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"Water, water, everywhere,
Nor any drop to drink”
S.Coleridge, Rime of the Ancient Mariner, 1798
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die MHC-Molekiile des menschlichen Immunsystems

MHC-Molekule (MHC | bzw. MHC Il) sind Erkennungselemente, die auf der Zellober-
flache nahezu aller somatischen Zellen exprimiert werden. Diese Molekiile prasentie-
ren Peptide, die in der Zelle generiert werden, und signalisieren T-Lymphozyten und
Naturlichen Killerzellen (NK) den physiologischen Status der Zelle (Viret 1999). Die
genetischen Elemente, die die Immunantwort kontrollieren, sind auf Chromosom 17
in Mausen und auf Chromosom 6 in Menschen lokalisiert. Sie werden Hauptgewebe-
vertraglichkeitskomplex (engl. MHC = major histocompatibility complex) genannt. Bei
Menschen werden die MHC-Molekule als HLA-Molekile (human leucocyte antigens)
bezeichnet (McCluskey 1999). Der MHC-Genlokus besteht aus mehreren Millionen
Basen des Genoms, der urspringlich aufgrund seiner Rolle in der Transplantatab-
stoBung identifiziert und benannt wurde (Rhodes 1999; Horton 2004).

MHC Klasse | MHC Klasse Il
a2 al 31 af
a3 ) R2M R2 a2
| | | I |
| 11

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Struktur von MHC Klasse | und Il. Links: ein MHC
Klasse |-Molekil bestehend aus den a1, a2, a3-Untereinheiten der schweren Kette und der nicht-
kovalent assoziierten Untereinheit 32-Mikroglobulin. Die Membranbindung findet Gber die Untereinheit
a3 statt. Die Bindungstasche wird von den Untereinheiten a1 und a2 gebildet. Rechts: ein MHC Klas-
se |I-Molekdl bestehend aus den zwei nicht-kovalent assoziierten, membrangebundenen Ketten a (32
kDa) und B (29 kDa), die beide aus je 2 Untereinheiten aufgebaut sind. Die Bindungstasche wird von
den Untereinheiten a1 und R1 gebildet.

Der Begriff MHC-Molekule beschreibt die Proteine, die von den hochpolymorphen
Genen im MHC-Genlokus codiert werden und die die wichtige immunologische Funk-

tion der Antigen-Prasentation ausuben. Die MHC-Molekule werden in Klasse | (MHC
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) und Klasse Il (MHC II) unterteilt. Die beiden Klassen unterscheiden sich a) in der
Struktur ihrer Untereinheiten (siehe Abbildung 1), b) in ihrer Biosynthese und As-
semblierung, sowie c) in der Gruppe der T-Lymphozyten, mit welchen sie zur Regu-

lierung der Immunantwort kooperieren.

MHC I-Molektle sind heterodimere Glykoproteine, die aus einer schweren Kette von
43 kDa und einer leichten Kette von 12 kDa bestehen. Sie sind auf der Zelloberflache
in einer fur die T-Zell-Interaktion perfektionierten, raumlichen Orientierung lokalisiert
(Mitra 2004). Die beiden Ketten sind nicht-kovalent assoziiert. Diese Molekule wer-
den in fast allen kernhaltigen Zellen synthetisiert und auf deren Zelloberflache expri-
miert. Es werden sechs unterschiedliche schwere Ketten fir MHC Klasse | beschrie-
ben: die klassischen MHC I|-Molekile HLA-A, -B und -C, sowie die nicht-klassischen
Klasse I-Moleklle HLA-E, -F und -G.

Abbildung 2: Die dreidminensionale Struktur von MHC Klasse I-Molekiilen (Struktur eines H-
2D%Komplexes). Im linken Teil der Abbildung ist die Struktur der MHC Klasse I-Proteinfaltung mit
den 3 Untereinheiten der schweren Kette (a1, a2, a3; blau) und die nicht-kovalent assoziierte Unter-
einheit 32-Mikroglobulin (32-m; magenta) zu erkennen. Der C-Terminus der a3-Untereinheit setzt sich
in die Transmembranregion des Proteins fort (nicht gezeigt). Der rechte Teil der Abbildung zeigt in der
Aufsicht die Peptidbindungstasche, die von den Untereinheiten a1 und a2 gebildet wird. Zudem ist das
gebundene Decamer-Peptid RGPGRAFVTI zu sehen (Natarajan 1999).

Die schwere Kette besteht aus drei extrazellularen Domanen (a1, a2, a3). a1 und a2
sind distal der Membran gelegen und bilden die Peptidbindungstasche fur die Anti-
gen-Prasentation (siehe Abbildung 2). Sie sind die Domanen, in denen sich der ex-

treme Polymorphismus der MHC-Molekile zeigt. Die Untereinheit a3 ist eine Im-
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munglobulin-ahnliche, proximal zur Zelloberflache lokalisierte Struktur, die durch ein
Transmembransegment in der Zellmembran verankert ist. Die leichte Kette der MHC
[-Molekdile ist 32-Mikroglobulin. Dies ist ein I6sliches, nicht-polymorphes Protein, das
auch in Blut und Urin gefunden wird und mit der Untereinheit a3 der schweren Kette
assoziiert ist. 32-Mikroglobulin wird fur die normale MHC I-Zelloberflachenexpression
benotigt. Daher kann die Koassemblierung an die schwere Kette als praktischer Test
fur den Bezug neuer Molekule zur erweiterten MHC |-Familie herangezogen werden
(Natarajan 1999).

MHC II-Moleklle werden hauptsachlich von Zellen des Immunsystems exprimiert,
darunter B-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen, aktivierte T-Zellen und das Epi-
thel des Thymus. Strukturell unterscheidbare Proteine von MHC Klasse |l sind HLA-
DP, -DQ und -DR. Die auf diesen Zellen als Antigen prasentierten Peptide werden im
Kompartiment der Endosomen und Lysosomen generiert. Endosomen sind mem-
brangebundene Vesikel, die Proteine zwischen verschiedenen vakuolaren Kompar-
timenten hin- und hertransportieren. Die Vesikel sind durch eine Lipiddoppelschicht
vom Zytosol abgetrennt. Endosomen fuhren Antigene mit sich, die durch Endozytose
internalisiert wurden. Aus diesem Grunde sind viele der von MHC Klasse II-
Molektlen prasentierten Peptide exogener Herkunft. Klasse |lI-Molekile werden im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) durch nicht-kovalente Assoziation der a-Kette
(32 kDa) an die B-Kette (29 kDa) zusammengesetzt und durch ein monomorphes
Protein zum Kompartiment der Endosomen transportiert. In dieser sauren Umgebung
wird die Peptidbindungstasche fahig, Antigen-Peptide zu binden. Durch die Bindung
eines Peptids wird das MHC lI-Molekll stabilisiert. Die Mehrzahl der Peptide (13 — 25
Aminosauren lang) werden durch die Aktivitat der Endosom-/Lysosom-Proteasen
gebildet. Ein zweiter, groflder Teil der Peptide wird aus Proteinen gebildet, die durch
Endozytose aufgenommen und in den Endosomen proteolytisch abgebaut wurden.
Somit sind MHC Klasse II-Moleklle in der Lage, Antigene von endogenen wie exo-
genen Proteinen auf der Zelloberflache zu prasentieren, die durch CD4-T-Zellen
(T-Helferzellen) erkannt werden (McCluskey 1999; Nelson 1999).

Die wichtigste, immunologische Funktion der MHC I-Molekiile besteht in dem Fangen
intrazellularer Peptide und der nachfolgenden Prasentation auf der Zelloberflache zur
spezifischen Erkennung durch CD8-T-Zellen (zytotoxische T-Zellen). Diese Prasen-

tation sensibilisiert das Immunsystem fir intrazellulare Pathogene wie Viren, Proto-
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zoen oder Bakterien. Zusatzlich kdnnen Uber diesen Mechanismus quantitative Ver-
anderungen der Proteinexpression, wie sie z.B. wahrend der Kanzerogenese auftre-
ten, angezeigt werden (Natarajan 1999). Der Zusammenbau eines funktionellen
MHC I-Molekils beginnt mit der kotranslationalen Einfihrung von 32-Mikroglobulin-
Polypeptiden und der schweren Kette in das ER. Neu synthetisierte MHC |-Molekile
sind instabil und empfanglich fur proteolytischen Abbau. Deshalb werden sie im ER
durch die Chaperon-Proteine Calnexin und Calreticulin stabilisiert. Durch die Bela-
dung mit einem passenden Peptid wird der Zusammenbau der MHC [-Molekile ab-

geschlossen (Abbildung 3).

f2m
O Peptiche adungskomplesx
Ik s
Klasse 1 schwere Kett / n‘w \J Optimales
asze 1 schwere =} Y Y/, T
3 Calreticulin r_ . Vi Peptic 57
| Tapasin
Calnexm -
BiF -
TAP1 TARPZ
ER
Suboptimales Fytosal
Peptid ATP I e

Peptice

% Proteasom

Ubiguitin

Uhiguitin-markiertes
Protein

Abbildung 3: Peptidbeladung von MHC Klasse I. Neu synthetisierte Klasse | schwere Kette kann
mit BiP (Chaperon immunoglobulin binding protein) oder Calnexin assoziieren. Die Assoziation von
R2-Mikroglobulin (32-m) und die Bindung eines suboptimalen Peptids bedingen eine Konformation-
sanderung in der schweren Kette und den Austausch von Calnexin durch Calreticulin unter Bildung
des Peptidbeladungskomplexes. Ubiquitin-markierte Proteine werden im Zytosol durch das Proteasom
abgebaut (Shastri 2002). Die resultierenden Peptide werden in einem ATP-abhangigen Schritt durch
das Protein TAP (transporter associated with antigen processing) in das Lumen des ER transportiert.
Im Peptidbeladungskomplex werden suboptimale Peptide in einem TAP-koordinierten Prozess durch
optimale Peptide ausgetauscht. Dem Beladen der Klasse-1-Molekiile mit hochaffinen Peptiden wird in
diesem Schema die Bindung suboptimaler Peptide vorangestellt, da bekannt ist, dass mutierte Klasse-
1-Molekiile aus dem ER transportiert werden und an unstabile Peptide binden kénnen. Abbildung ver-
andert nach (Antoniou 2003).

Der Transfer zytosolischer Peptide in das ER beginnt mit der proteolytischen Degra-
dation endogen synthetisierter, zytoplasmatischer Proteine durch das Proteasom.

Diese groflde (20S) Struktur, die sich aus vielen Untereinheiten zusammensetzt, ist
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Teil des physiologischen Protein-Umsatzes (cellular protein turnover). Vom Protea-
som generierte Oligopeptide werden durch einen ATP-abhangigen Transportmecha-
nismus des so genannten TAP-Proteins (TAP; engl. fur transporter associated with
antigen processing) in das Lumen des ER Uberfuhrt. TAP ist entweder direkt oder in-
direkt (Uber das ER-standige Chaperon-Protein Tapasin) flr die Beladung der MHC
[-Molekile mit Peptiden verantwortlich. Ein peptidbeladenes MHC [-Molekll wird
nach weiteren Reifungsschritten (Glykosylierung im ER und Transport durch den
Golgi-Apparat) auf der Plasmamembran exprimiert (Watts 1999; van den Elsen
2004).

Aufgrund ihrer Fahigkeit, Peptid-Fragmente zu binden, selektieren MHC |-Molekile
Peptide aus dem intrazellularen Pool. Werden diese dann auf der Zelloberflache pra-
sentiert, sind die Peptid/MHC-Komplexe flr die Interaktion mit T-Zellen oder NK-
Zellen zuganglich. Da MHC-Molekile fur ungezahlte Peptide spezifisch sein missen,
ist ein extremer Polymorphismus der codierenden MHC-Gene erforderlich (Rhodes
1999). In einigen Genen zeigen sich mehrere Hundert von allelischen Varianten, vor
allem in den a1/2-Doméanen von MHC Klasse | und in den a1-/f1-Domanen von
MHC Klasse Il. Diese Proteindomanen formen die Peptidbindungstasche und erlau-
ben es nur einem definierten Satz an Peptiden an die verschiedenen allelischen Va-
rianten der Proteine zu binden. Mechanismen zur Ausbildung der Polymorphismen
sind Genduplikation (mehrfaches Auftreten sequenzibereinstimmender, funktioneller
Gene), Null-Allele (Présenz eines DNA-Typus in Abwesenheit eines Protein-Typus),
Punktmutationen (Bildung eines neuen Allels durch Einflhrung eines Allels mit spezi-
fischem Basenaustausch) und Rekombination / Genkonversion (Rekombination ver-
schiedener Allele, Segmentaustausch von Genen). Der Polymorphismus des MHC-
Genlokus ist einzigartig im menschlichen Genom und erklart die Befahigung des
menschlichen Immunsystems, gegen unzahlige, fremde Antigene eine spezifische

Immunantwort einzuleiten (Little 1999).

1.2 Krebserkrankung und Immuntherapie

1.2.1 Karzinogenese und Tumormarker

Die Zellen des menschlichen Koérpers werden durch regulierende Kreislaufe zur

Zellproliferation und Gewebehomdostase vor einer Entartung zu einer Krebszelle ge-
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schutzt. Zur Manifestation eines malignen Wachstums werden sechs Veranderungen

der Zellphysiologie als essentiell angesehen:

¢ Hemmung/Umgehung der Apoptose (programmierter Zelltod)
e Wachstumssignal-Autarkie (Selbstversorgung)

e Unempfindlichkeit gegenuber der Inhibition von Wachstum

e Gewebeinvasion und Metastasierung

e Unbegrenztes replikatives Potential

e Fortwahrende Angiogenese (GefalRbildung)

Jedes dieser Phanomene stellt ein erfolgreiches Durchbrechen eines Anti-Krebs-
Verteidigungsmechachnismus” dar, die nur in ihrer Gesamtheit zur Karzinogenese
fuhren. So kann der programmierte Zelltod durch Hochregulation des bcl-2 Onko-
gens oder Mutation des p53 Tumorsuppressorgens umgangen werden. Die Unab-
hangigkeit von der Versorgung mit Wachstumssignalen (Autarkie) wird in Tumorzel-
len z.B. durch die Produktion von PDGF (platelet-derived growth factor) and TGF-
alpha (tumor growth factor alpha) in Glioblastomen und Sarkomen sowie die Aktivie-
rung des H-Ras Onkogens erreicht. Hierdurch wird die Abhangigkeit der kanzeroge-
nen Zellen von exogener Wachstumsstimulation weitestgehend reduziert. In einem
normalen Zellverbund wird die Proliferation der Zellen auch durch antiproliferative
Signale gesteuert (auf molekularer Ebene meistens durch das Retinoblastomprotein
und seine Interaktionspartner reguliert), denen sich jedoch Tumorzellen durch Herun-
terregulation von Genen, die fur Signalproteine des Wachstumsfaktorsignalweges
oder Zellzyklus-regulierende Proteine kodieren, entziehen konnen. Die Fahigkeit zur
Invasion in das umliegende Gewebe und zur Metastasierung befahigt Krebszellen,
aus der primaren Tumormasse auszutreten und an einem anderen Ort im menschli-
chen Korper neu zu wachsen. Die wichtigste Zell-zu-Umgebung-Interaktion wird
durch das Protein E-Cadherin im Verbund mit dem zytoplasmatischen Protein R-
Catenin geregelt und ist in Tumorzellen durch transkriptionelle Repression oder Mu-
tationen der E-Cadherin- und R-Catenin-Gene aul3er Kraft gesetzt. Zur unbegrenzten

Zellteilung setzen Krebszellen das zellautonome Programm zur Begrenzung der
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Zellmultiplikation durch Einflussnahme auf die schon beschriebenen Signalwege au-
Rer Kraft. Des Weiteren wird durch Proteiniberexpression die Telomeraseaktivitat
erhoht, um die Telomere zur andauernden Replikation instand zu halten. Da Tumo-
ren stark wachsen kénnen, muss die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen U-
ber GefalRe gewahrleistet werden. Die Fahigkeit zur Angiogenese erwerben kanze-
rogene Zellen durch Veranderungen des Gleichgewichts von Gefalbildungsindukto-
ren und -inhibitoren. Beispiele hierflr sind die verstarkte Expression von VEGF (vas-
cular endothelial growth factor) und die verminderte Expression endogener Inhibito-
ren wie Thrombospondin-1. Die sechs beschriebenen Veranderungen sind charakte-
ristisch fir die meisten humanen Tumoren und begriinden die auf verschiedenen zel-

luldaren Ebenen wichtige Rolle der Proteine in der Kanzerogenese (Hanahan 2000).

Zelltod 4 Mehrstufenprozess
- der Krebsentstehung
Tumor-
vorlaufer
— zelle o
1 -
Mutatien * *  olltod
g — O
Mutation -
} il W
aaM =~ r B
i S Lt 67
O Mutation wi‘f*’;%‘, ’
benigne maligne
Tumorzelle Tumorzelle

Abbildung 4: Mehrstufenprozess der Kanzerogenese. Ein durch ein Kanzerogen verursachter initi-
aler DNA-Schaden (Tumorinitiation) I0st eine Zellveranderung aus, die in der Bildung einer Tumorvor-
lauferzelle durch diese Mutation resultiert. Die veranderte Zelle kann durch den programmierten Zell-
tod (Apoptose) kontrolliert von Makrophagen beseitigt werden oder unterliegt weiteren Mutationen.
Tumorpromovierende Faktoren erhdhen die Proliferationsrate von Tumorvorlauferzellen, die durch
klonale Expansion unkontrolliert zu einem Tumor weiterwachsen. Abbildung verandert nach www.uni-
tuebingen.de/toxikologie/.

Das histopathologische Fortschreiten eines praneoplastischen Gewebes zum Tumor
wird begleitet von einer Akkumulation genetischer Veranderungen (veranschaulicht
in Abbildung 4). Diese kénnen zu veranderten Proteinexpressionsmustern und Modi-
fikationen der Proteinstruktur- und funktion fuhren. Die Veranderungen - die im Ver-
gleich zum Normalgewebe - nur oder in groflerem Ausmal im Krebsgewebe auftre-
ten, kdnnen durch Biopsien (Resektate) oder in Korperflissigkeiten detektiert werden

und werden als molekulare Marker eines Tumorgeschehens verwendet. Diese Mar-
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ker sind notwendig fir die mdglichst friihe Erkennung von Tumoren. Sie geben Auf-
schluss uber den Verlauf der Krebserkrankung und erméglichen es, die Erkrankung

zu uberwachen und den Erfolg der Therapie zu kontrollieren (Sidransky 2002).

Tumormarker (gleichbedeutend mit ,tumorspezifische Markerproteine®) werden als
Molekule, Prozesse oder Substanzen beschrieben, die unter prakanzerogenen und
kanzerogenen Bedingungen qualitativ und quantitativ verandert vorliegen. Diese
Veranderung kann durch ein Experiment detektiert werden. Die veranderten Moleku-
le kénnen durch den Tumor selber oder durch das die Tumorzelle umgebende

Normalgewebe produziert werden.

Chromosomen

» anomale Kopienzahl
* Translokationen

* Deletion

» Telomerextension

DNA

* Punktmutationen

* Veranderung der
Mikrosatelliten

|+ Promotor-Hypermethylierung

/ +Virale Sequenzen

\
Nucleus |
|

RNA
* veranderte Expression
* Punktmutationen

Protein

« Strukturveranderungen/Modifikationen
— « veranderte, enzymatische Aktivitat
Mitochondrien « Mislokalisation

» DNA-Mutationen « veranderte Expression

Abbildung 5: Molekulare Ebenen von Tumormarkern, die in Serum-, Urin- oder Speichelproben de-
tektiert werden kénnen. Abbildung verandert nach (Sidransky 2002).

Als Tumormarker kdnnen DNA, mRNA, Proteine oder Prozesse (z.B. Proliferation,
Apoptose, Angiogenese, etc.) identifiziert werden. Die Marker kdnnen in unterschied-
lichen Kérperkompartimenten wie z.B. Gewebe, Blut (Plasma oder Serum), Urin oder
Speichel gefunden werden. Um Tumormarker zu detektieren, werden heutzutage
Methoden angewendet, die von komplexen Tiermodellen bis zu immunohistochemi-
schen Methoden reichen. Am haufigsten verwendet wird der so genannte Immuno-
assay, bei dem zwei Antigen-spezifische Antikérper zur Erkennung der Tumormarker

eingesetzt werden (Schrohl 2003).
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Je nach Korperkompartiment kdnnen verschiedene Typen von Tumormarkern nach-
gewiesen werden (siehe Abbildung 5). DNA kann auf Veranderungen der Kopien-
zahl, chromosomale Translokation, Deletion, Telomerextension, Mikrosatelliteninsta-
bilitdt oder Promotor-Hypermethylierung untersucht werden. RNA kann auf verander-
te Expressionslevel oder Punktmutationen, Proteine auf strukturelle Veranderungen,
Modifikationen oder Veranderung der enzymatischen Aktivitat, Lokalisation oder Ex-
pressionsmuster analysiert werden (Sidransky 2002). Von der WHO (Weltgesund-
heitsorganisation) werden Biomarker, wie Tumormarker auch genannt werden, als
eine Substanz, Struktur oder ein Prozess beschrieben, die im menschlichen Korper
oder seinen Bestandteilen gemessen werden kann und die Inzidenz oder das Fort-
schreiten einer Erkrankung beeinflussen bzw. vorhersagen kann. Von der NIH (Nati-
onale Gesundheitsinstitute der USA) werden Biomarker als ein Merkmal definiert,
das gemessen werden kann und als Indikator normaler biologischer Prozesse, pa-
thologischer Prozesse oder pharmakologischer Effekte zur therapeutischen Interven-
tion genutzt werden kann (siehe ,Biomarker Assay List‘, www.pharma.tno.nl). Eine
hohe Tumormarkerkonzentration bedeutet in diesem Sinne das Auftreten eines be-
stimmten Krebstyps im menschlichen Korper. Beispiele fur Tumormarker sind CA
125 (Ovarialkrebs), CA 15-3 (Brustkrebs), CEA (carcinoembryonic antigen; Krebs der
Ovarien, Lunge, Brust, Pankreas oder des Gastrointestinaltraktes) oder PSA (prosta-

te specific antigen; Prostatakrebs).

1.2.2 Identifizierung von Tumorantigenen

Uber die letzten Jahrzehnte wurden verschiedene Strategien zur Identifizierung von
Tumorantigenen (wie z.B. in vivo-Screening Tumor-reaktiver T-Zellen, mRNA-
Expressionsanalyse oder HLA-Epitop-Analyse) verfolgt. Bezogen auf ihre Expressi-
onsmuster kdonnen diese Antigene in verschiedene Klassen aufgeteilt werden
(Paschen 2004):

o Differenzierungs-Antigene, die in normalen und neoplastischen Zellen der sel-
ben Abstammung exprimiert werden (z.B. Tyrosinase, MART-1 (melanoma

antigen recognised by T-cells)),

e Tumor-spezifische Antigene, die in verschiedenen Tumoren exprimiert werden

(z.B. MAGE (melanoma antigen)),
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e Tumor-spezifische Antigene, die aufgrund einer spezifischen Mutation nur in

einem Tumor auftreten (z.B. R-Catenin),

e Uberexprimierte Antigene, die Uber ihren hdheren Expressionslevel im ver-

gleich zum Normalgewebe erkannt werden (z.B. Muc1, CEA).

Ausflhrliche Angaben zu Beispielen der unterschiedlichen Tumorantigen-Klassen

wurden in (Renkvist 2001) beschrieben.

Gesundes Gewebe

rmRMA, Proteine Peptide
Expressions- Froteomics Massen-
profile Spektrometrie

1 ‘/‘v‘nrhersage 1

Expressions- HLA-Liganden
daten

Abbildung 6: Methodische Strategien zur Identifizierung von Tumormarkern. Bei der Identifizie-
rung von Markerproteinen untersucht man - im Vergleich Tumor- zu Normalgewebe - die Signaturen
der Kanzerogenese auf Ebene der mRNA, Proteine und der iber MHC-Moleklle prasentierten Pepti-
de. Durch den Vergleich der verschiedenen Expressionsmuster kdnnen neue Tumormarker identifi-
ziert werden. Abbildung verandert nach (Stevanovi¢ 2002).

In Abbildung 6 ist die VerknUpfung unterschiedlicher Strategien zur Erforschung neu-
er, bisher unbekannter Tumor-spezifischer Antigene dargestellt. Hierbei werden die
Tumorgewebe auf der Ebene der mRNA, der Proteine und der HLA-Liganden im
Vergleich mit dem gesunden Kontrollgewebe auf die unterschiedlichen Expressions-
level untersucht. Zur Analyse der mRNA und der Proteine werden Microarray-
Experimente angewendet, die HLA-Epitop-Analyse basiert auf massenspetrometri-

schen Analysen.

1.2.21 HLA-Epitop-Analyse

MHC-Peptide kdnnen durch Affinitats-Chromatographie effizient von den membran-
standigen MHC-Molekilen aufgereinigt werden. Die gewonnenen Peptide kénnen

durch HPLC-MS-Methoden (Hochdruck-Flussigkeitschromatographie-Massen-
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spektrometrie) analysiert und die Informationen gespeichert werden (Admon 2003;
Lemmel 2003; Hofmann 2005). In Datenbanken wird anschlieBend Gber die Verwen-
dung von Such-Algorithmen nach mdglichen Ursprungsproteinen geforscht. So kon-
nen neue Tumorantigene identifiziert und Proteine, deren schnelle Degradation signi-
fikant fur Tumorprogression und -metastasierung ist, erkannt werden. Beispiele neu-
er und durch HLA-Epitop-Analyse in der Arbeitsgruppe Stevanovi¢ erforschter Tu-

mor-spezifischer Antigene sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Liste von Tumor-spezifischen Antigenen, die Uber HLA-Epitop-Analysen identifiziert

wurden. (Daten fiir diese Doktorarbeit freundlicherweise von S. Stevanovi¢ zur Verfligung gestellt).

Antigen

Funktion (Literaturstelle)

Adipophilin
Apolipoprotein L1

CA9 (Carboanhydrase IX)

CEA (carcinoembryonic antigen)

cMet

Cyclin D1

CYP1B1 (Cytochrom P450, Fami-
lie 1, Subfamilie B, Polypeptid 1)
Harmonin (usher syndrome 1c)
IGFBP3 (insulin-like growth factor
binding protein 3)

KIAAQ017 (splicing factor 3b)
KIAA0315 (Plexin B2)

MMP-7 (Matrix-Metalloproteinase
7)

Muc1 (Mucin 1)

Adipozyten-Differenzierung (Schmidt 2004)
Cholesterin-Stoffwechsel (Duchateau 1997; Flad 1998; Ducha-
teau 2001; Vanhamme 2003)

Saure-Base-Haushalt, Tumor-assoziiertes Isoenzym (lvanov
1998; Vissers 1999)

Einfluss auf Apoptose und Metastasierung, Tumormarker fur
z.B. Colonkarzinome (Sidransky 2002; Stevanovi¢ 2002)

Rezeptor-Tyrosinkinase, Proto-Onkogen (Birchmeier 2003;
Schag 2004)

CDK-Kinase-Regulator, Zellzyklus-Steuerung, Kanzerogenese
(Sadovnikova 1998; Anna 2003; Ewen 2004)

Stoffwechsel von Prokarzinogenen, ER-lokalisiert (Maecker
2005)

Signal-Transduktion (El-Amraoui 2005)

Regulatorfunktion in Zellproliferation und Apoptose (Bok 2002)

mRNA-Reifung (Kikuno 2004; Koga 2004)

Regulatorfunktion in Zellproliferation und -adhasion (Artigiani
2003; Worzfeld 2004)

Extrazellular-Matrix (Abbau) (Duffy 2000; li 2006)

Tumor-assoziiertes epitheliales Mucin, Glykoprotein (Brossart
2001; Wei 2005)
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NNMT (Nicotinamid-N- oxidativer Stoffwechsel (Aksoy 1994; Kassem 2002)
methyltransferase)

PRAME (antigen preferentially Zytotoxisches T-Lymphozyten-Antigen fur das humane Mela-
expressed in melanoma) nom (Kessler 2001; Epping 2005)

RECQL-1 (REC-Q protein-like 1) DNA-Helikase, Steuerung der DNA-Topologie (Puranam 1994;
Kusano 1999)

RGS-5 (regulator of G-protein Signaltransduktion, GTPase-Aktivierung (Cismowski 1999;
signalling 5) Berger 2005)
Survivin Apoptose-Inhibitor (Schmitz 2000; Igney 2002)

Topo2a (Topoisomerase 2-alpha)  Kontrolle der DNA-Topologie wahrend der Transkription
(Christensen 2002)

Zytokeratin 18 Intermediarfilament, Zellstrukturmolekil (Weinschenk 2002;
Buhler 2005)
1.2.2.2 mRNA-Expressionsanalyse

Tumorspezifische Antigene (im Zusammenhang mit der HLA-Epitop-Analyse) kdnnen
zusatzlich mittels mRNA-Expressionsanalyse detektiert werden (van 't Veer 2002;
Ransohoff 2003; Kriger 2005; Stahl 2005). Hierbei handelt es sich im Allgemeinen
um so genannte Uberexprimierte Antigene, die Uber ihren hdheren Expressionslevel
im Vergleich zum Normalgewebe mithilfe der Affymetrix-Chip-Technologie (Lipshutz
1999) und anderer DNA-Chip-basierender Expressionsanalysen erkannt wurden.

Beispiele fur diese Art der Identifizierung vom Tumormarkern sind Muc1 oder CEA.

