). Die beschriebene Protektion
zytotoxischer T-Zellen durch zellmembranassoziiertes Cathepsin B bezieht sich jedoch nur
auf den Schutz vor den Inhaltsstoffen zytotoxischer Granula im Spalt der immunologischen
Synapse (Balaji et al. 2002). Auch ein moglicher Cathepsin-B-vermittelter Immune-Escape-
Mechanismus von Tumorzellen sollte daher hauptsachlich einen Schutz gegentber Granula-
assoziierter Zytotoxizitat darstellen. Um einen zytoprotektiven Effekt der Uberexpression
von Cathepsin B zu untersuchen, musste daher auch im Chrom-Freisetzungs-Test die Lyse
der Zielzellen auf der Exozytose zytotoxischer Granula beruhen. Eine nicht Granula-
vermittelte Zytotoxizitat durch die eingesetzten OT-I-T-Zellen wurde in Kontrollmessungen
ausgeschlossen. Durch den Zusatz von EGTA/MgCI, zum Kulturmedium wurde freies
Calcium entzogen, was die Exozytose zytotoxischer Granula inhibierte. Die Granula-
vermittelte Zytotoxizitat war so unterbunden und andere Mechanismen der Zelltodinduktion
durch OT-I-T-Zellen, wie beispielsweise die direkte Zytotoxizitat durch Aktivierung von
Todesrezeptoren durch Expression des FAS-Liganden konnten quantifiziert werden. Auch
bei hohem Killer-Zielzell-Verhaltnis unterschied sich die Lyserate untransfizierter RMA-
Zellen bei EGTA/MgCI,-Zugabe nicht von der spontanen Lyserate ohne die Einwirkung der
Killerzellen. Die spezifische Lyse im Chrom-Freisetzungs-Test beruhte ausschlielflich auf
peptidspezifischer Granula-vermittelter Zytotoxizitdt durch die eingesetzten OT-I-T-
Killerzellen.

In einem Test wurden die gleichen Killerzellen fiir alle getesteten Zelllinien verwendet. Die
spezifischen Lyseraten unterschiedlicher Zelllinien bei gleichem Killer-Zielzell-Verhéltnis
konnten daher direkt miteinander verglichen werden. Da die Tests aber mehrfach wiederholt
und fiir jeden Test neue Killerzellen préapariert und stimuliert wurden, musste zusétzlich zur
spezifischen Lyse als Differenz aus Lyserate mit und ohne Killerzellzugabe auch immer die
relative Lyse als Verhaltnis zur Lyse untransfizierter RMA-Zellen bei héchstem Killer-
Zielzell-Verhaltnis bestimmt werden. Die Ergebnisse verschiedener Tests konnten so in
einer Gesamtauswertung dargestellt und die Lyseraten der Zelllinien testiibergreifend und
unabhéngig von der jeweiligen Aktivitat der Killerzellen verglichen werden.

Bei jedem Test musste auBerdem sichergestellt werden, dass die eingesetzten Zellen eine
ausreichende Fahigkeit zur Prasentation des SIINFEKL-Peptids aufwiesen. Das
SIINFEKL-Peptid diente der Aktivierung der eingesetzten OT-I-T-Zellen (ber ihren
transgenen T-Zell-Rezeptor, die das Protein bei Prasentation auf H2K® erkannten. Nur bei
ausreichender H2KP -Expression auf allen Zelllinien war sichergestellt, dass madgliche
Unterschiede in der Lyse durch zytotoxische OT-I-T-Zellen auch tatséchlich auf die
induzierten Veranderungen in der Cathepsin-B-Expression zurlickzufiihren waren.
Insbesondere wurde gezeigt, dass auch die Expression des MCBG-Fusionsproteins mit
seinem H2K-Anteil die Expression von H2K" auf der Zellmembran nicht beeinflusste. Alle
Zelllinien wiesen eine deutliche H2K"-Expression auf und konnten so das zugegebene
SIINFEKL-Peptid prasentieren.

