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1 Einleitung 

1.1 Die MHC-Moleküle des menschlichen Immunsystems 

MHC-Moleküle (MHC I bzw. MHC II) sind Erkennungselemente, die auf der Zellober-

fläche nahezu aller somatischen Zellen exprimiert werden. Diese Moleküle präsentie-

ren Peptide, die in der Zelle generiert werden, und signalisieren T-Lymphozyten und 

Natürlichen Killerzellen (NK) den physiologischen Status der Zelle (Viret 1999). Die 

genetischen Elemente, die die Immunantwort kontrollieren, sind auf Chromosom 17 

in Mäusen und auf Chromosom 6 in Menschen lokalisiert. Sie werden Hauptgewebe-

verträglichkeitskomplex (engl. MHC = major histocompatibility complex) genannt. Bei 

Menschen werden die MHC-Moleküle als HLA-Moleküle (human leucocyte antigens) 

bezeichnet (McCluskey 1999). Der MHC-Genlokus besteht aus mehreren Millionen 

Basen des Genoms, der ursprünglich aufgrund seiner Rolle in der Transplantatab-

stoßung identifiziert und benannt wurde (Rhodes 1999; Horton 2004). 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Struktur von MHC Klasse I und II. Links: ein MHC 
Klasse I-Molekül bestehend aus den α1, α2, α3-Untereinheiten der schweren Kette und der nicht-
kovalent assoziierten Untereinheit ß2-Mikroglobulin. Die Membranbindung findet über die Untereinheit 
α3 statt. Die Bindungstasche wird von den Untereinheiten α1 und α2 gebildet. Rechts: ein MHC Klas-
se II-Molekül bestehend aus den zwei nicht-kovalent assoziierten, membrangebundenen Ketten α (32 
kDa) und ß (29 kDa), die beide aus je 2 Untereinheiten aufgebaut sind. Die Bindungstasche wird von 
den Untereinheiten α1 und ß1 gebildet. 

Der Begriff MHC-Moleküle beschreibt die Proteine, die von den hochpolymorphen 

Genen im MHC-Genlokus codiert werden und die die wichtige immunologische Funk-

tion der Antigen-Präsentation ausüben. Die MHC-Moleküle werden in Klasse I (MHC 

MHC Klasse I MHC Klasse II

α 3 

α 2 α1

ß2M ß2

ß1 α1

α2

MHC Klasse I MHC Klasse II

3 

2 1
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I) und Klasse II (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-Moleküle sind heterodimere Glykoproteine, die aus einer schweren Kette von 

43 kDa und einer leichten Kette von 12 kDa bestehen. Sie sind auf der Zelloberfläche 

in einer für die T-Zell-Interaktion perfektionierten, räumlichen Orientierung lokalisiert 

(Mitra 2004). Die beiden Ketten sind nicht-kovalent assoziiert. Diese Moleküle wer-

den in fast allen kernhaltigen Zellen synthetisiert und auf deren Zelloberfläche expri-

miert. Es werden sechs unterschiedliche schwere Ketten für MHC Klasse I beschrie-

ben: die klassischen MHC I-Moleküle HLA-A, -B und -C, sowie die nicht-klassischen 

Klasse I-Moleküle HLA-E, -F und -G.  

 

Abbildung 2: Die dreidminensionale Struktur von MHC Klasse I-Molekülen (Struktur eines H-
2Dd-Komplexes). Im linken Teil der Abbildung ist die Struktur der MHC Klasse I-Proteinfaltung mit 
den 3 Untereinheiten der schweren Kette (α1, α2, α3; blau) und die nicht-kovalent assoziierte Unter-
einheit ß2-Mikroglobulin (ß2-m; magenta) zu erkennen. Der C-Terminus der α3-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 α1 und α2 gebildet wird. Zudem ist das 
gebundene Decamer-Peptid RGPGRAFVTI zu sehen (Natarajan 1999). 

Die schwere Kette besteht aus drei extrazellulären Domänen (α1, α2, α3). α1 und α2 

sind distal der Membran gelegen und bilden die Peptidbindungstasche für die Anti-

gen-Präsentation (siehe Abbildung 2). Sie sind die Domänen, in denen sich der ex-

treme Polymorphismus der MHC-Moleküle zeigt. Die Untereinheit α3 ist eine Im-
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munglobulin-ähnliche, proximal zur Zelloberfläche lokalisierte Struktur, die durch ein 

Transmembransegment in der Zellmembran verankert ist. Die leichte Kette der MHC 

I-Moleküle ist ß2-Mikroglobulin. Dies ist ein lösliches, nicht-polymorphes Protein, das 

auch in Blut und Urin gefunden wird und mit der Untereinheit α3 der schweren Kette 

assoziiert ist. ß2-Mikroglobulin wird für die normale MHC I-Zelloberflächenexpression 

benötigt. Daher kann die Koassemblierung an die schwere Kette als praktischer Test 

für den Bezug neuer Moleküle zur erweiterten MHC I-Familie herangezogen werden 

(Natarajan 1999). 

MHC II-Moleküle werden hauptsächlich 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 II sind HLA-

DP, -DQ und -DR. Die auf diesen Zellen als Antigen präsentierten Peptide werden im 

Kompartiment der Endosomen und Lysosomen generiert. Endosomen sind mem- 

brangebundene Vesikel, die Proteine zwischen verschiedenen vakuolären Kompar-

timenten hin- und hertransportieren. Die Vesikel sind durch eine Lipiddoppelschicht 

vom Zytosol abgetrennt. Endosomen führen Antigene mit sich, die durch Endozytose 

internalisiert wurden. Aus diesem Grunde sind viele der von MHC Klasse II-

Molekülen präsentierten Peptide exogener Herkunft. Klasse II-Moleküle werden im 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) durch nicht-kovalente Assoziation der α-Kette 

(32 kDa) an die β-Kette (29 kDa) zusammengesetzt und durch ein monomorphes 

Protein zum Kompartiment der Endosomen transportiert. In dieser sauren Umgebung 

wird die Peptidbindungstasche fähig, Antigen-Peptide zu binden. Durch die Bindung 

eines Peptids wird das MHC II-Molekül stabilisiert. Die Mehrzahl der Peptide (13 – 25 

Aminosäuren lang) werden durch die Aktivität der Endosom-/Lysosom-Proteasen 

gebildet. Ein zweiter, großer Teil der Peptide wird aus Proteinen gebildet, die durch 

Endozytose aufgenommen und in den Endosomen proteolytisch abgebaut wurden. 

Somit sind MHC Klasse II-Moleküle in der Lage, Antigene von endogenen wie exo-

genen Proteinen auf der Zelloberfläche zu präsentieren, die durch CD4-T-Zellen  

(T-Helferzellen) erkannt werden (McCluskey 1999; Nelson 1999). 

Die wichtigste, immunologische Funktion der MHC I-Moleküle besteht in dem Fangen 

intrazellulärer Peptide und der nachfolgenden Präsentation auf der Zelloberfläche zur 

spezifischen Erkennung durch CD8-T-Zellen (zytotoxische T-Zellen). Diese Präsen-

tation sensibilisiert das Immunsystem für intrazelluläre Pathogene wie Viren, Proto-
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zoen oder Bakterien. Zusätzlich können über diesen Mechanismus quantitative Ver-

änderungen der Proteinexpression, wie sie z.B. während der Kanzerogenese auftre-

ten, angezeigt werden (Natarajan 1999). Der Zusammenbau eines funktionellen 

MHC I-Moleküls beginnt mit der kotranslationalen Einführung von ß2-Mikroglobulin-

Polypeptiden und der schweren Kette in das ER. Neu synthetisierte MHC I-Moleküle 

sind instabil und empfänglich für 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 I-Moleküle ab-

geschlossen (Abbildung 3).  

 

Abbildung 3: Peptidbeladung von MHC Klasse I. Neu synthetisierte Klasse I schwere Kette kann 
mit BiP (Chaperon immunoglobulin binding protein) oder Calnexin assoziieren. Die Assoziation von 
ß2-Mikroglobulin (ß2-m) und die Bindung eines suboptimalen Peptids bedingen eine Konformation-
sänderung 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-abhängigen 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-Moleküle mit hochaffinen Peptiden wird in 
diesem Schema die Bindung suboptimaler Peptide vorangestellt, da bekannt ist, dass mutierte Klasse-
1-Moleküle aus dem ER transportiert werden und an unstabile Peptide binden können. Abbildung ver-
ändert nach (Antoniou 2003). 

Der Transfer zytosolischer Peptide in das ER beginnt mit der proteolytischen Degra-

dation endogen synthetisierter, zytoplasmatischer Proteine durch das Proteasom. 

Diese große (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-abhängigen Transportmecha-

nismus des so genannten TAP-Proteins (TAP; engl. für transporter associated with 

antigen processing) in das Lumen des ER überführt. TAP ist entweder direkt oder in-

direkt (über das ER-ständige Chaperon-Protein Tapasin) für die Beladung der MHC 

I-Moleküle mit Peptiden verantwortlich. Ein peptidbeladenes MHC I-Molekül 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 Fähigkeit, Peptid-Fragmente zu binden, selektieren MHC I-Moleküle 

Peptide aus dem intrazellulären Pool. Werden diese dann auf der Zelloberfläche prä-

sentiert, sind die Peptid/MHC-Komplexe für die Interaktion mit T-Zellen oder NK-

Zellen zugänglich. Da MHC-Moleküle für ungezählte Peptide spezifisch sein müssen, 

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 α1/2-Domänen von MHC Klasse I und in den α1-/β1-Domänen von 

MHC Klasse II. Diese Proteindomänen 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 sequenzübereinstimmender, funktioneller 

Gene), Null-Allele (Präsenz eines DNA-Typus in Abwesenheit eines Protein-Typus), 

Punktmutationen (Bildung eines neuen Allels durch Einführung 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 erklärt die Befähigung des 

menschlichen Immunsystems, gegen unzählige, fremde Antigene eine spezifische 

Immunantwort einzuleiten (Little 1999). 

1.2 Krebserkrankung und Immuntherapie 

1.2.1 Karzinogenese und Tumormarker 

Die Zellen des menschlichen Körpers werden durch regulierende Kreisläufe zur 

Zellproliferation und Gewebehomöostase vor einer Entartung zu einer Krebszelle ge-
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schützt. Zur Manifestation eines malignen Wachstums werden sechs Veränderungen 

der Zellphysiologie als essentiell angesehen: 

 

• Hemmung/Umgehung der Apoptose (programmierter Zelltod) 

• Wachstumssignal-Autarkie (Selbstversorgung) 

• Unempfindlichkeit gegenüber der Inhibition von Wachstum 

• Gewebeinvasion und Metastasierung 

• Unbegrenztes replikatives Potential 

• Fortwährende Angiogenese (Gefäßbildung) 

 

Jedes dieser Phänomene stellt ein erfolgreiches Durchbrechen eines Anti-Krebs-

Verteidigungsmechachnismus´ dar, die nur in ihrer Gesamtheit zur Karzinogenese 

führen. So kann der programmierte Zelltod durch Hochregulation des bcl-2 Onko-

gens oder Mutation des p53 Tumorsuppressorgens umgangen werden. Die Unab-

hängigkeit 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 Abhängigkeit 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 für Signalproteine des Wachstumsfaktorsignalweges 

oder Zellzyklus-regulierende Proteine kodieren, entziehen können. Die Fähigkeit zur 

Invasion in das umliegende Gewebe und zur Metastasierung befähigt Krebszellen, 

aus der primären Tumormasse auszutreten und an einem anderen Ort im menschli-

chen Körper neu zu wachsen. Die wichtigste Zell-zu-Umgebung-Interaktion wird 

durch das Protein E-Cadherin im Verbund mit dem zytoplasmatischen Protein ß-

Catenin geregelt und ist in Tumorzellen durch transkriptionelle Repression oder Mu-

tationen der E-Cadherin- und ß-Catenin-Gene außer 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-

ßer Kraft. Des Weiteren wird durch Proteinüberexpression die Telomeraseaktivität 

erhöht, um die Telomere zur andauernden Replikation instand zu halten. Da Tumo-

ren stark wachsen können, muss die Versorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen ü-

ber Gefäße gewährleistet werden. Die Fähigkeit zur Angiogenese erwerben kanze-

rogene Zellen durch Veränderungen des Gleichgewichts von Gefäßbildungsindukto-

ren und -inhibitoren. Beispiele hierfür sind die verstärkte Expression von VEGF (vas-

cular endothelial growth factor) und die verminderte Expression endogener Inhibito-

ren wie Thrombospondin-1. Die sechs beschriebenen Veränderungen sind charakte-

ristisch für die meisten humanen Tumoren und begründen die auf verschiedenen zel-

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

 

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

Das histopathologische Fortschreiten eines präneoplastischen Gewebes zum Tumor 

wird begleitet von einer Akkumulation genetischer Veränderungen (veranschaulicht 

in Abbildung 4). Diese können zu veränderten Proteinexpressionsmustern und Modi-

fikationen der Proteinstruktur- und funktion führen. Die Veränderungen - die im Ver-

gleich zum Normalgewebe - nur oder in größerem Ausmaß im Krebsgewebe auftre-

ten, können durch Biopsien (Resektate) oder in Körperflüssigkeiten detektiert werden 

und werden als molekulare Marker eines Tumorgeschehens verwendet. Diese Mar-
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ker sind notwendig für die möglichst frühe Erkennung von Tumoren. Sie geben Auf-

schluss über den Verlauf der Krebserkrankung und ermöglichen es, die Erkrankung 

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

Tumormarker (gleichbedeutend mit „tumorspezifische Markerproteine“) werden als 

Moleküle, Prozesse oder Substanzen beschrieben, die unter präkanzerogenen und 

kanzerogenen Bedingungen qualitativ und quantitativ verändert vorliegen. Diese 

Veränderung kann durch ein Experiment detektiert werden. Die veränderten Molekü-

le können durch den Tumor selber oder durch das die Tumorzelle umgebende 

Normalgewebe produziert werden.  

Chromosomen
• anomale Kopienzahl
• Translokationen
• Deletion
• Telomerextension

DNA
• Punktmutationen
• Veränderung der  
Mikrosatelliten

• Promotor-Hypermethylierung
• Virale Sequenzen

RNA
• veränderte Expression
• Punktmutationen

Protein
• Strukturveränderungen/Modifikationen
• veränderte, enzymatische Aktivität
• Mislokalisation
• veränderte Expression

Mitochondrien
• DNA-Mutationen  

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

Als Tumormarker können DNA, mRNA, Proteine oder Prozesse (z.B. Proliferation, 

Apoptose, Angiogenese, etc.) identifiziert werden. Die Marker können in unterschied-

lichen Körperkompartimenten 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 häufigsten verwendet wird der so genannte Immuno-

assay, bei dem zwei Antigen-spezifische Antikörper zur Erkennung der Tumormarker 

eingesetzt werden (Schrohl 2003).  
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Je nach Körperkompartiment können verschiedene Typen von Tumormarkern nach-

gewiesen werden (siehe Abbildung 5). DNA kann auf Veränderungen der Kopien-

zahl, chromosomale Translokation, Deletion, Telomerextension, Mikrosatelliteninsta-

bilität oder Promotor-Hypermethylierung untersucht werden. RNA kann auf veränder-

te Expressionslevel oder Punktmutationen, Proteine auf strukturelle Veränderungen, 

Modifikationen oder Veränderung der enzymatischen Aktivität, 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 Körper 

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 Körper. Beispiele für 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 

Über 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 können diese Antigene in verschiedene Klassen aufgeteilt werden 

(Paschen 2004): 

• 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)), 

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

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

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

• überexprimierte Antigene, die über ihren höheren Expressionslevel im ver-

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

Ausführliche Angaben zu Beispielen der unterschiedlichen Tumorantigen-Klassen 

wurden in (Renkvist 2001) beschrieben. 

 

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 über MHC-Moleküle präsentierten Pepti-
de. Durch den Vergleich der verschiedenen Expressionsmuster können neue Tumormarker identifi-
ziert werden. Abbildung verändert nach (Stevanović 2002). 

In Abbildung 6 ist die Verknüpfung 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. 

1.2.2.1 HLA-Epitop-Analyse 

MHC-Peptide können durch Affinitäts-Chromatographie effizient von den membran-

ständigen MHC-Molekülen aufgereinigt werden. Die gewonnenen Peptide können 

durch HPLC-MS-Methoden (Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie-Massen-



Einleitung      11 

 

spektrometrie) analysiert und die Informationen gespeichert werden (Admon 2003; 

Lemmel 2003; Hofmann 2005). In Datenbanken wird anschließend über die Verwen-

dung von Such-Algorithmen nach möglichen Ursprungsproteinen geforscht. So kön-

nen neue Tumorantigene identifiziert und Proteine, deren schnelle Degradation signi-

fikant für Tumorprogression und -metastasierung ist, erkannt werden. Beispiele neu-

er und durch HLA-Epitop-Analyse in der Arbeitsgruppe Stevanović erforschter Tu-

mor-spezifischer Antigene sind in Tabelle 1 aufgelistet. 

 

Tabelle 1: Liste von Tumor-spezifischen Antigenen, die über HLA-Epitop-Analysen identifiziert 
wurden. (Daten für diese Doktorarbeit freundlicherweise von S. Stevanović zur Verfügung gestellt). 

Antigen Funktion (Literaturstelle) 

Adipophilin Adipozyten-Differenzierung (Schmidt 2004) 

Apolipoprotein L1 Cholesterin-Stoffwechsel (Duchateau 1997; Flad 1998; Ducha-

teau 2001; Vanhamme 2003) 

CA9 (Carboanhydrase IX) Säure-Base-Haushalt, Tumor-assoziiertes Isoenzym (Ivanov 

1998; Vissers 1999) 

CEA (carcinoembryonic antigen) Einfluss auf Apoptose und Metastasierung, Tumormarker für 

z.B. Colonkarzinome (Sidransky 2002; Stevanović 2002) 

cMet Rezeptor-Tyrosinkinase, Proto-Onkogen (Birchmeier 2003; 

Schag 2004) 

Cyclin D1 CDK-Kinase-Regulator, Zellzyklus-Steuerung, Kanzerogenese 

(Sadovnikova 1998; Anna 2003; Ewen 2004) 

CYP1B1 (Cytochrom P450, Fami-

lie 1, Subfamilie B, Polypeptid 1) 

Stoffwechsel von Prokarzinogenen, ER-lokalisiert (Maecker 

2005) 

Harmonin (usher syndrome 1c) Signal-Transduktion (El-Amraoui 2005) 

IGFBP3 (insulin-like growth factor 

binding protein 3) 

Regulatorfunktion in Zellproliferation und Apoptose (Bok 2002) 

KIAA0017 (splicing factor 3b) mRNA-Reifung (Kikuno 2004; Koga 2004) 

KIAA0315 (Plexin B2) Regulatorfunktion in Zellproliferation und -adhäsion (Artigiani 

2003; Worzfeld 2004) 

MMP-7 (Matrix-Metalloproteinase 

7) 

Extrazellulär-Matrix (Abbau) (Duffy 2000; Ii 2006) 

Muc1 (Mucin 1) Tumor-assoziiertes epitheliales Mucin, Glykoprotein (Brossart 

2001; Wei 2005) 
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NNMT (Nicotinamid-N-

methyltransferase) 

oxidativer Stoffwechsel (Aksoy 1994; Kassem 2002) 

PRAME (antigen preferentially 

expressed in melanoma) 

Zytotoxisches T-Lymphozyten-Antigen für das humane Mela-

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 

signalling 5) 

Signaltransduktion, GTPase-Aktivierung (Cismowski 1999; 

Berger 2005) 

Survivin Apoptose-Inhibitor (Schmitz 2000; Igney 2002) 

Topo2α (Topoisomerase 2-alpha) Kontrolle der DNA-Topologie während der Transkription 

(Christensen 2002) 

Zytokeratin 18 Intermediärfilament, Zellstrukturmolekül (Weinschenk 2002; 

Buhler 2005) 

 

1.2.2.2 mRNA-Expressionsanalyse 

Tumorspezifische Antigene (im Zusammenhang mit der HLA-Epitop-Analyse) können 

zusätzlich mittels mRNA-Expressionsanalyse detektiert werden (van 't Veer 2002; 

Ransohoff 2003; Krüger 2005; Stahl 2005). Hierbei handelt es sich im Allgemeinen 

um so genannte überexprimierte Antigene, die über ihren höheren Expressionslevel 

im Vergleich zum Normalgewebe mithilfe der Affymetrix-Chip-Technologie (Lipshutz 

1999) und anderer DNA-Chip-basierender Expressionsanalysen erkannt wurden. 