1.2.3 Immuntherapie bei Krebserkrankungen

Obwohl sogar ,spontane“ Tumoren immunogen sind und in der Regel durch Tumor-
antigen-spezifische T-Zellen infiltriert werden, werden die meisten Tumoren nicht
vollstandig durch den Wirt abgestoRen und die Kanzerogenese schreitet fort. Durch
Verstarkung der bestehenden, schwachen anti-Tumor-Immunantwort mittels thera-
peutischer Vakzinierung mit dem entsprechenden Tumorantigen kann die gegen
Tumoren gerichtete Immunuberwachung des menschlichen Koérpers zur Abstolung
der Krebszellen induziert werden (Smyth 2001; Admon 2003; Pawelec 2004). Protei-
ne oder Peptide, die in allen normalen Zellen des menschlichen Koérpers nicht auftre-

ten, werden als Tumorantigene fir die Immuntherapie bevorzugt. Héchste Prioritat
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zur Verwendung als Tumor-spezifische Antigene haben mutierte Proteine, die vor-
zugsweise fur die Aufrechterhaltung des Transformationsstatus” der Krebszelle not-
wendig sind. Weitere, sinnvolle Tumorantigene sind embryonale Proteine, die in kan-
zerogenen Zellen aufgrund des auftretenden Verlustes der zelluldaren Kontrolle
exprimiert werden (Anderson 2001). Zur klinischen Anwendung sollten die erforsch-
ten Tumor-spezifischen Antigene eine hohe Immunogenizitat aufweisen, um eine
moglichst starke in vivo-T-Zell-Antwort gegen die Krebserkrankung hervorrufen zu
kénnen (Singh-Jasuja 2004). Es werden unterschiedliche Strategien zellularer Im-

muntherapien vorgeschlagen (Michael 2003):

e Vakzinierung mit bestrahlten, entnommenen Tumorzellen, die in vitro oder als
Zelllinie angereichert wurden. Diese Zellen kdnnen zur Expression immunsti-
mulatorischer Molekiile (z.B. Zytokine) genetisch veréandert worden sein. Uber
diesen Ansatz wird das Immunsystem starker fur ein bereits erkanntes T-Zell-

Epitop sensibilisiert.

e Vakzinierung mit Peptiden, die Uber T-Zell-Epitop-Analyse erkannt wurden.
Die Peptide werden intradermal mit Adjuvantien appliziert, woraufhin sie von
Antigen-prasentierenden Zellen durch Endozytose aufgenommen werden.
Nachfolgend wird eine Immunantwort in den regionalen Lymphknoten ausge-

16st.

¢ Vakzinierung mit DNA-Sequenzen, die fur virale Gene, Zytokingene oder idio-
typische Sequenzen kodieren. Die Immunogenizitat dieser Strategie kann
durch Verwendung spezifischer Plasmide, die CpG-Repeat-Sequenzen tragen

und als natlrliches Adjuvans fungieren, optimiert werden.

e Vakzinierung mit dendritischen Zellen. Hierfir werden zytotoxische T-Zellen
(CD8-T-Zellen) gegen mikrobielle Antigene oder Tumorzellen sensibilisiert.
Die dendritischen Zellen werden ex vivo kultiviert und mit einem immunologi-

schen Adjuvans verabreicht.

1.3 Applikationsgebiet Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom (RCC, engl. renal cell carcinoma) gehort (neben Nierenade-
nom und Nierenonkozytom) zu den epithelialen Tumoren der Niere. Nierenzellkarzi-

nome lassen sich in eine heterogene Gruppe von Tumoren aufteilen: das klarzellige
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RCC, das papillare RCC und das chromophobe RCC (Dal Cin 2003). Das Nieren-
zellkarzinom wird als immunogener Tumor klassifiziert, da eine kleine, aber signifi-
kante Rate von spontaner Tumorregression beschrieben werden konnte (Nathan
2002). In Deutschland wird die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen an Nierenkrebs
bei Frauen auf etwa 6320 und bei Mannern auf etwa 8830 geschatzt. Insgesamt sind
4% aller bosartigen Neubildungen in der Niere lokalisiert. Nierenkarzinome sind fur
3% aller Krebstodesfalle verantwortlich. Das mittlere Erkrankungsalter liegt fir Man-
ner bei ca. 65, fur Frauen Uber 68 Jahren, nahe am mittleren Erkrankungsalter an
Krebs insgesamt. Bei bosartigen Neubildungen der Niere im Erwachsenenalter han-
delt es sich zu 85% um Nierenzellkarzinome (Hypernephrome). Dagegen sind Neph-
roblastome (Wilms-Tumore), Sarkome oder Lymphome der Niere im Erwachsenenal-
ter selten (www.rki.de). Die im Rahmen des erblichen Hippel-Lindau-Syndroms
(Kaelin 2002) auftretenden klarzelligen Nierenzellkarzinome sind oft multifokal
(gleichzeitig an verschiedenen Stellen des selben Organs) und treten haufiger schon
in jingerem Lebensalter auf als Nierenkrebserkrankungen ohne genetische Disposi-
tion. Tumormarker, die mit dem Nierenzellkarzinom assoziiert werden, sind a) Akute-
Phase-Reaktanten (z.B. Ferritin, CRP), b) genetische Marker (Verlust des kurzen
Arms von Chromosom 3 (Dal Cin 2003) und Mutationen des VHL- oder Met-Gens),
c) Proliferationsmarker (Ki67), d) Zelladhasionsmolekulle (CD44), e) Cadherine und
Catenine, f) Plasminogen-Aktivatoren, g) Neovaskularisationsmarker (VEGF, EGF),
h) Tumor-assoziierte Antigene (PRAME, RAGE1, Glykoprotein 75, CA9) oder MUCA1
als unabhangiger, prognostischer Marker (Kirkali 2003; Michael 2003; Oya 2003).

1.4 Protein-Mikroarray-Technologie

Die Protein-Mikroarray-Technologie erlaubt die simultane Analyse vieler Parameter
in einem einzigen Experiment. Hierfur wird nur eine geringe Menge der untersuchten
Probe bendtigt. Assaysysteme, die auf dieser Technologie aufbauen, werden heutzu-
tage eingesetzt, um Proteine zu identifizieren, zu quantifizieren und funktionell zu
analysieren. Hierbei handelt es sich vor allem um Proteine, die fir die Proteomfor-
schung, die angewandte Biologie und die Diagnostik von Interesse sind. Durch den
Einsatz dieser Technologie kdnnen Biomarker identifiziert und potentielle Zielmolekii-

le pharmakologischer Therapien validiert werden (Templin 2002; Stoll 2004).
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Die gestiegenen Erwartungen der Genom- und Proteomforschung zur Analyse der
Funktion von Genen und Proteinen haben das Interesse an Mikroarray-basierten
Technologien stark erhdht. Im letzten Jahrzehnt erlangten DNA-Mikroarrays den Sta-
tus etablierter und routinemalig angewendeter Hochdurchsatz-Hybridisierungs-
systeme, die das gesamte, menschliche Transkriptom in einem einzigen Experiment
erforschbar machen (Chipping Forecast Il 2002). Die grundlegenden Prinzipien der
miniaturisierten Ligandenbindungsassays wurden Anfang der 1980er Jahre von Ro-
ger Ekins (Ekins 1989) gelegt, als Protein-Mikroarrays als parallelisierte, miniaturi-
sierte Festphasenassays entwickelt wurden. Werden mit diesen Assays Proteinex-
pressionsstudien durchgefihrt, findet sich selten eine absolute Korrelation zur kor-
respondierenden mRNA-Expression (Gygi 1999; Griffin 2002). Vergleichbar schwie-
rig ist die Vorhersage des funktionellen Status” eines Proteins aufgrund der gewon-
nenen Expressionsdaten. Aus diesen Grunden sind Entwicklungen von Hochdurch-
satz-Technologien zur Analyse der Funktion des menschlichen Proteoms weiter er-
forderlich (Poetz 2005).

Die hierzu entwickelten Protein-Mikroarray-basierten Technologien lassen sich auf-
grund ihrer unterschiedlichen Anwendung in 2 Klassen aufteilen: a) Arrays fur Prote-
omanalysen, d.h. zur Analyse der Proteinexpression und zur Proteinquantifizierung,
und b) Arrays zur funktionellen Analyse von Proteinen, d.h. fir Protein-
Interaktionstudien mit hunderten bis tausenden immobilisierter Molekule (Proteine,
Peptide, Oligosaccharide, DNA, organische Molekule) (MacBeath 2002).

Die fur DNA-Mikroarrays etablierten Technologien wurden zur Erforschung des
menschlichen Proteoms an ein Protein-Mikroarray-Format adaptiert. Die DNA ist ein
gleichférmiges und stabiles Molekul, das seine komplementaren Interaktionspartner
durch definierte Basenpaar-Wechselwirkungen binden kann. Diese Wechselwirkun-
gen koénnen leicht Uber die primare DNA-Sequenz vorhergesagt werden. Zudem
kann DNA effektiv durch Oligonukleotid-Synthese hergestellt oder Uber PCR-
basierende Ansatze amplifiziert werden. Im Gegensatz dazu sind Proteine weitaus
komplexere Molekile, die aufgrund der verschiedenen Kombinationsmdglichkeiten
der 20 proteinogenen Aminosauren strukturell und funktionell sehr unterschiedlich
sein kénnen. Die Interaktion von Proteinen mit ihren Interaktionspartnern kann Utber
elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen oder schwache,

hydrophobe van-der-Waals-Krafte erfolgen. Proteine kénnen mit unterschiedlichen
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Bindungspartnern interagieren, aber nicht - wie DNA-Molekiile - vervielfaltigt werden.

Die Vorhersage der Interaktion hochaffiner Fangermolekile Uber ihre primare Ami-

nosauresequenz ist nicht moglich. Posttranslationale Modifikationen wie z.B. Glyko-

sylierung, Phosphorylierung oder Acetylierung missen ebenso in Betracht gezogen
werden (Templin 2003; Kramer 2005).

1.4.1 Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays (RPPMs)

Zur

Expressionsanalyse und Quantifizierung von Proteinen werden Protein-

Mikroarrays in zwei unterschiedlichen Formaten angewendet:

Forward-Phase-Protein-Mikroarrays. Bei diesem Mikroarray-Format werden
hochaffine Fangermolekiile (z.B. Antikérper) auf einer modifizierten Glasober-
flache (feste Phase) immobilisiert und in einem definierten Muster angeordnet.
Uber die xy-Position bei der Herstellung der Mikroarrays werden die Fanger-
molekule kodiert. Mittels Forward-Phase-Protein-Mikroarrays kdnnen multiple-
xe Sandwichimmunoassays aufgebaut werden, die es erlauben viele Analyten
in einer eingeschrankten Zahl von Proben Uber zwei antigen-spezifische Fan-

germolekile zu detektieren.

Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays (RPPMs). Besonders fir die Analyse von
Biomarkern besteht ein grol3es Interesse in der angewandten Proteomfor-
schung. Uber vergleichende Analysen der Proteinexpression in Tumor- und
korrespondierenden Normalgeweben konnen unterschiedlich exprimierte Pro-
teine identifiziert werden, die als neue Markerproteine charakterisiert werden
kénnen (Hanash 2003). Die Technologie der RPPMs erlaubt die Immobilisie-
rung der gesamten, komplexen Probe auf einer Substrat-Oberflache. Hierzu
werden die lysierten Zellkultur- oder Gewebelysate mithilfe von Mikroarrayer-
Systemen auf Mikroarray-Substrate gedruckt. Die zu untersuchenden Zielmo-
lekule kénnen Uber ein Antigen-spezifisches Fangermolekil detektiert werden.
Somit kann ein Antigen in einer grofden Probenzahl in einem Experiment un-
tersucht werden. Antigene, fur die kein etabliertes Antikdrperpaar vorliegt,

kénnen Uber diese Technologie ebenfalls analysiert werden.

Abbildung 7 zeigt schematisch den unterschiedlichen Aufbau der zwei vorgestellten

Arrayformate.
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau von Forward-Phase- und Reverse-Phase-Protein-Mikro-
arrays. Protein-Mikroarrays kénnen in zwei unterschiedlichen Formaten aufgebaut werden. Bei For-
ward-Phase-Protein-Mikroarrays (oberer Teil der Abbildung) werden Fangermolekiile (z.B. Antikorper)
auf Substraten (auch Glasobjekttrager genannt) immobilisiert und mit der zu untersuchenden Probe
inkubiert. Der Detektionsschritt erfolgt durch Verwendung eines zweiten Antigen-spezifischen Antikor-
pers, der mit einem Fluoreszenz-basierten Detektionssystem gekoppelt ist und unter Ausbildung eines
Immunosandwich die Erkennung des Analyts ermdglicht. Bei Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays (un-
terer Teil der Abbildung) werden die Proteinldsungen direkt auf das Substrat aufgebracht und der Ana-
lyt Gber ein Antigen-spezifisches Fangermolekil untersucht. Die Detektion erfolgt hier Uber einen Spe-
zies-spezifischen, Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikorper.

Obwohl Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays schon in verschiedenen Anwendungs-
gebieten eingesetzt wurden, sind sie eine neue technologische Entwicklung. In ers-
ten Studien wurden Gewebeproben auf die Expressionsmuster von Signaltransdukti-
onsproteinen zum Studium der Kanzerogenese analysiert (Paweletz 2001; Petricoin
2002; Espina 2003; Grubb 2003), Signaltransduktionswege, insbesondere bezogen
auf Phosphorylierungsmuster, wurden in stimulierten Jurkatzellen charakterisiert
(Chan 2004), die NCI-60-Zelllinien wurden auf die Expressionsmuster von > 50 Pro-
teinen analysiert (Nishizuka 2003), Gewebeproben von Ovarialkarzinomen wurden
mikrodissektiert und auf RPPMs charakterisiert (Jones 2002; Wulfkuhle 2003; Shee-
han 2005), Apoptose-Proteine wurden in Lymphoma-Proben detektiert (Zha 2004),
das mitochondriale Proteom wurde untersucht (Herrmann 2003) und ein grof3er Pro-
bensatz von Serumproben wurde auf den IgA-Gehalt untersucht (Janzi 2005). Die
genannten Anwendungen zeigen das breite Anwendungsspektrum dieser Technolo-
gie, von denen einige Nitrozellulose-beschichtete Mikroarray-Substrate mit nachfol-

gender, chemolumineszenter Signaldetektion verwendeten. Allen gemeinsam ist eine
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aufgrund der verwendeten Detektionsverfahren eingeschrankte Sensitivitat der Mes-
sungen, die vor allem die Analyse von sehr niedrig konzentrierten Analyten (wie z.B.
einige Tumormarker) verhindert, eine limitierte Dynamik der Messungen und eine
eingeschrankte Reproduzierbarkeit. Desgleichen wurden in keiner der vorgestellten

Studien Versuche zur absoluten Quantifizierung von Proteinen unternommen.

X

= 0> = =
S
L N K
A RS

6 Arrays pro Chip

Ref Ref Ref Ref Ref

enfnsans

40 Proben pro Array

Abbildung 8: Probenanordnung der in dieser Doktorarbeit untersuchten Proteinlésungen auf
einem Zeptosens-Mikroarray-Substrat. Ein Mikroarray-Substrat (in der Abbildung links als Chip
dargestellt) beinhaltete 6 Sub-Arrays, in denen 40 Proben angeordnet wurden. Jede Probe wurde in
Duplikaten in 4 verschiedenen Verdinnungsstufen (Konzentrationen im rechten, oberen Teil der Ab-
bildung angegeben) immobilisiert. Die in rot dargestellten Spots (Ref) reprasentieren die BSA-Cy5-
haltigen Referenzspots zur Berechnung der Abschwachung des Laserlichts im evaneszenten Feld.
Die Abbildung wurde freundlicherweise von M.Pawlak zur Verfligung gestellt und modifiziert.

Fir diese Doktorarbeit wurden RPPMs verwendet, um Proteine bezuglich ihrer Ex-
pression analysieren und Uber Standardreihen absolut quantifizieren zu kdnnen.
Abbildung 8 veranschaulicht die hierzu verwendete Probenanordnung. Uber die bei
der Herstellung festgelegten x- und y-Koordinaten werden die Proben kodiert und
kénnen bei der spateren Signalmessung durch Fluoreszenzdetektion identifiziert
werden. Auf einem der fir die Mehrzahl der Experimente verwendeten Zeptosens-
Mikroarray-Substrate wurden mithilfe von piezoelektrischen Mikrodosiersystemen, so

genannten Mikroarrayern, 40 Proben in sechs identischen Sub-Arrays oder 80 Pro-
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ben in 3x zwei identischen Sub-Arrays angeordnet. Jede Probe wurde in 4 Verdin-
nungsstufen immobilisiert, die wiederum in Duplikaten gespottet wurden. Somit wur-
den fur die Untersuchung einer Probe 8 unterschiedliche Spots ausgewertet. Zusatz-
lich zu den Probenspots wurden 3 Spalten mit Cy5-markiertem BSA gedruckt, die
nach der Fluoreszenzdetektion fur die Berechnung der Laserlicht-Abschwachung (bei

Einsatz der Planaren Wellenleitertechnologie) ausgewertet wurden.

1.4.2 Verfahren zur Fluoreszenzdetektion fiir Protein-Mikroarrays

Bei der zur Fluoreszenzdetektion haufig angewendeten konfokalen Laser-Scanner-
Technologie wird das Mikroarray-Substrat Punkt fiir Punkt mit einem Laserstrahl ab-
getastet. Auf der Detektionsseite sorgt eine spezielle Lochblende dafur, dass von der
Probe zurlckreflektierte Strahlen, die nicht im Fokus des Objektivs sind, vor dem De-
tektor abgeblockt werden. Dadurch nimmt der Photomultiplier nur Intensitaten von

Signalen aus der Fokusebene auf (Conchello 2005).

200-750 nm
¥ o ° o
5-20 nm ®) (o)
o O = _/O = P2
8] Gitter Ziglmolekl

AT ~100 nm

B R Ty S

/’ \ Erkennungselement

j wellenleitende Schicht:

aufgeweiteter 100-200 nm Ta,0
Laserstrahl

Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines Diinnschichtwellenleiters mit Verlauf des Laser-
strahls (PWG-Technologie). Das Uber ein Beugungsgitter auf der linken Seite des Zeptosens-
Mikroarray-Substrats eingekoppelte Laserlicht lauft in einem sich bildenden, evaneszenten Feld in ei-
ner wellenleitenden Schicht (Dicke ca. 100-300 nm) aus Tantalpentoxid zum rechten Beugungsgitter
und wird dort ausgekoppelt (linker Teil der Abbildung). Nur Erkennungselemente (Fluorophore), die
innerhalb des evaneszenten Feldes lokalisiert sind, werden vom Laserlicht angeregt und Uber eine ge-
rateinterne CCD-Kamera (im ZeptoREADER, Zeptosens) gemessen (rechter Teil der Abbildung). (Ab-
bildung verandert nach (Pawlak 2002b)).

Bei der Planaren Wellenleiter-Technologie (PWG, planar waveguide) wird mono-

chromatisches Licht Uber ein Beugungsgitter in eine 150 — 300 nm dlnne, transpa-
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rente und hochbrechende Schicht aus Tantalpentoxid (Ta,0s) eingekoppelt, die auf
einem Mikroarray-Substrat aus Glas (niedrigerer Brechungsindex) aufgebracht ist
(Duveneck 1997; Pawlak 2002a). Das evaneszente Feld wird durch Lichtleitung in
dieser wellenleitenden Schicht erzeugt und hat eine Eindringtiefe von einigen 100 nm
in das umgebende wassrige Medium. Die auf der Oberflache gebildeten Biomolekdil-
komplexe (Antigen + Primarantikérper + Fluorophor-gekoppelter Sekundarantikorper)

befinden sich im Bereich des evaneszenten Feldes.

Abbildung 9 zeigt schematisch den Aufbau eines Dunnschichtwellenleiters. Zur Fluo-
reszenzdetektion der auf Zeptosens-Mikroarray-Substraten analysierten Protein-
Mikroarrays wurde der ZeptoREADER™ (Zeptosens) verwendet, der mit Laserlicht-
quellen zur Fluoreszenzanregung bei 635 nm (,rot“) und 532 nm (,griin“) ausgerustet
ist. Die Fluoreszenzsignale der individuellen Spots eines rund 5 x 7 mm grof3en Mik-
roarrays werden durch eine CCD-Kamera als Vollbild aufgenommen. Da durch die
Verwendung der PWG-Technologie einerseits weniger Hintergrundsignal generiert
wird und die Fluoreszenzsignale andererseits empfindlicher gemessen werden, kann

eine Steigerung der Detektionssensitivitat um den Faktor 5-10 erreicht werden.
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1.5 Ziel dieser Arbeit

Mit Hilfe der Protein-Mikroarray-Technologie konnten in den letzten Jahren neue Er-
kenntnisse Uber das menschliche Proteom und die vielfaltigen Interaktionen von Pro-
teinen gewonnen werden. Im Rahmen dieser Dissertation sollten die miniaturisierten,
parallelisierten Assaysysteme als Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays zur Expressi-
onsanalyse und absoluten Quantifizierung von Proteinen eingesetzt werden. Hierzu
wurde die Technologie-Plattform der Firma Zeptosens mit der Reverse-Phase-
Technologie zur sensitiveren Fluoreszenzdetektion und somit sensitiveren Analytde-

tektion kombiniert.

Uber vergleichende Analysen von Tumor- und korrespondierendem Normalgewebe
sollten Proteine identifiziert werden, die Uber ihre unterschiedliche Expression als po-
tentielle Markerproteine charakterisiert werden kénnen. Die technologischen Voraus-
setzungen einer solchen Screening-Plattform sollten am Modellmolekul MHC Klasse
| etabliert und nachfolgend zur Quantifizierung des MHC-Gehaltes eines groReren
Probensatzes angewendet werden. Dieser Ansatz sollte spater fur die Vorcharakteri-
sierung von Patientenproben zur Immuntherapie durch Tumor-spezifische Peptid-

Vakzinierungen dienen.

Zusatzlich sollten Uber Daten zur mRNA-Expression ausgewahlter Proben (freundli-
cherweise von S. Stevanovi¢ zur Verfigung gestellt) Vergleichsanalysen mit der kor-
respondierenden Proteinexpression, die durch Protein-Mikroarray-Untersuchungen

gewonnen werden sollten, durchgefiihrt werden.

Neben einer grofien Zahl an Nierenzellkarzinomproben standen flir diese Doktorar-
beit Proben der Organe Prostata, Colon und Rektum zur Verfigung. Mit Hilfe einer
etablierten Lysemethode sollten diese Proben durch Einsatz der neu entwickelten
Reverse-Screening-Technologie auf die Expression von Markerproteinen untersucht
werden, die in der Arbeitsgruppe Stevanovi¢ durch HLA-Epitop-Analysen und mRNA-
Expressionsanalysen identifiziert wurden. In den Proben sollten zudem die Phospho-
rylierungsmuster ausgewahlter Signaltransduktionsmolekile analysiert werden.
Durch Cluster-Analysen der Gruppen der Tumor- und Normalgewebe sollten die ge-
wonnenen Proteinexpressionsergebnisse, mit Fokus auf die Nierenzellproben, wei-

terfihrend interpretiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Puffersysteme

Alle Standardchemikalien (von analytischem Reinheitsgrad) wurden von Merck
KGaA (Darmstadt), Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH (Taufkirchen) oder Carl
Roth (Karlsruhe) bezogen.

Tabelle 2: Verwendete Puffer

Abkurzung Zusammensetzung

PBS 140 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 1.5 mM KH,PO,, 8.0 mM Na,HPQO, in
H,O bidest. pH 7.4

TBS 10 mM Tris-Hydrochlorid, 150 mM NacCl in H,O bidest. pH 7.4

TBST 1x TBS, 0.1% Tween-20

TBST 5% Milchpulver 1x TBST, 5% Milchpulver (Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell)

CLB1 Lysepuffer (Zeptosens, a Division of Bayer (Schweiz) AG Technology

Services, Witterswil, Schweiz)

CSBL1 Druckpuffer (Zeptosens)
Assay Buffer Inkubationspuffer (Zeptosens)
Blocking Buffer Oberflachen-Blockierungspuffer (Zeptosens)

2.1.2 MHC-Monomere

Die rekombinant hergestellten MHC-Monomere wurden von S. Walter synthetisiert

und freundlicherweise von S. Stevanovi¢ zur Verfligung gestellt.

Monomer Spezifitat

MHC-Monomer HLA-A°0201 MUC1 biotinyliert
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2.1.3 Gerate und Software

Tabelle 3: Verwendete Gerate

Verwendung

Produkt / Hersteller

Mikroarrayer

Biochip-Scanner

Auslesegerat fur planare

Wellenleitertechnologie
Pipettier-Roboter
FPLC-Anlage
Luminex'®
Mikrodismembrator
Reinstwasseranlage
Spektrometer
Gelelektrophorese
Geldokumentation
Gefriertrocknungsanlage
Zentrifugen
Tischzentrifuge

Heizblock

GMS417 Micro-Arrayer / Affymetrix, Santa Clara, CA, USA
BioChip Arrayer / PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA, USA
Nanoplotter NP 1.2 / GeSiM mbH, GroRerkmannsdorf, Deutschland
GMS418 Micro-Array Scanner / Affymetrix, Santa Clara, CA, USA
ScanArray Gx / PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA, USA
ZeptoREADER / Zeptosens

Genesis Gemini 100 / TECAN, Hombrechtikon, Schweiz
SMART / Pharmacia, Uppsala, Schweden

Luminex®100™ / Luminex Corp, Austin, TX, USA
Mikrodismembrator / B. Braun Biotech International, Melsungen
MembraPure / MembraPure GmbH, Bodenheim

Fluostar OPTIMA / BMG Labtechnologies GmbH, Offenburg
NuPAGE Gelelektrophorese / Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Kodak Image Station 440 CF / Kodak Eastman, Rochester, NY, USA
Alpha-1/ Christ, Osterrode

Rotanta und Universal 2S Zentrifugen / Hettich, Tuttlingen
5415D Zentrifuge / Eppendorf, Hamburg

Unitek HB-130 / SEL Laboratory Products, England

Tabelle 4: Zur Datenanalyse verwendete Software

Verwendung

Produkt / Hersteller

Datenanalyse allgemein

Auswertung planarer Mik-

roarrays

Origin V6.0 / Microcal, Northhampton, MA, USA

Imagene V4.0 / BioDiscovery, El Segundo, CA, USA

ScanArray, QuantArray / PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA,
USA

ZeptoVIEW / Zeptosens
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Spektrometer Fluostar OPTIMA V1.10-0 / BMG Labtechnologies GmbH
Geldokumentation Kodak Digital Science V3.0.0 / Kodak Eastman Rochester, NY, USA
Bildbearbeitung Adobe Photoshop 7.0 / Adobe Systems Incorp., San Jose, USA

2.1.4 Verwendete Antikorper

Tabelle 5: Fiir Inmunoassays verwendete Primarantikorper

Antigen (Klon) Spezies Hersteller / Referenz

Actin Kaninchen Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Adipophilin Maus PROGEN, Heidelberg, Deutschland
Carboanhydrase IX Kaninchen SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Carcinoembryonic anti- Kaninchen Labvision, Fremont, CA, USA

gen, CEA

cMet Kaninchen SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
EGFR Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA
ERK Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA
HLA-A (HCA2) Maus H.L.Ploegh, USA

HLA-A,B,C (W6/32) Maus Biotrend/Leinco, Koln, Deutschland

HLA-B,C (HC10) Maus H.L.Ploegh, USA

JNK Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA
Ki67 Kaninchen SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Muc-1 Maus Chemicon, Temecula, CA, USA

phospho-ERK Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA
phospho-JNK Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA
PRAME Ziege SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
3-2-Mikroglobulin Kaninchen DakoZytomation, Glostrup, Danemark

3-Actin (AC15) Maus Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

R-Catenin Kaninchen Biosource, Camarillo, CA, USA

Topoisomerase 2 alpha  Kaninchen SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Tubulin Maus Synaptic Systems, Géttingen, Deutschland

Zytokeratin-18 Maus Chemicon, Temecula, CA, USA
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Tabelle 6: Verwendete Sekundarantikorper

Spezifitat Spezies Konjugation Hersteller Anwendung
(Format)
Kaninchen 1gG Ziege (IgG) HRP Jackson Dianova, Hamburg, Western Blot

Deutschland

Maus IgG Ziege (IgG) HRP Jackson Dianova, Hamburg, Western Blot

Deutschland

Ziege IgG Esel (IgG) HRP Jackson Dianova, Hamburg, Western Blot
Deutschland

Kaninchen IgG (Fc) Ziege (Fab) Alexa 647 Molecular Probes, Eugene, Protein-

USA Mikroarray
Maus IgG (Fc) Ziege (Fab) Alexa 647 Molecular Probes, Eugene, Protein-
USA Mikroarray
Ziege IgG (Fc) Ziege (Fab) Alexa 647 Molecular Probes, Eugene, Protein-
USA Mikroarray
Kaninchen 1gG Esel (IgG) R-PE Jackson Dianova, Hamburg, Protein-
Deutschland Mikroarray

2.2 Biochemische Methoden

2.2.1 Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford

In der vorliegenden Arbeit wurde der Proteingehalt der untersuchten Lysate mit der
Methode nach Bradford (Bradford 1976) bestimmt. Das Prinzip dieses Tests ist die
unspezifische Anlagerung des Farbstoffs Coomassie-Brillantblau G250 an kationi-
sche und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten von Proteinen, was eine Verande-
rung im Absorptionsverhalten des Farbstoffes bewirkt. Die Proteinbestimmung wurde
in Mikrotiter-Platten (96 Kavitaten, Greiner, Frickenhausen, Deutschland) durchge-
fuhrt. 10 pl Lysat (in einer Verdinnung von 1:20 bis 1:50) wurden mit 300 pl 1x Brad-
ford Reagenz (Coomassie Plus; PIERCE, Rockford, IL, USA) versetzt. Zu jeder
Messreihe wurde eine Verdlnnungsreihe mit dem Standardprotein BSA durchge-
fuhrt. Die BSA-Konzentration der Messpunkte betrug hierbei zwischen 25 ug/ml und
1000 ug/ml (in PBS). Der Abgleich erfolgt gegen einen Reagenzien-Leerwert (Puffer

CLB1; Zeptosens, Witterswil, Schweiz). Nach 10-minutiger Inkubationszeit bei Raum-
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temperatur erfolgte die Absorptionsmessung im Spektrometer Fluostar OPTIMA
(MWG Biotech, Munchen) bei 570 nm. Mit Hilfe der gerateeigenen Software wurden
anhand der Uber die BSA-Verdlnnungsreihe geeichten optischen Dichte der Proben

die Proteinkonzentrationen ermittelt.

