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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

Die maligne Transformation von Zellen eines Organismus, d.h. die Umwandlung
normaler Zellen in bdsartig wuchernde Tumorzellen erfolgt nach heutiger Vorstellung auf
zwei Ebenen: Zum einen werden Kontrollmechanismen aul3er Kraft gesetzt, die
verhindern sollen, dal3 sich Zellen, deren genetische Information fehlerhaft ist, weiter
vermehren kénnen, zum anderen wird die natlrliche Teilungsbegrenzung der Zellen
weitgehend aufgehoben. So fehlt haufig die Kontaktinhibition der Zellen untereinander
sowie eine allgemeine Limitierung der Teilungshaufigkeit. Erreicht wird dies durch die
Aktivierung von Regulatoren des Zellwachstums, deren Expression in ausgereiften Zellen
weitgehend supprimiert ist, in omni- oder pluripotenten unreifen embryonalen Zellen aber
wichtige Funktionen in der Entstehung des Organismus haben.

Die Entstehung maligner Zellen ist kein ausgesprochen seltenes Ereignis, aber nur in
einer kleinen Zahl der Falle kann sich tatsachlich ein Tumor aus diesem Vorgang
etablieren. Somit muf3 der Organismus in der Lage sein, maligne bzw. transformierte
Zellen zu erkennen und zu eliminieren. Die Umstande, unter denen diese Abwehr nicht
erfolgreich ist und sich ein Tumor im Organismus manifestieren kann, zeichnen sich
durch bestimmte Besonderheiten aus, von denen einige im Mittelpunkt dieser Arbeit
stehen sollen.

1.1. MHC Klasse I-vermittelte Zytotoxizitéat

Erkenntnisse der letzten 20 Jahre weisen auf komplexe Interaktionen zwischen
Tumorzellen und Zellen des Immunsystems hin, wobei T-Zellen dabei eine herausragende
Rolle zukommt. Den Arbeiten von Zinkernagel und Doherty, die bereits 1974 zeigten,
dalR eine Zerstorung virusinfizierter Zellen durch CD8 positive zytotoxische T-
Lymphozyten ("cytotoxic T-lymphocytes™ CTL) uUber den Haupt-Histokompatibilitats-
Komplex der Klasse | ("major histocompatibility complex”: MHC) vermittelt wurde,
folgte die Erkenntnis, dal3 das Immunsystem Uber diesen Weg die Moglichkeit hat,
kontinuierlich die Proteinprodukte aller Zellen zu Gberwachen. Dabei werden Fragmente
dieser Proteine, Peptide, auf der Oberflache der Zellen durch die MHC Klasse | Molekle
prasentiert. Virusinfizierte Zellen unterscheiden sich von normalen Zellen durch die
Produktion virusspezifischer Proteine, Tumorzellen verdndern ihr Proteinexpressions-
muster gegenuber dem differenzierter Zellen, so dal3 in beiden Fallen Peptide an die
Zelloberflache gelangen, die dem Immunsystem unbekannt sind.

1.1.1. MHC Klasse I-restringierte T-Zellantwort

MHC Molekiile wurden auch als Transplantationsantigene bekannt, da zytotoxische T-
Zell Funktionen die eine Transplantatabstof3ung verursachen, Gber sie vermittelt werden.
Aus dieser Beobachtung resultiert auch die Bezeichnung Histokompatibilitat. Es kann
zwischen zwei verschiedenen Klassen von MHC Molekilen unterschieden werden, die
jeweils unterschiedliche Funktionen erfullen. MHC Klasse | Moleklle werden generell

auf allen kerntragenden Zellen exprimiert und dienen der Présentation von Peptiden
endogen synthetisierter Proteine. MHC Klasse Il Molekile finden sich auf
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1. EINLEITUNG

professionellen Antigen-prasentierenden-Zellen ("antigen presenting cell”: APC) des
Immunsystems wie z.B. B-Lymphozyten, dendritischen Zellen und Monozyten, wo sie im
wesentlichen exogene, endozytotisch aufgenommene und prozessierte Antigene
prasentieren. Zu diesen Antigenen zahlen in erster Linie Fragmente viraler oder
bakterieller Proteine, die nach einer Immunantwort freigesetzt wurden, aber auch
Proteinfragmente lysierter Tumorzellen. Die Sequenzen der schweren Ketten von MHC
Klasse | und Klasse Il sind auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 lokalisiert, allerdings
in unterschiedlichen Loci (Beait al, 1996).