Beispiele für 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 

vollständig durch den Wirt abgestoßen und die Kanzerogenese schreitet fort. Durch 

Verstärkung der bestehenden, schwachen anti-Tumor-Immunantwort mittels thera-

peutischer Vakzinierung mit dem entsprechenden Tumorantigen kann die gegen 

Tumoren gerichtete Immunüberwachung des menschlichen Körpers zur Abstoßung 

der Krebszellen induziert werden (Smyth 2001; Admon 2003; Pawelec 2004). Protei-

ne oder Peptide, die in allen normalen Zellen des menschlichen Körpers nicht auftre-

ten, werden als Tumorantigene für die Immuntherapie bevorzugt. Höchste Priorität 
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zur Verwendung als Tumor-spezifische Antigene haben mutierte Proteine, die vor-

zugsweise für 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 zellulären Kontrolle 

exprimiert werden (Anderson 2001). Zur klinischen Anwendung sollten die erforsch-

ten Tumor-spezifischen Antigene eine hohe Immunogenizität aufweisen, um eine 

möglichst starke in vivo-T-Zell-Antwort gegen die Krebserkrankung hervorrufen zu 

können (Singh-Jasuja 2004). Es werden unterschiedliche Strategien zellulärer Im-

muntherapien vorgeschlagen (Michael 2003):  

• Vakzinierung mit bestrahlten, entnommenen Tumorzellen, die in vitro oder als 

Zelllinie angereichert wurden. Diese Zellen können zur Expression immunsti-

mulatorischer Moleküle (z.B. Zytokine) genetisch verändert worden sein. Über 

diesen Ansatz wird das Immunsystem stärker für ein bereits erkanntes T-Zell-

Epitop sensibilisiert.  

• Vakzinierung mit Peptiden, die über T-Zell-Epitop-Analyse erkannt wurden. 

Die Peptide werden intradermal mit Adjuvantien appliziert, woraufhin sie von 

Antigen-präsentierenden Zellen durch Endozytose aufgenommen werden. 

Nachfolgend wird eine Immunantwort in den regionalen Lymphknoten ausge-

löst. 

• Vakzinierung mit DNA-Sequenzen, die für virale Gene, Zytokingene oder idio-

typische Sequenzen kodieren. Die Immunogenizität dieser Strategie kann 

durch Verwendung spezifischer Plasmide, die CpG-Repeat-Sequenzen tragen 

und als natürliches Adjuvans fungieren, optimiert werden. 

• Vakzinierung mit dendritischen Zellen. Hierfür 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) gehört (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 papilläre 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 jährlichen Neuerkrankungen an Nierenkrebs 

bei Frauen auf etwa 6320 und bei Männern auf etwa 8830 geschätzt. Insgesamt sind 

4% aller bösartigen Neubildungen in der Niere lokalisiert. Nierenkarzinome sind für 

3% aller Krebstodesfälle verantwortlich. Das mittlere Erkrankungsalter liegt für Män-

ner bei ca. 65, für Frauen über 68 Jahren, nahe am mittleren Erkrankungsalter an 

Krebs insgesamt. Bei bösartigen 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 häufiger schon 

in jüngerem 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) Zelladhäsionsmoleküle (CD44), e) Cadherine und 

Catenine, f) Plasminogen-Aktivatoren, g) Neovaskularisationsmarker (VEGF, EGF), 

h) Tumor-assoziierte Antigene (PRAME, RAGE1, Glykoprotein 75, CA9) oder MUC1 

als unabhängiger, 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. Hierfür wird nur eine geringe Menge der untersuchten 

Probe benötigt. 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 für die Proteomfor-

schung, die angewandte Biologie und die Diagnostik von Interesse sind. Durch den 

Einsatz dieser Technologie können Biomarker identifiziert und potentielle Zielmolekü-

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 erhöht. Im letzten Jahrzehnt erlangten DNA-Mikroarrays den Sta-

tus etablierter und routinemäßig angewendeter Hochdurchsatz-Hybridisierungs-

systeme, die das gesamte, menschliche Transkriptom in einem einzigen Experiment 

erforschbar machen (Chipping Forecast II 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 durchgeführt, 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 Gründen 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 für Prote-

omanalysen, d.h. zur Analyse der Proteinexpression und zur Proteinquantifizierung, 

und b) Arrays zur funktionellen Analyse von Proteinen, d.h. für Protein-

Interaktionstudien mit hunderten bis tausenden immobilisierter Moleküle (Proteine, 

Peptide, Oligosaccharide, DNA, organische Moleküle) (MacBeath 2002). 

Die für DNA-Mikroarrays etablierten Technologien wurden zur Erforschung des 

menschlichen Proteoms an ein Protein-Mikroarray-Format adaptiert. Die DNA ist ein 

gleichförmiges und stabiles Molekül, das seine komplementären Interaktionspartner 

durch definierte Basenpaar-Wechselwirkungen binden kann. Diese Wechselwirkun-

gen können leicht über die primäre DNA-Sequenz vorhergesagt werden. Zudem 

kann DNA effektiv durch Oligonukleotid-Synthese hergestellt oder über PCR-

basierende Ansätze amplifiziert werden. Im Gegensatz dazu sind Proteine weitaus 

komplexere Moleküle, die aufgrund der verschiedenen Kombinationsmöglichkeiten 

der 20 proteinogenen Aminosäuren strukturell und funktionell sehr unterschiedlich 

sein können. Die Interaktion von Proteinen mit ihren Interaktionspartnern kann über 

elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoffbrückenbindungen oder schwache, 

hydrophobe van-der-Waals-Kräfte erfolgen. Proteine können mit unterschiedlichen 
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Bindungspartnern interagieren, aber nicht - wie DNA-Moleküle - vervielfältigt werden. 

Die Vorhersage der Interaktion hochaffiner Fängermoleküle über ihre primäre Ami-

nosäuresequenz ist nicht möglich. Posttranslationale Modifikationen wie z.B. Glyko-

sylierung, Phosphorylierung oder Acetylierung müssen 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 Fängermoleküle (z.B. Antikörper) auf einer modifizierten Glasober-

fläche (feste Phase) immobilisiert und in einem definierten Muster angeordnet. 

Über die xy-Position bei der Herstellung der Mikroarrays werden die Fänger-

moleküle kodiert. Mittels Forward-Phase-Protein-Mikroarrays können multiple-

xe Sandwichimmunoassays aufgebaut werden, die es erlauben viele Analyten 

in einer eingeschränkten Zahl von Proben über zwei antigen-spezifische Fän-

germoleküle zu detektieren. 

• Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays (RPPMs). Besonders für die Analyse von 

Biomarkern besteht ein großes Interesse in der angewandten Proteomfor-

schung. Über vergleichende Analysen der Proteinexpression in Tumor- und 

korrespondierenden Normalgeweben können unterschiedlich exprimierte Pro-

teine identifiziert werden, die als neue Markerproteine charakterisiert werden 

können (Hanash 2003). Die Technologie der RPPMs erlaubt die Immobilisie-

rung der gesamten, komplexen Probe auf einer Substrat-Oberfläche. Hierzu 

werden die lysierten Zellkultur- oder Gewebelysate mithilfe von Mikroarrayer-

Systemen auf Mikroarray-Substrate gedruckt. Die zu untersuchenden Zielmo-

leküle können über ein Antigen-spezifisches Fängermolekül detektiert werden. 

Somit kann ein Antigen in einer großen Probenzahl in einem Experiment un-

tersucht werden. Antigene, für die kein etabliertes Antikörperpaar vorliegt, 

können über 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 können in zwei unterschiedlichen Formaten aufgebaut werden. Bei For-
ward-Phase-Protein-Mikroarrays (oberer Teil der Abbildung) werden Fängermoleküle (z.B. Antikörper) 
auf Substraten (auch Glasobjektträger genannt) immobilisiert und mit der zu untersuchenden Probe 
inkubiert. Der Detektionsschritt erfolgt durch Verwendung eines zweiten Antigen-spezifischen Antikör-
pers, der mit einem Fluoreszenz-basierten Detektionssystem gekoppelt ist und unter Ausbildung eines 
Immunosandwich die Erkennung des Analyts ermöglicht. Bei Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays (un-
terer Teil der Abbildung) werden die Proteinlösungen direkt auf das Substrat aufgebracht und der Ana-
lyt über ein Antigen-spezifisches Fängermolekül untersucht. Die Detektion erfolgt hier über einen Spe-
zies-spezifischen, Fluorophor-gekoppelten Sekundärantikörper. 

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 großer 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 eingeschränkte Sensitivität 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 

eingeschränkte Reproduzierbarkeit. Desgleichen wurden in keiner der vorgestellten 

Studien Versuche zur absoluten Quantifizierung von Proteinen unternommen. 

 

Abbildung 8: Probenanordnung der in dieser Doktorarbeit untersuchten Proteinlösungen 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 Verdünnungsstufen (Konzentrationen im rechten, oberen Teil der Ab-
bildung angegeben) immobilisiert. Die in rot dargestellten Spots (Ref) repräsentieren die BSA-Cy5-
haltigen Referenzspots zur Berechnung der Abschwächung des Laserlichts im evaneszenten Feld. 
Die Abbildung wurde freundlicherweise von M.Pawlak zur Verfügung gestellt und modifiziert. 

Für diese Doktorarbeit wurden RPPMs verwendet, um Proteine bezüglich ihrer Ex-

pression analysieren und über Standardreihen absolut quantifizieren zu können. 

Abbildung 8 veranschaulicht die hierzu verwendete Probenanordnung. Über die bei 

der Herstellung festgelegten x- und y-Koordinaten werden die Proben kodiert und 

können bei der späteren Signalmessung durch Fluoreszenzdetektion identifiziert 

werden. Auf einem der für 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 Verdün-

nungsstufen immobilisiert, die wiederum in Duplikaten gespottet wurden. Somit wur-

den für die Untersuchung einer Probe 8 unterschiedliche Spots ausgewertet. Zusätz-

lich zu den Probenspots wurden 3 Spalten mit Cy5-markiertem BSA gedruckt, die 

nach der Fluoreszenzdetektion für die Berechnung der Laserlicht-Abschwächung (bei 

Einsatz der Planaren Wellenleitertechnologie) ausgewertet wurden. 

1.4.2 Verfahren zur Fluoreszenzdetektion für Protein-Mikroarrays 

Bei der zur Fluoreszenzdetektion häufig angewendeten konfokalen Laser-Scanner-

Technologie wird das Mikroarray-Substrat Punkt für Punkt mit einem Laserstrahl ab-

getastet. Auf der Detektionsseite sorgt eine spezielle Lochblende dafür, dass von der 

Probe zurückreflektierte Strahlen, die nicht im Fokus des Objektivs sind, vor dem De-

tektor abgeblockt werden. Dadurch nimmt der Photomultiplier nur Intensitäten von 

Signalen aus der Fokusebene auf (Conchello 2005). 

 

Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines Dünnschichtwellenleiters mit Verlauf des Laser-
strahls (PWG-Technologie). Das über ein Beugungsgitter auf der linken Seite des Zeptosens-
Mikroarray-Substrats eingekoppelte Laserlicht läuft 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 über eine ge-
räteinterne CCD-Kamera (im ZeptoREADER, Zeptosens) gemessen (rechter Teil der Abbildung). (Ab-
bildung verändert nach (Pawlak 2002b)). 

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

chromatisches Licht über ein Beugungsgitter in eine 150 – 300 nm dünne, transpa-
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rente und hochbrechende Schicht aus Tantalpentoxid (Ta2O5) 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 wässrige Medium. Die auf der Oberfläche gebildeten Biomolekül-

komplexe (Antigen + Primärantikörper + Fluorophor-gekoppelter Sekundärantikörper) 

befinden sich im Bereich des evaneszenten Feldes. 

Abbildung 9 zeigt schematisch den Aufbau eines Dünnschichtwellenleiters. 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 („grün“) ausgerüstet 

ist. Die Fluoreszenzsignale der individuellen Spots eines rund 5 x 7 mm großen 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 Detektionssensitivität 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 über das menschliche Proteom und die vielfältigen 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.  

Über vergleichende Analysen von Tumor- und korrespondierendem Normalgewebe 

sollten Proteine identifiziert werden, die über ihre unterschiedliche Expression als po-

tentielle Markerproteine charakterisiert werden können. Die technologischen Voraus-

setzungen einer solchen Screening-Plattform sollten am Modellmolekül MHC Klasse 

I etabliert und nachfolgend zur Quantifizierung des MHC-Gehaltes eines größeren 

Probensatzes angewendet werden. Dieser Ansatz sollte später für die Vorcharakteri-

sierung von Patientenproben zur Immuntherapie durch Tumor-spezifische Peptid-

Vakzinierungen dienen. 

Zusätzlich sollten über Daten zur mRNA-Expression ausgewählter Proben (freundli-

cherweise von S. Stevanović zur Verfügung gestellt) Vergleichsanalysen mit der kor-

respondierenden Proteinexpression, die durch Protein-Mikroarray-Untersuchungen 

gewonnen werden sollten, durchgeführt werden. 

Neben einer großen Zahl an Nierenzellkarzinomproben standen für diese Doktorar-

beit Proben der Organe Prostata, Colon und Rektum zur Verfügung. 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 Stevanović durch HLA-Epitop-Analysen und mRNA-

Expressionsanalysen identifiziert wurden. In den Proben sollten zudem die Phospho-

rylierungsmuster ausgewählter Signaltransduktionsmoleküle analysiert werden. 

Durch Cluster-Analysen der Gruppen der Tumor- und Normalgewebe sollten die ge-

wonnenen Proteinexpressionsergebnisse, mit Fokus auf die Nierenzellproben, wei-

terführend 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 

Abkürzung Zusammensetzung 

PBS 140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8.0 mM Na2HPO4 in 

H2O bidest. pH 7.4 

TBS 10 mM Tris-Hydrochlorid, 150 mM NaCl in H2O 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 Oberflächen-Blockierungspuffer (Zeptosens) 

 

2.1.2 MHC-Monomere 

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

und freundlicherweise von S. Stevanović zur Verfügung gestellt. 

 

Monomer Spezifität 

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

 

Tabelle 3: Verwendete Geräte 

Verwendung Produkt / Hersteller 

Mikroarrayer GMS417 Micro-Arrayer / Affymetrix, Santa Clara, CA, USA  

 BioChip Arrayer / PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA, USA 

 Nanoplotter NP 1.2 / GeSiM mbH, Großerkmannsdorf, Deutschland 

Biochip-Scanner GMS418 Micro-Array Scanner / Affymetrix, Santa Clara, CA, USA  

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

Auslesegerät für planare 

Wellenleitertechnologie 

ZeptoREADER / Zeptosens 

Pipettier-Roboter Genesis Gemini 100 / TECAN, Hombrechtikon, Schweiz 

FPLC-Anlage SMART / Pharmacia, Uppsala, Schweden 

Luminex100 Luminex®100™ / Luminex Corp, Austin, TX, USA 

Mikrodismembrator Mikrodismembrator / B. Braun Biotech International, Melsungen 

Reinstwasseranlage MembraPure / MembraPure GmbH, Bodenheim 

Spektrometer Fluostar OPTIMA / BMG Labtechnologies GmbH, Offenburg 

Gelelektrophorese NuPAGE Gelelektrophorese / Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Geldokumentation Kodak Image Station 440 CF / Kodak Eastman, Rochester, NY, USA  

Gefriertrocknungsanlage Alpha-1 / Christ, Osterrode  

Zentrifugen Rotanta und Universal 2S Zentrifugen / Hettich, Tuttlingen 

Tischzentrifuge 5415D Zentrifuge / Eppendorf, Hamburg 

Heizblock Unitek HB-130 / SEL Laboratory Products, England 

 

Tabelle 4: Zur Datenanalyse verwendete Software  

Verwendung Produkt / Hersteller 

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

Auswertung planarer Mik-

roarrays 

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

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

USA 

 ZeptoVIEW / Zeptosens 



24     Material und Methoden 

 

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 Antikörper 

Tabelle 5: Für Immunoassays verwendete Primärantikörper  

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-

gen, CEA 

Kaninchen Labvision, Fremont, CA, USA 

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, Köln, 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 

ß-2-Mikroglobulin Kaninchen DakoZytomation, Glostrup, Dänemark 

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

ß-Catenin Kaninchen Biosource, Camarillo, CA, USA 

Topoisomerase 2 alpha Kaninchen SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 

Tubulin Maus Synaptic Systems, Göttingen, Deutschland 

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

Spezifität Spezies 

(Format) 

Konjugation Hersteller Anwendung 

Kaninchen IgG Ziege (IgG) HRP Jackson Dianova, Hamburg, 

Deutschland 

Western Blot 

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

Deutschland 

Western Blot 

Ziege IgG Esel (IgG) HRP Jackson Dianova, Hamburg, 

Deutschland 

Western Blot 

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

USA 

Protein-

Mikroarray 

Maus IgG (Fc) Ziege (Fab) Alexa 647 Molecular Probes, Eugene, 

USA 

Protein-

Mikroarray 

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

USA 

Protein-

Mikroarray 

Kaninchen IgG Esel (IgG) R-PE Jackson Dianova, Hamburg, 

Deutschland 

Protein-

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 Verände-

rung im Absorptionsverhalten des Farbstoffes bewirkt. Die Proteinbestimmung wurde 

in Mikrotiter-Platten (96 Kavitäten, Greiner, Frickenhausen, Deutschland) durchge-

führt. 10 µl Lysat (in einer Verdünnung von 1:20 bis 1:50) wurden mit 300 µl 1x Brad-

ford Reagenz (Coomassie Plus; PIERCE, Rockford, IL, USA) versetzt. Zu jeder 

Messreihe wurde eine Verdünnungsreihe mit dem Standardprotein BSA durchge-

führt. Die BSA-Konzentration der Messpunkte betrug hierbei zwischen 25 µg/ml und 

1000 µg/ml (in PBS). Der Abgleich erfolgt gegen einen Reagenzien-Leerwert (Puffer 

CLB1; Zeptosens, Witterswil, Schweiz). Nach 10-minütiger Inkubationszeit bei Raum-
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temperatur erfolgte die Absorptionsmessung im Spektrometer Fluostar OPTIMA 

(MWG Biotech, München) bei 570 nm. Mit Hilfe der geräteeigenen Software wurden 

anhand der ϋber die BSA-Verdünnungsreihe 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) durchgeführt. Das neutrale Milieu der vorgefertigten Gele 

sorgt während der Elektrophorese für maximale Stabilität der Gelmatrix und der Pro-

teine. Die untersuchten Proben wurden 1:4 mit 4x Probenpuffer (106 mM Tris HCl, 

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. Während der Elektrophorese betrug die Spannung konstant 200 V, 

die Stromstärke 70-125 mA, der verwendete Laufpuffer setzte sich aus 50 mM MES, 

50 mM Tris, 0,1% SDS, 1 mM EDTA in H2O bidest. pH 7.3 zusammen. Die Laufzeit 

betrug ca. 45 min. Zur Größenreferenzierung wurde in einer Spur ein Proteinstan-

dard (4 µl, 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 µm, Schleicher und Schuell, Keene, NH, USA) 

transferiert. Hierzu wurden auf die Kathode der Transferzelle zwei mit vorgekühltem 

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) 

getränkte Schwämme gelegt, die von dem Gel und der Membran zwischen zwei puf-

fergetränkten Filterpapieren (Schleicher und Schuell) sowie drei weiteren pufferge-

tränkten Schwämmen bedeckt wurden. Die Zelle wurde mit der Anodenplatte ver-
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schlossen. Es wurde mit konstanter Spannung bei 25 V über 1 h transferiert, die 

Stromstärke betrug zwischen 110 und 170 mA.  