2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur analytischen Auftrennung von Proteinen wurde die diskontinuierliche, denaturie-
rende Sodiumdodecylsulfat-(SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli
(Laemmli 1970) verwendet. Die Gelelektrophorese wurde in dieser Doktorarbeit mit
dem LDS-(Lithiumdodecylsulfat)-NuPAGE-Elektrophorese-System der Firma Invitro-
gen (Carlsbad, CA, USA) durchgefuhrt. Das neutrale Milieu der vorgefertigten Gele
sorgt wahrend der Elektrophorese fir maximale Stabilitédt der Gelmatrix und der Pro-
teine. Die untersuchten Proben wurden 1:4 mit 4x Probenpuffer (106 mM Tris HCI,
141 mM Trishydroxymethylaminomethan (Tris), 2% LDS, 10% Glycerol, 0.51 mM
EDTA, 0.22 mM SERVA® Blue G250, 0.175 mM Phenol Red, pH 8.5) und 1:10 mit
10x Reduktionsmittel (500mM Dithiothreitol) versetzt und zur Denaturierung 10 min
bei 70°C erhitzt. Wahrend der Elektrophorese betrug die Spannung konstant 200 V,
die Stromstarke 70-125 mA, der verwendete Laufpuffer setzte sich aus 50 mM MES,
50 mM Tris, 0,1% SDS, 1 mM EDTA in H,O bidest. pH 7.3 zusammen. Die Laufzeit
betrug ca. 45 min. Zur GroéRenreferenzierung wurde in einer Spur ein Proteinstan-
dard (4 ul, SeeBlue Plus2 Pre-Stained Marker (4 - 250 kDa); Invitrogen) aufgetrennt.
Es wurden 4-12% Bis-Tris-Polyacrylamid-Gradientengele (Dicke 1mm) sowie 4-20%

Bis-Tris-Polyacrylamid- Gradientengele (Dicke 1mm) zur Analyse verwendet.

2.2.3 Western-Blot

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden zur weiteren Analyse in einer
Blot-Apparatur (XCell II™ Blot Module; Invitrogen) elektrophoretisch auf eine Nitro-
cellulosemembran (Protran 0.22 pm, Schleicher und Schuell, Keene, NH, USA)
transferiert. Hierzu wurden auf die Kathode der Transferzelle zwei mit vorgekihltem
Transferpuffer (25 mM N,N-Bis(2-hydroxyethyl)glycin, 25 mM [Bis(2-Hydroxyethyl)
imino]-tris(hydroxymethyl)methan, 1 mM EDTA, 10% Methanol, pH 7,2; Invitrogen)
getrankte Schwamme gelegt, die von dem Gel und der Membran zwischen zwei puf-
fergetrankten Filterpapieren (Schleicher und Schuell) sowie drei weiteren pufferge-

trankten Schwammen bedeckt wurden. Die Zelle wurde mit der Anodenplatte ver-
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schlossen. Es wurde mit konstanter Spannung bei 25 V Uber 1 h transferiert, die

Stromstarke betrug zwischen 110 und 170 mA.

2.2.3.1 Ponceau S-Farbung von Proteinen auf Western-Blot-Membranen

Fir die reversible Farbung der Proteine auf Western-Blot-Membranen wurde eine
Ponceau S-Lésung (0,1% (w/v) in 5% Essigsaure) verwendet. Nach 5-mindtiger In-
kubation in der Farbelésung wurden die Membranen kurz mit ddH,O gewaschen und
auf der Kodak Image Station ausgelesen. Fur die weitere Verwendung in der
Western-Blot-Entwicklung wurden die Ponceau S-gefarbten Membranen zweimal 5

min mit ddH,O gewaschen und somit entfarbt.

2.2.3.2 Antikoérper-Inkubation auf Western-Blot-Membranen

Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurde die Membran 1 h bei Raumtempe-
ratur in einem 50 ml-Gefal® (Falcon, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) mit
10 ml Blockierungslésung (TBST: 10mM TBS, 0,1% Tween-20; mit 5% Milchpulver)
inkubiert, wobei die Durchmischung auf einem Rollenmischer (RM5, Assistent,
Sondheim, Deutschland) erfolgte. Nach der Blockierung erfolgte die Inkubation der
Membran in der gewahlten Primarantikérper-Lésung (in 10ml TBST) Gber Nacht bei
4-8°C. Es folgten drei Waschschritte a funf min mit TBST. Die Membran wurde dann
fur 1 h mit Meerrettichperoxidase-konjugiertem Zweitantikdrper (geldst in Blockie-
rungslésung) inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten a 10 min wurde die De-
tektion des Proteins durch Zugabe der Entwicklungslésung (SuperSignal West Pico;
PIERCE) gestartet. Die am Sekundarantikérper gebundene Meerrettichperoxidase
oxidiert das zyklische Diacylhydrizid-Luminol unter Lichtemission (A = 428 nm). Das
Auslesen dieser Lichtemission erfolgte an einer Image-Station (Image Station 440
CF, Kodak, Rochester, NY, USA). Das resultierende Bild wurde mit der gerateeige-

nen Software Kodak Digital Science 1D analysiert.

2.2.3.3 Western-Blots zur Antikdrper-Charakterisierung

Zur Charakterisierung von Antikérpern hinsichtlich ihrer Spezifitat (Erkennen des er-
warteten Molekulargewichts bzw. Anzahl detektierter Banden) wurden jeweils 400 ug
Zell- oder Gewebelysats per LDS-PAGE (4-20% Bis-Tris-Polyacrylamid-Gele 2D-
Well) aufgetrennt und wie beschrieben auf Nitrozellulose-Membranen transferiert

(s.0.). Diese Membranen wurden in 0,5 cm breite Streifen geschnitten, auf denen zu-



28 Material und Methoden

satzlich die Banden der aufgetrennten Markerproteine markiert wurden. Bis zur wei-
teren Verwendung wurden die Membranen lichtgeschitzt und trocken bei Raumtem-

peratur gelagert.

2234 Mehrfach-Inkubation von Western-Blot-Membranen

Einmal verwendete Western-Blot-Membranen wurden teilweise zur erneuten Antikor-
perinkubation herangezogen. Die Behandlung solcher Membranen wird im Folgen-
den beschrieben. Direkt nach dem Auslesen der Lichtemission der ersten Messung
erfolgte ein Waschschritt der Western-Blot-Membran mit TBST fur 5 min. Die Memb-
ran wurde daraufhin fur 15 min mit Re-Blot Plus Mild Antibody Stripping Solution
bzw. Re-Blot Plus Strong Antibody Stripping Solution (Chemicon, Temecula, CA,
USA) bei Raumtemperatur auf einem Rollenmischer inkubiert. Nach zwei Wasch-
schritten mit TBST 5% Milchpulver fur jeweils 5 min war die Membran zur wiederhol-

ten Inkubation mit einem Primarantikorper bereit.

Tabelle 7: Fiir Immunoassays (Western-Blots, Protein-Mikroarrays) verwendete Antikorperkon-
zentrationen

Antigen (Klon) Verdlnnung / Konzentration ~ Verdinnung / Konzentration

Western-Blot Protein-Mikroarray

Primarantikorper

Actin 1:2000 1:1000
Adipophilin 0.1 pg/mi 1:500
Carboanhydrase X 1:1000 1:200
Carcinoembryonic antigen (CEA) 1:200 1:200
cMet 1:2000 1:200
EGFR 1:2000 1:500
ERK 1:1000 1:500
HLA-A (HCA2) 1 pg/ml 1 pg/ml
HLA-A B,C (W6/32) 1 ug/ml 1 ug/ml
HLA-B,C (HC10) 0.5 pg/ml 1 pg/ml
JNK 1:1000 1:500
Ki67 1:1000 1:200
Muc-1 1:500 0.5 pg/mi

phospho-ERK 1:1000 1:500
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phospho-JNK 1:1000
PRAME 1:1000
32-Mikroglobulin 0.5 pg/mi
R-Actin 1:2000
R-Catenin 1:2000
Topoisomerase 2 alpha 1:1000
Tubulin 1:2000
Zytokeratin-18 1:1000

1:500
1:200
1 pg/mi
1:1000
1 pg/ml
1:200
1 pg/ml
1:500

Sekundarantikérper

Spezifitat / Konjugation Verdinnung / Konzentration

Western-Blot

Verdinnung / Konzentration

Protein-Mikroarray

anti-Kaninchen IgG-HRP 1:5000
anti-Maus 1IgG-HRP 1:5000
anti-Ziege IgG-HRP 1:5000

Kaninchen IgG (Fc-spezifisch)-Alexa-
647

Maus IgG (Fc-spezifisch)-Alexa-647
Ziege IgG (Fc-spezifisch)-Alexa-647
anti-Maus 1gG-PE

anti-Kaninchen 1gG-R-PE

2.2.4 Herstellung von Gewebelysaten

2241 Verwendetes Zell- und Gewebematerial

1:500

1:500
1:500
1:5000
4 pg/mi

Aus Resektaten verschiedenen Tumorarten (Nierenzellkarzinom (RCC, renal cell

carcinoma), Colonkarzinom (CCA, colon carcinoma), Rektumkarzinom (RCA, rectum

carcinoma), Prostatakarzinom (ProCa, prostate carcinoma), Glioblastom (GB, gli-

oblastoma)) und korrespondierendem Normalgewebe wurden Gewebelysate gewon-

nen (Kruger 2005). Das Material wurde fur die Arbeitsgruppe Stevanovi¢ von der

Urologischen Abteilung des Universitatsklinikum Tubingen zur Verfigung gestellt.

Nach schriftlicher Einverstandniserklarung der Patienten wurden die Proben direkt

nach operativer Entnahme in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C bis

zur weiteren Verarbeitung gelagert. Die pathologische Charakterisierung der Gewebe
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wurde von der Pathologischen Abteilung, die HLA-Typisierung von der Abteilung flr
Transfusionsmedizin der Universitat Tubingen durchgefuhrt. Die oOrtliche Ethikkom-
mission erklart sich mit den durchgefuhrten Studien einverstanden. Zellkulturpellets
wurden von P. Hrstic prapariert. Alle Proben wurden freundlicherweise von S. Steva-

novi¢ fur diese Doktorarbeit zur Verfiugung gestellt.

224.2 Lyse unter nativen Bedingungen

Gefrorene Zellpellets (20 -100 ml) und schockgefrorene, solide Gewebeproben wur-
den mit einem Volumenteil Lysepuffer (2x; PBS; 0,6% CHAPS; pro 200 ml Pufferl6-
sung 3 Tabletten Proteaseinhibitoren ,complete“ (Roche, Basel, Schweiz)) versetzt
und unter langsamen Rihren bei 4°C aufgetaut. Solides Gewebe wurde zusatzlich a
priori in einem Mixer und dann in einem Potter zu einem Homogenat verarbeitet.
Nach dem Auftauen der Proben wurde ein weiterer Volumenteil einfach konzentrier-
ter Lysepuffer hinzugefligt und die Zellsuspension oder das aufgeschlossene Gewe-
be fur 60 min bei 4°C verstarkt gerthrt. Der weitere Aufschluss erfolgte im Dounce-
Homogenisator durch 5 KolbenstoRe bei grollem Spalt (50-70 um) und 20 StéRe bei
kleinem Spalt (10-30 ym). Nach Zugabe eines weiteren Volumens Lysepuffer wurde
erneut 60 min gerlhrt. Das erhaltene Lysat wurde erst 20 min bei 4000 rpm (ca.
3000 g), 4°C (Heraeus Instruments, Megafuge 1.0 R) und der Uberstand dann 1 h
bei 40000 rpm, 4°C (Beckman L-80 Ultracentrifuge, Rotor Ti45) zentrifugiert. Die ge-
wonnenen Pellets wurden verworfen. Der verbliebene Uberstand der Ultrazentrifuga-

tion wurde im Anschluss sterilfiltriert (0,2 pym).

Tabelle 8: Zell- und Gewebeproben zur Lyse unter nativen Bedingungen. RCC = renal cell
carcinoma (Nierenzellkarzinom), CCA = colon carcinoma (Colonkarzinom), GB = glioblastoma
(Glioblastom).

Zelllinie Zelltyp

DEU EBV- transformierte humane lymphoblastoide Zelllinie

BM14 EBV- transformierte humane lymphoblastoide Zelllinie
Gewebeprobe (Nummer) Organ

76 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
81 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe

92 Niere, RCC Tumorgewebe



Material und Methoden 31

98 Niere, RCC Tumorgewebe

704 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
134 Dickdarm (Colon), CCA Normal- und Tumorgewebe
135 Dickdarm (Colon), CCA Normal- und Tumorgewebe
136 Dickdarm (Colon), CCA Normal- und Tumorgewebe
139 Dickdarm (Colon), CCA Normalgewebe

140 Dickdarm (Colon), CCA Tumorgewebe

142 Dickdarm (Colon), CCA Normal- und Tumorgewebe
143 Dickdarm (Colon), CCA Tumorgewebe

148 Dickdarm (Colon), CCA Normal- und Tumorgewebe
359 Glioblastom, GB Tumorgewebe

361 Glioblastom, GB Normalgewebe

2243 Lyse unter denaturierenden Bedingungen

Die tiefgefrorenen, soliden Gewebeproben wurden unter flissigem Stickstoff mit
Pistill und Morser zu einem Gewebepulver zerkleinert und bei -70°C gelagert. Ein
Minimum von 20-30 mg Gewebepulver wurde mit einem 5-fachen Uberschuss des
Lysepuffers (CLB1, Zeptosens, Witterswil, Schweiz) zur vollstandigen Denaturierung
behandelt. Die Lyse erfolgte bei Raumtemperatur in 1,5 ml Reaktionsgefal3en auf ei-
nem Schittler (650 rpm; Thermomixer Comfort; Eppendorf, Hamburg, Deutschland).
Die Proben wurden anschliellend bei 15000 rpm flr 10 min zentrifugiert (5415D
Zentrifuge, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Uberstande der Lysate wurden
abgenommen, aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Tiefgefrorene
Zellproben (ca. 1 x 10" Zellen pro Pellet) wurden mit 200 pl Lysepuffer CLB1 inku-
biert und entsprechend der Lyse-Prozedur fur Gewebeproben weiterbehandelt. Die
Gewebe- und Zelllysate wurden zusammen mit den Pellets bei -70°C bis zur weite-

ren Verwendung gelagert.
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Tabelle 9: Zell- und Gewebeproben zur Lyse unter denaturierenden Bedingungen. RCC = Renal
Cell Carcinoma (Nierenzellkarzinom), CCA = Colon Carcinoma (Colonkarzinom), RCA = Rectum Car-
cinoma (Rektumkarzinom). Die mittels mRNA-Expressionsanalyse (Affymetrix-Chip-Technologie) in
der Arbeitsgruppe Stevanovi¢ charakterisierten Proben sind neben der jeweiligen Probennummer mit
LAX“ gekennzeichnet.

Zelllinie Zelltyp

A431 humane Platten-Epithelkarzinom-Zelllinie

HelLa humane Cervix-Epithelkarzinom-Zelllinie

Jurkat humane, leukdmische T-Zell-Lymphom-Zelllinie

JY EBV- transformierte, humane, lymphoblastoide Zelllinie

LCL EBV- transformierte, humane, lymphoblastoide Zelllinie
WILJON EBV- transformierte, humane, lymphoblastoide Zelllinie
Gewebeprobe (Nummer) Organ

6 Niere, RCC Tumorgewebe

11 Niere, RCC Tumorgewebe

12 Niere, RCC Tumorgewebe

23 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
24 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
25 Niere, RCC Tumorgewebe

26 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
27 Niere, RCC Normalgewebe

28 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
29 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
30 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
34 Niere, RCC Tumorgewebe

35 Niere, RCC Tumorgewebe

38 Niere, RCC Normalgewebe

44 Niere, RCC Normalgewebe

45 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
46 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
47 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
48 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
49 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
51 Niere, RCC Normalgewebe

58 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
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59 Niere, RCC Normalgewebe

71 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
44 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
70 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
98 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
99 Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
100 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
103 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
110 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
119 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
130 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
133 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
180 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
182 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
190 Ax Niere, RCC Normal- und Tumorgewebe
190M1 Ax Niere, RCC Tumorgewebe (Metastase1)
190M2 Ax Niere, RCC Tumorgewebe (Metastase?2)
21 Rektum, RCA Normal- und Tumorgewebe
23 Rektum, RCA Normal- und Tumorgewebe
26 Rektum, RCA Normal- und Tumorgewebe
7 Dickdarm (Colon), CCA Normal- und Tumorgewebe
17 Dickdarm (Colon), CCA Normalgewebe

18 Dickdarm (Colon), CCA Normalgewebe

21 Dickdarm (Colon), CCA Normalgewebe

2.2.5 Biotinylierung von Proteinen

Zur Biotinylierung von Proteinen wurde N-Hydroxy-Succinimid (NHS) aktiviertes Bio-
tin (EZ-Link NHS-LC-LC-Biotin, 5.5 ul, 2 mg/ml in DMSO; PIERCE, Rockford, USA)

in 50-fach molarem Uberschuss zur Proteinlésung (50 pl, 1 mg/ml in PBS) gegeben

und gemischt. Die Reaktion wurde Uber 30 min bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Freies, ungebundenes Biotin wurde mit Hilfe von Gelfiltrationssaulen (Centrispin,

Princeton Separations) abgetrennt. Dazu wurde das Gelmaterial der Saulen zu-
nachst mit PBS (650 pl) aquilibriert. Auftretende Luftblasen im Gelbett wurden durch

kraftiges Mischen entfernt. Das Gel der Filtrationssaulen quoll anschlieBend fir 30

min bei Raumtemperatur. Vor der Auftrennung der Proben wurde die Saule 2 min bei
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3000 rcf (750 rpm) in einer Zentrifuge (Eppendorf 5415 D, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) zentrifugiert, worauf der erste Durchlauf verworfen wurde und der Re-
aktionsansatz aufgetragen werden konnte. Nach erneuter Zentrifugation (2 min, 3000
g) wurde das proteinhaltige Eluat entnommen. Das biotinylierte Protein wurde bei -
20°C gelagert. Diese Methode fand in dieser Doktorarbeit auch zur Biotinylierung von
Antikérpern Anwendung. Die Lésungen der biotinylierten Antikdrper wurden in 50%

Glyzerin in Puffer bei -20°C gelagert.

2.2.6 Fluoreszenz-Markierung von Proteinen

Zur Markierung von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen wurden die NHS-aktivierten
Farbstoffe Cy5- und Cy3 (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) verwen-
det. Um in mehrfachem, molaren Farbstoff-Uberschul® Proteine zu modifizieren, wur-
de eine Packungseinheit (100ug) an Fluoreszenz-Farbstoff zur Proteinlésung (100 pl,
1 mg/ml in PBS mit 5 pl Kopplungspuffer: 1 M Natriumcarbonatpuffer pH 9,3) gege-
ben. Die Reaktion erfolgte fir 30 min bei Raumtemperatur, wobei alle 10 min durch-
mischt wurde. Nicht reagierter, freier Farbstoff wurde gemaf 2.2.5 mit Hilfe von Gel-
filtrationssaulen abgetrennt. Diese Methode wurde flr diese Doktorarbeit zur Fluo-
reszenz-Markierung von Antikdrpern und dem Protein BSA verwendet. Die Fluores-
zenz-markierten Proben wurden wie unter 2.2.5 beschrieben bis zur weiteren Ver-

wendung gelagert.

2.3 Protein-Mikroarray-Technologien

2.3.1 Herstellung von Protein-Mikroarrays

Zur Herstellung der planaren Protein-Mikroarrays wurden kontaktlose, piezoelektri-
sche Mikrodosiersysteme, genannt Mikroarrayer, eingesetzt, die Volumina im Pico-
bis Nanoliterbereich reproduzierbar dosieren konnen. Es wurden die Mikroarrayer-
Systeme Biochip-Arrayer (PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA, USA) und Na-
noplotter NP1.2 (GeSiM mbH, GrolRerkmannsdorf, Deutschland) zur Herstellung von

Protein-Mikroarrays verwendet.

2.3.1.1 Protein-Mikroarrays auf Standard-Mikroarray-Substraten

FUr das Bedrucken von Standard-Mikroarray-Substraten der Grofe 25 x 75 mm wur-

de das Biochip-Arrayer-System verwendet. Proteinhaltige Losungen wurden mit dem
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Biochip-Druckpuffer (0.01% Bromphenolblau, 100 ug/ml BSA Fraktion V bei Verwen-
dung rekombinanter Proteine) auf die entsprechende Druckkonzentration eingestellt
und in die Kavitaten einer Mikrotiter-Platte (384 Kavitaten, Greiner, Frickenhausen,
Deutschland) pipettiert. Es wurden jeweils 20 ul Lésung in die entsprechenden Kavi-
taten vorgelegt. Zur Festlegung der Anordnung der Protein-Spots auf dem Mikroar-
ray-Substrat und der entsprechenden Position der Losung in der Mikrotiter-Platte
wurde die Software BCTable 3.2 (Perkin Elmer) verwendet. Mittels der gerateeige-
nen Steuerungssoftware wurden Protein-Mikroarrays auf Mikroarray-Substrate ge-
druckt. Der Druckvorgang fand unter Reinraumbedingungen (Klasse 100) bei kon-
stanter Luftfeuchtigkeit (~ 65%) und 20°C statt. Das gedruckte Volumen eines Mikro-
spots betrug 330 pl. Der Abstand zwischen den einzelnen Spots in x- und y-
Dimension betrug stets 375 um. Auf einem Mikroarray-Substrat wurden die Proteine
in 6 - 12 identischen Einheiten, den so genannten Sub-Arrays, angeordnet. Nach
Beendigung des Druckprozesses wurden die Arrays in einer feuchten, lichtgeschlitz-
ten Kammer Uber Nacht gelagert, wobei die bedruckte Seite der Mikroarray-
Substrate nach unten zeigte. Zur weiteren Stabilisierung und zur Lagerung der Prote-
in-Mikroarrays wurden die einzelnen Sub-Arrays mit einem Fettstift (PAP Pen (liquid
repellant slide marker pen, SCS Science Services, Minchen) umrandet und die da-
mit entstandenen Inkubationsflachen mit jeweils 60-80 pl Blockierungspuffer (1.5%
BSA (Fraktion V), 5% Milchpulver, 0.1% Tween-20 in PBS) bei Raumtemperatur fir 2
h behandelt. Uberschiissige Lésung wurde entfernt. Die Mikroarray-Substrate wur-
den lichtgeschuitzt und trocken bei Raumtemperatur bis zur weiteren Verwendung

aufbewahrt.

Tabelle 10: Verwendete Standard-Mikroarray-Substrate der GroBe 25 x 75 mm

Mikroarray- Oberflachenakti- Wechselwirkung mit Pro-  Hersteller
Substrate vierung teinen
CodelLink Amino-reaktive, Kovalent (Uber Amino- Amersham Bioscien-

hydrophile Poly-

mere

CSS silylated slides  Aldehyd-Gruppen

funktionen)

Kovalent (Uber Amino-

Funktion)

ces, Freiburg, Deutsch-

land

CEL Associates Tele-
chem Int. Sunnyvale,
CA, USA
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FAST slides

GAPS I

Hydrogel-coated
slides

NucleoLink

Nitrozellulose-

Polymer

Aminosilan

Modifizierte Poly-
acrylamid-

Gelmatrix

Aktiviertes, hitze-

stabilisiertes Po-

Adsorption

lonostatische Interaktion

Adsorption (Interaktion
mit 3D-Matrix)

hydrophobe Interaktion

Schleicher & Schiill,
Keene, NH, USA

Corning, Acton, MA,
USA

PerkinElmer, Boston,
MA, USA

Nunc GmbH & Co.,

Wiesbaden, Deutsch-

lymer land
Poly-Prep Slides Poly-L-Lysin Adsorption, ionostatische  Sigma-Aldrich, Taufkir-
Interaktion chen, Deutschland
Quantifoil Epoxy Kovalent (Uber Amino-, Quantifoil Micro Tools
Thiol- oder Hydroxyl- GmbH, Jena, GmbH
Funktionen)
231.2 Protein-Mikroarrays auf Zeptosens-Mikroarray-Substraten

FUr das Drucken von Proteinmikroarrays auf Mikroarray-Substraten der Groe 14 x
57 mm (ZeptoMARK hydrophobic substrates, Zeptosens) wurde das Nanoplotter-
System verwendet. Diese Zeptosens-Mikroarray-Substrate wiesen neben der im
Vergleich zu Standard-Mikroarray-Substraten unterschiedlichen Grolie, weitere Cha-
rakteristika auf: a) die Oberflachenstruktur wurde durch Alkylphosphate gebildet, die
Proteinimmobilisierung Uber hydrophobe Wechselwirkungen ermdoglichte (Textor
2000), b) in die Substrate waren Beugungsgitter zur Fluoreszenzdetektion mittels
Planarer Wellenleitertechnologie eingeatzt (Heyse 1995; Pawlak 2002a). Die Protein-
I6sungen wurden mit Lysepuffer (CLB1, Zeptosens) auf die 10-fache Druckkonzent-
ration (4 mg/ml) eingestellt und in Mikrotiter-Platten (96 Kavitaten, Greiner) vorgelegt.
100, Tecan,
Schweiz; Steuerungssoftware Gemini 3.5) wurden die Proben aus der Mikrotiter-
Platte (96 Kavitaten) mit dem Druckpuffer (CSBL1, Zeptosens) auf die Druckkonzent-

rationen von 0.4, 0.25, 0.16 und 0.1 mg/ml verdiunnt. AnschlieBend wurden pro

Mittels eines Pipettierroboters (Genesis Gemini Hombrechtikon,

VerdUnnung je 25 yl Lésung in eine weitere Mikrotiter-Platte (384 Kavitaten, Greiner)
Uberfuhrt. Das Nanoplotter-System wurde nun mit der Mikrotiter-Platte (384 Kavita-

ten) bestickt. Mittels der Steuerungssoftware (npC8, GeSiM) wurden Protein-
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Mikroarrays auf Mikroarray-Substraten hergestellt. Der Druckvorgang fand unter
Reinraumbedingungen (Klasse 100) bei konstant gehaltener Luftfeuchtigkeit (~ 65%)
und 20°C Raumtemperatur statt. Das abgesetzte Volumen der Proben betrug ca. 0,4
nl. Der Abstand zwischen den einzelnen Spots betrug in x-Dimension 280 ym und in
y-Dimension 300 um. Auf einem Mikroarray-Substrat wurden jeweils 6 Sub-Arrays
gedruckt, die auf zwei Arten angeordnet werden konnten. Es wurden zum einen 6 i-
dentische Sub-Arrays aus jeweils 40 Proben a 4 Konzentrationsstufen hergestellt,
zum anderen wurden 3x 2 identische Sub-Arrays hergestellt, wobei insgesamt 80
Proben a 4 Konzentrationsstufen auf einem Mikroarray-Substrate immobilisiert wur-
den. Nach Beendigung des Druckprozesses wurden die Objekttrager fir 1 Stunde
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zeptosens-Mikroarray-Substrate fur 30
min in Blockierungspuffer (Zeptosens) oder einer 1-prozentigen Tween-20-Lésung (in
PBS) bei Raumtemperatur in einem Ultraschallvernebler (Blocking Device, Zepto-
sens) behandelt. Die bedruckten und blockierten Trager wurden abschlieBend mit
ddH20 abgespult und mit N, trockengeblasen. Bis zu ihrer weiteren Verwendung

wurden die Mikroarray-Substrate lichtgeschitzt und trocken bei 4 — 8°C gelagert.