Klasse | Molekiile bestehen aus Heterotrimeren, die sich aus einer sogenannten schweren
Kette, der a-Doméne, einer nicht kovalent assoziierten leichten Kette, @em
Mikroglobulin (3,m), sowie dem zu préasentierenden Peptid zusammensetzen.

Die a-Domane besteht aus 3 Segmenten. Innerhalbdenda2 Regionen befindet sich

die Peptidbindungsstelle. Durch zwei paralleleHelices werden die Seitenwande und
durch einep-Faltblattstruktur der Boden der Peptidbindungsgrube gebildet. oBie
Region enthalt einen Immunglobulin-ahnlichen Anteil, an den die leichte Kette bindet
und eine transmembrane Region sowie einen zytoplasmatischen Anteil, die der
Verankerung in der Zellmembran dienen.

B2-Mikroglobulin

T-Zellrezeptor
MHC Klasse | Molekl

Virales Schwere Kette
Peptid (a-Doméne)

Abb. 1.1: Rdumliche Darstellung eines MHC Klasse I-Molekiles.
Ein HLA-A2 Komplex (rechts) prasentiert ein virales Peptid einem T-Zellrezeptor (links). (RasMol-
Darstellung HLA-A0201, Brookhaven Datenbank Code: 1BD2)

Die schweren Ketten des Klasse | Komplexes sind hochgradig polymorphe
transmembranare Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von ca. 44 kDa.
Hochgradig polymorph bedeutet, da3 im menschlichen Genom eine grol3e Anzahl
verschiedener Allele fir diese Molekile existieren und sich daher einzelne Individuen
durch die Expression bestimmter Isotypen dieser MHC Klasse | Komplexe auf der
Oberflache ihrer Zellen unterscheiden. Im Gegensatz dazu igb-didi&roglobulin-Gen
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1. EINLEITUNG

nicht polymorph, somit tragen fast alle Individuen das gleiche Gen.

Die Gesamtheit der MHC Klasse | Allele in einem Individuum bestimmt dessen sog.
HLA-Phanotyp. HLA steht dabei fur "human leukocyte antigen”, da diese Molekile
friher mit Antiseren auf Patienten-Leukozyten nachgewiesen wurden. Es existieren dabei
im Wesentlichen drei verschiedene Hauptgruppen: HLA-A, -B und -C, unter denen durch
zusatzliche Ziffern und Buchstaben die verschiedenen Allele identifiziert werden. Eins
der unter der kaukasischen Bevélkerung am haufigsten vorkommenden Allele ist z.B.
HLA-A2. T-Lymphozyten sind durch die Struktur ihres jeweiligen T-Zellrezeptors (TCR)
auf die Erkennung eines bestimmten Peptides in Verbindung mit einem spezifischen
HLA-Isotyp beschrankt. Man spricht in diesem Fall davon, dal? die T-Zelle HLA-
restringiert ist. Der T-Zellrezeptor auf der Mehrzahl der T-Lymphozyten ist ein
Heterodimer aus den Untereinheitenund 3, die variable (V) und konstante (C)
Regionen ahnlich der Organisation von Immunglobulin-(Ig)-Genen enthalten und eine
ebenso grol3e Diversitat besitzen wie diese. Der T-Zellrezeptor gehort damit auch zu der
lg-Superfamilie von Molekilen, von denen die meisten an Zell-Zell-Interaktionen
beteiligt sind.

B Kette Abb. 1.2: Schematische Darstellung des T-Zellrezeptors
Dargestellt sind beide T-Zellrezeptor-Untereinheiten (nach
Abbas et al., 1994). Zu einem kleinen Anteil sind diese
Untereinheiten nicht vom o- und -Typ sondern bestehen
aus y- und 3-Ketten. Die Spezifitdt des y8-TCR ist bisher
nicht endglltig geklart, es weisen allerdings einige
Untersuchungen daraufhin, dass sie nicht-polymorphe
MHC-Molekiile erkennen. Die variablen Regionen (V)
enthalten die Bereiche, die fiir die Antigenerkennung auf
MHC Klasse | Molekilen verantwortlich sind.