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

Für die reversible Färbung der Proteine auf Western-Blot-Membranen wurde eine 

Ponceau S-Lösung (0,1% (w/v) in 5% Essigsäure) verwendet. Nach 5-minütiger In-

kubation in der Färbelösung wurden die Membranen kurz mit ddH2O gewaschen und 

auf der Kodak Image Station ausgelesen. Für die weitere Verwendung in der  

Western-Blot-Entwicklung wurden die Ponceau S-gefärbten Membranen zweimal 5 

min mit ddH2O gewaschen und somit entfärbt. 

2.2.3.2 Antikörper-Inkubation auf Western-Blot-Membranen 

Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurde die Membran 1 h bei Raumtempe-

ratur in einem 50 ml-Gefäß (Falcon, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) mit 

10 ml Blockierungslösung (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 gewählten Primärantikörper-Lösung (in 10ml TBST) über Nacht bei 

4-8°C. Es folgten drei Waschschritte à fünf min mit TBST. Die Membran wurde dann 

für 1 h mit Meerrettichperoxidase-konjugiertem Zweitantikörper (gelöst in Blockie-

rungslösung) inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten à 10 min wurde die De-

tektion des Proteins durch Zugabe der Entwicklungslösung (SuperSignal West Pico; 

PIERCE) gestartet. Die am Sekundärantikörper gebundene Meerrettichperoxidase 

oxidiert das zyklische Diacylhydrizid-Luminol unter Lichtemission (λ = 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 geräteeige-

nen Software Kodak Digital Science 1D analysiert. 

2.2.3.3 Western-Blots zur Antikörper-Charakterisierung 

Zur Charakterisierung von Antikörpern hinsichtlich ihrer Spezifität (Erkennen des er-

warteten Molekulargewichts bzw. Anzahl detektierter Banden) wurden jeweils 400 µg 

Zell- oder Gewebelysats per LDS-PAGE (4-20% Bis-Tris-Polyacrylamid-Gele 2D-

Well) aufgetrennt und wie beschrieben auf Nitrozellulose-Membranen transferiert 

(s.o.). Diese Membranen wurden in 0,5 cm breite Streifen geschnitten, auf denen zu-
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sätzlich die Banden der aufgetrennten Markerproteine markiert wurden. Bis zur wei-

teren Verwendung wurden die Membranen lichtgeschützt und trocken bei Raumtem-

peratur gelagert. 

2.2.3.4 Mehrfach-Inkubation von Western-Blot-Membranen 

Einmal verwendete Western-Blot-Membranen wurden teilweise zur erneuten Antikör-

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 für 5 min. Die Memb-

ran wurde daraufhin für 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 für jeweils 5 min war die Membran zur wiederhol-

ten Inkubation mit einem Primärantikörper bereit. 

 

Tabelle 7: Für Immunoassays (Western-Blots, Protein-Mikroarrays) verwendete Antikörperkon-
zentrationen 

Antigen (Klon) Verdünnung / Konzentration Verdünnung / Konzentration 

 Western-Blot Protein-Mikroarray 

Primärantikörper 

Actin 1 : 2000 1 : 1000 

Adipophilin 0.1 µg/ml 1 : 500 

Carboanhydrase IX 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 µg/ml 1 µg/ml 

HLA-A,B,C (W6/32) 1 µg/ml 1 µg/ml 

HLA-B,C (HC10) 0.5 µg/ml 1 µg/ml 

JNK 1 : 1000 1 : 500 

Ki67 1 : 1000 1 : 200 

Muc-1 1 : 500 0.5 µg/ml 

phospho-ERK 1 : 1000 1 : 500 
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phospho-JNK 1 : 1000 1 : 500 

PRAME 1 : 1000 1 : 200 

ß2-Mikroglobulin 0.5 µg/ml 1 µg/ml 

ß-Actin 1 : 2000 1 : 1000 

ß-Catenin 1 : 2000 1 µg/ml 

Topoisomerase 2 alpha 1 : 1000 1 : 200 

Tubulin 1 : 2000 1 µg/ml 

Zytokeratin-18 1 : 1000 1 : 500 

 

Sekundärantikörper 

Spezifität / Konjugation Verdünnung / Konzentration Verdünnung / Konzentration 

 Western-Blot Protein-Mikroarray 

anti-Kaninchen IgG-HRP 1 : 5000  

anti-Maus IgG-HRP 1 : 5000  

anti-Ziege IgG-HRP 1 : 5000  

Kaninchen IgG (Fc-spezifisch)-Alexa-

647 

 1 : 500 

Maus IgG (Fc-spezifisch)-Alexa-647  1 : 500 

Ziege IgG (Fc-spezifisch)-Alexa-647  1 : 500 

anti-Maus IgG-PE  1 : 5000 

anti-Kaninchen IgG-R-PE  4 µg/ml 

 

2.2.4 Herstellung von Gewebelysaten 

2.2.4.1 Verwendetes Zell- und Gewebematerial 

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 (Krüger 2005). Das Material wurde für die Arbeitsgruppe Stevanović von der 

Urologischen Abteilung des Universitätsklinikum Tübingen zur Verfügung gestellt. 

Nach schriftlicher Einverständniserklärung der Patienten wurden die Proben direkt 

nach operativer Entnahme in flüssigem 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 für 

Transfusionsmedizin der Universität Tübingen durchgeführt. Die örtliche Ethikkom-

mission erklärt sich mit den durchgeführten Studien einverstanden. Zellkulturpellets 

wurden von P. Hrstic präpariert. Alle Proben wurden freundlicherweise von S. Steva-

nović für diese Doktorarbeit zur Verfügung gestellt. 

2.2.4.2 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 Pufferlö-

sung 3 Tabletten Proteaseinhibitoren „complete“ (Roche, Basel, Schweiz)) versetzt 

und unter langsamen Rühren bei 4°C aufgetaut. Solides Gewebe wurde zusätzlich 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 hinzugefügt und die Zellsuspension oder das aufgeschlossene Gewe-

be für 60 min bei 4°C verstärkt gerührt. Der weitere Aufschluss erfolgte im Dounce-

Homogenisator durch 5 Kolbenstöße bei großem Spalt (50-70 µm) und 20 Stöße bei 

kleinem Spalt (10-30 µm). Nach Zugabe eines weiteren Volumens Lysepuffer wurde 

erneut 60 min gerührt. Das erhaltene Lysat wurde erst 20 min bei 4000 rpm (ca. 

3000 g), 4°C (Heraeus Instruments, Megafuge 1.0 R) und der Überstand dann 1 h 

bei 40000 rpm, 4°C (Beckman L-80 Ultracentrifuge, Rotor Ti45) zentrifugiert. Die ge-

wonnenen Pellets wurden verworfen. Der verbliebene Überstand der Ultrazentrifuga-

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

 

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 
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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 

 

2.2.4.3 Lyse unter denaturierenden Bedingungen 

Die tiefgefrorenen, soliden Gewebeproben wurden unter flüssigem Stickstoff mit 

Pistill und Mörser zu einem Gewebepulver zerkleinert und bei -70°C gelagert. Ein 

Minimum von 20-30 mg Gewebepulver wurde mit einem 5-fachen Überschuss des 

Lysepuffers (CLB1, Zeptosens, Witterswil, Schweiz) zur vollständigen Denaturierung 

behandelt. Die Lyse erfolgte bei Raumtemperatur in 1,5 ml Reaktionsgefäßen auf ei-

nem Schüttler (650 rpm; Thermomixer Comfort; Eppendorf, Hamburg, Deutschland). 

Die Proben wurden anschließend bei 15000 rpm für 10 min zentrifugiert (5415D 

Zentrifuge, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Überstände der Lysate wurden 

abgenommen, aliquotiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Tiefgefrorene 

Zellproben (ca. 1 x 107 Zellen pro Pellet) wurden mit 200 µl Lysepuffer CLB1 inku-

biert und entsprechend der Lyse-Prozedur für 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 Stevanović charakterisierten Proben sind neben der jeweiligen Probennummer mit 
„Ax“ gekennzeichnet. 

Zelllinie Zelltyp 

A431 humane Platten-Epithelkarzinom-Zelllinie 

HeLa humane Cervix-Epithelkarzinom-Zelllinie 

Jurkat humane, leukämische 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 (Metastase2) 

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 µl, 2 mg/ml in DMSO; PIERCE, Rockford, USA) 

in 50-fach molarem Überschuss zur Proteinlösung (50 µl, 1 mg/ml in PBS) gegeben 

und gemischt. Die Reaktion wurde ϋber 30 min bei Raumtemperatur durchgefϋhrt. 

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

Princeton Separations) abgetrennt. Dazu wurde das Gelmaterial der Säulen zu-

nächst mit PBS (650 µl) äquilibriert. Auftretende Luftblasen im Gelbett wurden durch 

kräftiges Mischen entfernt. Das Gel der Filtrationssäulen quoll anschlieβend fϋr 30 

min bei Raumtemperatur. Vor der Auftrennung der Proben wurde die Säule 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 

Antikörpern Anwendung. Die Lösungen der biotinylierten Antikörper 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-Überschuß Proteine zu modifizieren, wur-

de eine Packungseinheit (100µg) an Fluoreszenz-Farbstoff zur Proteinlösung (100 µl, 

1 mg/ml in PBS mit 5 µl Kopplungspuffer: 1 M Natriumcarbonatpuffer pH 9,3) gege-

ben. Die Reaktion erfolgte für 30 min bei Raumtemperatur, wobei alle 10 min durch-

mischt wurde. Nicht reagierter, freier Farbstoff wurde gemäß 2.2.5 mit Hilfe von Gel-

filtrationssäulen abgetrennt. Diese Methode wurde für diese Doktorarbeit zur Fluo-

reszenz-Markierung von Antikörpern 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 können. Es wurden die Mikroarrayer-

Systeme Biochip-Arrayer (PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA, USA) und Na-

noplotter NP1.2 (GeSiM mbH, Großerkmannsdorf, Deutschland) zur Herstellung von 

Protein-Mikroarrays verwendet. 

2.3.1.1 Protein-Mikroarrays auf Standard-Mikroarray-Substraten 

Fϋr das Bedrucken von Standard-Mikroarray-Substraten der Größe 25 x 75 mm wur-

de das Biochip-Arrayer-System verwendet. Proteinhaltige Lösungen wurden mit dem 
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Biochip-Druckpuffer (0.01% Bromphenolblau, 100 µg/ml BSA Fraktion V bei Verwen-

dung rekombinanter Proteine) auf die entsprechende Druckkonzentration eingestellt 

und in die Kavitäten einer Mikrotiter-Platte (384 Kavitäten, Greiner, Frickenhausen, 

Deutschland) pipettiert. Es wurden jeweils 20 µl Lösung in die entsprechenden Kavi-

täten vorgelegt. Zur Festlegung der Anordnung der Protein-Spots auf dem Mikroar-

ray-Substrat und der entsprechenden Position der Lösung in der Mikrotiter-Platte 

wurde die Software BCTable 3.2 (Perkin Elmer) verwendet. Mittels der geräteeige-

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 µm. 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, lichtgeschütz-

ten Kammer ϋber 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, München) umrandet und die da-

mit entstandenen Inkubationsflächen mit jeweils 60-80 µl Blockierungspuffer (1.5% 

BSA (Fraktion V), 5% Milchpulver, 0.1% Tween-20 in PBS) bei Raumtemperatur fϋr 2 

h behandelt. Überschüssige Lösung wurde entfernt. Die Mikroarray-Substrate wur-

den lichtgeschützt und trocken bei Raumtemperatur bis zur weiteren Verwendung 

aufbewahrt. 

 

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

Mikroarray-

Substrate 

Oberflächenakti-

vierung  

Wechselwirkung mit Pro-

teinen 

Hersteller 

CodeLink Amino-reaktive, 

hydrophile Poly-

mere 

Kovalent (über Amino-

funktionen) 

Amersham Bioscien-

ces, Freiburg, Deutsch-

land 

CSS silylated slides Aldehyd-Gruppen  Kovalent (über Amino-

Funktion) 

CEL Associates Tele-

chem Int. Sunnyvale, 

CA, USA 
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FAST slides Nitrozellulose-

Polymer 

Adsorption Schleicher & Schüll, 

Keene, NH, USA 

GAPS II Aminosilan Ionostatische Interaktion Corning, Acton, MA, 

USA 

Hydrogel-coated 

slides 

Modifizierte Poly-

acrylamid-

Gelmatrix  

Adsorption (Interaktion 

mit 3D-Matrix) 

PerkinElmer, Boston, 

MA, USA 

NucleoLink Aktiviertes, hitze-

stabilisiertes Po-

lymer  

hydrophobe Interaktion Nunc GmbH & Co., 

Wiesbaden, Deutsch-

land 

Poly-Prep Slides Poly-L-Lysin  Adsorption, ionostatische 

Interaktion 

Sigma-Aldrich, Taufkir-

chen, Deutschland 

Quantifoil Epoxy  Kovalent (über Amino-, 

Thiol- oder Hydroxyl-

Funktionen) 

Quantifoil Micro Tools 

GmbH, Jena, GmbH 

 

2.3.1.2 Protein-Mikroarrays auf Zeptosens-Mikroarray-Substraten 

Fϋr das Drucken von Proteinmikroarrays auf Mikroarray-Substraten der Gröβe 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 Größe, weitere Cha-

rakteristika auf: a) die Oberflächenstruktur wurde durch Alkylphosphate gebildet, die 

Proteinimmobilisierung über hydrophobe Wechselwirkungen ermöglichte (Textor 

2000), b) in die Substrate waren Beugungsgitter zur Fluoreszenzdetektion mittels 

Planarer Wellenleitertechnologie eingeätzt (Heyse 1995; Pawlak 2002a). Die Protein-

lösungen wurden mit Lysepuffer (CLB1, Zeptosens) auf die 10-fache Druckkonzent-

ration (4 mg/ml) eingestellt und in Mikrotiter-Platten (96 Kavitäten, Greiner) vorgelegt. 

Mittels eines Pipettierroboters (Genesis Gemini 100, Tecan, Hombrechtikon, 

Schweiz; Steuerungssoftware Gemini 3.5) wurden die Proben aus der Mikrotiter-

Platte (96 Kavitäten) mit dem Druckpuffer (CSBL1, Zeptosens) auf die Druckkonzent-

rationen von 0.4, 0.25, 0.16 und 0.1 mg/ml verdünnt. Anschlieβend wurden pro 

Verdϋnnung je 25 µl Lösung in eine weitere Mikrotiter-Platte (384 Kavitäten, Greiner) 

ϋberfϋhrt. Das Nanoplotter-System wurde nun mit der Mikrotiter-Platte (384 Kavitä-

ten) bestϋckt. 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 µm und in 

y-Dimension 300 µm. 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 à 4 Konzentrationsstufen hergestellt, 

zum anderen wurden 3x 2 identische Sub-Arrays hergestellt, wobei insgesamt 80 

Proben à 4 Konzentrationsstufen auf einem Mikroarray-Substrate immobilisiert wur-

den. Nach Beendigung des Druckprozesses wurden die Objektträger für 1 Stunde 

bei 37°C inkubiert. Anschlieβend wurden die Zeptosens-Mikroarray-Substrate fϋr 30 

min in Blockierungspuffer (Zeptosens) oder einer 1-prozentigen Tween-20-Lösung (in 

PBS) bei Raumtemperatur in einem Ultraschallvernebler (Blocking Device, Zepto-

sens) behandelt. Die bedruckten und blockierten Träger wurden abschlieβend mit 

ddH2O abgespült und mit N2 trockengeblasen. Bis zu ihrer weiteren Verwendung 

wurden die Mikroarray-Substrate lichtgeschützt und trocken bei 4 – 8°C gelagert. 

2.3.2 Anfärbung 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 gelöst, aliquotiert (à 12 µl) 

und bei -20°C in lichtgeschützten Reaktionsgefäßen unter Ausschluss von Feuchtig-

keit gelagert. Tween-20-blockierte Protein-Mikroarrays wurden für 10 min in Reakti-

onspuffer (50 mM Natriumcarbonat pH 9.3, 0.1% Tween-20 in PBS) vorinkubiert. Zur 

Erfassung von Kontrollbildern vor der Proteinfärbung wurden alle Sub-Arrays bei 635 

nm im ZeptoREADER (Belichtungszeit von 1 s, Graufilterstufen von 0.1 bis 1) ausge-

lesen. Zur Färbung der Proteine wurde ein Aliquot Fluoreszenzfarbstoff in 1.2 ml Re-

aktionspuffer aufgenommen. Jede Inkubationskammer (entsprechend einem Sub-

Array) wurde mit jeweils 200 µl befϋllt und unter Lichtausschluss bei Raumtemperaur 

für 30 min inkubiert. Anschließend wurde die Färbereaktion durch zϋgiges Waschen 

mit 3x 200 µl TBST gestoppt. Die Mikroarray-Substrate wurden mit ddH2O gespült 

und mit N2 trockengeblasen. Zur Detektion der Proteinfärbung 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 

Fϋr die Durchfϋhrung von Antikörper-Assays wurden fϋr die verwendeten Protein-

Mikroarray-Systeme zwei Protokolle entwickelt. Alle Antikörperinkubationen fanden 

stets bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss statt. 

a) Zur Durchführung eines Assays auf Standard-Mikroarray-Substraten wurden die 

einzelnen Inkubationsflächen vor der Inkubation mit Primärantikörper-Lösung mit 

Waschpuffer (TBST) für 5 min rehydriert. Anschließend wurden die Antikörperlösun-

gen in den entsprechenden Verdϋnnungen (siehe Tabelle 7) appliziert und ϋber 2 h 

in einer feuchten Kammer inkubiert. Es folgten mindestens 3 Waschschritte bei de-

nen jeweils 60 µl Waschpuffer pro Feld verwendet wurde. Nach einer Inkubation von 

5 min wurde die Flϋssigkeit vom Mikroarray-Substrate abgeklopft. Die anschlieβende 

Sekundärantikörperinkubation erfolgte für 45 min. Nach erneutem Waschen (3x 60 

µl) wurden die Mikroarray-Substrate intensiv mit ddH2O abgespült und unter N2-

Strom getrocknet. 

b) Fϋr 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 ϋber Öffnungen in der Flusszelle mit Lösungen verse-

hen werden.  