2.3.2 Anfarbung von Proteinen auf Mikroarray-Substraten

Um auf Mikroarray-Substraten immobilisierte Proteine mit einem Fluorophor zu mar-
kieren, wurde NHS-Alexa647 (Alexa Fluor 647 Monoclonal Antibody Labeling Kit A-
20186, Molecular Probes, Eugene, USA) verwendet. Eine Packungseinheit des
Farbstoffes (1 mg) wurde in 1.2 ml wasserfreiem DMSO geldst, aliquotiert (a 12 pl)
und bei -20°C in lichtgeschitzten Reaktionsgefalten unter Ausschluss von Feuchtig-
keit gelagert. Tween-20-blockierte Protein-Mikroarrays wurden fir 10 min in Reakti-
onspuffer (50 mM Natriumcarbonat pH 9.3, 0.1% Tween-20 in PBS) vorinkubiert. Zur
Erfassung von Kontrollbildern vor der Proteinfarbung wurden alle Sub-Arrays bei 635
nm im ZeptoREADER (Belichtungszeit von 1 s, Graufilterstufen von 0.1 bis 1) ausge-
lesen. Zur Farbung der Proteine wurde ein Aliquot Fluoreszenzfarbstoff in 1.2 ml Re-
aktionspuffer aufgenommen. Jede Inkubationskammer (entsprechend einem Sub-
Array) wurde mit jeweils 200 pl beflUllt und unter Lichtausschluss bei Raumtemperaur
fur 30 min inkubiert. AnschlielRend wurde die Farbereaktion durch zigiges Waschen
mit 3x 200 pl TBST gestoppt. Die Mikroarray-Substrate wurden mit ddH,O gespuilt

und mit N2 trockengeblasen. Zur Detektion der Proteinfarbung bei 635 nm im Zepto-
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READER (Belichtungszeit von 1 s, Graufilterstufen von 0.1 bis 1) wurden die Mikro-

array-Substrate erneut mit Reaktionspuffer inkubiert.

2.3.3 Assaysysteme auf Mikroarray-Substraten

FUr die DurchfUhrung von Antikdrper-Assays wurden fur die verwendeten Protein-
Mikroarray-Systeme zwei Protokolle entwickelt. Alle Antikérperinkubationen fanden

stets bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss statt.

a) Zur Durchfihrung eines Assays auf Standard-Mikroarray-Substraten wurden die
einzelnen Inkubationsflachen vor der Inkubation mit Primarantikérper-Lésung mit
Waschpuffer (TBST) fir 5 min rehydriert. Anschlieend wurden die Antikérperlésun-
gen in den entsprechenden Verdinnungen (siehe Tabelle 7) appliziert und Gber 2 h
in einer feuchten Kammer inkubiert. Es folgten mindestens 3 Waschschritte bei de-
nen jeweils 60 ul Waschpuffer pro Feld verwendet wurde. Nach einer Inkubation von
5 min wurde die FlUssigkeit vom Mikroarray-Substrate abgeklopft. Die anschlieBende
Sekundarantikdrperinkubation erfolgte fir 45 min. Nach erneutem Waschen (3x 60
M) wurden die Mikroarray-Substrate intensiv mit ddH,O abgespilt und unter Na-

Strom getrocknet.

b) FUr Versuche mit Zeptosens-Mikroarray-Substraten wurden die Mikroarray-
Substrate mit der bedruckten Seite nach oben in eine spezielle Halterungsvorrich-
tung (ZeptoCARRIER, Zeptosens) eingelegt, mit einer Flusszelle (Zeptosens) be-
deckt und verschraubt. Die einzelnen Sub-Arrays waren sodann durch O-Ringe ab-
getrennt und konnten einzeln Uber Offnungen in der Flusszelle mit Lésungen verse-

hen werden.

Nach einer 5-minltigen Rehydrierung der Arrays mit Assay-Puffer (Zeptosens) wur-
den die Kammern mit Primar-Antikorper-Losung versehen. Die Inkubationsdauer be-
trug 14 — 18 Stunden, wobei die BindemolekuUle in den in Tabelle 7 angegebenen
Verdinnungen verwendet wurden. Anschlielend wurden die einzelnen Kammern mit
insgesamt 400 ul Assay-Puffer (Zeptosens) durchspUlt und Uber eine Absaugvorrich-
tung (Vacuboy, IBS Integra Biosciences, Wallisellen, Schweiz) entleert. Die Zweitan-
tikérper-Losung (1 : 500 in Assay-Puffer) wurde eingebracht und nach 45 min Inku-
bation entfernt. Die Kammern wurden erneut zweimal durchspult, entleert und zur

Signalmessung der Arrays mit Assay-Puffer (200 ul) befullt. Zur Fluoreszenzdetekti-
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on der Sub-Arrays bei 635 nm wurde der ZeptoREADER (Zeptosens) anschlieRend
mit dem ZeptoCARRIER bestickt.

2.3.4 Verfahren zur Fluoreszenzdetektion von planaren Protein-Mikroarrays

2.3.41 Konfokale Laser-Scanner-Technologie: Fluoreszenzdetektion von

Standard-Mikroarray-Substraten

Die auf Standard-Mikroarray-Substrate untersuchten, trockenen Protein-Mikroarrays
wurden in einem Mikroarray-Scanner (GMS 418, Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
mit 10 yum Auflésung unter Verwendung des Fluorphor-spezifischen Fluoreszenzka-
nals ausgelesen. So wurde bei Cy5- bzw. Alexa647-Fluorophoren zur Anregung die
Wellenlange 635 nm des roten Lasers und bei Cy3- bzw. Phycoerythrin-
Fluorophoren die Wellenlange 532 nm des grinen Lasers verwendet. Die maximale
Laserintensitat und die Verstarkung des Photomultipliers wurden dem resultierenden
Fluoreszenzsignal-Spektrum angepasst, d.h. es wurde das maximale Signal-
/Rausch-Verhaltnis angestrebt, ohne dass ,gesattigte* Spots (Signale mit 2'® Fluo-
reszenz-Einheiten) auftraten. Zur weiteren Bildverarbeitung wurden 16-bit Tiff-
Dateien mit der gerateeigenen Steuerungs-Software generiert. Diese Dateien wurden
mittels der Bildprozessierungs-Software Microarray Imagene V4.0 (Biodiscovery, El
Segundo, CA, USA) ausgewertet. Flr jeden Analysepunkt (Spot) wurde der Median

der relativen Fluoreszenzeinheiten (MFU, median fluorescence units) gebildet.

2.341 Planare Wellenleiter-Technologie: Fluoreszenzdetektion von

Zeptosens-Mikroarray-Substraten

Im Gegensatz zu den konfokalen Fluoreszenz-Scannern wurde zur Fluoreszenzde-
tektion der Zeptosens-Mikroarray-Substrate die Planare Wellenleitertechnologie
(Planar Waveguide (PWG) oder Evaneszent-Feld-Technologie) eingesetzt. Die
Fluoreszenz-Signale wurden durch eine CCD-Kamera als Vollbild aufgenommen und
als 16-bit-Tiff-Datei abgespeichert. Die Bildanalyse und Auswertung erfolgte mit der
Auswertungs-Software ZeptoVIEW™ (Zeptosens). Fur jeden Analysepunkt (Spot)
wurde der Mittelwert der relativen Fluoreszenzeinheiten (MFU, median fluorescence

units) gebildet.
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234.2 Bildhafte Darstellung von Protein-Mikroarrays

Zur bildhaften Darstellung der verschiedenen Antikérper-Detektionen auf den unter-
suchten Protein-Mikroarrays wurden flr das jeweilige Kapitel dieser Studie so ge-
nannte Falschfarbenbilder mit der Bildbearbeitungs-Software Adobe Photoshop 7.0
(Adobe Systems Incorp.) generiert. Die durch die unterschiedlichen Detektionsver-
fahren generierten 16-bit Tiff-Dateien wurden auf 8-bit Tiff-Dateien komprimiert und

auf eine Falschfarben-Skala bezogen (siehe Abbildung 10).

Signalstarke
schwach stark

Abbildung 10: Falschfarbenskala. Die Ubersetzung starker Assay-Signale in eine so genannte
Falschfarbe ergibt weille bzw. rote Farben, schwache Signale ergeben blaue bzw. griine Farben.

2.3.5 Datenanalyse und statistische Verfahren

2.3.5.1 Quantifizierung des MHC-Gehaltes von Proben

Jeder Protein-Mikroarray, dessen Proben (Zellkultur- oder Gewebeproben) auf den
Gehalt an MHC untersucht werden sollte, enthielt eine Eichreihe von MHC-
Monomeren. Die Mittelwerte der Spot-Duplikate der Antigenkonzentration wurden zur
linearen Regression in der Auswertungs-Software Origin 6.0 (Microcal) verwendet.
Der Mittelwert aus den Messpunkten der Zell- oder Gewebeproben wurde berechnet
und der MHC-Gehalt Gber die Standardkurve quantifiziert.

2.3.5.2 Fehlerfortpflanzung

Da bei der Berechnung der proteinnormierten Signale der Zell- oder Gewebeproben
verschiedene fehlerbehaftete GroRen miteinander betrachtet werden, war es not-

wendig den resultierenden Fehler durch die Fehlerfortpflanzung zu bestimmen:

Der Einfluss einer fehlerbehafteten Grofle x auf das Endergebnis kann abgeschatzt
werden, indem man das Endergebnis als Funktion von der fehlerbehafteten Grolie
betrachtet, nach dieser ableitet und mit dem absoluten Fehler der fehlerbehafteten

Grolie multipliziert:
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y=ylr)= Ay = dy

AN
dr *

Abbildung 11: Formel zur Berechung des Fehlers in Abhangigkeit von einer fehlerbehafteten
GroRe.

FlielRen mehrere fehlerbehaftete Groflen x; bei der Ermittlung von y ein, so werden
deren Einflusse auf y quadratisch addiert, solange die Fehler der x; unabhangig von-

einander sind, sich also nicht gegenseitig beeinflussen:

N - TA S "y L

Abbildung 12: Formel zur Berechung des Fehlers in Abhédngigkeit von mehreren fehlerbehafte-
ten GroBen.

2353 Clusteranalyse komplexer Datensatze

Zur Analyse komplexer Datensatze (in dieser Studie angewandt fur die Untersu-
chung von mehr als 20 verschiedene Proteinmarker in mehr als 80 Gewebeproben)
wurde die so genannte Clusteranalyse verwendet, um einen sehr grof3en Datensatz

(hier: mehr als 1600 Datenpunkte) anschaulich darstellen zu kénnen.

Unter Clusteranalyse versteht man verschiedene multivariante Verfahren der Daten-
analyse fur die Ermittlung von Gruppen (Cluster) zusammengehoriger Objekte aus
einer Grundmenge von numerisch beschriebenen Objekten. Die Objekte kénnen bei-
spielsweise Datensatze von Messwerten oder Bildpunkte sein, in denen geordnete
Ansammlungen oder Hierarchien gefunden werden sollen. Daflr verwendete Daten-
clustering Algorithmen kdnnen hierarchisch oder partitionierend sein. Je nach Algo-
rithmus muss eine Distanzfunktion zur Bestimmung des Abstands zweier Elemente

d(a,b), zum Beispiel die euklidische Distanz, bekannt sein.
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3 Ergebnisse

3.1 Aufbau einer Reverse-Screening-Plattform

Zur Proteinquantifizierung und Expressionsanalyse wurde mit Hilfe von Reverse-
Phase-Protein-Mikroarrays eine Screening-Plattform aufgebaut. Durch die Verwen-
dung rekombinanter Proteine und Zellkultur- bzw. Gewebelysaten wurden verschie-
dene Anbindungschemien untersucht. Hierfir wurden die rekombinanten, aufgerei-
nigten MHC-Monomere und die Lysate in Verdinnungsreihen auf Standard-
Mikroarray-Substraten verschiedener Hersteller immobilisiert. Die Substrate wurden
hinsichtlich der Protein-Anbindung, der Linearitdt der Mess-Signale der Verdin-

nungsstufen und der Nachweisgrenze charakterisiert.

3.1.1 Validierung verschiedener Mikrarray-Substrate

Die im Methodenteil (Tabelle 10) beschriebenen Mikroarray-Substrate wiesen ver-
schiedenste Oberflachenbeschichtungen auf, die - als Vorbedingung - mit Puffern zur
Durchfuhrung einer nativen Lyse der untersuchten Proben kompatibel sein sollten.
Dies galt besonders hinsichtlich der Detergenzien-haltigen (z.B. CHAPS in einer
Konzentration von 0,15 - 0,3%) bzw. Tris-basierenden Puffer. Die Untersuchungen
zeigten, dass diese Kriterien nur von dem Mikroarray-Substrat CodeLink Activated
Slides erflllt wurden. Auf diesen Tragern konnte eine verwendbare Anbindung und
Detektionsmdglichkeit von MHC-Monomeren (die in Tris-haltigem Puffer vorlagen)
und CHAPS-Puffer-lysierten Zellkultur- und Gewebeproben gewahrleistet werden.
Die im Folgenden beschriebene Methoden-Etablierung wurde daraufhin ausschlief3-
lich mit CodeLink Activated Slides durchgefihrt.

In den ersten Reverse-Screening-Experimenten wurden MHC-Monomere eingesetzt,
die auch fur die im Folgenden durchgefuhrten Quantifizierungsexperimente verwen-
det wurden. Die zu analysierenden Zellkulturproben waren hinsichtlich ihrer MHC-
Expression vorcharakterisiert und dienten als Kontrolle der Etablierungs-
Experimente. Die Zelllinie BM14 war als niedrig MHC Klasse I-exprimierende Zelllinie
bekannt, wo hingegen die Zelllinie DEU als hoch MHC Klasse |-exprimierende Zellli-

nie beschrieben worden war. Aus dem Verhaltnis der Ausbeuten HLA-extrahierter
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Peptide sollte sich die Expression von MHC Klasse | zwischen den beiden Zelllinien
um den Faktor 1 : 10 bis 1 : 15 (BM14 : DEU) unterscheiden (Information von S. Ste-
vanovic¢). Die Detektion der MHC-Molekule erfolgte in diesem experimentellen Ansatz
Uber die nicht-kovalent an die schwere Kette von MHC Klasse | assoziierte Unterein-
heit 32-Mikroglobulin.
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Abbildung 13: Nachweis von MHC Klasse | auf CodeLink-Mikroarray-Substraten. A) Anordnung
der Proben auf einem RPPM (Reverse-Phase-Protein-Mikroarray). Die hellgrauen Spots stellen die
MHC-Monomere dar, welche in 8 Verdinnungsstufen (von 0.6 ng/ml bis 10 ug/ml) gedruckt wurden.
Die grauen Spots stellen das Zellkulturlysat DEU (6 Verdinnungsstufen von 0.2 bis 200 ug/ml) dar. In
dunkelgrau sind die Spots des Zellkulturlysats von BM14 dargestellt, welche in 6 Verdiinnungsstufen
(von 0.2 bis 200 pg/ml) gedruckt wurden. Die breit umrandeten Spots weisen auf Puffer-Spots hin,
welche der Leerwert-Bestimmung dienten. B) Scannerbild: Die Falschfarben-Darstellung eines ge-
scannten Experiments. Das Bild zeigt Fluoreszenzsignale nach einer Inkubation mit Kaninchen-anti-
32-Mikroglobulin (Erstantikdrper) zum Nachweis von MHC Klasse | Gber diese Untereinheit und Esel-
anti-Kaninchen-R-PE (Zweitantikorper). Detektion der Fluoreszenz im konfokalen Laser-Scanner bei
532 nm.

Abbildung 13A zeigt eine standardmaflig verwendete Druckanordung der untersuch-
ten Protein-Mikroarrays. Die in Sub-Arrays aufgeteilten Mikroarray-Substrate wurden
mit einem anti-MHC Klasse |-Antikorper (anti-R2-Mikroglobulin) und einem Fluores-
zenz-gekoppelten Detektionssystem inkubiert. Der Assay wurde im konfokalen La-
ser-Scanner bei 532 nm ausgelesen. Die verschiedenen Verdinnungsstufen der un-
tersuchten Proteine, welche als Replikate vertikal Ubereinander angeordnet worden
waren, lieRen erste Aussagen uUber die Linearitdt und Sensitivitdt der MHC-
Nachweisreaktion zu. Das Falschfarbenbild in Abbildung 13B zeigt starke Fluores-
zenz-Signale bei den hdchsten eingesetzten MHC- und Lysat-Konzentrationen (wei-
Re und rote Farbung), die Uber die einzelnen Verdinnungsstufen zu schwacheren
Signalen hin abnahmen (griine und blaue Farbung). Wie erwartet, zeigte die Kontrol-
le DEU einen hohes MHC Klasse I-Signal (grin, 200 ug/ml) und eine mdgliche
Signaldetektion Uber 3 Verdinnungsstufen (200 — 50 — 12,5 pg/ml). Dahingegen
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konnte flur die Kontrolle BM14 nur ein einzelnes, niedriges Signal (blau, 200 pg/ml)

fur die hochste eingesetzte Druckkonzentration nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: Fluoreszenz-Signal und Signal-Hintergrund-Verhaltnis der detektierten MHC-
Monomer-Verdiinnungsreihe. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von 4 Replika-
ten. S/N = Signal to Noise (Signal Uber Hintergrund).

Wird die Nachweisgrenze als Mittelwert + 3 Standardabweichungen des Leerwertes
bezogen auf den eingesetzten Leerwert (Puffer-Spots) definiert (siehe Abbildung 14),
so lag die Grenze fur den Nachweis von MHC Klasse | Uber 32-Mikroglobulin bei ca.
40 ng/ml. Dies entsprach 730 pM MHC und lag 1,7-fach Uber dem Hintergrund-
Rauschen. Bezogen auf die Anzahl der Molekile pro Spot lie3 sich bei einem abge-
gebenen Tropfenvolumen des verwendeten Mikroarrayers (ca. 0,33 nl pro Tropfen)
und dem Molekulargewicht von MHC Klasse | (55 kDa) eine Nachweismdglichkeit

von ca. 100 000 MHC-Monomer-Molekulen pro Spot errechnen.

Vergleichende Analysen eines Forward-Phase-Protein-Mikroarrays (Immuno-
Sandwich), bei dem auf einem Mikroarray-Substrat erst das Fangermolekul immobili-
siert und anschlielend die Proben und das Detektionssystem hinzugeben wurden,
ergaben vergleichbare Sensitivitaten und Signalverlaufe (immobilisiertes Fangermo-
lekdl / Erstantikorper: Maus-anti-HLA-A,B,C (w6/32), Detektion Uber den Zweitanti-
korper Ziege-anti-Maus-R-PE im Laser-Scanner bei 532 nm) (Daten in dieser Studie
nicht gezeigt). Damit wird deutlich, dass das aufgebaute Reverse-Screening-System

eine gute Empfindlichkeit aufweisen konnte.
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Abbildung 15: Detektion von MHC-Monomeren auf CodeLink-Mikroarray-Substraten. Eine Ver-
dinnungsreihe von MHC-Monomeren wurde Uber 8 Verdinnungsstufen (2,4 ng/ml bis 10 ug/ml) ge-
druckt und durch Inkubation mit Kaninchen-anti-R2-Mikroglobulin nachgewiesen. Die jeweils 4 Repli-
kate wurden im Array vertikal Gbereinander angeordnet. Die Auswertung erfolgte Uber lineare Regres-
sion. Die dargestellten Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung der vier Messwerte vom
Mittelwert.

In Abbildung 15 ist ein zu erwartender, linearer Verlauf der MHC-Signale zu erken-
nen, welcher sich Uber einen Konzentrationsbereich von mehr als 2 Zehnerpotenzen
erstreckte. Der Korrelationskoeffizient von R? = 0.983 verdeutlichte die auch in nied-
rigeren MHC-Konzentrationsbereichen gute Linearisierbarkeit der detektierten Signa-
le. Die Nachweisgrenze konnte in diesem Ansatz mit = 40 ng/ml bestimmt werden.
Die dargestellten Fehlerbalken der jeweils 4 Replikate der einzelnen Verdinnungs-
stufen bestatigten die erwartete, geringe Varianz der Fluoreszenzsignale einzelner

Replikatspots zueinander.

Die Etablierung der Reverse Screening-Plattform zielte darauf ab, die charakterisier-
ten Lysate in mehreren Konzentrationen auf den ausgewahlten CodeLink-Mikroarray-
Substraten zu untersuchen, so dass eine Quantifizierung des MHC-Gehaltes (siehe

Tabelle 11) der Proben erfolgen konnte.
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Tabelle 11: Nachgewiesene MHC-Molekiile pro Zelle

Lysat nachgewiesene MHC Molekdle pro Zelle untersuchte Lysatkonzentration [ug/ml]
BM14 96 000 12.5 - 200 (gemittelt)
DEU 940 000 12.5

2000 000 50

5600 000 200

Die Bestimmung der Anzahl der MHC-Molekile pro Zelle wurde Uber die Fluores-
zenz-Signale der untersuchten Lysate und die lineare Regression der MHC-
Verdiunnungsreihe errechnet. Hierbei war zudem die Anzahl an Zellen pro lysiertem
Pellet bekannt. Die Ergebnisse der Messungen zeigten hier zum einen, dass fir die
Zellen der Linie BM14 die Dichte der MHC-Molekile pro Zelle mit einem biologisch
relevanten Wert von ca. 100.000 Molekulen MHC pro einzelner Zelle unabhangig von
der Menge an untersuchtem Lysat ermittelt werden konnte (vergleichbare Angaben
finden sich in den Untersuchungen der Arbeitsgruppe Yewdell (Yewdell 2003) und
McCluskey (McCluskey 1999). Zum anderen konnte fur die Ergebnisse der DEU-
Zellen kein einheitlicher Wert, konzentrationsunabhangiger Wert bestimmt werden.
Nichtsdestotrotz lag das DEU-Ergebnis mit gemittelt ca. 2 x 108 MHC-Molekiilen pro

Zelle den erwarteten Faktor Uber dem BM14-Resultat.

3.1.2 Weiterentwicklung der Reverse-Screening-Plattform — Einfiihrung der

Zeptosens-Technologie

Die vorgestellten Ergebnisse dieser Studie, die auf CodeLink-Mikroarray-Substraten
durchgefihrt wurden und die ersten Experimente mithilfe der Reverse-Screening-
Technologie darstellten, zeigten die Machbarkeit und das Potential dieser Methode
auf. Mittels dieser neuartigen Technologie konnte das Modell-Molekil MHC Klasse |,
das als rekombinant synthetisiertes Monomer vorlag, mit ausreichender Sensitivitat
nachgewiesen werden und zwei Zellkulturkontrollen (DEU und BM14) auf die Ex-
pression von MHC Klasse I-Molekulen pro Zelle quantifiziert werden. Um aber a) in
spateren Experimenten auch sehr gering konzentrierte Proteine (wie z.B. einige Tu-

mormarker) nachweisen und b) Proteine genau und mit héchster Sensitivitat in Ge-
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webelysaten quantifizieren zu kénnen, wurde die Reverse-Screening-Methode zur
Detektion der Fluoreszenz auf ein neues, bekanntermalien sensitiveres System der
Firma Zeptosens umgestellt (Pawlak 2002a). Der Reverse-Screening-Ansatz, der in
den einfuhrenden Untersuchungen mit dem Biochip-Arrayer-System, CodeLink-
Mikroarray-Substraten und der Fluoreszenzdetektion im konfokalen Laser-Scanner
durchgefuhrt wurde, wurde auf das Nanoplotter-System, Zeptosens-Mikroarray-
Substrate und ein Detektionsverfahren unter Verwendung der Planaren Wellenleiter-

Technologie umgestellt.
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Abbildung 16: Quantifizierung von MHC in CHAPS-Lysaten. (A) Falschfarbendarstellung und (B)
lineare Regression der MHC-Monomer-Verdinnungsreihe (7,8 - 500 ng/ml). Inkubation der Protein-
Mikroarrays mit anti-R2-Mikroglobulin. Fluoreszenzdetektion im ZeptoREADER bei 635 nm Uber Zie-
ge-anti-Kaninchen-Fab-Alexa647 (Zweitantikdrper). graue Balken = Normalgewebe, schwarze Balken
= Tumorgewebe. Die Fehlerbalken reprasentieren die mittlere Abweichung vom Mittelwert der Dupli-
katspots. Die Nachweisgrenze konnte mit < 8 ng/ml MHC-Monomer bestimmt werden.

Um die neue Technologie-Plattform mit der Reverse-Screening-Methode zu verknlp-
fen, wurden die bereits in den einflUhrenden Experimenten verwendeten Kontrollen
(MHC Klasse |I-Monomere) auf den Zeptosens-Mikroarray-Substraten immobilisiert.
Zum Nachweis von MHC Klasse | wurden die Protein-Mikroarrays analog zu den ers-
ten Etablierungsexperimenten mit dem anti-MHC Klasse |-Antikdrper anti-32-

Mikroglobulin inkubiert.
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Der in Abbildung 16 dargestellte dynamische Bereich der MHC-Signale konnte mit >
2.5 Zehnerpotenzen ermittelt werden (7.8 bis 500 ng/ml MHC Klasse |-Monomer).
Die MHC-Signale zeigten mit einem Korrelationskoeffizient von R? = 0.997 eine sehr
gute Linearisierbarkeit Uber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich. Die-
se im Vergleich zu den CodeLink-Ergebnissen vergrofierte Dynamik bestatigte die
erhdhte Sensitivitat der Zeptosens-Technologie. Die Nachweisgrenze wurde mit < 8
ng/ml MHC-Monomer angegeben, was eine Sensitivitatssteigerung nach Einfliihrung

der Planaren Wellenleiter-Technologie um mindestens Faktor 5 bedeutete.

3.1.3 Qualitatskontrolle von Protein-Mikroarrays

Um vertrauenswuirdige Aussagen Uber die ausgelesenen Antikérper-Signale, bezo-
gen auf die tatsachlich immobilisierte Proteinmenge, treffen zu kdnnen, wurden Me-
thoden zur Qualitatskontrolle von Protein-Mikroarrays entwickelt. Von DNA-Arrays
war bekannt, dass die detektierten Proben-spezifischen Signale durch a) kompetitive
Hybridisierung der Proben, b) vergleichende Analyse zweier, mit unterschiedlichen
Farben, markierter Proben oder c) perfect match | mismatch-Strategie mit grof3er

Genauigkeit und Glaubwurdigkeit bestimmt werden konnten (Lipshutz 1999).

Die Qualitatskontrolle von Protein-Mikroarrays wurde zu Beginn dieser Doktorarbeit
durch Immunoassays mit Antikérpern durchgefihrt, die gegen konstitutiv exprimierte
Proteine so genannter housekeeping genes (z.B. Proteine des Zytoskeletts wie Actin
oder Tubulin) gerichtet waren. Diese Proteine zeigen einen Expressionslevel, der
auch nach Stimulation wenig verandert ist. Es zeigte sich jedoch, dass der Nachweis
solcher Proteine aufgrund heterogener, schlecht reproduzierbarer Ergebnisse keine
geeignete Methode zur Bestimmung der auf Mikroarray-Substraten immobilisierten
Proteinmenge war. Es konnte wiederholt nachgewiesen werden, dass eine stabile
Expression dieser Proteine in den zahlreichen untersuchten Gewebe- und Zellkultur-

lysaten nicht zu beobachten war (Daten in dieser Studie nicht gezeigt).

Zur Qualitatskontrolle von Protein-Mikroarrays wurde daraufhin fur diese Doktorarbeit
eine neue Methode entwickelt. Hierbei wurden die immobilisierten Proteine unter
Verwendung des unter 2.3.2 beschriebenen Protokolls Uber reaktive Aminogruppen
von Proteinen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa647 markiert. Die Reaktion findet
nach dem Drucken der Protein-Mikroarrays direkt auf den verwendeten Mikroarray-

Substraten statt. Der Zeitpunkt der Qualitatskontrolle stellt den spatest mdglichen
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Punkt im Verlauf der Protein-Mikroarray-Herstellung dar und sollte auch deshalb die

zuverlassigsten Aussagen Uber die Qualitat der gedruckten Protein-Mikroarrays ge-

ben konnen.
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Abbildung 17: Array-Aufbau zur Qualitatskontrolle von Proteinmikroarrays. A) Schematischer
Aufbau eines Protein-Mikroarrays mit 19 x 20 Spots. Die hellen Spots sind die unterschiedlichen Pro-
ben, wohingegen die Referenzen (BSA-Cy5) als dunkle Spots dargestellt sind. Die untersuchten Pro-
ben (B) beinhalten Tumore (T) und Normalgewebe (N) aus Nierenzellkarzinomen (RCC), Colonkarzi-
nomen (CCA) und Rektumkarzinomen (RCA). M1, M2 steht hier fir Metastasen von Probe RCC190.
JY, WILJON und LCL sind Zelllysate, die durch biochemische Anwendungen (FACS, WB, MS) vor-
charakterisiert wurden und zur Kontrolle der MHC-Quantifizierung gedruckt wurden.

Zur Anwendung kam diese Qualitatskontrolle bei Proteinmikroarrays deren schema-
tischer Aufbau in Abbildung 17A dargestellt ist. 40 bzw. 80 Proben wurden in Sub-
Arrays auf einem Zeptosens-Mikroarray-Substrat angeordnet. Diese Sub-Arrays
beinhalten neben den in Abbildung 17B aufgelisteten Proben auch 3 Spalten, in de-
nen ausschlieBlich ein Gemisch von BSA mit fluoreszenzmarkiertem BSA (BSA-Cy5)

gedruckt wurde. Diese ,Referenzen® genannten Spots sind fur die Fluoreszenzdetek-
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tion der Protein-Mikroarrays unter Verwendung der Planaren Wellenleiter-

Technologie unabdingbar.
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Abbildung 18: Proteinbestimmung von Protein-Mikroarrays zur Qualitidtskontrolle. Die immobili-
sierten Proben wurden nach Blockierung der Mikroarray-Substrate mit Tween-20 durch Inkubation mit
NHS-Alexa-647 angefarbt. Die Abbildungen stellen Falschfarbenbilder nach dem Detektieren mit dem
ZeptoREADER bei 635 nm dar. In (A) sind die Proben 1 — 40 und in (B) 41 — 80 immobilisiert worden.
Die Proben wurden in Duplikaten in jeweils 4 Konzentrationen gedruckt. Die Druckkonzentrationen be-
trugen 400-253-159-100 pg/ml. Die relativen Fluoreszenz-Intensitaten (n = 3) der Proben (Normalge-
webe: graue Balken; Tumorgewebe: schwarze Balken) sind unter (C) als Median-normierte Signale
aufgetragen. Die mittlere, prozentuale Standardabweichung Uber alle Proben betrug hierbei 8,2%.