Plasma-
membran

<

Der zytosolische Anteil des TCR ist verhaltnisméalfig klein und es wird angenommen, dal}
durch diesen allein keine fur die Funktion des TCR wichtige Signaltransduktion in das
Innere der T-Zelle erfolgen kann. Vier oder fiinf weitere Molekulle sind nétig fur die
Bildung eines funktionellen T-Zellrezeptorkomplex. Zu diesen gehoren die weitgehend
homologen CD3 Molekile, 6 unde, die im Allgemeinen als Monomere vorliegen und

die Proteine und n, die als{{-Homodimere undin-Heterodimere auftreten. Diese
erganzenden Molekile enthalten in ihrem zytosolischen Anteil ein wiederkehrendes
Motiv, das auch in anderen Immunrezeptoren gefunden wurde, das sog. "antigen
recognition activation motif’, das eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion zu
spielen scheint, die wohl tber eine Phosphorylierung dieser Sequenzen vermittelt wird.
Der transmembrane Anteil der akzessorischen Molekiile enthalt einige negativ geladene
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1. EINLEITUNG

Aminosauren-Reste, die vermutlich mit positiv geladenen Aminoséuren-Resten des TCR
assoziieren und dadurch die Bildung des Komplexes vermitteln (Adtbas, 1994).
Wahrend der TCR die spezifische Erkennung eines antigenen Peptids auf einem
bestimmten MHC Molekul vermittelt, entscheiden weitere Molekile auf der T-Zelle, an
welche Art von MHC-Molekilen eine Bindung erfolgen kann: Tragt die T-Zelle den
Oberflachenmarker CD4, bindet ihr Rezeptorkomplex an MHC Klasse Il Molekile. CD4
positive T-Lymphozyten werden auch als T-Helfer Zellen bezeichnet, da sie in erster
Linie auf den Kontakt mit Antigenen durch die Produktion stimulierender Zytokine
reagieren, die wiederum andere Teile des Immunsystems aktivieren bzw. eine
immunologische Reaktion aufrecht erhalten. Im Rahmen des sogenannten
“Crosspriming” erkennen sie auch Tumorantigene, die nach Aufnahme durch
professionelle antigenprasentierende Zellen auf MHC Klasse Il Molektilen prasentiert
werden (Armstronget al, 1998). Eine effektive Immunantwort ist nur durch die
Mitwirkung CD4 positiver T-Zellen moglich.

Das Molekil CD8 befahigt T-Lymphozyten, MHC Klasse | restringierte Antigene durch
den T-Zellrezeptor zu erkennen. Diese T-Zellen, von denen die meisten zytotoxische
Funktionen haben, zeigen Toleranz gegen Zellen, die Peptide normaler Proteinprodukte
exprimieren. Sie werden jedoch aktiviert, wenn die prasentierten Peptide aus einem
Virusprodukt oder z.B. dem Produkt eines Onkogens generiert wurden, was letztendlich
zur Lyse der Zelle fihrt, in der das irregulare Protein produziert wurde. CD8 positiven T-
Zellen wird somit nach der derzeitigen Meinung ein mal3geblicher Anteil an der
Eliminierung transformierter Zellen in einem immunkompetenten Wirt zugeschrieben.
Das kritische, erste Signal wird durch die lokalisierte Bindung von mehreren T-
Zellrezeptorkomplexen und den entsprechenden CD8 Molekilen an MHC Komplexe
Uber einen durchgangigen Abschnitt der T-Zelloberflache geliefert, ist aber allein nicht
hinreichend fir eine vollstdndige Aktivierung der T-Zelle (Mescher, 1992). Nach der
“Zwei-Signal-Hypothese” sind weitere sogenannte akzessorische Molekile fur eine
Aktivierung der T-Zelle durch die antigenprasentierende Zelle (APC) noétig. Zu
entsprechenden Liganden auf Zielzellen konnten gemald untenstehender Tabelle T-Zell-
Molekiile identifiziert werden, die diese spezifisch binden.