Neben dem Ausschluss von Einschrdnkungen der SIINFEKL-Prasentation mussten weitere
Cathepsin-B-unabhangige Einflusse auf das Uberleben der Zellen im Chrom-Freisetzungs-
Test ausgeschlossen werden. So konnte beispielsweise die Expression von eGFP oder auch
die vorherige Kultivierung der CBG- und MCBG-Zelllinien in Geneticin-haltigem Medium
mit einer damit einhergehenden mdglichen Beeintrachtigung der Proteinbiosynthese Einfluss
auf das Uberleben der Zellen im Test haben. Um solche Verfilschungen auszuschlieRen
wurden bei allen Chrom-Freisetzungs-Tests neben einer Positivkontrolle mit untransfizierten
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RMA-Zellen auch Kontrollmessungen mit Zellen beider LV-Klone durchgefihrt. Sie
exprimierten ebenfalls eGFP, waren klonal und wurden in Geneticin-haltigem Medium
kultiviert. Sie konnten somit zur quantitativen Analyse dieser Einflusse genutzt werden. Alle
genannten Faktoren hatten keinen Einfluss auf die Lyse der RMA-Zellen. Die relative Lyse
der Zellen beider LV-Klone entsprach bei allen Killer-Zielzell-Verhaltnissen in etwa der
Lyse untransfizierter RMA-Zellen.

Zur Untersuchung, ob eine gesteigerte lysosomale Cathepsin-B-Expression Einfluss auf die
Lyse der Zellen durch zytotoxische T-Zellen hat, wurde die Lyse der Zellen der CBG-Klone
im Chrom-Freisetzungs-Test ermittelt und mit der Lyse von untransfizierten RMA-Zellen
sowie mit der Lyse von Zellen der LV-Klone verglichen. Die Expression des
CBG-Fusionsproteins beeinflusste den Anteil lysierter Zellen auch bei verschiedenen Killer-
Zielzell-Verhaltnissen nicht. Die Steigerung der lysosomalen Cathepsin-B-Menge durch
Expression des CBG-Fusionsproteins stellte somit keinen Immune-Escape-Mechanismus
dar.

Der von Perforin abhéngige Schritt der Granula-vermittelten Zytotoxizitét ist die Freisetzung
von unabhangig von Perforin in die Zielzelle eingedrungenen Granzymen aus intrazelluléaren
Kompartimenten (Pinkoski et al. 1998). Das MCBG-Fusionsprotein verteilte sich wie
endogenes Cathepsin B innerhalb der Zelle und fuhrte nur zu einem geringen Anstieg der
extrazellular bestimmten Cathepsin-B-Menge. Mdglicherweise lagerte es sich mit seiner
erhaltenen Transmembrandomaéne in intrazellularen Membranen ein. Seine Cathepsin-B-
Aktivitdt konnte daher Perforin direkt am Ort seiner zelltodvermittelnden Wirkung
inaktivieren und so einen mdglichen Immune-Escape-Mechanismus von Tumorzellen
abbilden.

Die Ermittlung der Lyse der Zellen der MCBG-Klone zeigte allerdings, dass die Expression
des MCBG-Fusionsproteins keinen Einfluss auf die Empfindlichkeit von RMA-Zellen
gegeniiber zytotoxischen OT-I-T-Zellen hatte. Sie wurden in gleicher Stdarke wie
untransfizierte RMA-Zellen und wie Zellen der LV- und CBG-Klone lysiert. Da auch hier
durch Negativkontrollen eine nicht durch Granula verursachte Lyse sowie eine
nicht-peptidspezifische Lyse der Zielzellen ausgeschlossen war, wurde so gezeigt, dass auch
die Expression des MCBG-Fusionsproteins die Zellen nicht vor Granula-vermittelter
Zytotoxizitat durch T-Zellen schiitzte.

Die beschriebenen Experimente lieferten keinen Hinweis auf eine zytoprotektive Funktion
verénderter  Cathepsin-B-Expression in  Zielzellen zytotoxischer T-Zellen. Die
RMA-Zielzellen wurden unabhédngig von der Expression der Fusionsproteine lysiert, obwohl
die Zellen der CBG-Klone wie auch die der MCBG-Klone eine deutliche Cathepsin-B-
Uberexpression aufwiesen und sich beide Fusionsproteine auch dhnlich dem endogenen
Cathepsin B in den Zellen verteilten.