Die Qualitatskontrolle der Protein-Mikroarrays ergab eine unerwartet heterogene Ver-
teilung der Proteinsignale (Abbildung 18C). Die mittlere, prozentuale Standardabwei-

chung uber alle Proben betrug 8.6%. Die immobilisierte Proteinmenge unterschied
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sich zwischen einzelnen, korrespondierenden Gewebeproben um mehr als den Fak-
tor 2 (z.B. RCC45 oder RCC182), obwohl alle Proben vor der Herstellung der Prote-
in-Mikroarrays auf die Druckkonzentration von 0.4 mg/ml eingestellt worden waren.
Aus dem gezeigten Ergebnis lie sich eine fehlerbehaftete Proteinkonzentrations-
Bestimmung der Lysate vor dem Drucken, die anhand der beschriebenen und aner-
kannten Standardmethode (siehe 2.2.1) erfolgte, ableiten. Insbesondere scheint ein

Einfluss durch den Blutgehalt der Proben mdglich (siehe Diskussion 4.1).

Die ausgelesenen Proteinsignale wurden fur weitere Berechnungen, d.h. zur Normie-
rung der Antikdrper-abhangigen Assay-Signale auf den tatsachlich immobilisierten
Proteingehalt der Proben, auf den Median der untersuchten Proben normiert (darge-
stellt in Abbildung 18). Der Vorteil dieser Median-Normierung bestand darin, dass
sich die erhaltenen Signale um den Wert 1 bewegten und somit eine spatere Quanti-

fizierung von Proteinen nicht beeintrachtigte.

3.1.4 Antikorper-Charakterisierung

Vor der Applikation eines Antikdrpers zur Analyse der Proteinexpression auf den Ly-
sat-Proteinmikroarrays erfolgte eine eingehende Charakterisierung der Bindemoleku-
le. Hierzu wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennte Zellkultur- und Gewebelysate im
Western-Blot auf Nitrozellulose-Membranen transferiert. Die Membranen wurden an-
schlieRend in einzelne Streifen unterteilt und fir die Bewertung der Spezifitdt der an-
ti-MHC-Antikdrper bzw. Tumor-Screening-Antikorper verwendet. Die Kriterien zur
Bewertung der Bindungseigenschaften der Antikorper umfassten a) die Detektion
von Proteinbanden mit korrektem (erwartetem) Molekulargewicht, b) das Erkennen
einer unerwarteten Spezifitat (Epitope in Protein-Banden in Bereichen eines nicht
erwarteten Molekulargewichts), sowie c) die Gesamtzahl aller detektierten Banden
einer Analyse. Zudem wurde die relative Starke der Bandenfarbung interpretiert, um
Aussagen Uuber die Primarantikdrper-Konzentrationen zu treffen, die zur Proteinde-

tektion auf Protein-Mikroarrays verwendet werden sollten.

3.1.4.1 Antikorper zur Detektion und Quantifizierung von MHC Klasse |

Zum Nachweis von MHC-Molekilen der Klasse | im Western-Blot und auf Protein-
Mikroarrays wurden in der vorliegenden Arbeit drei Antikdrper ausgewahlt und einge-
setzt. Der anti-32-Mikroglobulin Antikdrper erkannte die MHC Klasse |-Untereinheit

R2-Mikroglobulin in ungebundener und auch in komplexierter Form. Die gegen die
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schwere Kette der MHC Klasse [|-Subtypen (HLA-A,B,C) gerichteten Antikdrper
HCA2 (anti-HLA-A) sowie HC10 (anti-HLA-B,C) detektierten ausschlieRlich die nicht
an R2-Mikroglobulin gebundene, schwere Kette von MHC Klasse | (Stam 1986).

1 2 3 2A 2B 2C 3A 3B 3C
188kDa—
188kDa— 188kDa—
98kDa— 98kDa— 98kDa—
62kDa— 62kDa— 62kDa—
49kDa— 49kDa— 49kDa—
— p— a - e ” L
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14kDa— 14kDa— 14kDa—
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3kDa— 3kDa—

Abbildung 19: Western-Blot-Streifen zur Charakterisierung von MHC Klasse I-spezifischen An-
tikorpern. Auf einem aufgetrennten Lysat von Nierenzellen (Normalgewebe) wurden die Antikorper
(1) anti-B2-Mikroglobulin, (2) HCA2 (anti-HLA-A) und (3) HC10 (anti-HLA-B,C) hinsichtlich ihrer Spezi-
fitat untersucht. Ein Western-Blot-Streifen reprasentierte die per LDS-PAGE aufgetrennte Menge von
ca. 15ug Protein in Lysat. Die Antikérper HCA2 und HC10 wurden zusatzlich auf folgenden Zelllysaten
untersucht: (A) A431, (B) Hela, (C) Jurkat.

Die Charakterisierung der MHC Klasse I-spezifischen Antikérper wurde durchgeflhrt,
um die Eignung der Antikdrper zur Proteinexpressionsanalyse und MHC-
Quantifizierung zu untersuchen. Anhand der Ergebnisse (Abbildung 19) wurde deut-
lich, dass die ausgewahlten Antikorper anti-R2-Mikroglobulin (12 kDa), anti-HLA-A
(43 kDa) und anti-HLA-B,C (43 kDa) eine starke Bande am erwarteten Molekularge-
wicht zeigten. Es wurde in keinem Fall eine unerwartete Spezifitdt nachgewiesen.
Hierbei machte es keinen Unterschied, ob die Charakterisierung in Gewebelysaten
oder Lysaten von Zellkulturproben durchgefihrt wurde. Die untersuchten Antikorper
konnten folglich als ,geeignet* charakterisiert werden. Die erkennbare Doppelbande
bei der Charakterisierung von anti-HLA-A und anti-HLA-B,C wurde bereits bei der

Generierung dieser Antikdrper beschrieben (Stam 1986).

3.1.4.2 Antikdrper zur Detektion von Tumormarkern

Zum Nachweis von Tumormarkern in Gewebelysaten wurden in der vorliegenden Ar-
beit die in Tabelle 7 aufgefuhrten Antikdrper ausgewahlt und im Western-Blot und auf
Protein-Mikroarrays eingesetzt. Es wurden verschiedene monoklonale als auch po-

lyklonale Primarantikdrper unterschiedlicher Spezies verwendet.
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Wie schon unter 3.1.4.1 dargestellt, wurden alle Primarantikorper mittels Western-
Blot-Analyse auf vorgefertigten Membran-Streifen hinsichtlich ihrer spezifischen Er-
kennung des Zielproteins charakterisiert. Zudem konnten Uber die relative Banden-
starke erste Aussagen uber die einzusetzenden Antikdrper-Konzentrationen auf Pro-

tein-Mikroarrays getroffen werden.
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Abbildung 20: Western-Blot-Streifen zur Charakterisierung von Tumor-Screening-Antikorpern.
Auf einem aufgetrennten Lysat von Nierenzellen (Normalgewebe) wurden die Antikorper anti-
Zytokeratin-18, anti-cMet, anti-R-Catenin, anti-PRAME und anti-Topo 2 alpha hinsichtlich ihrer Spezifi-
tat untersucht. Die gezeigten Antikorper reprasentieren eine Auswahl der durchgefiihrten Antikérper-
Charakterisierungen (5 von 30). Die grauen Pfeile (PRAME- und Topo 2 alpha-Streifen) markieren das
Molekulargewicht, an dem eine Antigen-spezifische Bande erwartet wurde. PRAME = antigen prefer-
entially expressed in melanoma, Topo 2 alpha = Topoisomerase 2 alpha.

Als Auswabhlkriterium fir die Verwendung der Bindemolekile zur Proteinexpressi-
onsanalyse und Proteinquantifizierung auf Protein-Mikroarrays galt die Detektion ei-
ner spezifischen Bande am erwarteten Molekulargewicht (hier gezeigt am Beispiel
anti-Zytokeratin-18, anti-cMet und anti-3-Catenin). Antikorper, die mehrere Banden
und oder Banden an nicht-erwartetem Molekulargewicht (hier dargestellt am Beispiel
anti-PRAME und anti-Topo 2 alpha) zeigten, wurden nicht verwendet. Der graue Pfeil
neben diesen Western-Blot-Streifen markiert das Molekulargewicht, an dem Antigen-
spezifische Banden erwartet wurden. Die anti-PRAME-Inkubation zeigte jedoch ne-
ben der erwarteten noch zahlreiche, unspezifische Banden. Die anti-Topo 2 alpha-
Inkubation liel® keine spezifische, sondern ausschliel3lich unspezifische Banden er-
kennen. Nach der Charakterisierung im Western-Blot erfolgte die Optimierung der

Antikérperkonzentration fir den Einsatz auf den Protein-Mikroarrays. Aus Abbildung
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20 konnte die im Western-Blot eingesetzte Konzentration fir die Antikérper anti-
Zytokeratin-18, anti-cMet und anti-3-Catenin somit direkt fur die Mikroarray-

Experimente verwendet werden.



Ergebnisse 55

3.2 Anwendung der Reverse-Screening-Plattform (Quantifizierung
von MHC Klasse I)

Nach Abschluss der Methodenentwicklung, die insbesondere die Einfihrung der Pla-
naren Wellenleiter-Technologie zur Sensitivitdtssteigerung, Qualitatskontrolle der
Protein-Mikroarrays zur Normierung der immobilisierten Proteinmenge und Nachweis
der Spezifitat der Bindemolekile umfasste, sollte in diesem Teil der Doktorarbeit in
einer grolkeren Probenanzahl die Anwendbarkeit der Plattform demonstriert werden.
Uber die Verwendung rekombinant synthetisierter MHC-Monomere zur Generierung
von Eichreihen erfolgte die Quantifizierung der MHC Klasse |-Proteine hierbei in teil-
weise bereits charakterisierten Zellkultur- und Gewebelysaten, die unter nativen Be-
dingungen lysiert worden waren. Gleichzeitig wurden Nierenzellkarzinome und Gli-
oblastome untersucht. Die Proben wurden in einem 16 x 22 Spots gro3en Protein-

Mikroarray angeordnet (siehe Abbildung 21A,B).
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Abbildung 21: Array-Anordnung zur Quantifizierung von MHC Klasse | in CHAPS-Lysaten. (A)
Schematischer Aufbau eines Protein-Mikroarrays mit 16 x 22 Spots. Die Proben wurden in Duplikaten
in jeweils 4 Konzentrationen gedruckt. Die Druckkonzentrationen betrugen 400-253-159-100 ug/ml.
Die hellen Spots kennzeichnen die unterschiedlichen Proben, wohingegen die Referenzen (BSA-Cy5)
als dunkle Spots dargestellt sind. Die untersuchten Proben (B) beinhalten Zellkulturproben (DEU) so-
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wie Tumore (T) und Normalgewebe (N) aus Nierenzellkarzinomen (RCC), GB = glioblastoma (Gli-
oblastom).

Das von den CodelLink-Mikroarray-Substraten auf die Zeptosens-Mikroarray-
Substrate Ubertragene Reverse-Screening-System zeigte in den ersten Etablierungs-
Experimenten nach Inkubation der Protein-Mikroarrays mit dem Primarantikorper an-
ti-R2-Mikroglobulin eine Dynamik von ca. 100 der detektierbaren Signale. In
Abbildung 22A wurden die auf das Falschfarben-Spektrum Ubertragenen Signale
(schwach blau und grin flr schwachere Signale bis rot und weil} fur starke Signale)
sowie in Abbildung 22B die Rohwerte des Experiments dargestellt. Erwartungsge-
malf} ergab sich fur die MHC-Uberexprimierende Zellkulturprobe DEU das starkste
Signal (weil3e und rote Farbe der Spots im Falschfarbenbild ergaben > 30 RFI in der
graphischen Auftragung der Rohwerte). Auch alle weiteren untersuchten Proben
wiesen eine Signalstarke auf, die deutlich iber dem Leerwert lag. Entgegen der gan-
gigen Lehrmeinung (z.B. Atkins 2004) konnte in acht von neun Tumorproben gleich-
viel oder signifikant mehr MHC-Signal als in den korrespondierenden Normalgewe-

ben nachgewiesen werden.
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Abbildung 22: Nachweis von MHC in CHAPS-Lysaten. (A) Inkubation der Protein-Mikroarrays mit
Kaninchen-anti-32-Mikroglobulin (Erstantikorper) und Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitanti-
korper. Die Abbildung stellt ein Falschfarbenbild nach dem Detektieren des Protein-Mikroarrays mit
dem ZeptoREADER bei 635 nm dar. (B) Darstellung der Rohwerte, d.h. ein Signalbalken gibt das zu-
sammengefasste Signal von 8 Spots wieder, deren unterschiedliche Konzentrationen fir die Auswer-
tung herausgerechnet wurden. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von 8 Spots.
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Die Weiterentwicklung der Reverse-Screening-Methode auf der Zeptosens-Plattform
auch die Maoglichkeit einer quantitativen Messung von Proteinen beinhalten. Die un-
tersuchten Protein-Mikroarrays enthielten neben den verschiedenen Zellkultur- und
Gewebelysaten auch Verdunnungsreihen von MHC-Monomeren (HLA-A), Uber die
eine Quantifizierung von MHC Klasse | durchgefuhrt werden sollte. Zur Analyse der
MHC-Verdinnungsreihe wurden die MHC-Signale mittels linearer Regression aus-
gewertet. Die auf die immobilisierte Proteinmenge normierten Assay-Signale der

Proben wurden anschliellend Uber die Standardkurve quantifiziert.

Die in Abbildung 23A dargestellte lineare Regression der Standardreihe der MHC-
Monomere zeigte eine sehr gute Linearisierbarkeit der Signale, die sich bis zu den
kleinsten Konzentrationen von c(MHC-Monomer) = 7.8 ng/ml bestatigte. Der Korrela-
tionskoeffizient betrug R? = 0.997. Der dynamische Bereich erstreckte sich iiber den
gesamten, untersuchten Konzentrationsbereich von > 2.5 Zehnerpotenzen. Die
Nachweisgrenze konnte mit < 8 ng/ml MHC Klasse I-Monomer bestimmt werden. Die
MHC-Signale der untersuchten Lysate wurden uber die Eichreihe in MHC-Gehalt der

Proben — angegeben in pmol MHC pro mg Protein in Lysat — umgerechnet.
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Abbildung 23: Quantifizierung von MHC in CHAPS-Lysaten. (A)Falschfarbendarstellung und linea-
re Regression der MHC-Monomer-Verdiinnungsreihe (7,8 - 500 ng/ml). (B) MHC-Quantifizierung der
untersuchten Lyse nach Inkubation der Protein-Mikroarrays mit anti-R2-Mikroglobulin (konzentrations-
korrigiert). Fluoreszenzdetektion im ZeptoREADER bei 635 nm uUber Ziege-anti-Kaninchen-Fab-
Alexa647 (Zweitantikorper). graue Balken = Normalgewebe, schwarze Balken = Tumorgewebe. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von 8 Spots.

Die aus Abbildung 23B gewonnenen Resultate beschreiben einen MHC-Gehalt der

Proben zwischen 3 und 12 pmol MHC pro mg Protein in Lysat. Die Zellkulturprobe
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DEU zeigte erneut das starkste Quantifizierungssignal (ca. 150 pmol MHC). Die Um-
rechnung dieses Signals auf die Anzahl der MHC-Molekile pro Zelle ergab einen
Wert von ca. 1 x 10° Molekiile MHC Klasse | pro Zelle. Fiir diese Berechnung war die
Anzahl an Zellen pro lysiertem DEU-Pellet bekannt.

Die Ergebnisse der Reverse-Screening-Technologie auf Protein-Mikroarrays sollten
anschliefend mittels klassischer Western-Blot-Analyse evaluiert werden. Da Wes-
tern-Blot-Analysen aufgrund des eingeschrankten dynamischen Bereichs und der
eingeschrankten Reproduzierbarkeit héchstens fur semiquantitative Analysen ange-
wendet werden kdénnen, lag das Hauptaugenmerk dieser Analyse auf den ermittelten
Signalverhaltnissen. Zur Detektion von MHC Klasse | wurde der gleiche Antikorper
wie fur die Protein-Mikroarray-Experimente verwendet, der die an die schwere Kette
von MHC Klasse | nicht-kovalent assoziierte Untereinheit 32-Mikroglobulin (12 kDa)

erkennt.
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Abbildung 24: Western-Blot-Analyse von MHC in CHAPS-Lysaten. (A) Detektierte R2-
Mikroglobulin-Bande bei 12 kDa. (B) Mehrparametrische Kurvenanpassung der Western-Blot-Signale
zur Bestimmung der Nachweisgrenze. Die MHC-Monomere wurden in 8 Verdiinnungsstufen (4 ng bis
50 ng pro Spur) aufgetragen und im Western-Blot Uber den Priméarantikdrper Kaninchen-anti-32-
Mikroglobulin nachgewiesen. Die Detektion der Chemolumineszenz erfolgte auf der Kodak Image Sta-
tion. Die Nachweisgrenze konnte mit ca. 4 ng MHC pro Spur bestimmt werden.

Die im Western-Blot Uber R32-Mikroglobulin detektierten MHC-Monomere wurden in 8

Verdinnungsstufen von 4 bis 50 ng pro Spur nachgewiesen. Der Signalverlauf wurde
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Uber eine nicht-lineare Kurvenanpassung (4-parametrischer, logistischer Fit) ange-
passt (sieche Abbildung 24B), was einen Korrelationskoeffizienten von R? = 0.997 er-
gab. Die Nachweisgrenze konnte in diesem Ansatz mit ca. 4 ng MHC pro Spur be-
stimmt werden. Der dynamische Bereich erstreckte sich ungefahr von 10 bis 30 ng
MHC pro Spur. Zum Vergleich: die als Nachweisgrenze mittels Reverse-Screening
bestimmte Menge MHC pro Spot auf einem Protein-Mikroarray betrug in den Etablie-
rungsexperimenten weniger als 0.1 fg MHC pro Spot. Der dynamische Bereich der
MHC-Nachweisreaktion auf dem planaren System verlief iber mindestens 2 Zehner-

potenzen mit hoher Korrelationsgenauigkeit der linearen Anpassung.
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Abbildung 25: Quantifizierung von MHC in CHAPS-Lysaten mittels Western-Blot-Analyse. Eine
Auswertung erfolgte nach anti-R2-Mikroglobulin-Inkubation und Lumineszenz-Detektion. Die Quantifi-
zierung des Gehaltes an MHC erfolgte in Zellkulturzellen (DEU, BM14) sowie in Normal (N)- und Tu-
morgeweben (T) von Niere (RCC), Colon (CCA) und Hirn (GB 359, 361). A) Detektierte R2-
Mikroglobulin-Banden bei 12 kDa. B) MHC-Quantifizierung der untersuchten Lysate. graue Balken:
Normalgewebe, schwarze Balken: Tumorgewebe.

Es wurde Uber die nachgewiesene MHC-Standardreihe versucht, die mittels Wes-
tern-Blot auf ihre MHC-Expression untersuchten Lysate der Organe Niere (RCC),
Colon (CCA) und Hirn (GB) auf ihren absoluten MHC-Gehalt zu quantifizieren. Die
Einheit der Signale wurde mit pmol MHC pro mg Protein in Lysat entsprechend zur

Einheit der Protein-Mikroarray-Experimente gewahlt (Abbildung 25). Die mithilfe der
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Kodak Digital Science V3.0.0-Software (Kodak) ausgewerteten Graustufen-
Intensitaten der Lysate zeigten durchweg um den Faktor 3 bis 6 starkere Signale als
im vergleichbaren planaren Assay (siehe Abbildung 23). Der bereits beschriebene
zehn- bis flinfzehnfache Uberschuss der MHC-Expression der Zelllinie (DEU) zur
konstitutiv MHC-exprimierenden Zelllinie BM14 konnte mit einem Faktor von ca. 3
nicht bestatigt werden. Durch die im Western-Blot limitierte Dynamik der quantitati-
ven Proteinbestimmung zeigte sich hier die Uberlegenheit der Protein-Mikroarrays.
Der Trend einer erhdéhten Expression von MHC Klasse | in Tumorgeweben im Ver-
gleich zu den korrespondierenden Normalgeweben lie3 sich durch die Western-BloR3-
Quantifizierung bestatigen. Acht von neun Proben exprimierten mehr MHC im Tu-
mor- als im Normalgewebe, womit eine zu den Protein-Mikroarray-Analysen qualitativ

ahnliche Aussage getroffen werden konnte.
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3.3 MHCquant - Quantifizierung von MHC Klasse | in Zell- und

Gewebelysaten

3.3.1 MHCquant mit einem anti-R2-Mikroglobulin-Antikorper

Die Reverse-Screening-Plattform wurde in den folgenden Experimenten zur Quantifi-
zierung von MHC Klasse | in einem groRen Satz von Resektaten (hauptsachlich aus
der Niere stammend) angewendet. Nachdem die Etablierung der Reverse-

Screening-Plattform erfolgreich abgeschlossen worden war, wurde nun der anti-R2-
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Abbildung 26: Nachweis von MHC Klasse | iiber B2-Mikroglobulin in denaturierten Lysaten. Die
untersuchten Proben beinhalteten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen (RCC), Co-
lonkarzinomen (CCA) und Rektumkarzinomen (RCA). M1, M2 steht hier fir Metastasen von Probe
RCC190. JY, WILJON und LCL sind Zelllysate, die zur Kontrolle der MHC-Quantifizierung gedruckt
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wurden. Die Abbildungen stellen exemplarisch ausgewahlte Falschfarbenbilder von Protein-
Mikroarrays nach Inkubation mit Kaninchen-anti-32-Mikroglobulin (Erstantikérper) und Ziege-anti-
Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikbrper) und nach Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREADER
bei 635 nm dar. In (A) sind die Proben 1 — 40 und in (B) 41 — 80 immobilisiert worden. Die relativen
Fluoreszenz-Intensitaten der Proben (Normalgewebe: graue Balken; Tumorgewebe: schwarze Bal-
ken) sind unter (C) aufgetragen. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von 3 un-
abhangigen Experimenten.

Mikroglobulin-Antikdrper zur Analyse und Quantifizierung der MHC-Expression in 54
Nierenzellproben, 2 Colonproben, 6 Rektumproben und 3 Zellkulturproben (JY, WIL-
JON, LCL) eingesetzt. Auf einem Zeptosens-Mikroarray-Substrat, das insgesamt 6
Sub-Arrays a 40 Proben enthielt, wurden fir diese Studie 80 Proben in 2 x 3 gleichen
Sub-Arrays angeordnet. Eine Auswertung von 3 unabhangigen Experimenten Uber
80 Proben war folglich gleichbedeutend mit 6 ausgewerteten Sub-Arrays. Die hierzu
verwendeten Proben wurden alle unter denaturierenden Bedingungen in einem Puf-
fer (CLB1, Zeptosens) lysiert, der zusammen mit dem Druckpuffer (CSBL1, Zepto-
sens) speziell fur die hydrophobe Oberflache der Zeptosens-Mikroarray-Substrate

optimiert war.
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Abbildung 27: MHCquant auf Protein-Mikroarrays durch B2-Mikroglobulin-Detektion. Falschfar-
benbild nach Inkubation der Arrays mit Kaninchen-anti-32-Mikroglobulin (Erstantikérper) und Ziege-
anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikérper) und nach Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREA-
DER bei 635 nm. Dargestellt sind die 2 x 8 Spots der MHC-Monomer-Verdiinnungsreihe (10 - 1000
ng/ml), die Uber eine lineare Regression (hier gezeigt mit einer vergrofRerten Darstellung der niedrige-
ren Konzentrationsbereiche) ausgewertet wurde. Die gezeigten Fehlerbalken reprasentieren die mitt-
lere Abweichung vom Mittelwert der Duplikat-Spots.
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Die Falschfarbenbilder (Abbildung 26A,B) der im roten Fluoreszenzkanal aufgenom-
menen Assay-Bilder veranschaulichen, dass flr alle eingesetzten Proben auswertba-
re Signale detektiert werden konnten, die deutlich Uber dem Leerwert (Abbildung
26C) wund innerhalb des Signalspektrums der jeweiligen MHC-Monomer-
Verdinnungsreihe lagen. Somit konnte Uber die in 8 Verdunnungstufen eingesetzte

MHC-Standardreihe eine Proteinquantifizierung vorgenommen werden.

Abbildung 27 zeigt die lineare Regression der MHC-Eichreihe, die mit hoher Korrela-
tionsgenauigkeit (R* = 0.999) durchgefiihrt werden konnte. Auch die niedrigsten, zum
Herstellen der Protein-Mikroarrays verwendeten MHC-Monomer-Konzentrationen
von weniger 20 ng/ml MHC pro Spot (entspricht weniger als 0.2 attomol MHC pro
Spot) lagen nahezu perfekt auf der Regressionsgeraden. Der daraus resultierende
dynamische Bereich erstreckte sich Uber > 3 Zehnerpotenzen. Fir die Quantifizie-
rung der insgesamt 80 Proben wurde die MHC-Verdinnungsreihe in jedem Sub-
Array einzeln ausgewertet und nur auf die Proben dieses Sub-Arrays bezogen. Die

Signale wurden in pmol MHC pro mg Protein in Lysat umgerechnet.
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Abbildung 28: MHC-Quantifizierung auf Protein-Mikroarrays durch R2-Mikroglobulin-Detektion.
Auftragung der Uber R2-Mikroglobulin quantifizierten Signale. Fluoreszenzdetektion im ZeptoREADER
bei 635 nm Uber Ziege-anti-Kaninchen-Fab-Alexa647 (normiert auf die immobilisierte Proteinmenge)
(n = 3). Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimen-
ten. Die untersuchten Proben beinhalten Tumore (schwarze Balken) und Normalgewebe (grau Bal-
ken) aus Nierenzellkarzinomen (RCC), Colonkarzinomen (CCA) und Rektumkarzinomen (RCA). M1,
M2 steht hier fir Metastasen von Probe RCC190. JY, WILJON und LCL sind Zelllysate, die zur Kon-
trolle der MHC-Quantifizierung gedruckt wurden.
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Der Uber 32-Mikroglobulin nachgewiesene MHC-Gehalt der Normalgewebe bewegte
sich in einem Bereich um 3 pmol MHC pro mg Protein in Lysat, was eine stabile,
konstitutive Expression von MHC Klasse | bedeutete (Abbildung 28). Der MHC-
Gehalt der Tumorgewebe schwankte dahingegen zwischen 3 bis 9 pmol MHC. 28
von 30 Probenpaaren wiesen im Tumorgewebe gleichviel oder mehr MHC-Gehalt auf
als im Normalgewebe, davon 22 von 30 Probenpaaren signifikant mehr. Dieser
Trend zeigte sich in den Colon- und Rektumproben ebenso wie in der weitaus groie-
ren Population der Nierenzellproben. In den Lysaten der zwei untersuchten Proben
von Metastasen des Nierenkarzinoms Nr.190 konnte ein der Tumorprobe vergleich-

barer Gehalt an MHC Klasse | nachgewiesen werden.

3.3.2 MHCquant mit einem anti-HLA-A-Antikorper

Die schon unter 3.3.1 verwendeten Protein-Mikroarrays zur Quantifizierung von MHC
Klasse | Uber 2-Mikroglobulin wurden in diesem Kapitel der Studie mit einem zwei-
ten, MHC Klasse |-spezifischen Antikdrper quantitativ untersucht. Neben der Detekti-
on von MHC Klasse | Uber die nicht-kovalent an die schwere Kette assoziierte Unter-
einheit R2-Mikroglobulin bot sich generell die Mdoglichkeit, die Antigen-
prasentierenden Zelloberflachenmolekile tber andere, unterscheidbare Strukturele-
mente nachzuweisen. Fur MHC Klasse | wurden hierzu die unterschiedlichen Struk-
turen der HLA-Subtypen HLA-A, B oder C in Betracht gezogen. Der hier eingesetzte
anti-HLA-A-Antikorper (HCA2) wurde in der Literatur als monoklonales Bindemolekdl
beschrieben, dass die schwere Kette von MHC Klasse | ausschlieflich in freier, nicht
mit R2-Mikroglobulin komplexierter Form, erkennen konnte (Stam 1986). Die Proben,
die auf den Arrays zur Quantifizierung tUber HLA-A immobilisiert wurden, wurden
ausschlielich unter denaturierenden Bedingungen lasiert. Folglich sollte eine Detek-
tion der frei vorliegenden schweren Kette von MHC Klasse | méglich sein. Da die zur
Quantifizierung verwendete MHC-Monomer-Verdinnungsreihe zudem aus HLA-A-
Monomeren bestand (Synthese beschrieben in (Walter 2003)), wurde nach einer
Charakterisierung des Antikorpers im Western-Blot (siehe Abbildung 19) die Analyse
der Lysate (Zellkulturproben sowie Tumor- und Normalgewebe aus den Organen
Niere, Colon und Rektum) bezuglich ihres MHC-Gehaltes durchgefiuhrt.