T-Zell-Molekdl Akzessorisches Molekdl Funktion

CD28 B7-1, B7-2 Kostimulation
CTLA-4 B7-1, B7-2 Neg. Ruckkopplung
LFA-1 ICAM-1, ICAM-2 Zell-Zell-Adhasion
CD2 LFA-3 Zell-Zell-Adhasion
CD40 CD40L Zell-Zell-Adhasion

Tab. 1.1: Eine Auswahl akzessorischer Molekule und ihrer Liganden mit der jeweiligen Funktion

Diese gehoren der Immunglobulin- oder Integrin-Superfamilie an und gelten als
Adhéasionsmolekile oder Kostimulatoren. lhre Funktion ist zum einen die
Aufrechterhaltung des Kontaktes zwischen den Zellen und damit des Signales, das durch
die TCR — MHC-Interaktion geliefert wird und zum anderen die Stimulation der T-
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1. EINLEITUNG

Zellantwort durch Erzeugung zusétzlicher Aktivierungssignale. lhre Expression auf der
T-Zelloberflache wird im Sinne einer positiven Ruckkopplung nach Aktivierung der T-
Zelle durch Antigenkontakt verstarkt. Ebenso werden aber auch nach Aktivierung auf der
T-Zelloberflache vermehrt Rezeptoren exprimiert, die eine negative Ruckkopplung und
damit eine Eindammung der T-Zellreaktion erlauben. So exprimieren aktivierte T-Zellen
zum Beispiel auch den Fas-Rezeptor, der, wie im Verlauf noch besprochen wird, nach
Bindung an seinen Liganden den Zelltod einleitet. T-Zellen sind also nach Aktivierung
eher suszeptibel fur die Einleitung ihrer eigenen Apoptose.

1.1.2. T-Zellantwort CD8 positiver zytotoxischer T-Zellen

Nach Aktivierung reagieren die T-Zellen mit einer Umstellung ihres
Transkriptionsmusters: Innerhalb  kurzer Zeit beginnt die Produktion von
Transkriptionsfaktoren und Proto-Onkogenen, die die Proliferation beeinflussen. Nur
wenig spéater lassen sich vermehrt Zytokine wie Interleukin(IL)-2, Tumornekrose-
faktor(TNF)-o. oder Interferon(IFN)- nachweisen, die sowohl die T-Zelle selbst und
andere T-Zellen in unmittelbarer Nahe stimulieren als auch eine vermehrte MHC Klasse |
Expression auf der Zielzelle induzieren kdnnen. Fir die Einleitung der Zielzellyse ("lethal
hit”) galt noch bis Ende der achtziger Jahre ausschliel3lich die Theorie, dal3 von den CTL
sezernierte Molekile zu einer Porenbildung in der Membran der Zielzelle fiihren. CTL
besitzen spezielle Granula, die das Molekil Perforin und sogenannte Granzyme,
Proteasen, die Apoptose-Signalwege anstol3en kdnnen, enthalten. Nach Bindung an ein
entsprechendes Antigen und Aktivierung der T-Zelle wird der Inhalt dieser Granula
Kalziumionen-abhéngig in den Spalt zwischen Zielzelle und CTL ausgeschittet. Es wird
davon ausgegangen, dal3 das Perforin in der Membran der Zielzelle Lécher erzeugt, durch
die die Granzyme in die Zelle gelangen kénnen, in der anschlieBend eine DNS-
Fragmentation als Zeichen der Apoptose zu beobachten ist. Auf welche Weise diese
Wirkung allein auf die Zielzelle beschrankt bleibt, ist noch nicht hinreichend geklart.
Man geht davon aus, dal3 T-Zellen eine relative Resistenz gegen die sezernierten
Molekule haben.