Dies konnte einerseits darauf zuriickzuftihren sein, dass ein solcher Mechanismus initial
uberschatzt wurde (Balaji et al. 2002). Andererseits konnte nicht ausgeschlossen werden,
dass CBG- und MCBG-Klone die Cathepsin-B-Uberexpression in Tumorzellen nicht
ausreichend abbildeten und so ein darauf beruhender Immune-Escape-Mechanismus in den
durchgefiihrten Experimenten nicht nachgewiesen werden konnte.

Ursache einer fehlenden Darstellbarkeit eines Cathepsin-B-vermittelten Immune-Escape-
Mechanismus konnte eine verénderte Aktivitdt der Fusionsproteine gewesen sein. Ein
zytoprotektiver Effekt der Fusionsproteine konnte nur erwartet werden, wenn nicht nur ihre
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Verteilung innerhalb der Zellen sondern auch ihre enzymatische Aktivitdt der des
Cathepsin B in Tumorzellen entsprach.

Eine gegenseitige Beeinflussung der verschiedenen Bestandteile stellt ein generelles
Problem bei der Arbeit mit Fusionsproteinen dar und kénnte auch bei den CBG- und
MCBG-Fusionsproteinen zu verminderter enzymatischer Aktivitat der Cathepsin-B-Anteile
gefiihrt haben. Bei der Planung beider Fusionsproteine wurde die Auswahl und Kombination
der einzelnen Elemente daher so gewahlt, dass die Wahrscheinlichkeit relevanter
Wechselwirkungen minimiert wurde. Zur Fluoreszenzmarkierung beider Fusionsproteine
wurde das eGFP-Fluorophor gewdhlt. In der Literatur ist beschrieben, dass die C-terminale
Verknipfung eines Proteins mit eGFP die Eigenschaften des Ursprungsproteins in der Regel
nicht verandert (Cygler et al. 1996). Speziell das CBG-Fusionsprotein sollte daher keine
relevanten intramolekularen Wechselwirkungen aufweisen.

Die Gestaltung des MCBG-Fusionsproteins war deutlich komplexer, aber auch hier wurde
eine Interaktion der Einzelbestandteile soweit mdglich bereits bei der Konstruktion
ausgeschlossen. Die eGFP-Markierung erfolgte durch intrazellulare Verknlpfung mit der
H2K-Transmembrandomane, die wiederum extrazellular mit der Cathepsin-B-Kette
verbunden war. Eine gegenseitige Beeinflussung von Cathepsin B und eGFP war daher bei
Einlagerung des Fusionsproteins in eine Membran nahezu ausgeschlossen und auch die
Einlagerung der Transmembrandoméne in die Zellmembran sollte durch das angefugte
eGFP nicht beeintrachtigt sein (Simonova et al. 1999). Durch flexible Verbindung der
Cathepsin-B-Kette mit der Transmembrandoméne Uber eine kurze zwischengeschaltete
Sequenz wurde auch die Wahrscheinlichkeit einer Hemmung des Cathepsin-B-Anteils durch
die direkte Nachbarschaft zur Zellmembran minimiert. Als weiterer Bestandteil des
Fusionsproteins lag der HA-Tag am N-Terminus der Cathepsin-B-Kette. Bei korrekter
Faltung des Cathepsin B befand er sich daher deutlich auferhalb des aktiven Zentrums
(Musil et al. 1991). Hier war ein Einfluss seinerseits auf die enzymatische Aktivitat des
Fusionsproteins auch aufgrund seiner geringen GroéRe von nur neun Aminosduren
unwahrscheinlich.