Nach einer 5-minütigen Rehydrierung der Arrays mit Assay-Puffer (Zeptosens) wur-

den die Kammern mit Primär-Antikörper-Lösung versehen. Die Inkubationsdauer be-

trug 14 – 18 Stunden, wobei die Bindemolekϋle in den in Tabelle 7 angegebenen 

Verdϋnnungen verwendet wurden. Anschließend wurden die einzelnen Kammern mit 

insgesamt 400 µl Assay-Puffer (Zeptosens) durchspϋlt und ϋber eine Absaugvorrich-

tung (Vacuboy, IBS Integra Biosciences, Wallisellen, Schweiz) entleert. Die Zweitan-

tikörper-Lösung (1 : 500 in Assay-Puffer) wurde eingebracht und nach 45 min Inku-

bation entfernt. Die Kammern wurden erneut zweimal durchspϋlt, entleert und zur 

Signalmessung der Arrays mit Assay-Puffer (200 µl) befϋllt. Zur Fluoreszenzdetekti-
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on der Sub-Arrays bei 635 nm wurde der ZeptoREADER (Zeptosens) anschließend 

mit dem ZeptoCARRIER bestϋckt. 

2.3.4 Verfahren zur Fluoreszenzdetektion von planaren Protein-Mikroarrays 

2.3.4.1 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 µm Auflösung unter Verwendung des Fluorphor-spezifischen Fluoreszenzka-

nals ausgelesen. So wurde bei Cy5- bzw. Alexa647-Fluorophoren zur Anregung die 

Wellenlänge 635 nm des roten Lasers und bei Cy3- bzw. Phycoerythrin-

Fluorophoren die Wellenlänge 532 nm des grünen Lasers verwendet. Die maximale 

Laserintensität und die Verstärkung des Photomultipliers wurden dem resultierenden 

Fluoreszenzsignal-Spektrum angepasst, d.h. es wurde das maximale Signal-

/Rausch-Verhältnis angestrebt, ohne dass „gesättigte“ Spots (Signale mit 216 Fluo-

reszenz-Einheiten) auftraten. Zur weiteren Bildverarbeitung wurden 16-bit Tiff-

Dateien mit der geräteeigenen Steuerungs-Software generiert. Diese Dateien wurden 

mittels der Bildprozessierungs-Software Microarray Imagene V4.0 (Biodiscovery, El 

Segundo, CA, USA) ausgewertet. Für jeden Analysepunkt (Spot) wurde der Median 

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

2.3.4.1 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). Für jeden Analysepunkt (Spot) 

wurde der Mittelwert der relativen Fluoreszenzeinheiten (MFU, median fluorescence 

units) gebildet. 
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2.3.4.2 Bildhafte Darstellung von Protein-Mikroarrays 

Zur bildhaften Darstellung der verschiedenen Antikörper-Detektionen auf den unter-

suchten Protein-Mikroarrays wurden für 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). 

Signalstärke
schwach stark

Signalstärke
schwach stark

 

Abbildung 10: Falschfarbenskala. Die Übersetzung starker Assay-Signale in eine so genannte 
Falschfarbe ergibt weiße bzw. rote Farben, schwache Signale ergeben blaue bzw. grüne 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 über die Standardkurve quantifiziert. 

2.3.5.2 Fehlerfortpflanzung 

Da bei der Berechnung der proteinnormierten Signale der Zell- oder Gewebeproben 

verschiedene fehlerbehaftete Größen miteinander betrachtet werden, war es not-

wendig den resultierenden Fehler durch die Fehlerfortpflanzung zu bestimmen: 

Der Einfluss einer fehlerbehafteten Größe x auf das Endergebnis kann abgeschätzt 

werden, indem man das Endergebnis als Funktion von der fehlerbehafteten Größe 

betrachtet, nach dieser ableitet und mit dem absoluten Fehler der fehlerbehafteten 

Größe multipliziert: 
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Abbildung 11: Formel zur Berechung des Fehlers in Abhängigkeit von einer fehlerbehafteten 
Größe. 

Fließen mehrere fehlerbehaftete Größen xi bei der Ermittlung von y ein, so werden 

deren Einflüsse auf y quadratisch addiert, solange die Fehler der xi unabhängig von-

einander sind, sich also nicht gegenseitig beeinflussen: 

 

Abbildung 12: Formel zur Berechung des Fehlers in Abhängigkeit von mehreren fehlerbehafte-
ten Größen. 

2.3.5.3 Clusteranalyse komplexer Datensätze 

Zur Analyse komplexer Datensätze (in dieser Studie angewandt für die Untersu-

chung von mehr als 20 verschiedene Proteinmarker in mehr als 80 Gewebeproben) 

wurde die so genannte Clusteranalyse verwendet, um einen sehr großen Datensatz 

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

Unter Clusteranalyse versteht man verschiedene multivariante Verfahren der Daten-

analyse für die Ermittlung von Gruppen (Cluster) zusammengehöriger Objekte aus 

einer Grundmenge von numerisch beschriebenen Objekten. Die Objekte können bei-

spielsweise Datensätze von Messwerten oder Bildpunkte sein, in denen geordnete 

Ansammlungen oder Hierarchien gefunden werden sollen. Dafür verwendete Daten-

clustering Algorithmen können 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. Hierfϋr wurden die rekombinanten, aufgerei-

nigten MHC-Monomere und die Lysate in Verdünnungsreihen auf Standard-

Mikroarray-Substraten verschiedener Hersteller immobilisiert. Die Substrate wurden 

hinsichtlich der Protein-Anbindung, der Linearität der Mess-Signale der Verdϋn-

nungsstufen und der Nachweisgrenze charakterisiert. 

3.1.1 Validierung verschiedener Mikrarray-Substrate 

Die im Methodenteil (Tabelle 10) beschriebenen Mikroarray-Substrate wiesen ver-

schiedenste Oberflächenbeschichtungen auf, die - als Vorbedingung - mit Puffern zur 

Durchführung 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 erfüllt wurden. Auf diesen Trägern konnte eine verwendbare Anbindung und 

Detektionsmöglichkeit von MHC-Monomeren (die in Tris-haltigem Puffer vorlagen) 

und CHAPS-Puffer-lysierten Zellkultur- und Gewebeproben gewährleistet werden. 

Die im Folgenden beschriebene Methoden-Etablierung wurde daraufhin ausschließ-

lich mit CodeLink Activated Slides durchgeführt.  

In den ersten Reverse-Screening-Experimenten wurden MHC-Monomere eingesetzt, 

die auch für die im Folgenden durchgeführten 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 I-exprimierende Zellli-

nie beschrieben worden war. Aus dem Verhältnis der Ausbeuten HLA-extrahierter 



Ergebnisse      43 

 

Peptide sollte sich die Expression von MHC Klasse I zwischen den beiden Zelllinien 

um den Faktor 1 : 10 bis 1 : 15 (BM14 : DEU) unterscheiden (Information von S. Ste-

vanović). Die Detektion der MHC-Moleküle erfolgte in diesem experimentellen Ansatz 

über die nicht-kovalent an die schwere Kette von MHC Klasse I assoziierte Unterein-

heit ß2-Mikroglobulin. 
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Abbildung 13: Nachweis von MHC Klasse I 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 Verdünnungsstufen (von 0.6 ng/ml bis 10 µg/ml) gedruckt wurden. 
Die grauen Spots stellen das Zellkulturlysat DEU (6 Verdünnungsstufen von 0.2 bis 200 µg/ml) dar. In 
dunkelgrau sind die Spots des Zellkulturlysats von BM14 dargestellt, welche in 6 Verdünnungsstufen 
(von 0.2 bis 200 µg/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-
ß2-Mikroglobulin (Erstantikörper) zum Nachweis von MHC Klasse I über diese Untereinheit und Esel-
anti-Kaninchen-R-PE (Zweitantikörper). Detektion der Fluoreszenz im konfokalen Laser-Scanner bei 
532 nm. 

Abbildung 13A zeigt eine standardmäßig verwendete Druckanordung der untersuch-

ten Protein-Mikroarrays. Die in Sub-Arrays aufgeteilten Mikroarray-Substrate wurden 

mit einem anti-MHC Klasse I-Antikörper (anti-ß2-Mikroglobulin) und einem Fluores-

zenz-gekoppelten Detektionssystem inkubiert. Der Assay wurde im konfokalen La-

ser-Scanner bei 532 nm ausgelesen. Die verschiedenen Verdünnungsstufen der un-

tersuchten Proteine, welche als Replikate vertikal übereinander angeordnet worden 

waren, ließen erste Aussagen über die Linearität und Sensitivität der MHC-

Nachweisreaktion zu. Das Falschfarbenbild in Abbildung 13B zeigt starke Fluores-

zenz-Signale bei den höchsten eingesetzten MHC- und Lysat-Konzentrationen (wei-

ße und rote Färbung), die über die einzelnen Verdünnungsstufen zu schwächeren 

Signalen hin abnahmen (grüne und blaue Färbung). Wie erwartet, zeigte die Kontrol-

le DEU einen hohes MHC Klasse I-Signal (grün, 200 µg/ml) und eine mögliche 

Signaldetektion über 3 Verdünnungsstufen (200 – 50 – 12,5 µg/ml). Dahingegen 
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konnte für die Kontrolle BM14 nur ein einzelnes, niedriges Signal (blau, 200 µg/ml) 

für die höchste eingesetzte Druckkonzentration nachgewiesen werden.  

0

2.
44

9.
77

39
.1

15
6

62
5

25
00

10
00

0

100

1000

10000 S/N (39.1) = 1.7
> Mittelwert + 3sd

MHC-Monomer [ng/ml]

M
FI

 [A
U

]

0
10
20
30
40
50
60
70

S
ignal-H

intergrund-V
erhältnis

 

Abbildung 14: Fluoreszenz-Signal und Signal-Hintergrund-Verhältnis der detektierten MHC-
Monomer-Verdünnungsreihe. Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung von 4 Replika-
ten. S/N = Signal to Noise (Signal über 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 fϋr den Nachweis von MHC Klasse I über ß2-Mikroglobulin bei ca. 

40 ng/ml. Dies entsprach 730 pM MHC und lag 1,7-fach ϋber dem Hintergrund-

Rauschen. Bezogen auf die Anzahl der Moleküle pro Spot ließ sich bei einem abge-

gebenen Tropfenvolumen des verwendeten Mikroarrayers (ca. 0,33 nl pro Tropfen) 

und dem Molekulargewicht von MHC Klasse I (55 kDa) eine Nachweismöglichkeit 

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

Vergleichende Analysen eines Forward-Phase-Protein-Mikroarrays (Immuno-

Sandwich), bei dem auf einem Mikroarray-Substrat erst das Fängermolekül immobili-

siert und anschließend die Proben und das Detektionssystem hinzugeben wurden, 

ergaben vergleichbare Sensitivitäten und Signalverläufe (immobilisiertes Fängermo-

lekül / Erstantikörper: Maus-anti-HLA-A,B,C (w6/32), Detektion über den Zweitanti-

körper 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-
dünnungsreihe von MHC-Monomeren wurde über 8 Verdünnungsstufen (2,4 ng/ml bis 10 µg/ml) ge-
druckt und durch Inkubation mit Kaninchen-anti-ß2-Mikroglobulin nachgewiesen. Die jeweils 4 Repli-
kate wurden im Array vertikal übereinander angeordnet. Die Auswertung erfolgte ϋber lineare Regres-
sion. Die dargestellten Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung der vier Messwerte vom 
Mittelwert. 

In Abbildung 15 ist ein zu erwartender, linearer Verlauf der MHC-Signale zu erken-

nen, welcher sich über einen Konzentrationsbereich von mehr als 2 Zehnerpotenzen 

erstreckte. Der Korrelationskoeffizient von R2 = 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 Verdünnungs-

stufen bestätigten 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 ausgewählten 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-Moleküle pro Zelle 

Lysat nachgewiesene MHC Moleküle pro Zelle untersuchte Lysatkonzentration [µg/ml] 

BM14 96 000 12.5 - 200 (gemittelt) 

   

DEU 940 000 12.5 

 2 000 000 50 

 5 600 000 200 

 

Die Bestimmung der Anzahl der MHC-Moleküle pro Zelle wurde ϋber die Fluores-

zenz-Signale der untersuchten Lysate und die lineare Regression der MHC-

Verdünnungsreihe errechnet. Hierbei war zudem die Anzahl an Zellen pro lysiertem 

Pellet bekannt. Die Ergebnisse der Messungen zeigten hier zum einen, dass fϋr die 

Zellen der Linie BM14 die Dichte der MHC-Moleküle pro Zelle mit einem biologisch 

relevanten Wert von ca. 100.000 Molekülen MHC pro einzelner Zelle unabhängig 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 fϋr die Ergebnisse der DEU-

Zellen kein einheitlicher Wert, konzentrationsunabhängiger Wert bestimmt werden. 

Nichtsdestotrotz lag das DEU-Ergebnis mit gemittelt ca. 2 x 106 MHC-Molekülen pro 

Zelle den erwarteten Faktor über dem BM14-Resultat.  

3.1.2 Weiterentwicklung der Reverse-Screening-Plattform – Einführung der 
Zeptosens-Technologie 

Die vorgestellten Ergebnisse dieser Studie, die auf CodeLink-Mikroarray-Substraten 

durchgeführt 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-Molekül MHC Klasse I, 

das als rekombinant synthetisiertes Monomer vorlag, mit ausreichender Sensitivität 

nachgewiesen werden und zwei Zellkulturkontrollen (DEU und BM14) auf die Ex-

pression von MHC Klasse I-Molekülen pro Zelle quantifiziert werden. Um aber a) in 

späteren Experimenten auch sehr gering konzentrierte Proteine (wie z.B. einige Tu-

mormarker) nachweisen und b) Proteine genau und mit höchster Sensitivität in Ge-
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webelysaten quantifizieren zu können, wurde die Reverse-Screening-Methode zur 

Detektion der Fluoreszenz auf ein neues, bekanntermaßen sensitiveres System der 

Firma Zeptosens umgestellt (Pawlak 2002a). Der Reverse-Screening-Ansatz, der in 

den einführenden Untersuchungen mit dem Biochip-Arrayer-System, CodeLink-

Mikroarray-Substraten und der Fluoreszenzdetektion im konfokalen Laser-Scanner 

durchgeführt 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-Verdünnungsreihe (7,8 - 500 ng/ml). Inkubation der Protein-
Mikroarrays mit anti-ß2-Mikroglobulin. Fluoreszenzdetektion im ZeptoREADER bei 635 nm über Zie-
ge-anti-Kaninchen-Fab-Alexa647 (Zweitantikörper). graue Balken = Normalgewebe, schwarze Balken 
= Tumorgewebe. Die Fehlerbalken repräsentieren 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 verknüp-

fen, wurden die bereits in den einführenden Experimenten verwendeten Kontrollen 

(MHC Klasse I-Monomere) auf den Zeptosens-Mikroarray-Substraten immobilisiert. 

Zum Nachweis von MHC Klasse I wurden die Protein-Mikroarrays analog zu den ers-

ten Etablierungsexperimenten mit dem anti-MHC Klasse I-Antikörper anti-ß2-

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 I-Monomer). 

Die MHC-Signale zeigten mit einem Korrelationskoeffizient von R2 = 0.997 eine sehr 

gute Linearisierbarkeit über den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich. Die-

se im Vergleich zu den CodeLink-Ergebnissen vergrößerte Dynamik bestätigte die 

erhöhte Sensitivität der Zeptosens-Technologie. Die Nachweisgrenze wurde mit < 8 

ng/ml MHC-Monomer angegeben, was eine Sensitivitätssteigerung nach Einführung 

der Planaren Wellenleiter-Technologie um mindestens Faktor 5 bedeutete. 

3.1.3 Qualitätskontrolle von Protein-Mikroarrays 

Um vertrauenswürdige Aussagen über die ausgelesenen Antikörper-Signale, bezo-

gen auf die tatsächlich immobilisierte Proteinmenge, treffen zu können, wurden Me-

thoden zur Qualitätskontrolle 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 großer 

Genauigkeit und Glaubwürdigkeit bestimmt werden konnten (Lipshutz 1999). 

Die Qualitätskontrolle von Protein-Mikroarrays wurde zu Beginn dieser Doktorarbeit 

durch Immunoassays mit Antikörpern durchgeführt, 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 verändert 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 Qualitätskontrolle von Protein-Mikroarrays wurde daraufhin für diese Doktorarbeit 

eine neue Methode entwickelt. Hierbei wurden die immobilisierten Proteine unter 

Verwendung des unter 2.3.2 beschriebenen Protokolls über 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 Qualitätskontrolle stellt den spätest möglichen 
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Punkt im Verlauf der Protein-Mikroarray-Herstellung dar und sollte auch deshalb die 

zuverlässigsten Aussagen über die Qualität der gedruckten Protein-Mikroarrays ge-

ben können. 
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Abbildung 17: Array-Aufbau zur Qualitätskontrolle 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 für 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 Qualitätskontrolle 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 ausschließlich ein Gemisch von BSA mit fluoreszenzmarkiertem BSA (BSA-Cy5) 

gedruckt wurde. Diese „Referenzen“ genannten Spots sind für 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 Qualitätskontrolle. Die immobili-
sierten Proben wurden nach Blockierung der Mikroarray-Substrate mit Tween-20 durch Inkubation mit 
NHS-Alexa-647 angefärbt. 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 µg/ml. Die relativen Fluoreszenz-Intensitäten (n = 3) der Proben (Normalge-
webe: graue Balken; Tumorgewebe: schwarze Balken) sind unter (C) als Median-normierte Signale 
aufgetragen. Die mittlere, prozentuale Standardabweichung über alle Proben betrug hierbei 8,2%. 

Die Qualitätskontrolle der Protein-Mikroarrays ergab eine unerwartet heterogene Ver-

teilung der Proteinsignale (Abbildung 18C). Die mittlere, prozentuale Standardabwei-

chung über 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 ließ 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 möglich (siehe Diskussion 4.1). 

Die ausgelesenen Proteinsignale wurden für weitere Berechnungen, d.h. zur Normie-

rung der Antikörper-abhängigen Assay-Signale auf den tatsächlich 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 spätere Quanti-

fizierung von Proteinen nicht beeinträchtigte. 