In den neunziger Jahren wurde die Theorie der sekretorisch vermittelten Zielzellyse um
eine zweite nicht sekretorische Mdoglichkeit erweitert: In Perforin und Granzym
~knockout" T-Zellen ist eine direkte rezeptorvermittelte Lyse durch die Bindung des auf
CTL exprimierten Fas-Liganden (CD95L) an den auf der Zielzelle befindlichen Fas-
Rezeptor (CD95) moglich. Durch *“crosslinking” des Fas-Rezeptors, also einer
Lokalisierung von mindestens drei Rezptoren, wird eine sogenannte Todesdomaéne,
(,Death Domain“, DD) an seinem zytosolischen Anteil aktiviert, die mit dem
intrazellularen Adapter FADD/MORTL1 interagiert. Dies fuhrt wiederum zur Enstehung
des ,Death inducing signalling complex* (DISC), der durch eine Kaskade weiterer
Signalmolekile unter Beteiligung der Molekilfamilie der Caspasen, die Apoptose
einleitet (Berke, 1995; Waring und Mullbacher, 1999; Krammer, 2000).




1. EINLEITUNG
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Abb. 1.3: T-Zell/APC-Interaktion und Zielzellyse (lethal hit).

Die zytotoxische T-Zelle wird durch Bindung mehrerer T-Zellrezeptoren (TCR) mit MHC/Peptid-Komplex
auf der APC sowie durch weitere kostimulatorische Signale aktiviert. Dies filhrt zunachst zur Sekretion
von Zytokinen, die die T-Zelle selbst und andere Zellen des Immunsystems stimuliert, sowie zur klonalen
Expansion der T-Zelle. Darauf folgt die Ausfiihrung der Effektorfunktion, also die Zielzellyse.

1.1.3. Antigenprozessierung und -préasentation

Damit antigene Peptide auf der Zelloberflache prasentiert werden konnen, werden diese
durch kontinuierliche Degradation aus der Gesamtheit aller innerhalb der Zelle
anfallenden Proteine generiert und durch ein spezialisiertes Transportsystem dem MHC
Klasse | Weg zur Verfigung gestellt. Dieser komplexe Vorgang wird als Antigen-
prozessierung bezeichnet, der in mehrere Schritte unterteilt werden kann.

Das Proteasom

Im Zytosol vorliegende Proteine oder Polypeptide werden durch ein System von
aktivierenden, konjugierenden und ligierenden Enzymen an mehrere Molekile des
Polypeptids Ubiquitin gekoppelt, wodurch der Kontakt mit einem multikatalytischen
Komplex, dem sogenannten Proteasom, vermittelt wird. Die Aufgabe des Proteasoms ist
die Degradierung einer Vielzahl von Proteinen. Es ist ein essentielles Enzymsystem und
spielt neben der Bereitstellung antigener Peptide unter anderem eine Rolle im Zellzyklus.
Ein 20S- und ein 26S-Proteasom-Komplex werden aufgrund ihrer Grof3e unterschieden.
Das 20S-Proteasom ist eine zylindrische Struktur mit einem Gewicht von ca. 700kDa, die
aus 4 Ringen mit je sieben Untereinheiten gebildet wird, den "Proteinen geringen
Molekilgewichts” ("low molecular weight protein”, LMP). Die Sequenzen fur diese
LMP-Untereinheiten werden in einen und einerp-Typus unterteilt und Ringe bestehen
jeweils nur aus einem Typus. Der Zylinder setzt sich aus Ringen in der Abf@igea
zusammen, wobei die inner@rEinheiten die katalytisch aktiven Strukturen enthalten.
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1. EINLEITUNG

Das 26S-Proteasom besteht aus einem 20S-Proteasom als proteolytischem Zentrum und
zusatzlich zwei 19S Cap-Strukturen,die an beiden Enden des Zylinders aufsitzen. Es wird
angenommen, dal3 diese 19S-Untereinheiten die Bindung an das Ubiquitin vermitteln, die
Proteine auffalten und unter ATP-Verbrauch in das Innere des Zylinders transportieren,
da das 20S-Proteasom alleine nur einige denaturierte und nicht ubiquitinierte Proteine
ohne Energieverbrauch spaltet (Hilt und Wolf, 1996).

19S Cap-Struktur

20S Proteasom
Ubiquitin ~

Sa

<
Protein L =

PA 28-
Proteasom-Aktivator

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Proteasoms.

Zytosolische Proteine werden nach Markierung mit Ubiquitin durch den multikatalytischen Komplex
Proteasom in kleine Peptide degradiert. Diese kdnnen so dem MHC Klasse | Weg zur Verfigung gestellt
werden.