Neben der reinen Aktivitit konnte aber auch die Prozessierung der Fusionsproteine durch
die angefligten weiteren Bestandteile beeintrachtigt sein. Beim CBG-Konstrukt wurden
Pre- und Pro-Peptid erhalten, da diese auch bei natiirlichem Cathepsin B mdglicherweise zur
korrekten Faltung der Cathepsin-B-Kette beitragen (McGrath 1999). Zur Aktivierung
mussten sie am endoplasmatischen Retikulum beziehungsweise in den Lysosomen
abgespalten werden (Mort und Buttle 1997). Eine Beeinflussung dieser Prozessierung durch
das angehéngte eGFP war unwahrscheinlich, da die Abspaltung des Pre-Peptids von
Cathepsin B bereits kotranslational erfolgt (Mort und Buttle 1997) und die Abspaltung des
Pro-Peptids durch verschiedene Proteasen und sogar als unimolekulare Autoprozessierung
erfolgen kann (Rowan et al. 1992). Auch die Darstellung der MolekulgréRe im Immunoblot
deutete auf eine korrekte Prozessierung des CBG-Fusionsproteins hin. Da Cathepsin B nach
Abspaltung des Pro-Peptids ohne weitere Umlagerungen direkt in seiner einkettigen
enzymatisch aktiven Form vorliegt (Cygler et al. 1996; Takio et al. 1983), gab es auch fur
das CBG-Fusionsprotein keinen Hinweis, dass nach der Abspaltung des Pro-Peptids eine
weitere Prozessierung zur Erlangung der enzymatischen Aktivitat erforderlich war. Auch
Untersuchungen an einem Fusionsprotein aus eGFP und dem strukturell dem Maus-
Cathepsin B sehr ahnlichen Cathepsin B der Ratte unterstiitzen diese Annahme. Die
Eigenschaften dieses Fusionsproteins glichen denen des CBG-Fusionsproteins sowohl im
Immunoblot als auch in der Laser-Scanning-Mikroskopie. Fur dieses Protein konnte in
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einem Enzymassay der Erhalt der enzymatischen Aktivitdt von Cathepsin B auch bei
Verknipfung mit eGFP gezeigt werden (Linke et al. 2002).

Beim MCBG-Fusionsprotein erfolgte keine Aktivierung der Cathepsin-B-Kette. Da das
Fusionsprotein durch Verknupfung mit  dem H2K-Leader und der
H2K-Transmembrandomane nicht wie endogenes Cathepsin B in den Lysosomen aktiviert
werden konnte, musste die Protease so in das Fusionsprotein integriert werden, dass sie auch
ohne Prozessierung in enzymatisch aktiver Form vorlag. Aus diesem Grund wurde nur der
Bereich der Cathepsin-B-cDNA verwendet, der fiir den Teil von Cathepsin B kodierte, der
als einkettige aktive Form auf der Oberflache zytotoxischer T-Zellen nach der Degranulation
nachgewiesen war (Balaji et al. 2002). Der Cathepsin-B-Teil des MCBG-Fusionsproteins
sollte daher auch ohne Prozessierung in einer enzymatisch aktiven Form vorliegen, die der
Form entsprach, die auch bei zytotoxischen T-Lymphozyten den Schutz vor der Lyse durch
die eigenen zytotoxischen Granula vermittelt.

Eine fehlende Aktivitdt beider Fusionsproteine als Ursache einer Unterschdtzung der
zytoprotektiven Funktion von Cathepsin B im Chrom-Freisetzungs-Test war aus den oben
genannten Grinden unwahrscheinlich, nicht aber vollkommen auszuschlielen. Dartiber
hinaus war es auch denkbar, dass ein Schutz der RMA-Zellen durch die Fusionsproteine
zwar existierte, aufgrund einer zu geringen Steigerung der Cathepsin-B-Expression durch
die Fusionsproteine in den durchgefihrten Tests aber nicht nachweisbar war. Zytotoxische
T-Zellen schitzen sich durch lokale und transiente Expression von Cathepsin B am Ort der
Immunologischen Synapse (Balaji et al. 2002). Ein Schutz der gesamten Zelle erforderte
daher mdglicherweise eine wesentlich hdhere Steigerung der Cathepsin-B-Expression, als
mit den Fusionsproteinen erreicht wurde, obwohl diese unter Kontrolle des speziell wegen
seiner sehr hohen Expressionsraten verwendeten CAG-Promotors standen (Xu et al. 2001).
Eine zu geringe Expressionsstarke der Fusionsproteine konnte auch durch eine mogliche
kompensatorische Gegenregulation der endogenen Cathepsin-B-Synthese nach der
Transfektion noch verstarkt worden sein. Eine deutliche Reduktion der Menge von nicht
eGFP-markiertem Pro-Cathepsin B und Cathepsin B in den Zelllysaten der CBG- und
MCBG-KIlone war im Immunoblot allerdings nicht nachweisbar.