3.1.4 Antikörper-Charakterisierung 

Vor der Applikation eines Antikörpers zur Analyse der Proteinexpression auf den Ly-

sat-Proteinmikroarrays erfolgte eine eingehende Charakterisierung der Bindemolekü-

le. Hierzu wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennte Zellkultur- und Gewebelysate im 

Western-Blot auf Nitrozellulose-Membranen transferiert. Die Membranen wurden an-

schließend in einzelne Streifen unterteilt und für die Bewertung der Spezifität der an-

ti-MHC-Antikörper bzw. Tumor-Screening-Antikörper verwendet. Die Kriterien zur 

Bewertung der Bindungseigenschaften der Antikörper umfassten a) die Detektion 

von Proteinbanden mit korrektem (erwartetem) Molekulargewicht, b) das Erkennen 

einer unerwarteten Spezifität (Epitope in Protein-Banden in Bereichen eines nicht 

erwarteten Molekulargewichts), sowie c) die Gesamtzahl aller detektierten Banden 

einer Analyse. Zudem wurde die relative Stärke der Bandenfärbung interpretiert, um 

Aussagen über die Primärantikörper-Konzentrationen zu treffen, die zur Proteinde-

tektion auf Protein-Mikroarrays verwendet werden sollten. 

3.1.4.1 Antikörper zur Detektion und Quantifizierung von MHC Klasse I 

Zum Nachweis von MHC-Molekülen der Klasse I im Western-Blot und auf Protein-

Mikroarrays wurden in der vorliegenden Arbeit drei Antikörper ausgewählt und einge-

setzt. Der anti-ß2-Mikroglobulin Antikörper erkannte die MHC Klasse I-Untereinheit 

ß2-Mikroglobulin in ungebundener und auch in komplexierter Form. Die gegen die 
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schwere Kette der MHC Klasse I-Subtypen (HLA-A,B,C) gerichteten Antikörper 

HCA2 (anti-HLA-A) sowie HC10 (anti-HLA-B,C) detektierten ausschließlich die nicht 

an ß2-Mikroglobulin gebundene, schwere Kette von MHC Klasse I (Stam 1986). 
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Abbildung 19: Western-Blot-Streifen zur Charakterisierung von MHC Klasse I-spezifischen An-
tikörpern. Auf einem aufgetrennten Lysat von Nierenzellen (Normalgewebe) wurden die Antikörper 
(1) anti-ß2-Mikroglobulin, (2) HCA2 (anti-HLA-A) und (3) HC10 (anti-HLA-B,C) hinsichtlich ihrer Spezi-
fität untersucht. Ein Western-Blot-Streifen repräsentierte die per LDS-PAGE aufgetrennte Menge von 
ca. 15µg Protein in Lysat. Die Antikörper HCA2 und HC10 wurden zusätzlich auf folgenden Zelllysaten 
untersucht: (A) A431, (B) HeLa, (C) Jurkat.  

Die Charakterisierung der MHC Klasse I-spezifischen Antikörper wurde durchgeführt, 

um die Eignung der Antikörper zur Proteinexpressionsanalyse und MHC-

Quantifizierung zu untersuchen. Anhand der Ergebnisse (Abbildung 19) wurde deut-

lich, dass die ausgewählten Antikörper anti-ß2-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 Spezifität nachgewiesen. 

Hierbei machte es keinen Unterschied, ob die Charakterisierung in Gewebelysaten 

oder Lysaten von Zellkulturproben durchgeführt wurde. Die untersuchten Antikörper 

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 Antikörper beschrieben (Stam 1986). 

3.1.4.2 Antikörper zur Detektion von Tumormarkern 

Zum Nachweis von Tumormarkern in Gewebelysaten wurden in der vorliegenden Ar-

beit die in Tabelle 7 aufgeführten Antikörper ausgewählt und im Western-Blot und auf 

Protein-Mikroarrays eingesetzt. Es wurden verschiedene monoklonale als auch po-

lyklonale Primärantikörper unterschiedlicher Spezies verwendet.  
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Wie schon unter 3.1.4.1 dargestellt, wurden alle Primärantikörper mittels Western-

Blot-Analyse auf vorgefertigten Membran-Streifen hinsichtlich ihrer spezifischen Er-

kennung des Zielproteins charakterisiert. Zudem konnten über die relative Banden-

stärke erste Aussagen über die einzusetzenden Antikörper-Konzentrationen auf Pro-

tein-Mikroarrays getroffen werden. 
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Abbildung 20: Western-Blot-Streifen zur Charakterisierung von Tumor-Screening-Antikörpern. 
Auf einem aufgetrennten Lysat von Nierenzellen (Normalgewebe) wurden die Antikörper anti-
Zytokeratin-18, anti-cMet, anti-ß-Catenin, anti-PRAME und anti-Topo 2 alpha hinsichtlich ihrer Spezifi-
tät untersucht. Die gezeigten Antikörper repräsentieren eine Auswahl der durchgeführten Antikörper-
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 Auswahlkriterium für die Verwendung der Bindemoleküle 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-ß-Catenin). Antikörper, 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 ließ keine spezifische, sondern ausschließlich unspezifische Banden er-

kennen. Nach der Charakterisierung im Western-Blot erfolgte die Optimierung der 

Antikörperkonzentration für den Einsatz auf den Protein-Mikroarrays. Aus Abbildung 
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20 konnte die im Western-Blot eingesetzte Konzentration für die Antikörper anti-

Zytokeratin-18, anti-cMet und anti-ß-Catenin somit direkt für die Mikroarray-

Experimente verwendet werden. 
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3.2 Anwendung der Reverse-Screening-Plattform (Quantifizierung 
von MHC Klasse I) 

Nach Abschluss der Methodenentwicklung, die insbesondere die Einführung der Pla-

naren Wellenleiter-Technologie zur Sensitivitätssteigerung, Qualitätskontrolle der 

Protein-Mikroarrays zur Normierung der immobilisierten Proteinmenge und Nachweis 

der Spezifität der Bindemoleküle umfasste, sollte in diesem Teil der Doktorarbeit in 

einer größeren Probenanzahl die Anwendbarkeit der Plattform demonstriert werden. 

Über die Verwendung rekombinant synthetisierter MHC-Monomere zur Generierung 

von Eichreihen erfolgte die Quantifizierung der MHC Klasse I-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 großen Protein-

Mikroarray angeordnet (siehe Abbildung 21A,B). 
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Abbildung 21: Array-Anordnung zur Quantifizierung von MHC Klasse I 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 µg/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 CodeLink-Mikroarray-Substraten auf die Zeptosens-Mikroarray-

Substrate übertragene Reverse-Screening-System zeigte in den ersten Etablierungs-

Experimenten nach Inkubation der Protein-Mikroarrays mit dem Primärantikörper an-

ti-ß2-Mikroglobulin eine Dynamik von ca. 100 der detektierbaren Signale. In 

Abbildung 22A wurden die auf das Falschfarben-Spektrum übertragenen Signale 

(schwach blau und grün für schwächere Signale bis rot und weiß für starke Signale) 

sowie in Abbildung 22B die Rohwerte des Experiments dargestellt. Erwartungsge-

mäß ergab sich für die MHC-überexprimierende Zellkulturprobe DEU das stärkste 

Signal (weiße und rote Farbe der Spots im Falschfarbenbild ergaben > 30 RFI in der 

graphischen Auftragung der Rohwerte). Auch alle weiteren untersuchten Proben 

wiesen eine Signalstärke auf, die deutlich über dem Leerwert lag. Entgegen der gän-

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-ß2-Mikroglobulin (Erstantikörper) und Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitanti-
körper. 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 für die Auswer-
tung herausgerechnet wurden. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung von 8 Spots. 
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Die Weiterentwicklung der Reverse-Screening-Methode auf der Zeptosens-Plattform 

auch die Möglichkeit einer quantitativen Messung von Proteinen beinhalten. Die un-

tersuchten Protein-Mikroarrays enthielten neben den verschiedenen Zellkultur- und 

Gewebelysaten auch Verdünnungsreihen von MHC-Monomeren (HLA-A), über die 

eine Quantifizierung von MHC Klasse I durchgeführt werden sollte. Zur Analyse der 

MHC-Verdünnungsreihe wurden die MHC-Signale mittels linearer Regression aus-

gewertet. Die auf die immobilisierte Proteinmenge normierten Assay-Signale der 

Proben wurden anschließend über 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 bestätigte. Der Korrela-

tionskoeffizient betrug R2 = 0.997. Der dynamische Bereich erstreckte sich über 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 über die Eichreihe in MHC-Gehalt der 

Proben – angegeben in pmol MHC pro mg Protein in Lysat – umgerechnet. 
D

E
U

R
C

C
76

R
C

C
81

R
C

C
92

R
C

C
98

R
C

C
70

4
C

C
A

13
4

C
C

A
13

5
C

C
A

13
6

C
C

A
13

9
C

C
A

14
0

C
C

A
14

2
C

C
A

14
3

C
C

A
14

8
G

B
35

9

0

5

10

15

140
160
180

pm
ol

 M
H

C
 p

ro
 m

g 
Pr

ot
ei

n 
in

 L
ys

at

0 10 20 30 40 50
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

A B

0 100 200 300 400 500 600

0

1

2

3

4

5

6
R2 = 0.997

R
FI

 [A
U

]

MHC-Monomer [ng/ml]

D
E

U
R

C
C

76
R

C
C

81
R

C
C

92
R

C
C

98
R

C
C

70
4

C
C

A
13

4
C

C
A

13
5

C
C

A
13

6
C

C
A

13
9

C
C

A
14

0
C

C
A

14
2

C
C

A
14

3
C

C
A

14
8

G
B

35
9

0

5

10

15

140
160
180

pm
ol

 M
H

C
 p

ro
 m

g 
Pr

ot
ei

n 
in

 L
ys

at

0 10 20 30 40 50
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

A B

0 100 200 300 400 500 600

0

1

2

3

4

5

6
R2 = 0.997

R
FI

 [A
U

]

MHC-Monomer [ng/ml]

 

Abbildung 23: Quantifizierung von MHC in CHAPS-Lysaten. (A)Falschfarbendarstellung und linea-
re Regression der MHC-Monomer-Verdünnungsreihe (7,8 - 500 ng/ml). (B) MHC-Quantifizierung der 
untersuchten Lyse nach Inkubation der Protein-Mikroarrays mit anti-ß2-Mikroglobulin (konzentrations-
korrigiert). Fluoreszenzdetektion im ZeptoREADER bei 635 nm über Ziege-anti-Kaninchen-Fab-
Alexa647 (Zweitantikörper). graue Balken = Normalgewebe, schwarze Balken = Tumorgewebe. Die 
Fehlerbalken repräsentieren 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 stärkste Quantifizierungssignal (ca. 150 pmol MHC). Die Um-

rechnung dieses Signals auf die Anzahl der MHC-Moleküle pro Zelle ergab einen 

Wert von ca. 1 x 106 Moleküle MHC Klasse I pro Zelle. Für diese Berechnung war die 

Anzahl an Zellen pro lysiertem DEU-Pellet bekannt. 

Die Ergebnisse der Reverse-Screening-Technologie auf Protein-Mikroarrays sollten 

anschließend mittels klassischer Western-Blot-Analyse evaluiert werden. Da Wes-

tern-Blot-Analysen aufgrund des eingeschränkten dynamischen Bereichs und der 

eingeschränkten Reproduzierbarkeit höchstens für semiquantitative Analysen ange-

wendet werden können, lag das Hauptaugenmerk dieser Analyse auf den ermittelten 

Signalverhältnissen. Zur Detektion von MHC Klasse I wurde der gleiche Antikörper 

wie für die Protein-Mikroarray-Experimente verwendet, der die an die schwere Kette 

von MHC Klasse I nicht-kovalent assoziierte Untereinheit ß2-Mikroglobulin (12 kDa) 

erkennt. 
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Abbildung 24: Western-Blot-Analyse von MHC in CHAPS-Lysaten. (A) Detektierte ß2-
Mikroglobulin-Bande bei 12 kDa. (B) Mehrparametrische Kurvenanpassung der Western-Blot-Signale 
zur Bestimmung der Nachweisgrenze. Die MHC-Monomere wurden in 8 Verdünnungsstufen (4 ng bis 
50 ng pro Spur) aufgetragen und im Western-Blot über den Primärantikörper Kaninchen-anti-ß2-
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 über ß2-Mikroglobulin detektierten MHC-Monomere wurden in 8 

Verdünnungsstufen von 4 bis 50 ng pro Spur nachgewiesen. Der Signalverlauf wurde 
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über eine nicht-lineare Kurvenanpassung (4-parametrischer, logistischer Fit) ange-

passt (siehe Abbildung 24B), was einen Korrelationskoeffizienten von R2 = 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 ungefähr 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 über 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-ß2-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 ß2-
Mikroglobulin-Banden bei 12 kDa. B) MHC-Quantifizierung der untersuchten Lysate. graue Balken: 
Normalgewebe, schwarze Balken: Tumorgewebe. 

Es wurde über 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 gewählt (Abbildung 25). Die mithilfe der 
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Kodak Digital Science V3.0.0-Software (Kodak) ausgewerteten Graustufen-

Intensitäten der Lysate zeigten durchweg um den Faktor 3 bis 6 stärkere Signale als 

im vergleichbaren planaren Assay (siehe Abbildung 23). Der bereits beschriebene 

zehn- bis fünfzehnfache Überschuss der MHC-Expression der Zelllinie (DEU) zur 

konstitutiv MHC-exprimierenden Zelllinie BM14 konnte mit einem Faktor von ca. 3 

nicht bestätigt werden. Durch die im Western-Blot limitierte Dynamik der quantitati-

ven Proteinbestimmung zeigte sich hier die Überlegenheit der Protein-Mikroarrays. 

Der Trend einer erhöhten Expression von MHC Klasse I in Tumorgeweben im Ver-

gleich zu den korrespondierenden Normalgeweben ließ sich durch die Western-Bloß-

Quantifizierung bestätigen. Acht von neun Proben exprimierten mehr MHC im Tu-

mor- als im Normalgewebe, womit eine zu den Protein-Mikroarray-Analysen qualitativ 

ähnliche Aussage getroffen werden konnte. 
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3.3 MHCquant - Quantifizierung von MHC Klasse I in Zell- und 
Gewebelysaten 

3.3.1 MHCquant mit einem anti-ß2-Mikroglobulin-Antikörper 

Die Reverse-Screening-Plattform wurde in den folgenden Experimenten zur Quantifi-

zierung von MHC Klasse I in einem großen Satz von Resektaten (hauptsächlich aus 

der Niere stammend) angewendet. Nachdem die Etablierung der Reverse-

Screening-Plattform erfolgreich abgeschlossen worden war, wurde nun der anti-ß2- 
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Abbildung 26: Nachweis von MHC Klasse I über ß2-Mikroglobulin in denaturierten Lysaten. Die 
untersuchten Proben beinhalteten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen (RCC), Co-
lonkarzinomen (CCA) und Rektumkarzinomen (RCA). M1, M2 steht hier für 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 ausgewählte Falschfarbenbilder von Protein-
Mikroarrays nach Inkubation mit Kaninchen-anti-ß2-Mikroglobulin (Erstantikörper) und Ziege-anti-
Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikörper) 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-Intensitäten der Proben (Normalgewebe: graue Balken; Tumorgewebe: schwarze Bal-
ken) sind unter (C) aufgetragen. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung von 3 un-
abhängigen Experimenten. 

Mikroglobulin-Antikörper 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 à 40 Proben enthielt, wurden für diese Studie 80 Proben in 2 x 3 gleichen 

Sub-Arrays angeordnet. Eine Auswertung von 3 unabhängigen Experimenten über 

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 für die hydrophobe Oberfläche der Zeptosens-Mikroarray-Substrate 

optimiert war. 
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Abbildung 27: MHCquant auf Protein-Mikroarrays durch ß2-Mikroglobulin-Detektion. Falschfar-
benbild nach Inkubation der Arrays mit Kaninchen-anti-ß2-Mikroglobulin (Erstantikörper) und Ziege-
anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikörper) und nach Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREA-
DER bei 635 nm. Dargestellt sind die 2 x 8 Spots der MHC-Monomer-Verdünnungsreihe (10 - 1000 
ng/ml), die über eine lineare Regression (hier gezeigt mit einer vergrößerten Darstellung der niedrige-
ren Konzentrationsbereiche) ausgewertet wurde. Die gezeigten Fehlerbalken repräsentieren 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 für alle eingesetzten Proben auswertba-

re Signale detektiert werden konnten, die deutlich über dem Leerwert (Abbildung 

26C) und innerhalb des Signalspektrums der jeweiligen MHC-Monomer-

Verdünnungsreihe lagen. Somit konnte über die in 8 Verdünnungstufen eingesetzte 

MHC-Standardreihe eine Proteinquantifizierung vorgenommen werden. 

Abbildung 27 zeigt die lineare Regression der MHC-Eichreihe, die mit hoher Korrela-

tionsgenauigkeit (R2 = 0.999) durchgeführt 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 über > 3 Zehnerpotenzen. Für die Quantifizie-

rung der insgesamt 80 Proben wurde die MHC-Verdünnungsreihe 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 ß2-Mikroglobulin-Detektion. 
Auftragung der über ß2-Mikroglobulin quantifizierten Signale. Fluoreszenzdetektion im ZeptoREADER 
bei 635 nm über Ziege-anti-Kaninchen-Fab-Alexa647 (normiert auf die immobilisierte Proteinmenge) 
(n = 3). Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung von drei unabhängigen 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 für Metastasen von Probe RCC190. JY, WILJON und LCL sind Zelllysate, die zur Kon-
trolle der MHC-Quantifizierung gedruckt wurden. 
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Der über ß2-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 I 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 größe-

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 I nachgewiesen werden. 

3.3.2 MHCquant mit einem anti-HLA-A-Antikörper 

Die schon unter 3.3.1 verwendeten Protein-Mikroarrays zur Quantifizierung von MHC 

Klasse I über ß2-Mikroglobulin wurden in diesem Kapitel der Studie mit einem zwei-

ten, MHC Klasse I-spezifischen Antikörper quantitativ untersucht. Neben der Detekti-

on von MHC Klasse I über die nicht-kovalent an die schwere Kette assoziierte Unter-

einheit ß2-Mikroglobulin bot sich generell die Möglichkeit, die Antigen-

präsentierenden Zelloberflächenmoleküle über andere, unterscheidbare Strukturele-

mente nachzuweisen. Für MHC Klasse I wurden hierzu die unterschiedlichen Struk-

turen der HLA-Subtypen HLA-A, B oder C in Betracht gezogen. Der hier eingesetzte 

anti-HLA-A-Antikörper (HCA2) wurde in der Literatur als monoklonales Bindemolekül 

beschrieben, dass die schwere Kette von MHC Klasse I ausschließlich in freier, nicht 

mit ß2-Mikroglobulin komplexierter Form, erkennen konnte (Stam 1986). Die Proben, 

die auf den Arrays zur Quantifizierung über HLA-A immobilisiert wurden, wurden 

ausschließlich unter denaturierenden Bedingungen lasiert. Folglich sollte eine Detek-

tion der frei vorliegenden schweren Kette von MHC Klasse I möglich sein. Da die zur 

Quantifizierung verwendete MHC-Monomer-Verdünnungsreihe zudem aus HLA-A-

Monomeren bestand (Synthese beschrieben in (Walter 2003)), wurde nach einer 

Charakterisierung des Antikörpers im Western-Blot (siehe Abbildung 19) die Analyse 

der Lysate (Zellkulturproben sowie Tumor- und Normalgewebe aus den Organen 

Niere, Colon und Rektum) bezüglich ihres MHC-Gehaltes durchgeführt. 