Die in Abbildung 29A,B dargestellten Falschfarbenbilder der Protein-Mikroarray-

Inkubation mit anti-HLA-A zeigten ein breites Signalspektrum, das auf eine stark he-
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terogene Signalverteilung schlieen lieR. Der Signalbereich erstreckte sich von

schwach blauen Signalen einzelner Lysate bis zu stark roten Farbungen.
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Abbildung 29: Nachweis von MHC Klasse | iber HLA-A in denaturierten Lysaten. Die untersuch-
ten Proben beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen (RCC), Colonkarzino-
men (CCA) und Rektumkarzinomen (RCA). M1, M2 steht hier fur Metastasen von Probe RCC190. JY,
WILJON und LCL sind Zelllysate, die zur Kontrolle der MHC-Quantifizierung gedruckt wurden. Die
Abbildungen stellen exemplarisch ausgewahlte Falschfarbenbilder von Protein-Mikroarrays nach In-
kubation mit Maus-anti-HLA-A (HCAZ2) (Erstantikdrper) und Ziege-anti-Maus (IgG1)-Alexa647-Fab
(Zweitantikérper) und nach Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREADER bei 635 nm dar. In (A) sind
die Proben 1 — 40 und in (B) 41 — 80 immobilisiert worden. Die relativen Fluoreszenz-Intensitaten der
Proben (Normalgewebe: graue Balken; Tumorgewebe: schwarze Balken) sind unter (C) aufgetragen.
Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von 3 unabhangigen Experimenten. Das
Signal des Leerwerts betrug 0.029 + 0.004.

Die in Abbildung Abbildung 29C aufgetragenen Assay-Rohwerte zeigten eine homo-

gene MHC-Signalverteilung in den untersuchten Normalgeweben mit RFI-Werten
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zwischen 0,6 und 1 RFI, wohingegen sich die MHC-Signale der Tumorgewebe zwi-
schen 0,5 und 20 RFI bewegten. Die Tumorgewebe RCC23, 48, 71 und 103 stellten
hierbei die starksten Signale mit RFI-Werten > 8 dar. Trotzdem konnten diese Pro-
ben Uber die Analyse der gedruckten 8 Proben-Spots (4 Verdinnungen in Duplikaten
gedruckt) zuverlassig ausgewertet werden. Die detektierten Signale aller Proben la-
gen deutlich Gber dem Leerwert (0.029 £ 0.004 RFI). Die Zelllysate JY und WILJON,
die als stark MHC-lUberexprimierende Zellen beschrieben wurden (Information S.
Stevanovi¢) zeigten entsprechend hohe Signale (RFI = 15). Die bekanntermalen
wenig MHC Klasse | exprimierende Zelllinie LCL konnte mit einem Signal von 0.33 +
0.18 entsprechend niedrig nachgewiesen werden. Wie bei der Analyse der Protein-
Mikroarrays Uber den anti-32-Mikroglobulin-Antikorper, wurde auch bei der HLA-A-
basierten Analyse in der gro3en Mehrzahl der Tumorproben mehr MHC-Signal fest-

gestellt als im korrespondierenden Normalgewebe.
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Abbildung 30: MHC-Quantifizierung auf Protein-Mikroarrays durch HLA-A-Detektion. Falschfar-
benbild nach Inkubation der Arrays mit Maus-anti-HLA-A (HCA2) (Erstantikdrper) und Ziege-anti-Maus
(IgG 1)-Alexa647-Fab (Zweitantikérper) nach Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREADER bei 635
nm. Dargestellt sind die 2x 8 Spots der MHC-Monomer-Verdlnnungsreihe (10 - 1000 ng/ml), die Gber
eine lineare Regression (hier gezeigt die vier héchsten MHC-Konzentrationen von 139 bis 1000 ng/ml)
ausgewertet wurde. Die gezeigten Fehlerbalken reprasentieren die mittlere Abweichung vom Mittel-
wert der Duplikat-Spots.
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Der anti-HLA-A-Antikorper detektierte von der MHC-Monomer-Standardreihe nur die
vier hochsten, immobilisierten Konzentrationen zwischen 139 und 1000 ng/ml. Die im
Vergleich zum anti-32-Mikroglobulin-Antikdrper geringere Sensitivitat lie® trotzdem
eine sehr gute Linearisierbarkeit der MHC-Verdunnungsreihe mit einem Korrelations-
koeffizient von R? = 0,992 zu. Der dynamische Bereich erstreckte sich von 139 bis
1000 ng/ml MHC (Abbildung 30).
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Abbildung 31: MHC-Quantifizierung auf Protein-Mikroarrays durch HLA-A-Detektion. Auftragung
der Uber HLA-A quantifizierten Signale. Fluoreszenzdetektion im ZeptoREADER bei 635 nm uber Zie-
ge-anti-Kaninchen-Fab-Alexa647 (normiert auf die immobilisierte Proteinmenge) (n = 3). Die Fehler-
balken reprasentieren die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten. Die untersuch-
ten Proben beinhalten Tumore (schwarze Balken) und Normalgewebe (grau Balken) aus Nierenzell-
karzinomen (RCC), Colonkarzinomen (CCA) und Rektumkarzinomen (RCA). M1, M2 steht hier fir Me-
tastasen von Probe RCC190. JY, WILJON und LCL sind Zelllysate, die zur Kontrolle der MHC-
Quantifizierung gedruckt wurden.

Auch bei der Analyse des MHC-Gehaltes der 80 Zellkultur- und Gewebeproben mit-
hilfe des anti-HLA-A-Antikdrpers wurden die Proben jedes einzelnen Sub-Arrays auf
die MHC-Eichreihe desselben Sub-Arrays bezogen. Insgesamt wurden 3 unabhangi-
ge Experimente zur graphischen Auftragung in Abbildung 31 ausgewertet. Die
Normalgewebe der Organe Niere, Colon und Rektum zeigten eine homogene MHC-
Expression um 15 - 20 pmol MHC pro mg Protein in Lysat. Die Tumorgewebe aller
drei Organe zeigten in der Regel einen im Vergleich zum Normalgewebe erhdhten
MHC-Gehalt, teilweise mit starken Signalen (vor allem die Proben RCC 48, 71 und
103 zeigten Werte > 100 pmol MHC pro mg Protein in Lysat). Auch in den beiden
Zellkulturlinien JY und WILJON konnte ein hoher MHC-Gehalt nachgewiesen wer-
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den, der in mehrfachem Uberschuss zur wenig MHC Klasse |-exprimierenden Zellli-
nie LCL lag. Die analysierten Metastasen der Nierenprobe RCC 190 bestatigten und
Ubertrafen den Wert der Tumorprobe. Die dargestellten (durchweg kleinen) Fehler-
balken der quantifizierten Proben unterstrichen die hohe Genauigkeit der Messung
von MHC Klasse | in diesem Satz Proben Uber den Nachweis von HLA-A. Somit
konnte der Gehalt an MHC Klasse | in Gewebelysaten nicht nur Gber die MHC Klas-
se |-Untereinheit R2-Mikroglobulin, sondern auch uber die freie, schwere Kette von
HLA-A in denaturierend lysierten Gewebeproben durchgeflihrt werden. Durch beide
Antikérper konnten a) mehrere Konzentrationsstufen der immobilisierten MHC-
Verdinnungsreihe sowie b) Antigen-Signale, die deutlich (immer ein Vielfaches des
Leerwertes + 3 Standardabweichungen) Uber dem Leerwert lagen, in den einzelnen

Proben nachgewiesen werden.
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3.4 Protein- und mRNA-Expressionsanalyse von MHC Klasse |

Die Quantifizierung des MHC Klasse |I-Gehaltes in einem groReren Probenset der
Organe Niere, Colon und Rektum mittels Reverse-Screening-Technologie stellte nur
einen Teil der Charakterisierung der Gewebeproben dar. Zusatzlich zur absoluten
Quantifizierung sollte mit verschiedenen MHC Klasse I-spezifischen Antikérpern die
Expression der Zelloberflachenmolektle auf Proteinebene und mRNA-Ebene ver-

gleichend analysiert werden.

3.4.1 Proteinexpressionsanalyse von R2-Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C

FUr die Proteinexpressionsanalyse wurde neben den bereits verwendeten anti-R2-
Mikroglobulin- und anti-HLA-A-Antikérpern ein anti-HLA-B,C-Antikdrper hinzugezo-
gen. Dieses auch mit HC10 bezeichnete Bindemolekll konnte Proteine der HLA-
Subtypen B und C von MHC Klasse | Uber deren freie, nicht mit 32-Mikroglobulin

komplexierte, schwere Kette nachweisen (Stam 1986).

Die Reverse-Screening-Plattform wurde in den folgenden Experimenten zur Untersu-
chung der Proteinexpression von MHC Klasse | in einem Set von 54 Nierenzellpro-
ben, 2 Colonproben, 6 Rektumproben und 3 Zellkulturproben (JY, WILJON, LCL) zu
vergleichenden Studien der MHC Klasse I-Expression in Tumor- und Normalgewebe
verwendet. Eine Auswertung von 3 unabhangigen Experimenten tUber 80 Proben war
gleichbedeutend mit 6 ausgewerteten Sub-Arrays auf unterschiedlichen Zeptosens-

Mikroarray-Substraten.

In Abbildung 32 sind - immer direkt nebeneinander dargestellt - die Proteinexpressi-
onswerte von Tumor- und Normalgewebe der drei Organe Niere, Colon und Rektum
gezeigt. Bezogen auf die drei untersuchten Antigene R2-Mikroglobulin, HLA-A und
HLA-B,C fielen a) die bei gleicher Belichtungszeit durchweg niedrigeren detektierten
Signale des R32-Mikroglobulin-Nachweises (verdeutlicht durch die um den Faktor 10
niedrigere RFI-Skala) sowie b) die starken Signalunterschiede der HLA-A- und HLA-
B,C-Inkubationen auf. HLA-A und HLA-B,C gemeinsam waren die teilweise sehr ho-
hen MHC-Signale in Tumorproben (mit Signalwerten > 20 RFI). Bis auf die Normal-
gewebe der Rektumproben der HC10-Inkubation konnten in keinen anderen Gewe-
belysaten Signale > 5 RFI nachgewiesen werden. Die Signale der Normalgewebe bei
HLA-B,C-Nachweis zeigten teilweise deutlich hohere Werte als bei HLA-A. In den
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drei untersuchten Zelllinien konnte durch R2-Mikroglobulin nur ein minimaler Unter-
schied in der MHC Klasse I-Expression festgestellt werden, wohingegen durch HLA-
A und HLA-B,C vergleichbar starke Unterschiede zwischen JY und WILJON (mit RFI-
Werten von 10 - 15) und LCL (mit erwartet niedrigen RFI-Werten deutlich < 1) ge-

zeigt wurden.
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Abbildung 32: Proteinexpression von RB2-Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C auf Protein-
Mikroarrays durch Nachweis von MHC Klasse | Gber HLA-A, HLA-B,C und R2-Mikroglobulin in dena-
turierten Lysaten. Die untersuchten Proben beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkar-
zinomen (RCC), Colonkarzinomen (CCA) und Rektumkarzinomen (RCA). M1, M2 steht hier fir Metas-
tasen von Probe RCC190. JY, WILJON und LCL sind Zelllysate, die als Positiv-Kontrolle gedruckt
wurden. Die Arrays wurden mit Maus-anti-HLA-A (HCA2), Maus-anti-HLA-B,C (HC10) und Kaninchen-
anti-R2-Mikroglobulin (Erstantikorper) und zur Detektion mit Ziege-anti-Maus (IgG 1)-Alexa647-Fab
bzw. Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikdrper) zur Detektion der Fluoreszenz im Zepto-
READER bei 635 nm inkubiert. Die relativen Fluoreszenz-Intensitaten der Proben (Normalgewebe:
graue Balken; Tumorgewebe: schwarze Balken) sind auf die immobilisierte Proteinmenge normiert.
Die Fehlerbalken reprasentieren Standardabweichungen von 3 unabhangigen Experimenten.

Um die nachgewiesenen Proteinexpressionswerte anschaulich darzustellen und die
Daten leichter interpretieren zu kdénnen, wurde zur Analyse der Proteinexpression

folgende Auftragung gewahit:
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Abbildung 33: Schematische Darstellung der Berechnung zur logarithmischen Auftragung der
Proteinexpression. Zur Auswertung der Proteinexpression — d.h. der Vergleich der Proteinexpression
im Tumorgewebe bezogen auf die Proteinexpression im Normalgewebe - wurde eine logarithmische
Auftragung zur Basis 2 angewendet, die eine dquidistante Darstellung positiver wie negativer Expres-
sionsverhaltnisse garantiert. Die gezeigten Signale sind alle vor ihrer logarithmischen Darstellung auf
die tatsachlich immobilisierte Menge Protein auf den Mikroarray-Substraten normiert worden.

Die logarithmische Darstellung der Proteinexpressionsverhaltnisse (Abbildung 33),
angegeben in Signal des Tumor- zum Signal des Normalgewebes (hier gezeigt am
Beispiel R2-Mikroglobulin), lieR fur den untersuchten Analyten eine homogene Sig-
nalverteilung in den Normalgewebeproben und eine heterogene Verteilung der Anti-
gen-spezifischen Signale in den Tumorgewebeproben erkennen. Somit konnte der
gezeigte Proteinexpressionsunterschied vor allem den Tumorlysaten zugeschrieben
werden. Auch HLA-A und HLA-B,C zeigten eine relativ konstante Basisexpression
von MHC Klasse | in den jeweiligen Normalgeweben sowie ein heterogenes, das Ex-
pressionsverhaltnis bestimmende, Signalspektrum in den Tumorlysaten (gezeigt in
Abbildung 32).

In 26 Nierenprobenpaaren, einem Colonprobenpaar und drei Rektumgewebepaaren
konnte Uber die Proteinexpressionsanalyse eine deutlich erhdhte Expression von
MHC Klasse | in Tumoren im Vergleich zu den korrespondieren Normalgewebepro-
ben nachgewiesen werden (Abbildung 34). Hierbei machte es keinen Unterschied,
ob die Analyse Uber R2-Mikroglobulin, HLA-A oder HLA-B,C durchgefihrt wurde. Je
nach Analyt fanden sich nur ein bis funf von 30 Probenpaaren, in denen mehr MHC
Klasse |-Expression im Normalgewebe zu finden war. Wurde der Wert (x) 1 auf der
logarithmischen Skala (gleichbedeutend mit 2-fach erhéhter bzw. erniedrigter Prote-

inexpression) als Schwellenwert definiert, ab dem ein Expressionsunterschied als
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biologisch signifikant erklart werden konnte, so konnte in keinem Tumorgewebe eine

biologisch signifikante Minderexpression von MHC Klasse | nachgewiesen werden.
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Abbildung 34: Proteinexpressionsanalyse von R2-Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C. Die un-
tersuchten Proben beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen (RCC), Colon-
karzinomen (CCA) und Rektumkarzinomen (RCA). M1, M2 steht hier fir Metastasen von Probe
RCC190. Dargestellt sind Log,-Verhaltnisse des Signals der Tumorprobe zum Signal der Normalge-
webeprobe.

Es konnte durch einen direkten Vergleich der Proteinexpressionsverhaltnisse von
HLA-A und HLA-B,C (siehe Abbildung 35) gezeigt werden, dass a) beide Analyten
stark vergleichbare Expressionsmuster aufwiesen (Korrelationsfaktor R? = 0,75), b)
die absoluten Expressionsunterschiede mit teilweise bis zu 2°-facher Uberexpression
von HLA im Tumorgewebe in vergleichbar starker Auspragung detektiert wurden und
c) beide Analyten (bei einem gesetzten Schwellenwert von 1) in keiner Tumorprobe
biologisch signifikant weniger MHC-Expression als in der korrespondieren Normal-
gewebeprobe aufwiesen, sondern in 22 (HLA-A und HLA-B,C) von 30 Fallen eine

Hochregulation von MHC Klasse I-Protein im Tumorgewebe aufwiesen.
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Abbildung 35: Vergleich der Proteinexpression von HLA-A mit HLA-B,C. Die untersuchten Pro-
ben beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen (RCC), Colonkarzinomen
(CCA) und Rektumkarzinomen (RCA). Dargestellt sind Log,-Verhaltnisse des Signals der Tumorprobe
zum Signal der Normalgewebeprobe. Der horizontale, schwarze Balken gibt einen Schwellenwert von
Logz(Tumor/Normal) = 1 an.
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3.4.2 Signifikanzanalyse der Proteinexpression von R2-Mikroglobulin, HLA-A

und HLA-B,C in Normal- und Tumorgeweben der Niere

Zur Signifikanz-Auswertung, d.h. zur Beantwortung der Frage, mit welcher Wahr-
scheinlichkeit sich die untersuchten Gewebepopulationen (Normal versus Tumor)
des Organs Niere signifikant von einander unterscheiden, wurden die Messwerte der
unter 3.4.1 beschriebenen Proteinexpressionsanalysen in einem Box and Whiskers
plot (siehe Abbildung 36) aufgetragen (Sachs 1996). Dabei wurden die Messwerte in
zwei Gruppen eingeteilt: Normalgewebe der Niere (n = 26), korrespondierendes Tu-
morgewebe der Niere (n = 26). Zur statistischen Bewertung hinsichtlich der Signifi-
kanz wurden gepaarte t-Tests mit den Gruppen untereinander durchgefihrt. Die Er-

gebnisse der t-Tests sind in Box and Whisker plots als p-Wert vermerkt.
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Abbildung 36: Box and Whiskers Plot. Im Diagramm sind die einzelnen Komponenten eines Box
and Whiskers Plot erklart. Die Box umfasst 50% aller Messwerte. Die Enden der senkrechten Balken
(Whiskers) schlieRen 90% aller Messwerte ein. Die Kreuze unterhalb und oberhalb der Balken markie-
ren die Extremwerte der Messung. Der Mittelwert ist durch ein kleines Quadrat in der Box dargestellit.
Der Median ist innerhalb der Box mit einer durchgehenden, horizontalen Linie dargestellt.

Die Proteinexpressionsanalysen wurden im Folgenden statistisch interpretiert. Bei
den 3 untersuchten Analyten R2-Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C konnte mittels
Box and Whiskers Plots und durch t-Test-Analysen mit einer Wahrscheinlichkeit von

p mindestens < 0.004 festgestellt werden, dass sich die Population der untersuchten
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Tumorgewebe hinsichtlich der MHC Klasse I-Expression signifikant von der Populati-

on der korrespondierenden Normalgewebe unterschied (dargestellt in Abbildung 37).
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Abbildung 37: Signifikanzanalyse der MHC Klasse I-Expression in Nierenzellproben tiber R2-
Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C. Zur statistischen Auswertung sind die zwei Gruppen Normal-
gewebe (n = 26) und Tumorgewebe (n = 26) des Organs Niere in einem Box and Whiskers Plot dar-
gestellt. Der horizontale Balken in der Box gibt den Median der gemessenen Quantifizierungs-Werte
an. In der Abbildung ist der ermittelte p-Wert zur statistischen Signifikanzanalyse der beiden Gruppen
angegeben.

Die Wahrscheinlichkeit der signifikanten Unterscheidung der zwei Populationen
konnte bei der Untersuchung der R32-Mikroglobulin- bzw. HLA-B,C-Expression mit p <
0.00004 angegeben werden. Zudem wurde durch die gewahlte Auftragung der Daten
die Heterogenitat der Signale und das Auftreten von extremen Signalen bei der Un-
tersuchung von HLA-A und HLA-B,C deutlich.
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3.4.3 Western-Blot-Analyse zur Protein-Expression von R2-Mikroglobulin,
HLA-A und HLA-B,C

Zur Uberpriifung der mittels Reverse-Screening gewonnenen Aussagen zur MHC
Klasse I-Proteinexpression wurden Western-Blot-Analysen mit ausgewahlten Proben

(RCC23 und 24, jeweils Normal- und Tumorgewebe) durchgefihrt.
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Abbildung 38: Western-Blot-Analyse der Proteinexpression von R2-Mikroglobulin, HLA-A und
HLA-B,C in denaturierend lysierten Gewebelysaten. Eine Auswertung erfolgte nach Inkubation der
Pimarantikorper anti-32-Mikroglobulin (32Mg), anti-HLA-A sowie anti-HLA-B,C und nachfolgender
Lumineszenz-Detektion mittels HRP-gekoppeltem anti-Spezies-Antikdrper. Die Proteinexpres-
sionsanalyse erfolgte in Normal- und Tumorgeweben von Nierenproben (RCC): (A) 23N, (B) 23T, (C)
24N, (D) 24T. Im oberen Western-Blot sind die MHC-spezifischen Banden von HLA-A, HLA-B,C
(43kDa) und R2-Mikroglobulin (12 kDa) dargestellt, im unteren Western-Blot die korrespondierenden
3-Actin-Banden bei 42 kDa als Ladungskontrolle (aufgenommen nach Strippen der Membranen).

Uber die Analyse der MHC Klasse1-Expression im Western-Blot, durchgefiihrt mithil-
fe der anti-R2-Mikroglobulin-, anti-HLA-A- und anti-HLA-B,C-Antikérper, konnten die
Ergebnisse der Proteinexpressionsstudien, die durch Antikérper-Inkubationen auf
Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays gewonnen wurden, bestatigt werden Abbildung
38). Die drei Analyten zeigten eine deutliche Uberexpression von MHC Klasse | in
den Tumorgewebelysaten im Vergleich zu den korrespondieren Normalgewebelysa-
ten. Das Resultat wurde im Falle der HLA-B,C-Analyse durch den schwacheren Ac-
tin-Nachweis in den Tumorlysaten, der als Ladekontrolle fir dieses Experiment ver-

wendet wurde, zuséatzlich verdeutlicht.
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3.4.4 mRNA-Expression von RB2-Mikroglobulin, HLA-A, HLA-B und HLA-C

Zur Analyse der mRNA-Expression von MHC Klasse | in einem definierten Proben-
satz von Nierenzellproben wurden Daten der Arbeitsgruppe Stevanovi¢ ausgewertet.
Diese freundlicherweise zur Verfliigung gestellten Expressionsdaten wurden durch
Affymetrix-Analysen (durchgefuhrt von O. Schoor, AG Stevanovi¢) von 12 Nieren-

probenpaaren (d.h. normales und malignes Nierengewebe) gewonnen.
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Abbildung 39: mRNA-Expressionsanalyse von R2-Mikroglobulin (b2Mg), HLA-A, HLA-B und
HLA-C, basierend auf Affymetrix-Chip-Experimenten (Daten zur Auswertung von S. Stevanovi¢ zur
Verfligung gestellt). Die untersuchten Proben beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzell-
karzinomen (RCC). Dargestellt sind die Log,-Verhaltnisse des Signals der Tumorprobe zum Signal der
Normalgewebeprobe. Die mRNA-Expressionsdaten wurden zur Auswertung fiir diese Doktorarbeit
freundlicherweise von S. Stevanovi¢ zur Verfuigung gestellt.

Die untersuchten Proben wurden hinsichtlich der Expression von MHC Klasse | auf
mRNA-Ebene analysiert. Mithilfe der verwendeten Affymetrix-Chip-Technologie
konnte eine verstarkte Transkription der HLA-A-, HLA-B- und HLA-C-Gene nachge-
wiesen werden (mit bis zu 4-facher Hochregulation im Tumorgewebe verglichen mit
der korrespondieren Normalgewebeprobe; Abbildung 39). Die R2-Mikroglobulin-
bezogene Gentranskription war unverandert. Insgesamt konnte in 9 von 12 Proben
eine teilweise deutliche Hochregulation vom MHC Klasse I|-Gencluster (32-
Mikroglobulin, HLA-A, HLA-B, HLA-C) gefunden werden. Fir HLA-B und HLA-C wur-
de in 12 von 12 Probenpaaren eine deutlich hochregulierte mRNA-Expression nach-

gewiesen.
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3.4.5 Expressionsanalyse von MHC Klasse | in Normal- und Tumorgeweben
der Niere - Protein versus mRNA

Im nun folgenden Kapitel der Doktorarbeit sollte die Expression von MHC Klasse |
auf Proteinebene (analysiert auf Protein-Mikroarrays) mit der Expression auf mRNA-
Ebene (analysiert auf Affymetrix-Chips; durchgefuhrt von O. Schoor, AG Stevanovic)

verglichen werden.
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Abbildung 40: Vergleich von MHC Klasse | Protein- mit mRNA-Expression. Die untersuchten
Proben beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen (RCC). Dargestellt sind die
Log,-Verhaltnisse des Signals der Tumorprobe zum Signal der Normalgewebeprobe. In hellgrauen
und dunkelgrauen Balken sind die mRNA-Werte aufgetragen, in schwarzen Balken die Protein-Werte.
Die mRNA-Expressionsdaten wurden zur Auswertung fir diese Doktorarbeit freundlicherweise von S.
Stevanovi¢ zur Verfiigung gestellt.

Bezogen auf die absolute Signalhéhe und die Tendenz zur Hochregulation von MHC
Klasse | korrelierte die Proteinexpression von R2-Mikroglobulin in den auf Protein-
Mikroarrays untersuchten 12 Probenpaaren gut mit den Ergebnissen der mRNA-

Expressionsanalyse (Abbildung 40). Der Korrelationskoeffizient konnte mit R%=0.19
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angegeben werden. 8 von 12 Probenpaare zeigten das gleiche Expressionsmuster,
darunter 7 von 8 Paaren mit dem Nachweis zur Hochregulation von 32-Mikroglobulin
auf Protein- und mRNA-Ebene. In Probe RCC100 konnte eine verringerte Protein-

und mRNA-Expression von 32-Mikroglobulin gefunden werden.

Die HLA-A-Expression auf Proteinebene konnte mit deutlich starkerer Hochregulation
als die im Vergleich untersuchte mRNA-Expression angegeben werden. In 9 von 12
Probenpaaren war in den Tumorgewebeproben gleichviel oder mehr Protein und
mRNA als in den Normalgewebeproben zu finden. In 3 von 12 Fallen unterschieden
sich die Protein- von den mRNA-Expressionsverhaltnissen bezlglich der Tendenz
zur Hoch- bzw. Niederregulation. Der Korrelationskoeffizient von R? = -0.23 verdeut-

lichte eine nur eingeschrankte Korrelation der mRNA- mit der Proteinexpression.

Bezogen auf HLA-B und HLA-C konnte eine vergleichbare mRNA-Expression der
beiden Gene gefunden werden, die in allen Fallen mit der Proteinexpression korre-
lierte. In 12 von 12 Probenpaaren exprimierten die Tumorgewebe deutlich mehr MHC
Klasse I-mRNA und -Protein als die Kontrollgewebe. 10 von 12 Probenpaare zeigten
eine starkere Protein- als mRNA-Hochregulation in den untersuchten Tumorlysaten.
Die gute Korrelation der mRNA- mit der Proteinexpression liel3 sich auch durch den
Korrelationskoeffizienten nachweisen, der fur den Vergleich von HLA-B (mRNA) mit
HLA-B,C (Protein) R? = 0.47 und fiir den Vergleich von HLA-C (mRNA) mit HLA-B,C
(Protein) R? = 0.25 betrug.

Proteinexpression | mMRNA-Expression

@
@
@

Abbildung 41: Darstellung der Expressionsverhaltnisse von B2-Mikroglobulin, HLA-A und HLA-
B,C auf Protein- und mRNA-Ebene. Interpretiert wurden die in Tabelle 12 aufgefiihrten Expressi-
onsdaten.
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Die in Tabelle 12 aufgefuhrten Protein- und mRNA-Expressionsverhaltnisse sind in
Abbildung 41 graphisch dargestellt. Zusammenfassend konnte eine unveranderte

MRNA-Expression sowie eine leichte Hochregulation (bis maximal Faktor 2) auf Pro-
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teinebene fur die nicht-kovalent assoziiete MHC Klasse I-Untereinheit R2-
Mikroglobulin nachgewiesen werden. HLA-A zeigte auf Proteinebene eine teilweise
deutliche Hochregulation der Expression. Auf der Ebene der mRNA-Expression
konnte dieses Resultat in verminderter Auspragung (mit Faktoren bis ca. 2.5) mit

malfiger Korrelation zur Proteinexpression nachvollzogen werden.

Tabelle 12: Protein- und mRNA-Expressionsdaten von MHC Klasse I. Rohdaten zur Expressions-
analyse von mRNA und Protein in Gewebelysaten von Nierenproben, dargestellt als Verhaltnis Tu-
mor- zu Normalgewebe (T/N) (nicht-logarithmisch). b2Mg = 32-Mikroglobulin. Grau unterlegte Zahlen
der Protein-Expressions-Spalten zeigen einen Wert > 5, grau unterlegte Zahlen der mRNA-
Expressions-Spalten einen Wert > 3 an. Die mRNA-Expressionsdaten wurden zur Auswertung fir die-
se Doktorarbeit freundlicherweise von S. Stevanovi¢ zur Verfligung gestellt.