Auch die beschriebene endogene Cathepsin-B-Expression der RMA-Zellen kénnte den
Nachweis eines zytoprotektiven Effekts der Fusionsproteine erschwert haben. RMA-Zellen
sind Tumorzellen, die sich auch ohne Expression der Fusionsproteine bereits durch
zellmembranassoziierte Cathepsin-B-Aktivitat in gewissem AuBmall vor der Lyse durch
zytotoxische T-Zellen schiitzen (Ensslen 2009). Mdglicherweise bedingte diese
membranassoziierte Cathepsin-B-Expression in untransfizierten RMA-Zellen bereits das
Maximum eines durch Cathepsin B vermittelbaren zytoprotektiven Effekts. Eine weitere
Steigerung der Cathepsin-B-Expression konnte dann keine zusétzliche Zytoprotektion mehr
verursachen. Dies war allerdings unwahrscheinlich, da einerseits die auf der Zellmembran
der RMA-Zellen detektierbare Cathepsin-B-Menge nur sehr gering war und andererseits
auch die Hemmung der extrazellularen Cathepsin-B-Aktivitat nur zu einer geringen
Steigerung der Empfindlichkeit der RMA-Zellen gegeniiber Granula-vermittelter
Zytotoxizitét fiihrte (Ensslen 2009).

Neben diesen Aspekten musste zur Interpretation der Ergebnisse auch beriicksichtigt
werden, dass fur Cathepsin B in anderem Zusammenhang auch proapoptotische Effekte
beschrieben sind. In Prostata und Brustdriise wirkt Cathepsin B als Effektorprotease der
Apoptose (Tenniswood et al. 1992) und im Rahmen der Apoptose von Leberzellen konnte
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sogar gezeigt werden, dass ein Cathepsin-B-eGFP-Fusionsprotein, welches dem
CBG-Fusionsprotein sehr dhnlich ist, in den Zellkern transportiert wurde und dort an der
Apoptose beteiligt war (Roberts et al. 1997). Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder gaben
keinen Hinweis auf eine solche Funktion der Fusionsproteine in den Zellen der CBG- oder
MCBG-KIlone, es konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Expression der
Fusionsproteine zu schnellerer oder effektiverer Apoptose nach der Zelltodinduktion durch
zytotoxische T-Zellen fihrte. Auch das konnte einen zytoprotektiven Effekt der
Fusionsproteine verborgen haben.

Auch wenn nicht ausgeschlossen werden konnte, dass der fehlende Nachweis eines
zytoprotektiven Effekts der Uberexpression von Cathepsin B in Zielzellen zytotoxischer
T-Zellen auf eine unzureichende Abbildung der Cathepsin-B-Expression von Tumorzellen
durch die Fusionsproteine zuriickzufuhren war, so fiihren die Ergebnisse dieser Arbeit
dennoch dazu, dass die Existenz eines solchen Immune-Escape-Mechanismus Kritisch
betrachtet werden muss.

Die Hypothese einer zytoprotektiven Wirkung der Cathepsin-B-Uberexpression von
Zielzellen zytotoxischer T-Zellen beruht im Wesentlichen auf den Untersuchungen zum
Selbstschutz der Killerzellen. Neuere Untersuchungen zeigen allerdings, dass dieser
Selbstschutzmechanismus nicht zweifelsfrei auf Cathepsin B zurlickzufiihren ist. Die
Autolyse zytotoxischer T-Zellen nach Granula-Exozytose war zwar bei Zugabe eines
zellmembranimpermeablen Cathepsin-B-Inhibitors signifikant erhoht (Balaji et al. 2002),
zytotoxische T-Zellen aus Cathepsin-B-defizienten Mausen wurden allerdings nicht starker
lysiert als Cathepsin-B-exprimierende Kontrollzellen (Baran et al. 2006). Dieser
Widerspruch lieRe sich durch ein dem Cathepsin B &hnliches Enzym, welches zwar vom
verwendeten Cathepsin-B-Inhibitor inaktiviert, in den Cathepsin-B-defizienten Zellen aber
unvermindert exprimiert wird, erklaren. Das ausschlieRlich von zytotoxischen Zellen
exprimierte und bei der zytotoxischen Reaktion von diesen Zellen sezernierte Cathepsin W
konnte ein solches alternatives Enzym darstellen (Stoeckle et al. 2009). Die Bedeutung von
Cathepsin B fiir die Autolyse zytotoxischer T-Zellen ist daher nach wie vor unklar.