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 schließen ließ. Der Signalbereich erstreckte sich von 

schwach blauen Signalen einzelner Lysate bis zu stark roten Färbungen. 
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Abbildung 29: Nachweis von MHC Klasse I über 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 für Metastasen von Probe RCC190. JY, 
WILJON und LCL sind Zelllysate, die zur Kontrolle der MHC-Quantifizierung gedruckt wurden. Die 
Abbildungen stellen exemplarisch ausgewählte Falschfarbenbilder von Protein-Mikroarrays nach In-
kubation mit Maus-anti-HLA-A (HCA2) (Erstantikörper) und Ziege-anti-Maus (IgG1)-Alexa647-Fab 
(Zweitantikörper) 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-Intensitäten der 
Proben (Normalgewebe: graue Balken; Tumorgewebe: schwarze Balken) sind unter (C) aufgetragen. 
Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung von 3 unabhängigen 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 stärksten Signale mit RFI-Werten > 8 dar. Trotzdem konnten diese Pro-

ben über die Analyse der gedruckten 8 Proben-Spots (4 Verdünnungen in Duplikaten 

gedruckt) zuverlässig ausgewertet werden. Die detektierten Signale aller Proben la-

gen deutlich über dem Leerwert (0.029 ± 0.004 RFI). Die Zelllysate JY und WILJON, 

die als stark MHC-überexprimierende Zellen beschrieben wurden (Information S. 

Stevanović) zeigten entsprechend hohe Signale (RFI ≥ 15). Die bekanntermaßen 

wenig MHC Klasse I exprimierende Zelllinie LCL konnte mit einem Signal von 0.33 ± 

0.18 entsprechend niedrig nachgewiesen werden. Wie bei der Analyse der Protein-

Mikroarrays über den anti-ß2-Mikroglobulin-Antikörper, wurde auch bei der HLA-A-

basierten Analyse in der großen Mehrzahl der Tumorproben mehr MHC-Signal fest-

gestellt als im korrespondierenden Normalgewebe. 

R2 = 0.992
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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) (Erstantikörper) und Ziege-anti-Maus 
(IgG 1)-Alexa647-Fab (Zweitantikörper) nach Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREADER bei 635 
nm. Dargestellt sind die 2x 8 Spots der MHC-Monomer-Verdünnungsreihe (10 - 1000 ng/ml), die über 
eine lineare Regression (hier gezeigt die vier höchsten MHC-Konzentrationen von 139 bis 1000 ng/ml) 
ausgewertet wurde. Die gezeigten Fehlerbalken repräsentieren die mittlere Abweichung vom Mittel-
wert der Duplikat-Spots. 
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Der anti-HLA-A-Antikörper detektierte von der MHC-Monomer-Standardreihe nur die 

vier höchsten, immobilisierten Konzentrationen zwischen 139 und 1000 ng/ml. Die im 

Vergleich zum anti-ß2-Mikroglobulin-Antikörper geringere Sensitivität ließ trotzdem 

eine sehr gute Linearisierbarkeit der MHC-Verdünnungsreihe mit einem Korrelations-

koeffizient von R2 = 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 über HLA-A quantifizierten Signale. Fluoreszenzdetektion im ZeptoREADER bei 635 nm über Zie-
ge-anti-Kaninchen-Fab-Alexa647 (normiert auf die immobilisierte Proteinmenge) (n = 3). Die Fehler-
balken repräsentieren die Standardabweichung von drei unabhängigen 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 für 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-Antikörpers wurden die Proben jedes einzelnen Sub-Arrays auf 

die MHC-Eichreihe desselben Sub-Arrays bezogen. Insgesamt wurden 3 unabhängi-

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 erhöhten 

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 Überschuss zur wenig MHC Klasse I-exprimierenden Zellli-

nie LCL lag. Die analysierten Metastasen der Nierenprobe RCC 190 bestätigten und 

übertrafen den Wert der Tumorprobe. Die dargestellten (durchweg kleinen) Fehler-

balken der quantifizierten Proben unterstrichen die hohe Genauigkeit der Messung 

von MHC Klasse I in diesem Satz Proben über den Nachweis von HLA-A. Somit 

konnte der Gehalt an MHC Klasse I in Gewebelysaten nicht nur über die MHC Klas-

se I-Untereinheit ß2-Mikroglobulin, sondern auch über die freie, schwere Kette von 

HLA-A in denaturierend lysierten Gewebeproben durchgeführt werden. Durch beide 

Antikörper konnten a) mehrere Konzentrationsstufen der immobilisierten MHC-

Verdünnungsreihe sowie b) Antigen-Signale, die deutlich (immer ein Vielfaches des 

Leerwertes + 3 Standardabweichungen) über dem Leerwert lagen, in den einzelnen 

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

Die Quantifizierung des MHC Klasse I-Gehaltes in einem größeren Probenset der 

Organe Niere, Colon und Rektum mittels Reverse-Screening-Technologie stellte nur 

einen Teil der Charakterisierung der Gewebeproben dar. Zusätzlich zur absoluten 

Quantifizierung sollte mit verschiedenen MHC Klasse I-spezifischen Antikörpern die 

Expression der Zelloberflächenmoleküle auf Proteinebene und mRNA-Ebene ver-

gleichend analysiert werden.  

3.4.1 Proteinexpressionsanalyse von ß2-Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C 

Für die Proteinexpressionsanalyse wurde neben den bereits verwendeten anti-ß2-

Mikroglobulin- und anti-HLA-A-Antikörpern ein anti-HLA-B,C-Antikörper hinzugezo-

gen. Dieses auch mit HC10 bezeichnete Bindemolekül konnte Proteine der HLA-

Subtypen B und C von MHC Klasse I über deren freie, nicht mit ß2-Mikroglobulin 

komplexierte, schwere Kette nachweisen (Stam 1986).  

Die Reverse-Screening-Plattform wurde in den folgenden Experimenten zur Untersu-

chung der Proteinexpression von MHC Klasse I 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 unabhängigen Experimenten über 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 ß2-Mikroglobulin, HLA-A und 

HLA-B,C fielen a) die bei gleicher Belichtungszeit durchweg niedrigeren detektierten 

Signale des ß2-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 höhere Werte als bei HLA-A. In den 
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drei untersuchten Zelllinien konnte durch ß2-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 ß2-Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C auf Protein-
Mikroarrays durch Nachweis von MHC Klasse I über HLA-A, HLA-B,C und ß2-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 für 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-ß2-Mikroglobulin (Erstantikörper) und zur Detektion mit Ziege-anti-Maus (IgG 1)-Alexa647-Fab 
bzw. Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikörper) zur Detektion der Fluoreszenz im Zepto-
READER bei 635 nm inkubiert. Die relativen Fluoreszenz-Intensitäten der Proben (Normalgewebe: 
graue Balken; Tumorgewebe: schwarze Balken) sind auf die immobilisierte Proteinmenge normiert. 
Die Fehlerbalken repräsentieren Standardabweichungen von 3 unabhängigen Experimenten. 

Um die nachgewiesenen Proteinexpressionswerte anschaulich darzustellen und die 

Daten leichter interpretieren zu können, wurde zur Analyse der Proteinexpression 

folgende Auftragung gewählt: 
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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 äquidistante Darstellung positiver wie negativer Expres-
sionsverhältnisse garantiert. Die gezeigten Signale sind alle vor ihrer logarithmischen Darstellung auf 
die tatsächlich immobilisierte Menge Protein auf den Mikroarray-Substraten normiert worden. 

Die logarithmische Darstellung der Proteinexpressionsverhältnisse (Abbildung 33), 

angegeben in Signal des Tumor- zum Signal des Normalgewebes (hier gezeigt am 

Beispiel ß2-Mikroglobulin), ließ für 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 I in den jeweiligen Normalgeweben sowie ein heterogenes, das Ex-

pressionsverhältnis bestimmende, Signalspektrum in den Tumorlysaten (gezeigt in 

Abbildung 32). 

In 26 Nierenprobenpaaren, einem Colonprobenpaar und drei Rektumgewebepaaren 

konnte über die Proteinexpressionsanalyse eine deutlich erhöhte Expression von 

MHC Klasse I in Tumoren im Vergleich zu den korrespondieren Normalgewebepro-

ben nachgewiesen werden (Abbildung 34). Hierbei machte es keinen Unterschied, 

ob die Analyse über ß2-Mikroglobulin, HLA-A oder HLA-B,C durchgeführt wurde. Je 

nach Analyt fanden sich nur ein bis fünf von 30 Probenpaaren, in denen mehr MHC 

Klasse I-Expression im Normalgewebe zu finden war. Wurde der Wert (±) 1 auf der 

logarithmischen Skala (gleichbedeutend mit 2-fach erhöhter bzw. erniedrigter Prote-

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

biologisch signifikante Minderexpression von MHC Klasse I nachgewiesen werden. 
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Abbildung 34: Proteinexpressionsanalyse von ß2-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 für Metastasen von Probe 
RCC190. Dargestellt sind Log2-Verhältnisse des Signals der Tumorprobe zum Signal der Normalge-
webeprobe. 

Es konnte durch einen direkten Vergleich der Proteinexpressionsverhältnisse von 

HLA-A und HLA-B,C (siehe Abbildung 35) gezeigt werden, dass a) beide Analyten 

stark vergleichbare Expressionsmuster aufwiesen (Korrelationsfaktor R2 = 0,75), b) 

die absoluten Expressionsunterschiede mit teilweise bis zu 25-facher Überexpression 

von HLA im Tumorgewebe in vergleichbar starker Ausprägung 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 Fällen 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 Log2-Verhältnisse des Signals der Tumorprobe 
zum Signal der Normalgewebeprobe. Der horizontale, schwarze Balken gibt einen Schwellenwert von 
Log2(Tumor/Normal) = 1 an. 
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3.4.2 Signifikanzanalyse der Proteinexpression von ß2-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 durchgeführt. Die Er-

gebnisse der t-Tests sind in Box and Whisker plots als p-Wert vermerkt. 

 

0.0

0.5

1.0

1.5

R
FI

 [A
U

]

N l
0.0

Mittelwert

95%

5%

50% (Median)

Maximum

Minimum

 

Abbildung 36: Box and Whiskers Plot. Im Diagramm sind die einzelnen Komponenten eines Box 
and Whiskers Plot erklärt. Die Box umfasst 50% aller Messwerte. Die Enden der senkrechten Balken 
(Whiskers) schließen 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 dargestellt. 
Der Median ist innerhalb der Box mit einer durchgehenden, horizontalen Linie dargestellt. 

Die Proteinexpressionsanalysen wurden im Folgenden statistisch interpretiert. Bei 

den 3 untersuchten Analyten ß2-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 über ß2-
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 ß2-Mikroglobulin- bzw. HLA-B,C-Expression mit p < 

0.00004 angegeben werden. Zudem wurde durch die gewählte Auftragung der Daten 

die Heterogenität 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 ß2-Mikroglobulin, 
HLA-A und HLA-B,C  

Zur Überprüfung der mittels Reverse-Screening gewonnenen Aussagen zur MHC 

Klasse I-Proteinexpression wurden Western-Blot-Analysen mit ausgewählten Proben 

(RCC23 und 24, jeweils Normal- und Tumorgewebe) durchgeführt. 
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Abbildung 38: Western-Blot-Analyse der Proteinexpression von ß2-Mikroglobulin, HLA-A und 
HLA-B,C in denaturierend lysierten Gewebelysaten. Eine Auswertung erfolgte nach Inkubation der 
Pimärantikörper anti-ß2-Mikroglobulin (ß2Mg), anti-HLA-A sowie anti-HLA-B,C und nachfolgender 
Lumineszenz-Detektion mittels HRP-gekoppeltem anti-Spezies-Antikörper. 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 ß2-Mikroglobulin (12 kDa) dargestellt, im unteren Western-Blot die korrespondierenden 
ß-Actin-Banden bei 42 kDa als Ladungskontrolle (aufgenommen nach Strippen der Membranen). 

Über die Analyse der MHC Klasse1-Expression im Western-Blot, durchgeführt mithil-

fe der anti-ß2-Mikroglobulin-, anti-HLA-A- und anti-HLA-B,C-Antikörper, konnten die 

Ergebnisse der Proteinexpressionsstudien, die durch Antikörper-Inkubationen auf 

Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays gewonnen wurden, bestätigt werden Abbildung 

38). Die drei Analyten zeigten eine deutliche Überexpression von MHC Klasse I in 

den Tumorgewebelysaten im Vergleich zu den korrespondieren Normalgewebelysa-

ten. Das Resultat wurde im Falle der HLA-B,C-Analyse durch den schwächeren Ac-

tin-Nachweis in den Tumorlysaten, der als Ladekontrolle für dieses Experiment ver-

wendet wurde, zusätzlich verdeutlicht. 
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3.4.4 mRNA-Expression von ß2-Mikroglobulin, HLA-A, HLA-B und HLA-C 

Zur Analyse der mRNA-Expression von MHC Klasse I in einem definierten Proben-

satz von Nierenzellproben wurden Daten der Arbeitsgruppe Stevanović ausgewertet. 

Diese freundlicherweise zur Verfügung gestellten Expressionsdaten wurden durch 

Affymetrix-Analysen (durchgeführt von O. Schoor, AG Stevanović) von 12 Nieren-

probenpaaren (d.h. normales und malignes Nierengewebe) gewonnen. 
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Abbildung 39: mRNA-Expressionsanalyse von ß2-Mikroglobulin (b2Mg), HLA-A, HLA-B und 
HLA-C, basierend auf Affymetrix-Chip-Experimenten (Daten zur Auswertung von S. Stevanović zur 
Verfügung gestellt). Die untersuchten Proben beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzell-
karzinomen (RCC). Dargestellt sind die Log2-Verhältnisse des Signals der Tumorprobe zum Signal der 
Normalgewebeprobe. Die mRNA-Expressionsdaten wurden zur Auswertung für diese Doktorarbeit 
freundlicherweise von S. Stevanović zur Verfügung gestellt. 

Die untersuchten Proben wurden hinsichtlich der Expression von MHC Klasse I auf 

mRNA-Ebene analysiert. Mithilfe der verwendeten Affymetrix-Chip-Technologie 

konnte eine verstärkte 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 ß2-Mikroglobulin-

bezogene Gentranskription war unverändert. Insgesamt konnte in 9 von 12 Proben 

eine teilweise deutliche Hochregulation vom MHC Klasse I-Gencluster (ß2-

Mikroglobulin, HLA-A, HLA-B, HLA-C) gefunden werden. Für 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 I in Normal- und Tumorgeweben 
der Niere - Protein versus mRNA 

Im nun folgenden Kapitel der Doktorarbeit sollte die Expression von MHC Klasse I 

auf Proteinebene (analysiert auf Protein-Mikroarrays) mit der Expression auf mRNA-

Ebene (analysiert auf Affymetrix-Chips; durchgeführt von O. Schoor, AG Stevanović) 

verglichen werden.  
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Abbildung 40: Vergleich von MHC Klasse I Protein- mit mRNA-Expression. Die untersuchten 
Proben beinhalten Tumore und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen (RCC). Dargestellt sind die 
Log2-Verhältnisse 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 für diese Doktorarbeit freundlicherweise von S. 
Stevanović zur Verfügung gestellt. 

Bezogen auf die absolute Signalhöhe und die Tendenz zur Hochregulation von MHC 

Klasse I korrelierte die Proteinexpression von ß2-Mikroglobulin in den auf Protein-

Mikroarrays untersuchten 12 Probenpaaren gut mit den Ergebnissen der mRNA-

Expressionsanalyse (Abbildung 40). Der Korrelationskoeffizient konnte mit R2 = 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 ß2-Mikroglobulin 

auf Protein- und mRNA-Ebene. In Probe RCC100 konnte eine verringerte Protein- 

und mRNA-Expression von ß2-Mikroglobulin gefunden werden.  

Die HLA-A-Expression auf Proteinebene konnte mit deutlich stärkerer 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 Fällen unterschieden 

sich die Protein- von den mRNA-Expressionsverhältnissen bezüglich der Tendenz 

zur Hoch- bzw. Niederregulation. Der Korrelationskoeffizient von R2 = -0.23 verdeut-

lichte eine nur eingeschränkte 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 Fällen 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 stärkere Protein- als mRNA-Hochregulation in den untersuchten Tumorlysaten. 

Die gute Korrelation der mRNA- mit der Proteinexpression ließ sich auch durch den 

Korrelationskoeffizienten nachweisen, der für den Vergleich von HLA-B (mRNA) mit 

HLA-B,C (Protein) R2 = 0.47 und für den Vergleich von HLA-C (mRNA) mit HLA-B,C 

(Protein) R2 = 0.25 betrug. 

Proteinexpression mRNA-Expression

ß2-Mikroglobulin

HLA-A

HLA-B,C
 

Abbildung 41: Darstellung der Expressionsverhältnisse von ß2-Mikroglobulin, HLA-A und HLA-
B,C auf Protein- und mRNA-Ebene. Interpretiert wurden die in Tabelle 12 aufgeführten Expressi-
onsdaten. 

Die in Tabelle 12 aufgeführten Protein- und mRNA-Expressionsverhältnisse sind in 

Abbildung 41 graphisch dargestellt. Zusammenfassend konnte eine unveränderte 

mRNA-Expression sowie eine leichte Hochregulation (bis maximal Faktor 2) auf Pro-
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teinebene für die nicht-kovalent assoziierte MHC Klasse I-Untereinheit ß2-

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 Ausprägung (mit Faktoren bis ca. 2.5) mit 

mäßiger 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 Verhältnis Tu-
mor- zu Normalgewebe (T/N) (nicht-logarithmisch). b2Mg = ß2-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 für die-
se Doktorarbeit freundlicherweise von S. Stevanović zur Verfügung gestellt. 

HLA-A HLA-B,C b2Mg HLA-A HLA-B HLA-C b2Mg

Probe T/N T/N T/N T/N T/N T/N T/N

RCC44 2.44 4.14 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 2.13 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 2.97 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

Protein-Expression mRNA-Expression

 

Für HLA-B,C konnte die stärkste Proteinüberexpression gezeigt werden (mit starken 

Ausreißern bis maximal Faktor 36 mehr HLA-B,C-Proteinexpression im Tumor- zum 

Normalgewebe). Auch auf der mRNA-Ebene konnte (mit Werten bis maximal Faktor 

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

te. 