Protein-Expression MRNA-Expression
HLA-A HLA-B,C b2Mg HLA-A HLA-B  HLA-C b2Mg
Probe TIN TN TIN TIN TIN TIN TIN
RCC44 2.44 414 1.04 1.29 1.75 1.52 1.14
RCC70 2.85 2.77 1.13 1.17 2.00 2.02 0.98
RCC98 2.24 4.31 1.49 0.89 1.65 1.50 0.90
RCC100 3.29 3.17 0.80 0.65 1.95 1.46 0.75
RCC103 13.65 4.11 1.64 1.13 1.71 1.28 1.08
RCC110 9.71 12.48 1.85 1.57 3.99 2.47 1.01
RCC119 4.87 6.90 1.18 1.38 2.37 1.81 1.06
RCC130 0.92 1.66 2.33 2.48 3.41 2.55 2.02
RCC133 213 2.74 1.45 1.47 1.49 1.57 1.36
RCC180 2.43 2.38 0.78 1.60 2.81 2.06 1.20
RCC182 2.57 5.67 2.76 1.12 2.51 1.93 0.79
RCC190 2.04 3.99 1.36 2.40 3.32 2.36 1.75
RCC23 13.03 6.21 1.31
RCC24 5.59 4.53 1.82
RCC26 0.91 0.68 1.09
RCC28 0.85 0.59 2.69
RCC29 297 8.31 1.16
RCC30 0.97 1.48 1.73
RCC45 1.28 2.34 2.88
RCC46 4.36 4.73 2.18
RCC47 2.94 3.73 2.91
RCC48 25.82 35.84 2.22
RCC49 1.25 3.05 2.48
RCC58 0.90 1.59 1.12
RCC71 23.27 6.92 0.87
RCC99 1.31 2.03 1.31
CCA7 1.33 1.27 1.39
RCA21 3.79 2.08 1.41
RCA23 3.19 1.41 1.82
RCA26 3.93 1.78 1.69

Fir HLA-B,C konnte die starkste Proteinliberexpression gezeigt werden (mit starken
Ausreil3ern bis maximal Faktor 36 mehr HLA-B,C-Proteinexpression im Tumor- zum
Normalgewebe). Auch auf der mMRNA-Ebene konnte (mit Werten bis maximal Faktor

4) eine deutliche Uberexpression von HLA-B,C (hier vor allem HLA-B) gezeigt wer-
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den, die aber nicht in gleichem Male die Extreme der Proteinregulation widerspiegel-

te.

Die dargestellten Daten widersprechen der gangigen Lehrmeinung, dass sich Tu-
morgewebe einer Immunreaktion durch verminderte MHC-Expression entziehen
(Seliger 2000). Es konnte in dieser Studie auf mRNA-Ebene und auf Proteinebene
gezeigt werden, dass in der grolRen Mehrzahl der untersuchten Nierenprobenpaare
eine teilweise sehr deutliche Hochregulation von MHC Klasse | in den Tumorgewe-
ben zu finden war. Diese Daten wurden durch Experimente gewonnen, die zur
mRNA-Expressionsanalyse die Affymetrix-Chip-Technologie und fir die Proteinex-
pressionsanalyse die neuartige, sorgfaltig etablierte Reverse-Screening-Technologie
verwendeten. Hierbei wurden immer drei unabhangige Experimente ausgewertet,
nachdem die untersuchten Protein-Mikroarrays auf die tatsachlich immobilisierte Pro-
teinmenge normiert und die verwendeten Bindemolekile hinsichtlich ihrer Spezifitat
charakterisiert worden waren. Somit wurden zwei hochwertige, valide Technologien

miteinander verknUpft, um die Expression von MHC Klasse | analysieren zu kénnen.
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3.5 Tumor-Screening

Die bereits zur Quantifizierung von Proteinen eingesetzte Reverse-Screening-
Plattform (gezeigt in Kapitel 3.3 dieser Studie) wurde in diesem Teil der Doktorarbeit
verwendet, um Tumor-assoziierte Antigene (Tumormarker) in einem groften Proben-
satz auf ihre Expression in Tumor- und dem korrespondierenden Normalgewebe zu
untersuchen. Durch diese Tumor-Screening genannte Applikation wurden Tumor-
marker analysiert, die Uber die Charakterisierung von Peptiden erforscht wurden, die
MHC-Proteine auf der Zelloberflache von Geweben prasentierten. Die exprimierten,
an der Zelloberflache verankerten MHC-Proteine tragen Peptide unterschiedlicher
Lange von zytosolisch oder endosomal abgebauten Proteinen, die durch Immu-
noprazipitationstechniken aufgereinigt und durch Massenspektrometrie analysiert
wurden. Uber die Peptidsequenz konnte in einem nachsten Schritt auf Proteine riick-
geschlossen werden, die entweder Tumor-spezifische Antigene (wenn sie aus-
schlieBlich in Tumoren zu finden waren) oder Tumor-assoziierte Antigene (wenn sie
neben den Normalgewebe auch in Tumoren zu finden waren) genannt wurden
(Stevanovi¢ 2002). Die hier untersuchten Tumormarker waren Tumor-assoziierte An-
tigene, die in der Arbeitsgruppe Stevanovi¢ identifiziert wurden. Durch die Anwen-
dung der Reverse-Screening-Technologie wurden ihre Proteinexpressionsmuster in
Tumor- und Normalgeweben untersucht. Eine notwendige Voraussetzung war auch
hier die Spezifitdt der eingesetzten Antikdrper einerseits sowie die durch Verwen-
dung der Zeptosens-Technologie erreichte Sensitivitat der Untersuchungen, da die

Tumormarker oft in sehr geringen Konzentrationen in den Gewebelysaten vorliegen.

3.5.1 Tumor-Screening von MHC Klasse I-Proteinen

In einem ersten Screening-Ansatz wurden in einem Satz von 16 Nierenprobenpaaren
(jeweils Tumor- und korrespondierendes Normalgewebe), 10 Prostataprobenpaaren,
6 Colonprobenpaaren und 3 Rektumprobenpaaren die Proteine HLA-A,B,C und 32-
Mikroglobulin untersucht. Da die Probengréf3en der Prostatakarzinomgewebe sehr
klein waren, wurde als Kontrollgewebe histologisch klassifiziertes Gewebe der Sa-
menblase eingesetzt. Die Proteine HLA-A,B,C und R2-Mikroglobulin sind nicht als
.Klassische* Tumormarker beschrieben. Dennoch wurde die Analyse gerade dieser

MHC Klasse |-Proteine als interessant angesehen, da sie a) in vorgehenden Kapiteln



Ergebnisse 83

dieser Studie absolut quantifiziert und b) als potentielle Marker einer malignen Zell-

transformation betrachtet wurden.
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Abbildung 42: Tumor-Screening von HLA-A,B,C und R2-Mikroglobulin. Die untersuchten Proben
beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen, Prostatakarzinomen, Colonkarzi-
nomen und Rektumkarzinomen. Die Arrays wurden mit Maus-anti-HLA-A,B,C (w6/32) bzw. Kanin-
chen-anti-R2-Mikroglobulin (Erstantikérper) und zur Detektion mit Ziege-anti-Maus (IgG 1)-Alexa647-
Fab bzw. Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikdrper) zur Detektion der Fluoreszenz im
ZeptoREADER bei 635 nm inkubiert. Die logarithmisch zur Basis 2 dargestellten Fluoreszenzintensi-
tats-Verhaltnisse der Tumorgewebeproben zu den Normalgewebeproben sind auf die immobilisierte
Proteinmenge normiert.

Durch die Expressionsanalyse von HLA-A,B,C in den untersuchten 70 Gewebepro-
ben wurde deutlich, dass die Proteine HLA-A, HLA-B und HLA-C eine unauffallige
Expression in Prostata, Colon und Rektum zeigen (Abbildung 42). In den Nierenpro-
ben zeigte sich eine tendenzielle Uberexpression mit Log,-Werten bis ca. 2, was ei-
ner 4-fachen Uberexpression von HLA-A,B,C in Tumor- verglichen mit den korres-
pondierenden Normalgeweben bedeutete. Das nicht-kovalent an MHC Klasse |-
assoziierte Protein R2-Mikroglobulin konnte mit einer schwachen Tendenz zur Uber-
expression in Nierentumoren, einer unauffalligen Expression in Colon- und Rektum-
proben und einer sehr deutlichen Uberexpression in den untersuchten Prostatatumo-
ren charakterisiert werden. Dieses Ergebnis bedeutet entweder, dass die Proteinex-
pression von R2-Mikroglobulin in der Prostata um einen Faktor 5-50 héher ist als in
der Samenblase, oder dass 32-Mikroglobulin als potentieller Tumormarker in Prosta-

tageweben identifiziert wurde.
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3.5.2 Tumor-Screening zytosolischer und nuklearer Proteine

Unter den potentiell Tumor-spezifischen Antigenen (Tabelle 1) wurden auch zytosoli-
sche (’-Catenin) und nukleare Proteine (Ki67) beschrieben. R-Catenin wurde als ein
Signalmolekil im Wnt-Signalweg (Aberle 1997), Ki67 als Proliferationsmarker solider
Tumoren (Drobnjak 2000; Zellweger 2005), hier vor allem in Nieren- und Prostata-

karzinomen, beschrieben.
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Abbildung 43: Tumor-Screening von B-Catenin, Ki67. Die untersuchten Proben beinhalten Tumore
und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen, Prostatakarzinomen, Colonkarzinomen und Rektum-
karzinomen. Die Arrays wurden mit Kaninchen-anti-R-Catenin und Kaninchen-anti-Ki67 (Erstantikor-
per) und zur Detektion mit Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikorper) zur Detektion der
Fluoreszenz im ZeptoREADER bei 635 nm inkubiert. Die logarithmisch zur Basis 2 dargestellten Fluo-
reszenzintensitats-Verhaltnisse der Tumorgewebeproben zu den Normalgewebeproben sind auf die
immobilisierte Proteinmenge normiert.

Die Expression von 3-Catenin in Nierenproben zeigte ein stark heterogenes Bild mit
mehr als 2-facher Uber- bis mehr als 4-facher Minderexpression in den analysierten
Tumorgeweben (Abbildung 43). Die Tumorgewebe von Prostata, Colon und Rektum
zeigten im Vergleich mit den Kontroligeweben eine deutliche Tendenz zur Uberex-
pression (mit bis zu Faktor 4 starkerer Expression in den Tumoren). Das als Prolife-
rationsmarker und Nieren-spezifischer Tumormarker beschriebene Protein Ki67
konnte mit eindeutiger Tendenz zur Uberexpression in den Tumorgeweben der Nie-
renproben und unauffalliger Expression in den Organen Prostata und Colon unter-
sucht werden. Des Weiteren zeigte sich eine Uberexpression von Ki67 (mit Werten

bis zu Faktor 3) in den Rektumkarzinomproben.
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3.5.3 Tumor-Screening membranstandiger Proteine

In die Tumor-Screening-Analyse wurden auch Zellmembranproteine aufgenommen,
die von ihrer Struktur her als membranverankerte (CEA (auch CEACAMS5 genannt))
oder transmembrane Proteine (EGFR (endothelial growth factor receptor), cMet,

Carboanhydrase IX, Muc-1) charakterisiert wurden.
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Abbildung 44: Tumor-Screening von cMet, EGFR, Muc-1, Carboanhydrase IX und CEA (CEA-
CAMS5). Die untersuchten Proben beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen,
Prostatakarzinomen, Colonkarzinomen und Rektumkarzinomen. Die Arrays wurden mit Kaninchen-
anti-cMet, Kaninchen-anti-EGFR , Kaninchen-anti-Carboanhydrase X, Kaninchen-anti-CEA bzw.
Maus-anti-Muc-1 (Erstantikdrper) und zur Detektion mit Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab bzw. Zie-
ge-anti-Maus (IgG 1)-Alexa647-Fab (Zweitantikdrper) zur Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREA-
DER bei 635 nm inkubiert. Die logarithmisch zur Basis 2 dargestellten Fluoreszenzintensitats-
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Verhaltnisse der Tumorgewebeproben zu den Normalgewebeproben sind auf die immobilisierte Prote-
inmenge normiert.

Die Rezeptortyrosinkinase cMet zeigte eine unauffallige Proteinexpression in den
Geweben von Prostata und Rektum (siehe Abbildung 44). In den Tumoren der Niere
und des Colons konnte eine nahezu eindeutige Uberexpression von cMet (12 von 16
Probenpaare der Niere sowie 4 von 6 Probenpaare des Colons) nachgewiesen wer-
den. Die Expressionstudie von EGFR in Tumor- und Normalproben der Organe Pros-
tata, Colon und Rektum zeigte eine heterogene, in der Summe unauffallige Tendenz.
Dahingegen konnte fir die Tumoren der Niere in den denaturiert auf Protein-
Mikroarrays immobilisierten Gewebelysaten eine schwache Tendenz zur Uberex-
pression (mit Werten bis zu Faktor 2.3) festgestellt werden. Das membrangebunde-
ne, glykosylierte Phosphoprotein Muc-1 zeigte nur in den Nierenproben eine auffalli-
ge Expressionstendenz — hier wurde eine schwache Uberexpression von Muc-1 in 13
von 16 Proben gefunden. Das Karzinoembryonale Antigen CEA zeigte eine hetero-
gene, in der Summe unauffallige Proteinexpression in den Proben der Organe Niere
und Prostata. Dahingegen konnte fur die Colon- und Rektumkarzinomproben, mit bis
zu 16-facher Uberexpression, CEA als deutlicher Tumormarker charakterisiert wer-
den. Die als Tumor-assoziiertes Isoenzym der Niere bekannte Carboanhydrase 1X
konnte im Tumor-Screening als eindeutig Nierenzellkarzinom-abhangiges Protein
klassifiziert werden. Die Expressionswerte der Nierentumoren zeigten eine bis zu 12-
fache Uberexpression im Vergleich zu den Kontrollgeweben der Niere. Die Protein-
expression in den Organen Prostata, Colon und Rektum konnte als unauffallig be-

schrieben werden.

3.5.4 Tumor-Screening von Signalproteinen

Die Konformation von Signalproteinen kann durch Phosphorylierung / Dephosphory-
lierung, direkte Protein-Interaktion, Nukleotid-Bindung, Acetylierung oder Interaktion
mit lonen verandert werden, die daraufhin das von extrazellular kommende Signal
(z.B. ausgeldst durch Wachstumsfaktoren wie EGF (endothelial growth factor) oder
Zytokine wie TNF-a (Tumornekrosefaktor-a)) in den Zellkern weiterleiten und da-
durch Prozesse der Zelldifferenzierung oder Zellproliferation einleiten. Zwei Beispiele
fur Signalproteine waren in dieser Arbeit ERK (extracellular signal-related kinase)
und JNK (Jun-Kinase) aus dem MAP-Kinase-Weg, die durch Phosphorylierung regu-

liert werden. In dieser Studie wurden neben dem Gesamtgehalt der Gewebelysate an
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ERK bzw. JNK auch die jeweiligen phosphorylierten Formen bezuglich ihrer Protein-

expressionsmuster analysiert.
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Abbildung 45: Tumor-Screening von pospho-JNK, JNK, phospho-ERK und ERK. Die untersuch-
ten Proben beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen, Prostatakarzinomen,
Colonkarzinomen und Rektumkarzinomen. Die Arrays wurden mit Kaninchen-anti-pJNK, Kaninchen-
anti-JNK, Kaninchen-anti-pERK bzw. Kaninchen-anti-ERK (Erstantikorper) und zur Detektion mit Zie-
ge-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikdrper) zur Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREADER
bei 635 nm inkubiert. Die logarithmisch zur Basis 2 dargestellten Fluoreszenzintensitats-Verhaltnisse
der Tumorgewebeproben zu den Normalgewebeproben sind auf die immobilisierte Proteinmenge
normiert.

Durch die Tumor-Screening-Analyse von JNK (Abbildung 45) konnte nur in den Pros-
tatakarzinomproben eine eindeutige Proteinexpressionstendenz (in diesem Falle zur
leichten Uberexpression) nachgewiesen werden. Die Proben der Organe Niere, Co-
lon und Rektum zeigten ein heterogenes, nicht zu Minder- oder Uberexpression
deutbares Signalspektrum. Phosphoryliertes JNK (pJNK) zeigte ebenso heterogene
Signale in den Prostata-, Colon- und Rektumproben, jedoch eine schwache, aber
nahezu eindeutige Tendenz der Proteinuberexpression in den Tumorlysaten der Nie-

rengewebeproben. 15 von 16 Nierentumoren exprimierten mehr pJNK als ihre kor-
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respondierenden Normalgewebe. Fir ERK konnte in den Prostata- und Colontumo-
ren eine eindeutige, bis zu 3-fache Uberexpression nachgewiesen werden. Die Sig-
nale der Nierentumore erstreckten sich von fast 4-facher Uberexpression hin zu 3-
facher Minderexpression. 12 von 16 Probenpaare wiesen die Tendenz auf, mehr
ERK im Tumor- als im Normalgewebe zu exprimieren. Phosphoryliertes ERK (pERK)
wurde in nahezu eindeutiger Tendenz zur Minderexpression in den Tumorgeweben
der Organe Prostata und Colon detektiert. Die Rektumproben zeigten eine unauffalli-
ge pERK-Proteinexpression, wohingegen die Nierentumoren in 13 von 16 Fallen bis

zu 5-mal mehr pERK exprimierten als die Kontrollgewebe.
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Abbildung 46: Verhiltnisse der Proteinexpression von pospho-JNK zu JNK bzw. phospho-ERK
zu ERK in Tumor- zu Normalgeweben. Die untersuchten Proben beinhalten Tumore und Normalge-
webe aus Nierenzellkarzinomen, Prostatakarzinomen, Colonkarzinomen und Rektumkarzinomen. Die
Arrays wurden mit Kaninchen-anti-pJNK, Kaninchen-anti-JNK, Kaninchen-anti-pERK bzw. Kaninchen-
anti-ERK (Erstantikdrper) und zur Detektion mit Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikdrper)
zur Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREADER bei 635 nm inkubiert. Logarithmisch zur Basis 2 dar-
gestellt sind die Expressionsverhaltnisse (phosphoryliert zu nicht-phosphoryliert) der Tumorgewebe-
proben zu den Normalgewebeproben, basierend auf den in Abbildung 45 aufgetragenen Daten.

Um Aussagen uUber den Phosphorylierungsgrad von JNK und ERK im Vergleich Tu-
mor- zu Normalgewebe geben zu kdénnen, wurde die in Abbildung 46 gezeigte Dar-
stellung gewahlt. Fir JNK konnte in den Nieren - und Rektumproben ein heteroge-
nes, unauffalliges Phosphorylierungsmuster nachgewiesen werden. Dahingegen
zeigten die Prostata- und Colontumoren im Vergleich zu den Kontrollgeweben eine
eindeutige Tendenz zu verminderter JNK-Phosphorylierung mit Werten bis zu Faktor
4. Fur ERK zeigte sich ein insgesamt vergleichbares Bild, die geringere Phosphory-

lierung der Prostata- und Colontumoren konnte im Vergleich mit den Normalgeweben
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mit Werten bis zu Faktor 10 niedrigerer Phosphorylierung deutlicher angegeben wer-
den. Die Heterogenitat des Phosphorylierungsmusters von ERK in den untersuchten
Nierengewebelysaten zeigte sich noch starker als bei der Analyse der JNK-

Phosphorylierung.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung einer sensitiven Reverse-Screening-Plattform

Protein-Mikroarrays entwickeln sich der neben der 2D-Gel / MS-Technologie als eine
wichtige Methode zur Analyse des menschlichen Proteoms und finden bereits An-
wendung in der qualitativen und quantitativen Analyse von Proteinen (Espina 2003).
Diese Technologie kann zur Analyse posttranslationaler Modifikationen von Protei-
nen und damit zum Verstehen der Signaltransduktion oder Signalnetzwerken beitra-
gen, sie kann Uber Expressionsanalysen in einer gro3en Zahl klinischer Proben Bio-
marker identifizieren und sie kann Uber das Detektieren von Biomarkern die Diagno-
se kanzerogener Erkrankungen und die Entwicklung von Therapeutika beschleuni-
gen (Hanash 2003). Einige der genannten Aspekte sollten in dieser Doktorarbeit
durch die Entwicklung einer Protein-Mikrarray-Plattform neu betrachtet werden, da
unter Verwendung von Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays eine Screening-
Technologie aufgebaut wurde, die Gewebeproben (Tumorresektate und Kontrollge-
webe) mit hoher Sensitivitdt auf Markerproteine untersuchen und Proteine Uber

Standardreihen absolut quantifizieren kann.

Um die Reverse-Screening-Plattform aufzubauen, wurden verschiedene Mikroarray-
Substrate evaluiert. Da die Oberflachen zur Immobilisierung von Proteinen mit Puf-
fersystemen kompatibel sein sollten, die - aufgrund der gewahlten Lysemethode -
Detergenzien oder Amino-reaktive Bestandteile enthielten, wurden die Experimente
zum Methodenaufbau nur auf CodeLink-Substraten weitergeflihrt. Nur diese Stan-
dard-Mikroarray-Substrate konnten hinsichtlich der Protein-Anbindung, der Linearitat

der Mess-Signale und der Nachweisgrenze tUberzeugen.

Die Plattform wurde durch Untersuchungen zum Modellmolekil MHC Klasse | in vor-
charakterisierten Zellkulturproben (DEU und BM14) auf den CodeLink-Substraten
aufgebaut. Die in einem Mikroarrayformat auf den Substraten angeordneten Proben
wurden mit dem MHC Klasse I-spezifischen polyklonalen Antikérper anti-R2-
Mikroglobulin inkubiert und Uber ein Fluoreszenz-basiertes Detektionssystem im kon-
fokalen Laser-Scanner ausgelesen. Die Signale der zur Bestimmung des MHC-

Gehaltes in einer Verdlinnungsreihe immobilisierten MHC Klasse I-Molekile konnten
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bis zu einer Nachweisgrenze von 40 ng/ml detektiert werden, was einer Sensitivitat

von ca. 100 000 Molekulen pro Spot entsprach (siehe Abbildung 14).

Die Quantifizierungsanalysen der Zelllinien DEU und BM14 zeigten fur die konstitutiv
MHC-exprimierenden BM14 ca. 100 000 MHC-Molekiile pro Zelle und fir die MHC-
liberexprimierenden DEU ca. 2 x 10° Molekiile MHC pro Zelle. Der physiologische
Bereich der MHC-Expression normaler Zellen liegt zwischen 50 000 bis 100 000 Mo-
lekiilen pro Zelle (Yewdell 2003), eine starke Uberexpression kann Werte bis zu 10°
Molekile MHC pro Zelle ergeben (McCluskey 1999). Der Assay zur MHC-

Quantifizierung zeigte somit eine Sensitivitat flr ca. 1 Zelle.

Die RPPM-Technologie wurde in einem nachsten Schritt mit der Detektionsplattform
der Firma Zeptosens verknupft, um eine Sensitivitatssteigerung zu erreichen, die
auch die Analyse sehr gering konzentrierter Tumormarker ermoéglicht. Die auf diese
Plattform Ubertragenen Experimente zum Methodenaufbau erbrachten den Nach-
weis, dass durch den Einsatz der Planaren Wellenleiter-Technologie im Vergleich zur
konfokalen Laser-Scanner-Technologie Sensivitatssteigerungen um ungefahr Faktor
5 erreicht werden (3.1.2). Somit konnte die Sensitivitdt der Nachweisreaktion und die
Linearitat der Mess-Signale unter Verwendung der PWG-Technologie im Vergleich
zu den CodelLink-Ergebnissen in den Etablierungs-Experimenten deutlich verbessert

werden.

Ein wichtiger Punkt flr die Etablierung der Reverse-Screening-Plattform war die
Qualitatskontrolle der Protein-Mikroarrays (3.1.3). Aus der mRNA-Expressions-
analyse kénnen routinemalig Ergebnisse hoher Qualitdt und Vertrauenswirdigkeit
durch Einsatz verschiedener Strategien - wie z.B. die vergleichende Analyse zweier,
mit unterschiedlichen Farben, markierter Proben oder die perfect match / mismatch-
Strategie - (Lipshutz 1999) gewonnen werden. Des Weiteren werden die erhaltenen
Signale auf die Expression so genannter housekeeping genes bezogen und auf ihre
Validitat Gberpruft. Fur Protein-Mikroarrays wurden bis heute nur wenige Strategien
zur Qualitatsicherung entwickelt. Andersson et al. stellten eine interne Normalisie-
rung der in Zellkulturproben detektierten Signale Uber die vergleichende Analyse
zweier, mit unterschiedlichen Farben, markierter Proben (s.0.) auf Protein-
Mikroarrays (Forward-Phase-System) vor (Andersson 2005). Chan et al. normierten
die Signalintensitat jedes Spots ihres vorgestellten RPPM-Screening-Systems auf

das korrespondierende R3-Aktinsignal der untersuchten Zellkulturproben, das Uber ei-
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nen zweiten Fluoreszenzkanal detektiert wurde. Nishizuka et al. farbten die verwen-
deten Nitrozellulose-beschichteten Standard-Mikroarray-Substrate zur Markierung
der Proteine der Zellkulturproben mit einem Fluorophor an, das anschlieRend zur
Analyse der Totalproteinmenge pro Spot im konfokalen Laserscanner ausgelesen
wurde (Nishizuka 2003). Vorversuche wahrend dieser Doktorarbeit zeigten jedoch,
dass uUber die Analyse von Proteinen, die als stabil exprimiert gelten, wie z.B. Aktin
oder Tubulin, keine reproduzierbaren, homogenen Ergebnisse zur internen Normali-
sierung der Assay-Signale erzielt werden konnten. Im Vergleich zu den drei genann-
ten Ansatzen wurde das wahrend dieser Doktorarbeit aufgebaute Reverse-
Screening-System erstmalig zur Analyse von Gewebelysaten entwickelt, die im Ver-
gleich zu Zellkulturproben eine viel heterogenere Matrix darstellen. Im Gegensatz zu
einer definierten Ausstattung an Proteinen und einer Kultivierung unter optimierten
Bedingungen im Falle von Zellkulturproben wurden hier Lysate von klinischen Resek-
taten gewonnen, die ganz unterschiedliche histologische Merkmale aufweisen. So
wurde die unter denaturierenden Bedingungen durchgefihrte Lyse auf das Vorkom-
men vielfaltiger Probenbestandteile - wie z.B. Extrazellularmatrix, Lipide, Bindege-
webe, Blutbestandteile - angepasst. Zur Analyse der tatsachlich auf den Protein-
Mikroarrays immobilisierten Proteinmenge wurde daraufhin ein Proteinanfarbungs-
verfahren entwickelt, das direkt auf dem Substrat nach dem Drucken der Mikroarrays
durchgefuhrt wird und die Proteine Uber ihre primaren Aminogruppen mit einem Fluo-
rophor markiert. Das durch die Antikdrper-Inkubationen erhaltene Assay-Signal wur-

de nach dem Assay in der Auswertung auf das Protein-Signal normiert.

Obwohl die auf den RPPMs untersuchten Gewebelysate vor dem Drucken auf die
gleiche Konzentration eingestellt wurden, konnte in korrespondierenden Tumor- und
Normalgewebeproben teilweise eine Abweichung der immobilisierten Proteinmenge
um mehr als den Faktor 2 detektiert werden. Die schon beschriebene Matrix-
Heterogenitat kdnnte hierfur der Grund sein. Vor allem der teilweise recht hohe Blut-
gehalt der analysierten Gewebe, der eine erkennbare Farbung der Proben von gelb-
lich-orange bis rot-braun bedingte, dirfte das durch Verwendung der etablierten
Coomassie-Proteinbestimmungsmethode erzielte erste Ergebnis der Probenprotein-
konzentration verfalscht haben. Die hohe Qualitdt der neuentwickelten Fluoreszenz-
basierten Qualitatskontrolle konnte mit einer mittleren, prozentualen Standardabwei-
chung Uber alle Proben von 8.6% bestéatigt werden (siehe Abbildung Abbildung 18).

Es fiel auf, dass die Ausreif3er in allen Fallen Tumorgewebe waren. Ein Grund hierfur
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konnten eine im Vergleich zum Kontrollgewebe starkere histologische Heterogenitat
sein. Gerade die in Tumoren vermehrt stattfindenden Prozesse zur Gefal3neubildung
(Angiogenese) und ein daraus resultierender hoherer Blutgehalt sollten hier in Be-

tracht gezogen werden (Rundhaug 2005).

Da die interessierenden Analyten in den Spots der Protein-Mikroarrays durch Anti-
korper detektiert werden, war es notwendig, eine eingehende Charakterisierung der
Bindemolekile durchzufuhren (3.1.4). Auf Western-Blot-Streifen von aufgetrennten
reprasentativen Gewebelysaten wurden die Antikérper zur MHC-Quantifizierung und
zum Tumor-Screening auf ihre Spezifitdt getestet. Alle zur Quantifizierung verwende-
ten MHC Klasse I-spezifischen Antikdrper zeigten die erwartete Spezifitat, d.h. die
Detektion einer Bande am erwarteten Molekulargewicht. Die flr das Tumor-
Screening eingesetzten Antikdrper konnten nicht in allen Fallen die gesetzten Quali-
tatskriterien erfullen (siehe Abbildung 20). Das Erkennen einer spezifischen Bande
am erwarteten Molekulargewicht in einer reprasentativen Probe bedeutet nicht, dass
nicht in anderen Proben unerwartete und unerwinschte Spezifitdten (z.B. Kreuzreak-
tionen mit anderen Mitgliedern der jeweiligen Proteinfamilie) gefunden werden konn-
ten. Diese potentiellen Probleme sind jedoch analog auch auf anderen Expressions-
analyse-Plattformen wie cDNA-, Oligo- oder Antikdrper-Mikroarrays zu finden. Uber
eine weitergehende Charakterisierung der Antikorper auf 2D-Western-Blots kdnnte
die Spezifitat der Antikdrper, auch gerade zwischen unterschiedlichen posttranslatio-

nalen Proteinmodifikationen, entsprechend definiert werden (Nishizuka 2003).