Auch zur Beurteilung eines Immune-Escape-Mechanismus von Tumorzellen durch
zellmembranassoziierte Cathepsin-B-Expression liegen Experimente mit Cathepsin-B-
Inhibitoren sowie mit einer Cathepsin-B-Knock-Out-Linie muriner embryonaler
Fibroblasten vor. In beiden Untersuchungen konnte eine verstarkte Lyse derjenigen Zellen
dargestellt werden, die in ihrer Cathepsin-B-Aktivitat reduziert waren. Die Inhibitor-
Untersuchungen zeigten allerdings keine eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehung und auch
die Inhibition wvon intrazellularem Cathepsin B mit einem zellmembranpermeablen
Cathepsin-B-Inhibitor fiihrte nicht zu einer Verstarkung der Lyse dieser Zielzellen im
Chrom-Freisetzungs-Test (Ensslen 2009).

Diese unterschiedlichen Einflisse der Modifikationen der Cathepsin-B-Aktivitat auf die
Lyse von zytotoxischen T-Zellen und Tumorzellen sind mdoglicherweise Resultat eines
komplexen Immune-Escape-Mechanismus, bei dem die Expression von extrazelluldrem
Cathepsin B eine bedeutende Rolle spielen kann, nicht aber alleinige Ursache einer
verminderten Empfindlichkeit der Zellen darstellt. Verschiedene Inhibitoren, der Knock-Out
des Cathepsin-B-Gens sowie auch die Expression der Fusionsproteine konnten einen
solchen komplexeren Immune-Escape-Mechanismus in unterschiedlicher Art beeinflussen
und so die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen beschriebenen Experimente
erklaren.
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Die Frage nach der Bedeutung der Expression von Cathepsin B fir den Selbstschutz
zytotoxischer T-Zellen und vor allem die Bedeutung der Cathepsin-B-Expression als
Immune-Escape-Mechanismus von Tumorzellen konnte durch Untersuchungen mit
Cathepsin-B-Inhibitoren und Cathepsin-B-Knock-Out-Zellen bisher nicht eindeutig geklart
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde daher ein experimenteller Ansatz gewahlt, der die
direktere Darstellung einen solchen Mechanismus in Tumorzellen ermdglichen sollte. Die
Verstarkung der Cathepsin-B-Expression durch die Fusionsproteine unterschied sich von
den beschriebenen Versuchen durch eine direkte Nachbildung der in Tumorzellen
beschriebenen Cathepsin-B-Uberexpression. Anders als bei den bisherigen Untersuchungen,
die sich auf eine Reduktion der Cathepsin-B-Aktivitdt zur Analyse seiner Funktion
beschréankten, sollte so erstmalig die Darstellung einer verminderten Lyse von Tumorzellen
durch gesteigerte Cathepsin-B-Expression mdglich sein. Diese konnte allerdings weder
durch Expression einer lysosomalen Form von Cathepsin B noch durch die Expression eines
Fusionsproteins aus Cathepsin B und einer Transmembrandoméne dargestellt werden. Die
Expression der Cathepsin-B-Fusionsproteine stellte keinen Immune-Escape-Mechanismus
fir die eingesetzten RMA-Zellen dar. Die Uberexpression von Cathepsin B hatte keinen
wesentlichen Einfluss auf die Lyse der Zielzellen durch zytotoxische T-Zellen.

Untersuchungen mit weiteren zellmembranverankerten proteolytischen Enzymen oder mit
Zellen mit deutlich starkerer Uberexpression von Cathepsin B konnen auf Grundlage der
Ergebnisse dieser Arbeit erfolgen. Hierbei konnte die Verwendung von Cathepsin-B-
defizienten Zelllinien zu einer besseren Darstellbarkeit eines zytoprotektiven Effekts
beitragen.
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5 Zusammenfassung