Die dargestellten Daten widersprechen der gängigen 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 großen Mehrzahl der untersuchten Nierenprobenpaare 

eine teilweise sehr deutliche Hochregulation von MHC Klasse I in den Tumorgewe-

ben zu finden war. Diese Daten wurden durch Experimente gewonnen, die zur 

mRNA-Expressionsanalyse die Affymetrix-Chip-Technologie und für die Proteinex-

pressionsanalyse die neuartige, sorgfältig etablierte Reverse-Screening-Technologie 

verwendeten. Hierbei wurden immer drei unabhängige Experimente ausgewertet, 

nachdem die untersuchten Protein-Mikroarrays auf die tatsächlich immobilisierte Pro-

teinmenge normiert und die verwendeten Bindemoleküle hinsichtlich ihrer Spezifität 

charakterisiert worden waren. Somit wurden zwei hochwertige, valide Technologien 

miteinander verknüpft, um die Expression von MHC Klasse I analysieren zu können. 
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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 großen Proben-

satz auf ihre Expression in Tumor- und dem korrespondierenden Normalgewebe zu 

untersuchen. Durch diese Tumor-Screening genannte Applikation wurden Tumor-

marker analysiert, die über die Charakterisierung von Peptiden erforscht wurden, die 

MHC-Proteine auf der Zelloberfläche von Geweben präsentierten. Die exprimierten, 

an der Zelloberfläche verankerten MHC-Proteine tragen Peptide unterschiedlicher 

Länge von zytosolisch oder endosomal abgebauten Proteinen, die durch Immu-

nopräzipitationstechniken aufgereinigt und durch Massenspektrometrie analysiert 

wurden. Über die Peptidsequenz konnte in einem nächsten Schritt auf Proteine rück-

geschlossen werden, die entweder Tumor-spezifische Antigene (wenn sie aus-

schließlich in Tumoren zu finden waren) oder Tumor-assoziierte Antigene (wenn sie 

neben den Normalgewebe auch in Tumoren zu finden waren) genannt wurden 

(Stevanović 2002). Die hier untersuchten Tumormarker waren Tumor-assoziierte An-

tigene, die in der Arbeitsgruppe Stevanović 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 Spezifität der eingesetzten Antikörper einerseits sowie die durch Verwen-

dung der Zeptosens-Technologie erreichte Sensitivität 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 ß2-

Mikroglobulin untersucht. Da die Probengrößen der Prostatakarzinomgewebe sehr 

klein waren, wurde als Kontrollgewebe histologisch klassifiziertes Gewebe der Sa-

menblase eingesetzt. Die Proteine HLA-A,B,C und ß2-Mikroglobulin sind nicht als 

„klassische“ Tumormarker beschrieben. Dennoch wurde die Analyse gerade dieser 

MHC Klasse I-Proteine als interessant angesehen, da sie a) in vorgehenden Kapiteln 
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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 ß2-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-ß2-Mikroglobulin (Erstantikörper) und zur Detektion mit Ziege-anti-Maus (IgG 1)-Alexa647-
Fab bzw. Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikörper) zur Detektion der Fluoreszenz im 
ZeptoREADER bei 635 nm inkubiert. Die logarithmisch zur Basis 2 dargestellten Fluoreszenzintensi-
täts-Verhältnisse 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 unauffällige 

Expression in Prostata, Colon und Rektum zeigen (Abbildung 42). In den Nierenpro-

ben zeigte sich eine tendenzielle Überexpression mit Log2-Werten bis ca. 2, was ei-

ner 4-fachen Überexpression von HLA-A,B,C in Tumor- verglichen mit den korres-

pondierenden Normalgeweben bedeutete. Das nicht-kovalent an MHC Klasse I-

assoziierte Protein ß2-Mikroglobulin konnte mit einer schwachen Tendenz zur Über-

expression in Nierentumoren, einer unauffälligen Expression in Colon- und Rektum-

proben und einer sehr deutlichen Überexpression in den untersuchten Prostatatumo-

ren charakterisiert werden. Dieses Ergebnis bedeutet entweder, dass die Proteinex-

pression von ß2-Mikroglobulin in der Prostata um einen Faktor 5-50 höher ist als in 

der Samenblase, oder dass ß2-Mikroglobulin als potentieller Tumormarker in Prosta-

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

Unter den potentiell Tumor-spezifischen Antigenen (Tabelle 1) wurden auch zytosoli-

sche (ß-Catenin) und nukleäre Proteine (Ki67) beschrieben. ß-Catenin wurde als ein 

Signalmolekül 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 ß-Catenin, Ki67. Die untersuchten Proben beinhalten Tumore 
und Normalgewebe aus Nierenzellkarzinomen, Prostatakarzinomen, Colonkarzinomen und Rektum-
karzinomen. Die Arrays wurden mit Kaninchen-anti-ß-Catenin und Kaninchen-anti-Ki67 (Erstantikör-
per) und zur Detektion mit Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikörper) zur Detektion der 
Fluoreszenz im ZeptoREADER bei 635 nm inkubiert. Die logarithmisch zur Basis 2 dargestellten Fluo-
reszenzintensitäts-Verhältnisse der Tumorgewebeproben zu den Normalgewebeproben sind auf die 
immobilisierte Proteinmenge normiert. 

Die Expression von ß-Catenin in Nierenproben zeigte ein stark heterogenes Bild mit 

mehr als 2-facher Über- bis mehr als 4-facher Minderexpression in den analysierten 

Tumorgeweben (Abbildung 43). Die Tumorgewebe von Prostata, Colon und Rektum 

zeigten im Vergleich mit den Kontrollgeweben eine deutliche Tendenz zur Überex-

pression (mit bis zu Faktor 4 stärkerer Expression in den Tumoren). Das als Prolife-

rationsmarker und Nieren-spezifischer Tumormarker beschriebene Protein Ki67 

konnte mit eindeutiger Tendenz zur Überexpression in den Tumorgeweben der Nie-

renproben und unauffälliger Expression in den Organen Prostata und Colon unter-

sucht werden. Des Weiteren zeigte sich eine Überexpression von Ki67 (mit Werten 

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

In die Tumor-Screening-Analyse wurden auch Zellmembranproteine aufgenommen, 

die von ihrer Struktur her als membranverankerte (CEA (auch CEACAM5 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-
CAM5). 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 IX, Kaninchen-anti-CEA bzw. 
Maus-anti-Muc-1 (Erstantikörper) und zur Detektion mit Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab bzw. Zie-
ge-anti-Maus (IgG 1)-Alexa647-Fab (Zweitantikörper) zur Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREA-
DER bei 635 nm inkubiert. Die logarithmisch zur Basis 2 dargestellten Fluoreszenzintensitäts-
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Verhältnisse der Tumorgewebeproben zu den Normalgewebeproben sind auf die immobilisierte Prote-
inmenge normiert. 

Die Rezeptortyrosinkinase cMet zeigte eine unauffällige Proteinexpression in den 

Geweben von Prostata und Rektum (siehe Abbildung 44). In den Tumoren der Niere 

und des Colons konnte eine nahezu eindeutige Überexpression 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 unauffällige Tendenz. 

Dahingegen konnte für die Tumoren der Niere in den denaturiert auf Protein-

Mikroarrays immobilisierten Gewebelysaten eine schwache Tendenz zur Überex-

pression (mit Werten bis zu Faktor 2.3) festgestellt werden. Das membrangebunde-

ne, glykosylierte Phosphoprotein Muc-1 zeigte nur in den Nierenproben eine auffälli-

ge Expressionstendenz – hier wurde eine schwache Überexpression von Muc-1 in 13 

von 16 Proben gefunden. Das Karzinoembryonale Antigen CEA zeigte eine hetero-

gene, in der Summe unauffällige Proteinexpression in den Proben der Organe Niere 

und Prostata. Dahingegen konnte für die Colon- und Rektumkarzinomproben, mit bis 

zu 16-facher Überexpression, CEA als deutlicher Tumormarker charakterisiert wer-

den. Die als Tumor-assoziiertes Isoenzym der Niere bekannte Carboanhydrase IX 

konnte im Tumor-Screening als eindeutig Nierenzellkarzinom-abhängiges Protein 

klassifiziert werden. Die Expressionswerte der Nierentumoren zeigten eine bis zu 12-

fache Überexpression im Vergleich zu den Kontrollgeweben der Niere. Die Protein-

expression in den Organen Prostata, Colon und Rektum konnte als unauffällig 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 Ionen verändert werden, die daraufhin das von extrazellulär kommende Signal 

(z.B. ausgelöst durch Wachstumsfaktoren wie EGF (endothelial growth factor) oder 

Zytokine wie TNF-α (Tumornekrosefaktor-α)) in den Zellkern weiterleiten und da-

durch Prozesse der Zelldifferenzierung oder Zellproliferation einleiten. Zwei Beispiele 

für 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 



Ergebnisse      87 

 

ERK bzw. JNK auch die jeweiligen phosphorylierten Formen bezüglich 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 (Erstantikörper) und zur Detektion mit Zie-
ge-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikörper) zur Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREADER 
bei 635 nm inkubiert. Die logarithmisch zur Basis 2 dargestellten Fluoreszenzintensitäts-Verhältnisse 
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 Überexpression) nachgewiesen werden. Die Proben der Organe Niere, Co-

lon und Rektum zeigten ein heterogenes, nicht zu Minder- oder Überexpression 

deutbares Signalspektrum. Phosphoryliertes JNK (pJNK) zeigte ebenso heterogene 

Signale in den Prostata-, Colon- und Rektumproben, jedoch eine schwache, aber 

nahezu eindeutige Tendenz der Proteinüberexpression in den Tumorlysaten der Nie-

rengewebeproben. 15 von 16 Nierentumoren exprimierten mehr pJNK als ihre kor-
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respondierenden Normalgewebe. Für ERK konnte in den Prostata- und Colontumo-

ren eine eindeutige, bis zu 3-fache Überexpression nachgewiesen werden. Die Sig-

nale der Nierentumore erstreckten sich von fast 4-facher Überexpression 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 unauffälli-

ge pERK-Proteinexpression, wohingegen die Nierentumoren in 13 von 16 Fällen bis 

zu 5-mal mehr pERK exprimierten als die Kontrollgewebe. 
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Abbildung 46: Verhältnisse 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 (Erstantikörper) und zur Detektion mit Ziege-anti-Kaninchen-Alexa647-Fab (Zweitantikörper) 
zur Detektion der Fluoreszenz im ZeptoREADER bei 635 nm inkubiert. Logarithmisch zur Basis 2 dar-
gestellt sind die Expressionsverhältnisse (phosphoryliert zu nicht-phosphoryliert) der Tumorgewebe-
proben zu den Normalgewebeproben, basierend auf den in Abbildung 45 aufgetragenen Daten. 

Um Aussagen über den Phosphorylierungsgrad von JNK und ERK im Vergleich Tu-

mor- zu Normalgewebe geben zu können, wurde die in Abbildung 46 gezeigte Dar-

stellung gewählt. Für JNK konnte in den Nieren - und Rektumproben ein heteroge-

nes, unauffälliges 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. Für 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 Heterogenität des Phosphorylierungsmusters von ERK in den untersuchten 

Nierengewebelysaten zeigte sich noch stärker 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 über Expressionsanalysen in einer großen Zahl klinischer Proben Bio-

marker identifizieren und sie kann über 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 Sensitivität auf Markerproteine untersuchen und Proteine über 

Standardreihen absolut quantifizieren kann.  

Um die Reverse-Screening-Plattform aufzubauen, wurden verschiedene Mikroarray-

Substrate evaluiert. Da die Oberflächen zur Immobilisierung von Proteinen mit Puf-

fersystemen kompatibel sein sollten, die - aufgrund der gewählten Lysemethode - 

Detergenzien oder Amino-reaktive Bestandteile enthielten, wurden die Experimente 

zum Methodenaufbau nur auf CodeLink-Substraten weitergeführt. Nur diese Stan-

dard-Mikroarray-Substrate konnten hinsichtlich der Protein-Anbindung, der Linearität 

der Mess-Signale und der Nachweisgrenze überzeugen.  

Die Plattform wurde durch Untersuchungen zum Modellmolekül MHC Klasse I 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 Antikörper anti-ß2-

Mikroglobulin inkubiert und über ein Fluoreszenz-basiertes Detektionssystem im kon-

fokalen Laser-Scanner ausgelesen. Die Signale der zur Bestimmung des MHC-

Gehaltes in einer Verdünnungsreihe immobilisierten MHC Klasse I-Moleküle konnten 



Diskussion      91 

 

bis zu einer Nachweisgrenze von 40 ng/ml detektiert werden, was einer Sensitivität 

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

Die Quantifizierungsanalysen der Zelllinien DEU und BM14 zeigten für die konstitutiv 

MHC-exprimierenden BM14 ca. 100 000 MHC-Moleküle pro Zelle und für die MHC-

überexprimierenden DEU ca. 2 x 106 Moleküle MHC pro Zelle. Der physiologische 

Bereich der MHC-Expression normaler Zellen liegt zwischen 50 000 bis 100 000 Mo-

lekülen pro Zelle (Yewdell 2003), eine starke Überexpression kann Werte bis zu 106 

Moleküle MHC pro Zelle ergeben (McCluskey 1999). Der Assay zur MHC-

Quantifizierung zeigte somit eine Sensitivität für ca. 1 Zelle. 

Die RPPM-Technologie wurde in einem nächsten Schritt mit der Detektionsplattform 

der Firma Zeptosens verknüpft, um eine Sensitivitätssteigerung zu erreichen, die 

auch die Analyse sehr gering konzentrierter Tumormarker ermöglicht. Die auf diese 

Plattform übertragenen Experimente zum Methodenaufbau erbrachten den Nach-

weis, dass durch den Einsatz der Planaren Wellenleiter-Technologie im Vergleich zur 

konfokalen Laser-Scanner-Technologie Sensivitätssteigerungen um ungefähr Faktor 

5 erreicht werden (3.1.2). Somit konnte die Sensitivität der Nachweisreaktion und die 

Linearität der Mess-Signale unter Verwendung der PWG-Technologie im Vergleich 

zu den CodeLink-Ergebnissen in den Etablierungs-Experimenten deutlich verbessert 

werden. 

Ein wichtiger Punkt für die Etablierung der Reverse-Screening-Plattform war die 

Qualitätskontrolle der Protein-Mikroarrays (3.1.3). Aus der mRNA-Expressions-

analyse können routinemäßig Ergebnisse hoher Qualität und Vertrauenswürdigkeit 

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 

Validität überprüft. Für Protein-Mikroarrays wurden bis heute nur wenige Strategien 

zur Qualitätsicherung entwickelt. Andersson et al. stellten eine interne Normalisie-

rung der in Zellkulturproben detektierten Signale über die vergleichende Analyse 

zweier, mit unterschiedlichen Farben, markierter Proben (s.o.) auf Protein-

Mikroarrays (Forward-Phase-System) vor (Andersson 2005). Chan et al. normierten 

die Signalintensität jedes Spots ihres vorgestellten RPPM-Screening-Systems auf 

das korrespondierende ß-Aktinsignal der untersuchten Zellkulturproben, das über ei-
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nen zweiten Fluoreszenzkanal detektiert wurde. Nishizuka et al. färbten die verwen-

deten Nitrozellulose-beschichteten Standard-Mikroarray-Substrate zur Markierung 

der Proteine der Zellkulturproben mit einem Fluorophor an, das anschließend zur 

Analyse der Totalproteinmenge pro Spot im konfokalen Laserscanner ausgelesen 

wurde (Nishizuka 2003). Vorversuche während dieser Doktorarbeit zeigten jedoch, 

dass über 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 Ansätzen wurde das während 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 durchgeführte Lyse auf das Vorkom-

men vielfältiger Probenbestandteile - wie z.B. Extrazellulärmatrix, Lipide, Bindege-

webe, Blutbestandteile - angepasst. Zur Analyse der tatsächlich auf den Protein-

Mikroarrays immobilisierten Proteinmenge wurde daraufhin ein Proteinanfärbungs-

verfahren entwickelt, das direkt auf dem Substrat nach dem Drucken der Mikroarrays 

durchgeführt wird und die Proteine über ihre primären Aminogruppen mit einem Fluo-

rophor markiert. Das durch die Antikörper-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-

Heterogenität könnte hierfür der Grund sein. Vor allem der teilweise recht hohe Blut-

gehalt der analysierten Gewebe, der eine erkennbare Färbung der Proben von gelb-

lich-orange bis rot-braun bedingte, dürfte das durch Verwendung der etablierten 

Coomassie-Proteinbestimmungsmethode erzielte erste Ergebnis der Probenprotein-

konzentration verfälscht haben. Die hohe Qualität der neuentwickelten Fluoreszenz-

basierten Qualitätskontrolle konnte mit einer mittleren, prozentualen Standardabwei-

chung über alle Proben von 8.6% bestätigt werden (siehe Abbildung Abbildung 18). 

Es fiel auf, dass die Ausreißer in allen Fällen Tumorgewebe waren. Ein Grund hierfür 
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könnten eine im Vergleich zum Kontrollgewebe stärkere histologische Heterogenität 

sein. Gerade die in Tumoren vermehrt stattfindenden Prozesse zur Gefäßneubildung 

(Angiogenese) und ein daraus resultierender höherer Blutgehalt sollten hier in Be-

tracht gezogen werden (Rundhaug 2005). 

Da die interessierenden Analyten in den Spots der Protein-Mikroarrays durch Anti-

körper detektiert werden, war es notwendig, eine eingehende Charakterisierung der 

Bindemoleküle durchzuführen (3.1.4). Auf Western-Blot-Streifen von aufgetrennten 

repräsentativen Gewebelysaten wurden die Antikörper zur MHC-Quantifizierung und 

zum Tumor-Screening auf ihre Spezifität getestet. Alle zur Quantifizierung verwende-

ten MHC Klasse I-spezifischen Antikörper zeigten die erwartete Spezifität, d.h. die 

Detektion einer Bande am erwarteten Molekulargewicht. Die für das Tumor-

Screening eingesetzten Antikörper konnten nicht in allen Fällen die gesetzten Quali-

tätskriterien erfüllen (siehe Abbildung 20). Das Erkennen einer spezifischen Bande 

am erwarteten Molekulargewicht in einer repräsentativen Probe bedeutet nicht, dass 

nicht in anderen Proben unerwartete und unerwünschte Spezifitäten (z.B. Kreuzreak-

tionen mit anderen Mitgliedern der jeweiligen Proteinfamilie) gefunden werden könn-

ten. Diese potentiellen Probleme sind jedoch analog auch auf anderen Expressions-

analyse-Plattformen wie cDNA-, Oligo- oder Antikörper-Mikroarrays zu finden. Über 

eine weitergehende Charakterisierung der Antikörper auf 2D-Western-Blots könnte 

die Spezifität der Antikörper, 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). Über 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 für jede der Proben über die untersuchten 8 Spots (4 Verdünnungsstufen 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 eingeschränkt nachvollzogen wer-

den (siehe Abbildung 25). Da sich durch den in Western-Blot-Analysen bekannter-
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maßen eingeschränkten dynamischen Bereich und der eingeschränkten Reprodu-

zierbarkeit Quantifizierungswerte mit höherer Variabilität und geringer Spezifität er-

gaben, widersprachen die Messergebnisse physiologischen MHC-Expressionswerten 

um ein Mehrfaches. Bezogen auf die Beobachtung der in 8 von 9 Tumorgeweben er-

höhten MHC-Expression konnten die Protein-Mikroarray-Resultate aber qualitativ 

bestätigt werden. Zusammenfassend lässt sich darstellen, dass die aufgebaute 

Technologie-Plattform unter Verwendung von Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays 

qualitativ und quantitativ hochwertige Analysen von Gewebeproben ermöglicht. Der 

Ablauf zur Durchführung eines Reverse-Screening lässt sich in folgenden Schritten 

zusammenfassen: 

• Auswahl und Charakterisierung der Antikörper. 