N Peptide

Konstitutiv werden in humanen Zellen die proteosom@dintereinheiten X, Y und Z
exprimiert. Nach Stimulation durch IFN-werden diese durch die Molekile LMP2,
LMP7 und LMP10 (MECL-1) ausgetauscht. Das flhrt zur Entstehung von sogenannten
Immunoproteasomen, die sich in ihrer Peptidase-Spezifitat von herkdmmlichen
Proteasomen unterscheiden (Driscetl al, 1993) und so zu einer qualitativen und
guantitativen Veranderung des Peptidangebotes beitragen (Goldberg und Rock, 1992;
Fosset al, 1998; Griffinet al, 1998).

Durch IFN induzierbar sind auch die Proteasomenaktivatoren (PA) PAR8 PA2§,

die als ringférmige Hexa- und Heptamere in Interaktion mit dem Proteasom ebenso
dessen proteolytische Aktivitdt und das Peptidrestriktionsmuster beeinflussen (Groettrup
et al, 1996). Es wird angenommen, dal’ sie eine Assoziation mit den 19S-Einheiten
eingehen.

Vor einer weiteren Degradation der Peptide im Zytosol werden diese durch Bindung an
Proteine der “heat-shock”-Familie geschutzt. Zu diesen zytosolischen Chaperonen zéhlen
hsp70, hsp73 und hsp90. Eine Bindung antigener Peptide an diese Molekulle konnte direkt
nachgewiesen werden und auch Vakzinierungsversuche mit aus Tumorzellen isolierten
und dadurch peptidtragenden “heat-shock”-Proteinen riefen spezifische CTL-Antworten
hervor (Srivastavat al, 1998; Dressett al, 1999).

Neben dem Proteasom sind auch noch zu einem geringeren Teil zytosolische sowie ER-
residente  Aminopeptidasen an der Degradation von Proteinen und damit der
Bereitstellung antigener Epitope beteiligt (Rock und Goldberg, 1999).
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Der Peptidtransporter TAP

Um als antigene Epitope an den MHC Klasse | Komplex binden zu kdnnen, werden die
durch das Proteasom im Zytosol generierten Peptide mittels eines energieabhangigen
Transportsystems tber die Membran des endoplasmatischen Retikulum (ER) in dessen
Lumen transloziert. 1990 beschrieben vier verschiedene Forschungsgruppen nahezu
gleichzeitig zwei eng verwandte Gene in der MHC Klasse Il Region, die flr einen
Peptidtransporterkomplex kodieren (Monaet al, 1990; Deversonet al, 1990;
Trowsdaleet al, 1990; Spiest al, 1990), der vermutlich als Heterodimer vorliegt. Es
folgte die Erkenntnis, dall es sich um einen Peptidtransporter handelte, der im
wesentlichen die Transportfunktion fur Peptide im MHC Klasse | Weg tbernimmt und
deshalb als Transporter assoziiert mit Antigenprozessierung (TAP: “transporter
associated with antigen processing”) bezeichnet wurde.

TAP2

8 Peptid-

/bindende

COOH

Abb. 1.5: Modell des TAP-Heterodimer mit den weitgehend homologen Molekiilen TAP1 und TAP2.

Diese formen mit ihren jeweils 7-8 hydrophoben transmembrandren Doméanen eine Pore in der
Zellmembran, die Bereiche fir die Peptidbindung und den —transport enthélt. Im zytosolischen Anteil
enthalten beide Molekile je eine ATP-bindende Kassette. [A] zeigt eine Aufsicht auf die Pore, [B] eine
Seitansicht in der Ebene der gestrichelten Linie, die auch die Kopf-an-Kopf-Lage der Molekiile verdeutlicht
(modifiziert nach Vos et al., 1999).

Die beiden etwa 70kD schweren Untereinheiten TAP1 und TAP2 &ahneln sich in ihren
funktionellen Anteilen, besitzen Amino-terminal bis zu zehn hydrophobe Domé&nen und
sind mit mindestens sechs von diesen als transmembranaren Anteilen in der ER-Membran
verankert. Carboxy-terminal besitzen sie je einen grof3en hydrophilen zytosolischen
Anteil, mit sogenannten Walker A und B Consensus-Sequenzen, die charakteristisch fur
ATP-bindende und hydrolysierende Doméanen sind (Wadkat, 1982).