Das Immunsystem kann maligne Zellen erkennen und lysieren und so die Entstehung von
Tumoren verhindern und das Wachstum bereits manifester Tumoren begrenzen. Einen
wesentlichen Mechanismus stellt hierbei die Lyse entarteter Zellen durch zytotoxische
T-Zellen dar. Diese erkennen verénderte Zellen anhand von Tumorantigenen und lysieren
sie durch Freisetzung von Perforin und Granzymen aus praformierten zytotoxischen
Granula. Im Rahmen der zytotoxischen Reaktion sind sowohl die Zielzellen als auch die
Killerzellen den Zelltod-Mediatoren ausgesetzt, die Killerzellen Uberleben diesen Kontakt
allerdings. Ihre Unempfindlichkeit wird auf eine lokale membrangebundene Expression der
sonst lysosomalen Protease Cathepsin B am Ort der immunologischen Synapse
zuriickgefuhrt, wobei Cathepsin B die Killerzellen durch Spaltung von Perforin vor der
Autolyse schitzen soll.

Oberflachenassoziierte Cathepsin-B-Aktivitat ist aber nicht nur bei zytotoxischen T-Zellen
nach der Granula-Exozytose beschrieben. Auch verschiedene Tumorzellen exprimieren die
Protease in membrangebundener Form. Erste Untersuchungen mit Cathepsin-B-Inhibitoren
und Cathepsin-B-defizienten Zelllinien zeigten auch bei Tumorzellen, dass eine Reduktion
zellmembranassoziierter Cathepsin-B-Aktivitat ihre Empfindlichkeit gegentber Granula-
assoziierter Zytotoxizitat verstarkt.

In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob die in Tumorzellen beschriebene
Uberexpression von Cathepsin B im Umkehrschluss auch einen Immune-Escape-
Mechanismus gegentiber Granula-assoziierter Zytotoxizitat darstellt. Erstmals wurden nicht
die Effekte einer Reduktion der Cathepsin-B-Aktivitat auf die Lyse durch zytotoxische
T-Zellen bestimmt, vielmehr wurde die Cathepsin-B-Expression von RMA-Lymphomzellen
durch Transfektion mit zwei unterschiedlichen Expressionskonstrukten gesteigert und der
Einfluss dieser den Tumorzellen nachempfundenen Uberexpression von Cathepsin B auf die
Lyse durch zytotoxische T-Zellen im Chrom-Freisetzungs-Test analysiert.

Zur Untersuchung des zytoprotektiven Effekts einer Uberexpression lysosomaler
Cathepsin-B-Formen wurde das CBG-Konstrukt entwickelt. Es kodierte fir ein
Fusionsprotein aus Cathepsin B und eGFP, wobei der Cathepsin-B-Teil endogenem
Pre-Pro-Cathepsin B entsprach. Das Fusionsprotein sollte sich daher wie endogenes
Cathepsin B verhalten, lediglich seine Expressionsstarke sollte durch Verwendung des
CAG-Promotors gesteigert werden. Uber seine eGFP-Fluoreszenz wurde die Expression des
Fusionsproteins bestétigt und stabil transfizierte Zelllinien durch Grenzverdiinnungsreihen
erstellt. Die erwartete Steigerung der intrazellularen Cathepsin-B-Menge konnte
durchflusszytometrisch ebenso dargestellt werden wie eine leichte Steigerung der
membranassoziierten Cathepsin-B-Expression der transfizierten Zellen. Die Prozessierung
des Fusionsproteins analog zu der des endogenen Cathepsin B wurde im Immunoblot
anhand der MolekulgroRe bestatigt. In der Laser-Scanning-Mikroskopie wurde gezeigt, dass
die Verteilung der Cathepsin-B-Aktivitat in den Zellen der CBG-Klone der Verteilung der
Cathepsin-B-Expression in den Kontrollzellen entsprach und auch mit der zellularen
Verteilung des Fusionsproteins tbereinstimmte. Die Zellen der CBG-Klone konnten so zur
Untersuchung des Effekts einer Uberexpression von lysosomalem Cathepsin B auf die Lyse
durch zytotoxische T-Zellen verwendet werden.