Nach Abschluss der Methodenentwicklung wurde die Anwendbarkeit der Reverse-
Screening-Plattform in einem Probensatz von 5 Nierenprobenpaaren, 8 Colonpro-
benpaaren und zwei Glioblastomproben getestet (3.2). Uber die MHC-Standardreihe
wurden die Proben auf ihren MHC-Gehalt bestimmt. Die Kontrolle (DEU) und die un-
tersuchten Gewebelysate erbrachten die erwarteten Resultate. Der MHC-Gehalt
konnte fur jede der Proben uber die untersuchten 8 Spots (4 Verdinnungsstufen in
Duplikaten) mit sehr kleiner Varianz bestimmt werden (siehe Abbildung 23). Hier-

durch konnte die hohe Genauigkeit der Quantifizierung unterstrichen werden.

Die Resultate der MHC-Quantifizierung auf Protein-Mikroarrays wurden durch ver-
gleichende Western-Blot-Analysen validiert. Die hohe Genauigkeit der quantitativen
Aussagen der Protein-Mikroarrays konnte so nur eingeschrankt nachvollzogen wer-

den (siehe Abbildung 25). Da sich durch den in Western-Blot-Analysen bekannter-
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mafen eingeschrankten dynamischen Bereich und der eingeschrankten Reprodu-
zierbarkeit Quantifizierungswerte mit hoherer Variabilitdt und geringer Spezifitat er-
gaben, widersprachen die Messergebnisse physiologischen MHC-Expressionswerten
um ein Mehrfaches. Bezogen auf die Beobachtung der in 8 von 9 Tumorgeweben er-
héhten MHC-Expression konnten die Protein-Mikroarray-Resultate aber qualitativ
bestatigt werden. Zusammenfassend lasst sich darstellen, dass die aufgebaute
Technologie-Plattform unter Verwendung von Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays
qualitativ und quantitativ hochwertige Analysen von Gewebeproben ermdglicht. Der
Ablauf zur Durchfiihrung eines Reverse-Screening lasst sich in folgenden Schritten

zusammenfassen:
e Auswahl und Charakterisierung der Antikorper.

¢ Qualitatskontrolle der Protein-Mikroarrays. Normierung der Assay-Signale auf

die tatsachlich immobilisierte Proteinmenge.

e Anordnung der Proben in einem definierten Layout. 8 Spots reprasentieren ei-
ne Probe. 4 Verdinnungsstufen simulieren eine Detektion lber einen einge-
schrankten dynamischen Bereich. Referenzspots gleichen die Abschwachung
des Laserlichts aus und erhdhen die Detektionsqualitdt durch Kompensation

der Intra- und Inter-Array-Varianzen.

e Screening der Biomarker in den ausgewahlten Proben mittels vorcharakteri-

sierter Antikorper.

e Validierung der Ergebnisse - zumindest in der Phase der Methoden-
entwicklung - durch etablierte biochemische Methoden (Western-Blot, FACS,

Mikrospharen-basierte Systeme).

e Auswertung der Datensatze mittels definierter Auswertungs-Makros unter Ein-

berechnung der Fehlerfortpflanzung. Durchfliihrung von Cluster-Analysen.

4.2 MHCquant - Bestimmung des MHC-Gehaltes von Zell- und
Gewebeproben
Nach Abschluss der Methodenentwicklung und Validierung der neuartigen Reverse-

Screening-Plattform wurde die Technologie zur Quantifizierung des MHC-Gehaltes in

einem gréReren Probensatz angewendet. Tumor- und Normalgewebe aus Nieren-
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zellkarzinomen, Colonkarzinomen und Rektumkarzinomen sowie Zelllysate von 3
verschiedenen MHC Klasse I-exprimierenden Linien wurden in einer 3-fach-
Bestimmung auf die im jeweiligen Lysat enthaltene Menge an MHC Klasse | quantifi-
ziert (3.3.). Der schon vorher verwendete anti-R2-Mikroglobulin-Antikérper, der die
nicht-kovalent an MHC Klasse | assoziierte Untereinheit 32-Mikroglobulin erkennt,
wurde im ersten Teil dieser Experimente eingesetzt. Jede Probe wurde auf drei auf
unterschiedlichen Zeptosens-Mikroarray-Substraten lokalisierten Sub-Arrays gemes-
sen, auf die Proteinmenge normiert und Uber die in jedem Sub-Array enthaltene
MHC-Monomer-Eichreihe quantifiziert. Die Eichreihen konnten Uber eine lineare
Regression in allen Fallen mit sehr guter Korrelation (R? = 0.999; siehe Abbildung 27)
angepasst werden. Die Uber die Eichreihe quantifizierten Messergebnisse lagen im
erwarteten Bereich zwischen 3 und 12 pmol MHC pro mg Protein in Lysat (siehe
Abbildung 28). Des Weiteren zeigten die Uber die drei Experimentwiederholungen
bestimmten Standardabweichungen eine insgesamt geringe Auspragung. Die
Normalgewebe konnten mit einer relativ homogenen Signalverteilung um 3 pmol
MHC pro mg Protein in Lysat nachgewiesen werden, wo hingegen die Tumorgewebe
in ihrer Signalhdhe zwischen 3 und 12 pmol MHC schwankten. Auffallig war die Beo-
bachtung, dass in 28 von 30 Probenpaaren gleichviel oder mehr MHC Klasse | quan-

tifiziert werden konnte.

Die Quantifizierung von MHC Klasse | wurde im zweiten Teil der MHCquant-
Experimente mit einem weiteren, MHC Klasse I-spezifischen Antikdrper durchge-
fuhrt. Der von H. Ploegh entwickelte monoklonale Antikdrper (Stam 1986; Stam
1990) erkennt (nachgewiesen im Western-Blot; siehe Abbildung 19) nur die nicht an
R2-Mikroglobulin gebundene, freie schwere Kette von MHC |. Da die Protein-
Mikroarrays ausschlief3lich Proben enthielten, die durch denaturierte Lyse hergestellt
wurden, konnte der Antikorper zur Quantifizierung von MHC Klasse | Uber die Erken-
nung des HLA-A-Subtypus eingesetzt werden. Ebenso wie fur die Quantifizierungs-
analyse Uber 32-Mikroglobulin wurde jede Probe in drei auf unterschiedlichen Zepto-
sens-Mikroarray-Substraten lokalisierten Sub-Arrays gemessen, die zudem HLA-A-
Monomere zur Bestimmung des MHC-Gehaltes enthielten. Der auch HCA2 genannte
Antikoérper zeigte eine geringere Spezifitat fur die immobilisieten MHC-Monomere.
Der dynamische Bereich erstreckte sich Uber insgesamt nur 4 Verdinnungsstufen,
die sich aber mit sehr guter Korrelation (R? = 0.992; siehe Abbildung 30) linear an-

passen liellen. Wie schon bei der Analyse von 32-Mikroglobulin zeigten die 30 unter-
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suchten Normalgewebe eine stabile MHC-Expression um 15-20 pmol MHC pro mg
Protein in Lysat, wo hingegen die Tumoren teilweise sehr starke Signale (bis zu 270
pmol MHC) zeigten. Insgesamt zeigten alle Tumorgewebe der drei Organe Nieren,
Colon und Rektum gleichviel oder mehr MHC-Gehalt als die korrespondierenden
Kontrollgewebe. Von den drei untersuchten Zelllinien zeigten die bekanntermalien
MHC-Uberexprimierenden Linien JY und WILJON eine ausgepragte MHC-
Expression, die MHC niedrig exprimierende Linie LCL bestatigten ebenfalls die hier-

zu erhaltenen Informationen von S. Stevanovi¢.

Die Qualitat der Quantifizierungsexperimente unterstreicht die Verwendungs-
maoglichkeit der MHCquant-Plattform zur genauen Charakterisierung von Patienten-
geweben beziglich der Expression von MHC Klasse I-Proteinen als eine wichtige
Voruntersuchung zur Durchfiihrung von Peptid-Vakzinierungen (Stevanovi¢ 2002;
Singh-Jasuja 2004). So kénnen nicht nur Aussagen Uber die zu findenden HLA-
Subtypen, sondern auch Uber den absoluten MHC-Gehalt der Zellen gewonnen wer-
den.

Da MHC Klasse I-Molekile nur in vollstandig assembliertem, peptidbeladenem Zu-
stand auf der Zelloberflache exprimiert werden, warfen die Experimente zur 32-
Mikroglobulin- und HLA-A-Quantifizierung weiterfUhrende Fragen auf. Warum weisen
nahezu alle Tumorproben mehr MHC Klasse | auf als die Kontrollproben (Uber 32-
Mikroglobulin und HLA-A quantifiziert)? Warum kann in Tumorproben teilweise bis zu
30-fach mehr HLA-A als im Normalgewebe nachgewiesen werden? Welche Rolle
spielt die Stochiometrie von R2-Mikroglobulin zu der jeweiligen schweren Kette auf-

grund der gewonnenen Ergebnisse?

Die gangige Lehrmeinung beschreibt die Niederregulation von MHC Klasse | in Tu-
morzellen als einen Mechanismus, um sich dem Immunsystem zu entziehen. Die
zugrunde liegenden Mechanismen lassen sich folgendermalen aufteilen: a) Defekte
in Komponenten der Antigen-Prozessierungsmaschinerie (Proteasom) - beobachtet
in Lungen-, Prostata- und Nierenzellkarzinomen, b) Defekte der Peptid-Transporter
TAP-1 oder TAP-2 (engl. TAP = transporter associated with antigen processing), c)
MHC Klasse | Haplotyp-Verlust - beobachtet in Melanom- und Colonkarzinomzellen,
d) R2-Mikroglobulin-Mutationen oder -Deletionen (Khong 2002; York 2003). Die be-
schriebenen Mechanismen kénnen einen partiellen oder vollstandigen Verlust eines

MHC Klasse | Allels, Haplotypus oder Genlokus zur Folge haben. Des Weiteren kann
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durch Proteindefekte (zur Antigenprozessierung oder Peptidbeladung) eine vermin-
derte MHC-Expression begrindet werden (Dunn 2002). Die in dieser Doktorarbeit
durch Quantifizierung des MHC-Gehaltes auf Proteinebene herausgefundenen Er-
gebnisse widersprechen diesen Thesen. In der Literatur wird eine Hochregulation
von MHC Klasse | bezogen auf Hepatitis C-Virus-infizierte Leberzellen beschrieben
(durch TAP-1-Hochregulation bedingt). Die Leberzellen konnten sich nachfolgend
Uber eine signifikant niederregulierte, zytotoxische Aktivitat der Naturlichen Killerzel-
len der Immunantwort entziehen (Herzer 2003). So kdnnen die gewonnenen Resulta-
te der Quantifizierungen Ausdruck noch zu erforschender Immunregulationen sein,
die die Tumorzellen Uber MHC Klasse I|-spezifische Hochregulation befahigen, die
Aktivitat der zytotoxischen CD8-T-Zellen sowie der NK-Zellen zu inhibieren und somit

das weitere Wachstum des Tumors zu gewahrleisten.

Da nur assemblierte MHC-Komplexe - mit Peptid beladen - auf der Zelloberflache
exprimiert werden, ermoglichen die geringen absoluten Unterschiede der [32-
Mikroglobulin-Quantifizierung es den Tumorzellen nur eingeschrankt, Uber die starke
Hochregulation von HLA-A mehr MHC Klasse I-Molekule zu prasentieren. Folglich
kénnten auch intrazellulare Signalwege beeinflusst sein, die die HLA-A-Synthese un-
abhangig von der R2-Mikroglobulin-Synthese férdern und somit die grof3en, stéchio-

metrischen Unterschiede erklaren konnten.

4.3 Protein- und mRNA-Expressionsanalyse von MHC Klasse |

Die der Quantifizierung von MHC Klasse | zugrunde liegenden Proteinexpressions-
signale wurden mit Analysen zur mMRNA-Expression verglichen, die von O. Schoor in
der Arbeitsgruppe Stevanovi¢ durchgefihrt wurden. Neben den MHC I-spezifischen
Antikérpern anti-32-Mikroglobulin und anti-HLA-A wurden zudem Protein-Mikroarrays
auf die Expressionssignale von HLA-B,C durch einen auch HC10 genannten anti-
HLA-B,C-Antikorper gewonnen (Stam 1986). Die Proteine wurden Uber eine loga-
rithmische Darstellung (Logz-Verhaltnisse Expressionssignal Tumor- zu Normalge-
webe) bezlglich ihrer Proteinexpressionsmuster ausgewertet (3.4.1.). Es zeigte sich
bei 32-Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C Ubereinstimmend, dass die Expressions-
auffalligkeiten auf Proteinebene durch die mehr oder minder starke Signalheterogeni-
tat der Tumorproben bedingt war (Abbildung 32). Die jeweiligen Normalgewebepro-

ben zeigten ein - Uber die grolte Mehrzahl der Proben betrachtet - stabiles Expressi-
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onsmuster. Bezogen auf die erhaltenen logarithmischen Proteinexpressionsdarstel-
lungen konnte fur die drei untersuchten Proteine eine fast eindeutige Tendenz zur
Uberexpression von MHC Klasse | in den Tumorgewebe der Organe Niere, Colon
und Rektum gezeigt werden. Vergleicht man insbesondere die Expressionsmuster
von HLA-A und HLA-B,C, so konnte mit einer Korrelation von R? = 0.75 eine erstaun-
liche Ubereinstimmung der Proteinexpression in den untersuchten 30 Probenpaaren
nachgewiesen werden. Hier konnte in 22 von 30 Fallen eine biologisch signifikante
Proteinlberexpression (mit mehr als 2-fach erhéhter Expression in den Tumorgewe-

ben im Vergleich zu den Kontrollgeweben) detektiert werden.

Die durch gepaarte t-Tests durchgeflhrten Signifikanzanalysen (siehe Abbildung 37)
bestatigten mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0.004 eine in Tumorgeweben zum
korrespondieren Normalgewebe unterschiedliche MHC Klasse I-Expression auf Pro-
teinebene. In den untersuchten Fallen wurde die Unterschiedlichkeit eindeutig mit der
Tendenz zur Uberexpression beschrieben. Die durch Western-Blot-Analysen validier-
ten Ergebnisse lassen sich wie unter 4.2 andiskutieren. Neben der Bestimmung des
MHC-Gehaltes der Proben wurde in dieser Doktorarbeit auch durch Proteinexpressi-
onsanalysen gezeigt, dass durch die Uberexpression von unterschiedlichen Struktu-
ren von MHC Klasse | den Tumorzellen ein noch nicht beschriebener Selektionsvor-
teil gegeben sein konnte, der es ihnen ermoglichen kdnnte, sich dem Immunsystem
zu entziehen, obwohl die Gewebe mehr Erkennungsmerkmale exprimieren kénnen

und damit potentiell empfanglicher fur eine T-Zell-Antwort werden.

Die durch Proteinexpressionsanalysen auf Protein-Mikroarrays erhaltenen Ergebnis-
se der MHC Klasse I-Expression lief3en sich in den vergleichend in der Arbeitsgruppe
Stevanovi¢ durchgefihrten mRNA-Expressionsprofilen mit Einschrankungen nach-
voliziehen (siehe Abbildung 40). Ubereinstimmend konnte in dem untersuchten Pro-
bensatz von 24 Nierzellkarzinomproben auf der mRNA- und der Proteinebene ein
Trend zur Hochregulation von MHC Klasse | gefunden werden. In ca. 75% der Pro-
ben entsprach die Tendenz der Transkriptionsanalysen den Proteinexpressionsmus-
tern. Die mRNA-Resultate zeigten sich aber in deutlich schwacherer Auspragung.
Hieraus kann geschlossen werden, dass sich die auf Proteinebene teilweise sehr
starke Uberexpression insbesondere von HLA-A und HLA-B,C nicht vollstandig auf
die Regulation der MHC Klasse |-Gentranskription zurtckfihren lasst. Vielmehr

konnten spatere Prozesse, die den Abbau und die Akkumulation der schweren Kette
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von MHC | betreffen, eine wichtige Rolle spielen. Da Uber die Reverse-Screening-
Technologie, bei der denaturierte Lysate von zermdérserten Gesamtgewebesticken
immobilisiert werden, keine Erkenntnisse Uber die Lokalisation der stark Uberexpri-
mierten schweren Kette gewonnen werden kénnen, kdnnten a) Fraktionierungstech-
niken (Einteilung der Proben durch bestimmte Lysemethoden in eine Kern-, Zytosol-
und Membranfraktion) oder b) histologische Untersuchungen (Immunhistochemische
Analysen der Proteinverteilung in Schnitten der untersuchten Gewebe) entscheiden-

de Hinweise zur Aufklarung dieser Beobachtung geben.

4.4 Tumor-Screening

4.41 Tumor-Screening von Tumor-assoziierten Antigenen

Die Gruppe der Uber Reverse-Screening untersuchten Proteinmarker wurde Uber
HLA-Epitop-Analysen in der Arbeitsgruppe Stevanovi¢ identifiziert und enthielt neben
zytosolischen und nukledaren Proteinen auch membranstandige Tumor-assoziierte
Antigene. Die in einem ersten Tumor-Screening untersuchten MHC Klasse I-Proteine
HLA-A,B,C und R2-Mikroglobulin erbrachten zwei auffallige Ergebnisse: a) das mit
dem anti-HLA-A,B,C-Antikérper (w6/32) durchgeflihrte Screening in den 70 Gewebe-
proben aus Nierenzell-, Prostata, Colon- und Rektumkarzinomen zeigte in den Nie-
rentumorgeweben eine tendenziell héhere Proteinexpression (bis zu Faktor 4) als in
den korrespondierenden Normalgeweben, b) in Prostatakarzinomen konnte Uber 32-
Mikroglobulin eine stark erhdohte Expression (bis zu Faktor 50) im Vergleich zu den
Kontrollgeweben der Samenblase detektiert werden. Die Resultate des HLA-A,B,C-
Screenings spiegeln - in abgeschwachter Auspragung - die Ergebnisse der HLA-A-
bzw. HLA-B,C-Analysen (3.4.1) wider. R2-Mikroglobulin-Uberexpression konnte in
dieser Studie als Beleg flir entweder a) stark unterschiedliche Proteinexpression von
R2-Mikroglobulin in Prostata und Samenblase oder b) einen Uber vergleichende Pro-
teinexpressionsanalysen mittels Reverse-Screening-Technologie identifizierten Tu-

mormarker gelten (siehe Abbildung 42).

3-Catenin vermittelt die Adhasion zwischen Zellen und reguliert normales Zellwachs-
tum- und verhalten. Prozesse verschiedener Stadien der Embryogenese, Wundhei-
lung und Tumormetastasierung sind durch die Assemblierung und Deassemblierung

vom Adhasionsproteinen reguliert. Verschiedene Mutationen, die abnormale Zellpro-
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liferation und Tumorprogression bedingen, werden in Colon- und Ovarialkarzinomen
gefunden (Wright 1999; Grady 2002). Durch die in dieser Doktorarbeit durchgefuhrte
Tumor-Screening-Analyse konnte eine deutliche Tendenz zur Uberexpression von R-
Catenin in Prostata-, Colon- und Rektumproben detektiert werden. Somit kann [3-
Catenin in diesen Tumorgeweben als potentielles Markerprotein gelten. Das nukleare
Protein Ki67, das als Proliferationsmarker solider Tumoren beschrieben wurde
(Zellweger 2005), konnte nur bedingt als Tumormarker tber die Proteinexpressions-
analyse auf Protein-Mikroarrays nachgewiesen werden (siehe Abbildung 43). Uber
die schwache Tendenz zur Uberexpression in den Rektum- und Nierezellkarzinomen
wurde die Rolle von Ki67-Expression in der malignen Progression der Gewebe bes-
tatigt (Rey 1998).

Unter den membranstandigen Proteinen konnte in den 70 Gewebeproben CEA (car-
cinoembryonic antigen) eindeutig als Tumormarker in Colon- und Rektumkarzinomen
und Carboanhydrase IX eindeutig als Tumormarker in Nierenzellkarzinomen nach-
gewiesen werden (siehe auch ,genetische Marker des RCC* in (Michael 2003)). CEA
wurde von der FDA (engl. FDA = Food and Drug Administration, USA) als Krebsbio-
marker im Monitoring der Therapie von Colontumoren zugelassen (Ludwig 2005).
Die Rezeptortyrosinkinase cMet konnte in Nierenzell- und Colontumoren Uber eine
auf Proteinebene nachgewiesene Uberexpressionstendenz als potentieller Marker
beschrieben werden (siehe auch (Schag 2004)). Muc-1 zeigte einen schwachen
Trend zur Uberexpression in Nierenzellkarzinomen (siehe Abbildung 44), bestatigte
aber damit die Klassifizierung als Tumormarker fur hdmatologische Krebserkrankun-
gen (Brossart 2001) in dieser Studie als Tumormarker in einem noch nicht beschrie-
benen Organ. EGFR ist wie CEA von der FDA als Krebsbiomarker fur die Therapie
von Colontumoren zugelassen. Die Uber Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays analy-
sierten EGFR-Proteinexpressionsmuster zeigten in den Colontumoren aber keine
Auffalligkeiten, nur in den Nierenzellkarzinomen konnte ein schwacher Trend zur U-

berexpression detektiert werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die neu entwickelte Reverse-Screening-
Plattform hervorragend flr die Proteinexpressionsanalyse von Gewebelysaten an-
gewendet werden kann. Es konnten in dieser Doktorarbeit einige bekannte Tumor-

marker auf dieser Technologie-Plattform bestatigt werden, die somit neue Einblicke
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in die Proteinexpression der uber HLA-Epitop-Analysen identifizierten Tumor-

assoziierten Antigene ermadglicht.

4.4.2 Tumor-Screening von Signaltransduktionsmolekiilen

Eine der Hauptanwendungen der Proteomics-Technologie ist die Charakterisierung
von Protein-Netzwerken und die Signaltransduktion zwischen und innerhalb von
Netzwerken. Die Analyse von Signaltransduktionswegen ist besonders flir die Phar-
makotherapie und zur Entwicklung neuer Medikamente von groRem Interesse. Der
Informationsfluss in der Zelle wird durch Protein-Protein-Interkationen vermittelt und
insbesondere Phosphorylierungen ermdglichen die Signalweiterleitung intrazellularer
Signale (Petricoin 2002).

In dieser Doktorarbeit wurden die Kinasen JNK (Jun-Kinase) und ERK (extracellular
signal related kinase) auf ihre Phosphorylierungsmuster und den Grad der Phospho-
rylierung in Tumor- zu Normalgewebe untersucht. JNK ist eine im MAP-Kinase-
Signaltransduktionsweg durch Stress-Signale (Ceramide, UV-Strahlung, inflammato-
rische Zytokine) aktivierbare Kinase, die, wenn sie nach Aktivierung als phosphory-
liertes Dimer vorliegt, in den Kern transloziert und die Gentranskription durch die Re-
gulation von Transkriptionsfaktoren (z.B. c-jun oder ATF-2) beeinflusst (Paul 1997).
ERK ist ebenfalls eine Kinase im MAP-Kinase-Signaltransduktionsweg, die aber von
extrazellularen Signalen wie Wachstumsfaktoren (z.B. EGF), Zytokinen, Hormonen

und Neurotransmittern durch Phosphorylierung aktiviert wird (Cobb 1999).

Die Expressionsprofile der nicht-phosphorylierten Formen der Kinasen JNK und ERK
zeigten ein zur Uberexpression tendierendes Muster, vor allem die Nierenzellkarzi-
nome konnten mit bis zu Faktor 4 héherer Proteinexpression bestimmt werden. Eine
Tendenz zur Uberexpression konnte fiir die phosphorylierten Kinasen pJNK und
pERK nur in den Nierenzellkarzinomen detektiert werden. Die Proben der Organe
Prostata, Colon und Rektum zeigten einen Trend zur Niederexpression der aktivier-

ten Proteine in den untersuchten Tumorgeweben (siehe Abbildung 45).

Um aus diesen Ergebnissen Aussagen uber den Phosphorylierungsgrad der Kinasen
im Vergleich Tumor- zu Normalgewebe treffen zu kénnen, wurden die einzelnen
Phosphorylierungsverhaltnisse (T/N) gegeneinander aufgetragen (Abbildung 46) und
logarithmiert. Eine Auftragung der phosphorylierten zur nicht-phosphorylierten Form

von JNK oder ERK ausschlieBlich bezogen auf die Tumorgewebe oder die Normal-
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gewebeproben hatte hier keinen Aufschluss tber den Grad der Aktivierung geben
kénnen, da in allen Proben eine (teilweise sehr deutliche) Niederregulation der
phosphorylierten im Vergleich zur nicht-phosphorylierten Form nachgewiesen wer-
den konnte (Daten in dieser Studie nicht gezeigt). Fur die Stress-induzierbare Kinase
JNK konnte kein eindeutiger Trend im Phosphorylierungsmuster flr die Nieren- und
Rektumproben, aber Hinweise zur geringeren Phosphorylierung in den Prostata- und
Colontumoren erhalten werden. Fir die durch Wachstumssignale aktivierbare Kinase
ERK zeigte sich ein vergleichbares Bild. Der Trend zur geringeren Phosphorylierung
der Prostata- und Colontumoren konnte in starkerer Auspragung nachgewiesen wer-
den. Zusammenfassend konnte eine schwachere Phosphorylierung der untersuchten
Tumorgewebe im Vergleich zu den korrespondierenden Normalgeweben festgestellt
werden. Da Tumorzellen in der Lage sind, das zell-autonome Programm zur Begren-
zung der Zellmultiplikation auBer Kraft zu setzen (Hanahan 2000), ist ein zwar im
Vergleich zu normalem Gewebe verlangsamtes, aber stetiges Wachstum der Tumo-

ren durch den geringeren Phosphorylierungsgrad der untersuchten Kinasen denkbar.

Die Reverse-Screening-Plattform konnte somit erfolgreich zur Phosphorylierungsa-
nalyse einer grofReren Zahl von Tumorgeweben eingesetzt werden. Auch in diesem
Falle war die durch die Kombination der Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays mit der
Zeptosens-Technologie erzielte Sensitivitat der Signaldetektion ein grof3er Vorteil, da
die Signalunterschiede teilweise sehr gering ausfielen und nur Uber eine akkurate,
mit geringen Standardabweichungen operierende Detektionsmethode eine signifikan-
te Unterscheidung der Aktivierungsform der Proteine ermdglicht wurde. Alle in dieser
Doktorarbeit analysierten Proteinexpressionsmuster wurden entsprechend der proto-
kollierten Vorgehensweise (siehe 4.1) durchgefiihrt, die durch Antikorperspezifitatsa-
nalysen, Qualitatskontrollen der Protein-Mikroarrays etc. eine hohe Reproduzierbar-
keit und Spezifitat der gewonnenen Ergebnisse gewahrleistet. Ein kombinierter An-
satz der HLA-Epitop- und der mRNA-Expressionsanalyse zur Identifizierung von Tu-
mor-assoziierten Antigenen mit der Proteinexpressionsanalyse auf der in dieser Dok-
torarbeit etablierten Reverse-Screening-Plattform kdnnte es erméglichen, a) identifi-
zierte Tumormarker zu validieren, b) neue Tumormarker zu erkennen und c) Patien-

ten-individuelle Vakzinierungskandidaten nachzuweisen.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde eine Assay-Technologie aufgebaut, die paral-
lelisierte und miniaturisierte Systeme zur sensitiven Quantifizierung und Expres-
sionsanalyse von Proteinen in Zellkultur- und Gewebelysaten verwendet. Hierzu
wurden Lysate von Geweberesektaten in einem Mikroarray-Format auf planaren
Substraten angeordnet. Der Nachweis der Analyten erfolgte tber ein Fluoreszenzde-
tektionsverfahren, das zur Sensitivitatssteigerung mit der Planaren Wellenleitertech-
nologie kombiniert wurde. Uber neu entwickelte Verfahren zur Qualitatskontrolle der
Protein-Mikroarrays konnte eine hohe Spezifitdt und Reproduzierbarkeit der gemes-

senen Signale erreicht werden.

Mit geringen Mengen an Probenmaterial wurde ein groRerer Satz klinischer Proben
auf den Gehalt an MHC Klasse I-Molekllen uber zwei verschiedene MHC I-
Strukturelemente (32-Mikroglobulin und HLA-A) absolut quantifiziert. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die erzielte Sensitivitat der Signaldetektion groRe Vorteile in der
Anwendung der Technologie bietet. So konnten die zur Quantifizierung immobilisier-
ten Standardverdinnungsreihen Uber einen grof3en dynamischen Bereich mit hoher
Linearitat und niedriger Nachweisgrenze detektiert werden. Es konnte tUber die MHC
Klasse I-Quantifizierungsanalysen ein noch unbekanntes Phanomen der Uberex-
pression von HLA-A und [32-Mikroglobulin in den untersuchten Tumorgeweben be-
schrieben werden. Dieses Ergebnis wurde qualitativ in Western-Blot-Analysen nach-
vollzogen. Vergleichend durchgefihrte mRNA-Expressionsanalysen von [32-
Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C konnten die beobachtete Uberexpression in

schwacherer Auspragung bestatigen.

Die Reverse-Screening-Technologie wurde des Weiteren zur Charakterisierung der
Proteinexpression von Tumor-assoziierten Antigen eingesetzt, die Uber HLA-Epitop-
Analysen identifiziert wurden. Es konnten bereits bekannte Tumormarker bestatigt
und neue Tumormarker-Kandidaten nachgewiesen werden. Die sinnvolle Kombinati-
on von HLA-Epitop-Analysen und Mikroarray-basierten Proteinexpressionsanalysen
zur Validierung und ldentifizierung von Tumormarkern wurde aufgezeigt. Die Applika-
tion der neu etablierten Plattform flr Phosphorylierungsstudien in Tumor- und

Normalgeweben konnte Uberzeugend dargestellt werden.
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