• Qualitätskontrolle der Protein-Mikroarrays. Normierung der Assay-Signale auf 

die tatsächlich immobilisierte Proteinmenge. 

• Anordnung der Proben in einem definierten Layout. 8 Spots repräsentieren ei-

ne Probe. 4 Verdünnungsstufen simulieren eine Detektion über einen einge-

schränkten dynamischen Bereich. Referenzspots gleichen die Abschwächung 

des Laserlichts aus und erhöhen die Detektionsqualität durch Kompensation 

der Intra- und Inter-Array-Varianzen. 

• Screening der Biomarker in den ausgewählten Proben mittels vorcharakteri-

sierter Antikörper. 

• Validierung der Ergebnisse - zumindest in der Phase der Methoden-

entwicklung - durch etablierte biochemische Methoden (Western-Blot, FACS, 

Mikrosphären-basierte Systeme). 

• Auswertung der Datensätze mittels definierter Auswertungs-Makros unter Ein-

berechnung der Fehlerfortpflanzung. Durchführung 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 größeren 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 I quantifi-

ziert (3.3.). Der schon vorher verwendete anti-ß2-Mikroglobulin-Antikörper, der die 

nicht-kovalent an MHC Klasse I assoziierte Untereinheit ß2-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 über die in jedem Sub-Array enthaltene 

MHC-Monomer-Eichreihe quantifiziert. Die Eichreihen konnten über eine lineare 

Regression in allen Fällen mit sehr guter Korrelation (R2 = 0.999; siehe Abbildung 27) 

angepasst werden. Die über 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 über die drei Experimentwiederholungen 

bestimmten Standardabweichungen eine insgesamt geringe Ausprägung. 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 Signalhöhe zwischen 3 und 12 pmol MHC schwankten. Auffällig war die Beo-

bachtung, dass in 28 von 30 Probenpaaren gleichviel oder mehr MHC Klasse I quan-

tifiziert werden konnte. 

Die Quantifizierung von MHC Klasse I wurde im zweiten Teil der MHCquant-

Experimente mit einem weiteren, MHC Klasse I-spezifischen Antikörper durchge-

führt. Der von H. Ploegh entwickelte monoklonale Antikörper (Stam 1986; Stam 

1990) erkennt (nachgewiesen im Western-Blot; siehe Abbildung 19) nur die nicht an 

ß2-Mikroglobulin gebundene, freie schwere Kette von MHC I. Da die Protein-

Mikroarrays ausschließlich Proben enthielten, die durch denaturierte Lyse hergestellt 

wurden, konnte der Antikörper zur Quantifizierung von MHC Klasse I über die Erken-

nung des HLA-A-Subtypus eingesetzt werden. Ebenso wie für die Quantifizierungs-

analyse über ß2-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 

Antikörper zeigte eine geringere Spezifität für die immobilisierten MHC-Monomere. 

Der dynamische Bereich erstreckte sich über insgesamt nur 4 Verdünnungsstufen, 

die sich aber mit sehr guter Korrelation (R2 = 0.992; siehe Abbildung 30) linear an-

passen ließen. Wie schon bei der Analyse von ß2-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 bekanntermaßen 

MHC-überexprimierenden Linien JY und WILJON eine ausgeprägte MHC-

Expression, die MHC niedrig exprimierende Linie LCL bestätigten ebenfalls die hier-

zu erhaltenen Informationen von S. Stevanović.  

Die Qualität der Quantifizierungsexperimente unterstreicht die Verwendungs-

möglichkeit der MHCquant-Plattform zur genauen Charakterisierung von Patienten-

geweben bezüglich der Expression von MHC Klasse I-Proteinen als eine wichtige 

Voruntersuchung zur Durchführung von Peptid-Vakzinierungen (Stevanović 2002; 

Singh-Jasuja 2004). So können nicht nur Aussagen über die zu findenden HLA-

Subtypen, sondern auch über den absoluten MHC-Gehalt der Zellen gewonnen wer-

den. 

Da MHC Klasse I-Moleküle nur in vollständig assembliertem, peptidbeladenem Zu-

stand auf der Zelloberfläche exprimiert werden, warfen die Experimente zur ß2-

Mikroglobulin- und HLA-A-Quantifizierung weiterführende Fragen auf. Warum weisen 

nahezu alle Tumorproben mehr MHC Klasse I auf als die Kontrollproben (über ß2-

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 Stöchiometrie von ß2-Mikroglobulin zu der jeweiligen schweren Kette auf-

grund der gewonnenen Ergebnisse? 

Die gängige Lehrmeinung beschreibt die Niederregulation von MHC Klasse I in Tu-

morzellen als einen Mechanismus, um sich dem Immunsystem zu entziehen. Die 

zugrunde liegenden Mechanismen lassen sich folgendermaßen 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 I Haplotyp-Verlust - beobachtet in Melanom- und Colonkarzinomzellen, 

d) ß2-Mikroglobulin-Mutationen oder -Deletionen (Khong 2002; York 2003). Die be-

schriebenen Mechanismen können einen partiellen oder vollständigen Verlust eines 

MHC Klasse I 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 begründet 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 I bezogen auf Hepatitis C-Virus-infizierte Leberzellen beschrieben 

(durch TAP-1-Hochregulation bedingt). Die Leberzellen konnten sich nachfolgend 

über eine signifikant niederregulierte, zytotoxische Aktivität der Natürlichen Killerzel-

len der Immunantwort entziehen (Herzer 2003). So können die gewonnenen Resulta-

te der Quantifizierungen Ausdruck noch zu erforschender Immunregulationen sein, 

die die Tumorzellen über MHC Klasse I-spezifische Hochregulation befähigen, die 

Aktivität der zytotoxischen CD8-T-Zellen sowie der NK-Zellen zu inhibieren und somit 

das weitere Wachstum des Tumors zu gewährleisten.  

Da nur assemblierte MHC-Komplexe - mit Peptid beladen - auf der Zelloberfläche 

exprimiert werden, ermöglichen die geringen absoluten Unterschiede der ß2-

Mikroglobulin-Quantifizierung es den Tumorzellen nur eingeschränkt, über die starke 

Hochregulation von HLA-A mehr MHC Klasse I-Moleküle zu präsentieren. Folglich 

könnten auch intrazelluläre Signalwege beeinflusst sein, die die HLA-A-Synthese un-

abhängig von der ß2-Mikroglobulin-Synthese fördern und somit die großen, stöchio-

metrischen Unterschiede erklären könnten.  

4.3 Protein- und mRNA-Expressionsanalyse von MHC Klasse I 

Die der Quantifizierung von MHC Klasse I zugrunde liegenden Proteinexpressions-

signale wurden mit Analysen zur mRNA-Expression verglichen, die von O. Schoor in 

der Arbeitsgruppe Stevanović durchgeführt wurden. Neben den MHC I-spezifischen 

Antikörpern anti-ß2-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-Antikörper gewonnen (Stam 1986). Die Proteine wurden über eine loga-

rithmische Darstellung (Log2-Verhältnisse Expressionssignal Tumor- zu Normalge-

webe) bezüglich ihrer Proteinexpressionsmuster ausgewertet (3.4.1.). Es zeigte sich 

bei ß2-Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C übereinstimmend, dass die Expressions-

auffälligkeiten auf Proteinebene durch die mehr oder minder starke Signalheterogeni-

tät der Tumorproben bedingt war (Abbildung 32). Die jeweiligen Normalgewebepro-

ben zeigten ein - über die große Mehrzahl der Proben betrachtet - stabiles Expressi-
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onsmuster. Bezogen auf die erhaltenen logarithmischen Proteinexpressionsdarstel-

lungen konnte für die drei untersuchten Proteine eine fast eindeutige Tendenz zur 

Überexpression von MHC Klasse I 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 R2 = 0.75 eine erstaun-

liche Übereinstimmung der Proteinexpression in den untersuchten 30 Probenpaaren 

nachgewiesen werden. Hier konnte in 22 von 30 Fällen eine biologisch signifikante 

Proteinüberexpression (mit mehr als 2-fach erhöhter Expression in den Tumorgewe-

ben im Vergleich zu den Kontrollgeweben) detektiert werden.  

Die durch gepaarte t-Tests durchgeführten Signifikanzanalysen (siehe Abbildung 37) 

bestätigten mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0.004 eine in Tumorgeweben zum 

korrespondieren Normalgewebe unterschiedliche MHC Klasse I-Expression auf Pro-

teinebene. In den untersuchten Fällen wurde die Unterschiedlichkeit eindeutig mit der 

Tendenz zur Überexpression 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 Überexpression von unterschiedlichen Struktu-

ren von MHC Klasse I den Tumorzellen ein noch nicht beschriebener Selektionsvor-

teil gegeben sein könnte, der es ihnen ermöglichen könnte, sich dem Immunsystem 

zu entziehen, obwohl die Gewebe mehr Erkennungsmerkmale exprimieren können 

und damit potentiell empfänglicher für eine T-Zell-Antwort werden. 

Die durch Proteinexpressionsanalysen auf Protein-Mikroarrays erhaltenen Ergebnis-

se der MHC Klasse I-Expression ließen sich in den vergleichend in der Arbeitsgruppe 

Stevanović durchgeführten mRNA-Expressionsprofilen mit Einschränkungen nach-

vollziehen (siehe Abbildung 40). Übereinstimmend konnte in dem untersuchten Pro-

bensatz von 24 Nierzellkarzinomproben auf der mRNA- und der Proteinebene ein 

Trend zur Hochregulation von MHC Klasse I gefunden werden. In ca. 75% der Pro-

ben entsprach die Tendenz der Transkriptionsanalysen den Proteinexpressionsmus-

tern. Die mRNA-Resultate zeigten sich aber in deutlich schwächerer Ausprägung. 

Hieraus kann geschlossen werden, dass sich die auf Proteinebene teilweise sehr 

starke Überexpression insbesondere von HLA-A und HLA-B,C nicht vollständig auf 

die Regulation der MHC Klasse I-Gentranskription zurückführen lässt. Vielmehr 

könnten spätere Prozesse, die den Abbau und die Akkumulation der schweren Kette 
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von MHC I betreffen, eine wichtige Rolle spielen. Da über die Reverse-Screening-

Technologie, bei der denaturierte Lysate von zermörserten Gesamtgewebestücken 

immobilisiert werden, keine Erkenntnisse über die Lokalisation der stark überexpri-

mierten schweren Kette gewonnen werden können, könnten 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 Aufklärung dieser Beobachtung geben. 

4.4 Tumor-Screening 

4.4.1 Tumor-Screening von Tumor-assoziierten Antigenen 

Die Gruppe der über Reverse-Screening untersuchten Proteinmarker wurde über 

HLA-Epitop-Analysen in der Arbeitsgruppe Stevanović identifiziert und enthielt neben 

zytosolischen und nukleären Proteinen auch membranständige Tumor-assoziierte 

Antigene. Die in einem ersten Tumor-Screening untersuchten MHC Klasse I-Proteine 

HLA-A,B,C und ß2-Mikroglobulin erbrachten zwei auffällige Ergebnisse: a) das mit 

dem anti-HLA-A,B,C-Antikörper (w6/32) durchgeführte Screening in den 70 Gewebe-

proben aus Nierenzell-, Prostata, Colon- und Rektumkarzinomen zeigte in den Nie-

rentumorgeweben eine tendenziell höhere Proteinexpression (bis zu Faktor 4) als in 

den korrespondierenden Normalgeweben, b) in Prostatakarzinomen konnte über ß2-

Mikroglobulin eine stark erhöhte Expression (bis zu Faktor 50) im Vergleich zu den 

Kontrollgeweben der Samenblase detektiert werden. Die Resultate des HLA-A,B,C-

Screenings spiegeln - in abgeschwächter Ausprägung - die Ergebnisse der HLA-A- 

bzw. HLA-B,C-Analysen (3.4.1) wider. ß2-Mikroglobulin-Überexpression konnte in 

dieser Studie als Beleg für entweder a) stark unterschiedliche Proteinexpression von 

ß2-Mikroglobulin in Prostata und Samenblase oder b) einen über vergleichende Pro-

teinexpressionsanalysen mittels Reverse-Screening-Technologie identifizierten Tu-

mormarker gelten (siehe Abbildung 42). 

ß-Catenin vermittelt die Adhäsion 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 Adhäsionsproteinen 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 durchgeführte 

Tumor-Screening-Analyse konnte eine deutliche Tendenz zur Überexpression von ß-

Catenin in Prostata-, Colon- und Rektumproben detektiert werden. Somit kann ß-

Catenin in diesen Tumorgeweben als potentielles Markerprotein gelten. Das nukleäre 

Protein Ki67, das als Proliferationsmarker solider Tumoren beschrieben wurde 

(Zellweger 2005), konnte nur bedingt als Tumormarker über die Proteinexpressions-

analyse auf Protein-Mikroarrays nachgewiesen werden (siehe Abbildung 43). Über 

die schwache Tendenz zur Überexpression in den Rektum- und Nierezellkarzinomen 

wurde die Rolle von Ki67-Expression in der malignen Progression der Gewebe bes-

tätigt (Rey 1998). 

Unter den membranständigen 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 über eine 

auf Proteinebene nachgewiesene Überexpressionstendenz als potentieller Marker 

beschrieben werden (siehe auch (Schag 2004)). Muc-1 zeigte einen schwachen 

Trend zur Überexpression in Nierenzellkarzinomen (siehe Abbildung 44), bestätigte 

aber damit die Klassifizierung als Tumormarker für hämatologische 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 für die Therapie 

von Colontumoren zugelassen. Die über Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays analy-

sierten EGFR-Proteinexpressionsmuster zeigten in den Colontumoren aber keine 

Auffälligkeiten, nur in den Nierenzellkarzinomen konnte ein schwacher Trend zur Ü-

berexpression detektiert werden. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die neu entwickelte Reverse-Screening-

Plattform hervorragend für die Proteinexpressionsanalyse von Gewebelysaten an-

gewendet werden kann. Es konnten in dieser Doktorarbeit einige bekannte Tumor-

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

assoziierten Antigene ermöglicht. 

4.4.2 Tumor-Screening von Signaltransduktionsmolekülen 

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 für die Phar-

makotherapie und zur Entwicklung neuer Medikamente von großem Interesse. Der 

Informationsfluss in der Zelle wird durch Protein-Protein-Interkationen vermittelt und 

insbesondere Phosphorylierungen ermöglichen die Signalweiterleitung intrazellulärer 

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 

extrazellulären 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 Überexpression tendierendes Muster, vor allem die Nierenzellkarzi-

nome konnten mit bis zu Faktor 4 höherer Proteinexpression bestimmt werden. Eine 

Tendenz zur Überexpression konnte für 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 über den Phosphorylierungsgrad der Kinasen 

im Vergleich Tumor- zu Normalgewebe treffen zu können, wurden die einzelnen 

Phosphorylierungsverhältnisse (T/N) gegeneinander aufgetragen (Abbildung 46) und 

logarithmiert. Eine Auftragung der phosphorylierten zur nicht-phosphorylierten Form 

von JNK oder ERK ausschließlich bezogen auf die Tumorgewebe oder die Normal-
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gewebeproben hätte hier keinen Aufschluss über den Grad der Aktivierung geben 

können, 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). Für die Stress-induzierbare Kinase 

JNK konnte kein eindeutiger Trend im Phosphorylierungsmuster für die Nieren- und 

Rektumproben, aber Hinweise zur geringeren Phosphorylierung in den Prostata- und 

Colontumoren erhalten werden. Für die durch Wachstumssignale aktivierbare Kinase 

ERK zeigte sich ein vergleichbares Bild. Der Trend zur geringeren Phosphorylierung 

der Prostata- und Colontumoren konnte in stärkerer Ausprägung nachgewiesen wer-

den. Zusammenfassend konnte eine schwächere 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 außer 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 größeren Zahl von Tumorgeweben eingesetzt werden. Auch in diesem 

Falle war die durch die Kombination der Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays mit der 

Zeptosens-Technologie erzielte Sensitivität der Signaldetektion ein großer Vorteil, da 

die Signalunterschiede teilweise sehr gering ausfielen und nur über eine akkurate, 

mit geringen Standardabweichungen operierende Detektionsmethode eine signifikan-

te Unterscheidung der Aktivierungsform der Proteine ermöglicht wurde. Alle in dieser 

Doktorarbeit analysierten Proteinexpressionsmuster wurden entsprechend der proto-

kollierten Vorgehensweise (siehe 4.1) durchgeführt, die durch Antikörperspezifitätsa-

nalysen, Qualitätskontrollen der Protein-Mikroarrays etc. eine hohe Reproduzierbar-

keit und Spezifität der gewonnenen Ergebnisse gewährleistet. 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 könnte es ermöglichen, 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 über ein Fluoreszenzde-

tektionsverfahren, das zur Sensitivitätssteigerung mit der Planaren Wellenleitertech-

nologie kombiniert wurde. Über neu entwickelte Verfahren zur Qualitätskontrolle der 

Protein-Mikroarrays konnte eine hohe Spezifität und Reproduzierbarkeit der gemes-

senen Signale erreicht werden. 

Mit geringen Mengen an Probenmaterial wurde ein größerer Satz klinischer Proben 

auf den Gehalt an MHC Klasse I-Molekülen über zwei verschiedene MHC I-

Strukturelemente (ß2-Mikroglobulin und HLA-A) absolut quantifiziert. Es konnte ge-

zeigt werden, dass die erzielte Sensitivität der Signaldetektion große Vorteile in der 

Anwendung der Technologie bietet. So konnten die zur Quantifizierung immobilisier-

ten Standardverdünnungsreihen über einen großen dynamischen Bereich mit hoher 

Linearität und niedriger Nachweisgrenze detektiert werden. Es konnte über die MHC 

Klasse I-Quantifizierungsanalysen ein noch unbekanntes Phänomen der Überex-

pression von HLA-A und ß2-Mikroglobulin in den untersuchten Tumorgeweben be-

schrieben werden. Dieses Ergebnis wurde qualitativ in Western-Blot-Analysen nach-

vollzogen. Vergleichend durchgeführte mRNA-Expressionsanalysen von ß2-

Mikroglobulin, HLA-A und HLA-B,C konnten die beobachtete Überexpression in 

schwächerer Ausprägung bestätigen. 

Die Reverse-Screening-Technologie wurde des Weiteren zur Charakterisierung der 

Proteinexpression von Tumor-assoziierten Antigen eingesetzt, die über HLA-Epitop-

Analysen identifiziert wurden. Es konnten bereits bekannte Tumormarker bestätigt 

und neue Tumormarker-Kandidaten nachgewiesen werden. Die sinnvolle Kombinati-

on von HLA-Epitop-Analysen und Mikroarray-basierten Proteinexpressionsanalysen 

zur Validierung und Identifizierung von Tumormarkern wurde aufgezeigt. Die Applika-

tion der neu etablierten Plattform für Phosphorylierungsstudien in Tumor- und 

Normalgeweben konnte überzeugend dargestellt werden. 
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