Um den Einfluss von membrangebundenem Cathepsin B auf die Lyse durch zytotoxische
T-Zellen zu analysieren, wurde ein weiteres Konstrukt erstellt. Das MCBG-Konstrukt
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kodierte flr ein Fusionsprotein bestehend aus der einkettigen aktiven Form von Cathepsin B
und der Transmembrandomane von H2K. Nach der Transfektion in RMA-Lymphomzellen
wurden wiederum stabil transfizierte klonale Zelllinien hergestellt. Die Expression des
MCBG-Fusionsproteins wurde anhand der eGFP-Fluoreszenz der Zellen in der
Durchflusszytometrie bestimmt und zwei Ziellinien vergleichbarer Expressionsstéarke fur die
anschlieBenden Experimente ausgewahlt. Die Expression des MCBG-Fusionsproteins fuhrte
zu einer Steigerung der durchflusszytometrisch nachweisbaren intrazellularen Cathepsin-B-
Menge, eine Assoziation des Fusionsproteins mit der Zellmembran konnte mit Hilfe des
eingefligten HA-Tags allerdings nicht gezeigt werden. Die Steigerung der
zellmembranassoziierten Cathepsin-B-Menge war bei den Zellen der MCBG-Klone nur
gering. Im Immunoblot wurde die kréaftige Expression des Fusionsproteins bestatigt und
auch eine unerwinschte Spaltung des Fusionsproteins ausgeschlossen. In der Laser-
Scanning-Mikroskopie zeigte sich, dass sich das MCBG-Fusionsprotein wie endogenes
Cathepsin B in den Zellen verteilte. Mdglicherweise lagerte es sich mit seiner erhaltenen
Transmembrandomane in intrazellulare Membranen ein.

Der Einfluss der gesteigerten Cathepsin-B-Expression auf die Lyse der RMA-Zellen durch
zytotoxische T-Zellen wurde im Chrom-Freisetzungs-Test analysiert. Zellen der Klone
beider Konstrukte wurden peptidspezifisch durch zytotoxische T-Zellen Gber den Granula-
Exozytose-Weg lysiert und die Stdrke der zytotoxischen Reaktion am Anteil lysierter
Zielzellen gemessen. Hierbei zeigte sich, dass weder die Expression des
CBG-Fusionsproteins noch die madglicherweise membranassoziierte Expression des
MCBG-Fusionsproteins die Lyse der RMA-Zellen beeinflusste. Die Uberexpression von
Cathepsin B stellte keinen Immune-Escape-Mechanismus dar.

Dieses Ergebnis war zunédchst unerwartet, da wie oben beschrieben die Reduktion der
zellmembranassoziierten Cathepsin-B-Aktivitdt von RMA-Zellen zu einer gesteigerten
Empfindlichkeit dieser Zellen gegeniiber Granula-assoziierter Zytotoxizitat fuhrte. Der
daraufhin postulierte Cathepsin-B-assoziierte Immune-Escape-Mechanismus wurde, wie bei
zytotoxischen T-Zellen beschrieben, auf die proteolytische Inaktivierung von Perforin durch
zellmembranassoziiertes Cathepsin B zurtickgefuhrt, sodass im Umkehrschluss auch eine
Reduktion der Empfindlichkeit durch gesteigerte Cathepsin-B-Expression erwartet werden
musste. Da jedoch weder die Uberexpression von lysosomalem Cathepsin B noch die
Expression des membranassoziierten Fusionsproteins einen wesentlichen Einfluss auf die
Lyse der Zellen durch zytotoxische T-Zellen hatte, zeigt diese Arbeit, dass Cathepsin B
allein nicht zu einer Inaktivierung von Zelltod-Mediatoren fuhrt. Auch aktuelle
Untersuchungen zum Selbstschutz zytotoxischer T-Zellen zeigen, dass Cathepsin B zwar
zum Schutz der Zellen vor Granula-assoziierter Zytotoxizitat beitrégt, fur diesen aber nicht
allein verantwortlich ist. Hier fuhrt die Hemmung membrangebundener Cathepsin-B-
Aktivitat ebenfalls zu einer Autolyse zytotoxischer T-Zellen nach der Freisetzung ihrer
zytotoxischen Granula, eine vollstandige Cathepsin-B-Defizienz der Killerzellen beeinflusst
ihren Selbstschutz allerdings nicht.

Weitere Untersuchungen zur Beschreibung eines Cathepsin-B-assoziierten Immune-Escape-
Mechanismus sowohl von Tumorzellen als auch von zytotoxischen T-Zellen sind daher
notwendig.
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