TAP gehort damit zur Familie der ABC-("ATP-binding-cassette”) Transporter (Trowsdale
et al, 1990; Spieset al, 1990). Die Untereinheiten formen eine gemeinsame
Peptidtransport-Pore mit ihren N-terminalen transmembranaren Doméneret(\abs

1999). Innerhalb dieser befinden sich Peptid-bindende Doménen, die bevorzugt Peptide
von acht bis elf Aminosauren binden und damit solche, die auch an die Bindungsstelle
des MHC Klasse | Komplexes assoziieren konnen (Gublal, 1998; Koopmanmet al,

1996). Mit einer geringeren Effizienz kénnen kirzere und auch langere Peptide
transportiert werden, die dann gegebenenfalls im ER durch dortige Aminopeptidasen
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1. EINLEITUNG

modifiziert werden, um den Anforderungen der Bindungsstelle des MHC Klasse |
Komplexes zu entsprechen (Lobigtsal, 2000).

Aber nicht nur die Lange, sondern auch das Carboxy-terminale und Amino-terminale
Ende eines Peptids entscheiden Uber Transport durch TAP und Bindung an den MHC
Komplex. So bevorzugen sowohl das humane TAP als auch die meisten humanen MHC
Klasse | Allele eine positiv geladene Aminosédure am Carboxy-Terminus. Innerhalb einer
jeweiligen Spezies scheinen sich die Anforderungen von TAP und dem MHC Komplex
an die Peptide zu entsprechen, wéhrend zwischen den einzelnen Spezies deutliche
Unterschiede bestehen (Mombutgal, 1994c).

6p21.33 6p21.32 6p21.31
<] 191 |2] |3 i} % g 8 N | DN NN % % %
Telomer H<|o< <L // e & < s ?_( g ?_( S 2 < g Centromer
—
I TliT| |+ a4 F il il _ — E| 7 8
v v
MHC Klasse | Locus MHC Klasse Il Locus

Abb. 1.6: Lokalisation einiger relevanter Gene und Gencluster des MHC-Locus auf Chromosom 6
Darstellung modifiziert nach Stephens et al, 1999 und “Human MHC II-Gene list”
{http://www.sanger.ac.uk}.

Die Organisation der meisten Antigenprozessierungs-Gene in einem Locus auf
Chromosom 6 weist auf die Méglichkeit einer koevolutionaren Entwicklung der MHC
Klasse I restringierten Antigenprasentation hin.

TAP ist somit fir eine Vorauswahl immunogener Peptide, die MHC Klasse | restringiert
prasentiert werden kénnen verantwortlich und kann damit eine Uberflutung des ERs mit
irrelevanten und nur schwach bindenden Peptiden verhindern (Momibal,gl 994a+b).

Die Translokation der gebundenen Peptide Uber die ER-Membran findet unter ATP-
Hydrolyse statt (Neefjest al, 1993).

b5 (5

Abb. 1.7: Mehrschritt-Modell der Peptid-Translokation durch TAP.

Nach Bindung des Peptids durch TAP2 kommt es zu einer Konformationsanderung des Komplexes, nach
ATP-Hydrolyse. Daraufhin bindet auch TAP1 ein ATP und durch eine weitere energieabhéngige
Konformationsénderung wird das Peptid in das ER entlassen (modifiziert nach Karttunen et al., 2001).

Versuche mit in verschiedenen Bereichen mutierten, bzw. deletierten TAP-Varianten

zeigten, dall dezidierte Funktionen innerhalb des Transportvorganges von

unterschiedlichen Domanen des Dimeres tbernommen werden, wobei dieser Vorgang in
mehreren Schritten verlauft (Riz al, 2001; Karttunert al, 2001).
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Dabei wird angenommen, daf3 die Peptidbindungsdomane von TAP2 durch die
Anlagerung von ATP aktiviert wird. Das Peptid ,triggert* durch seine Bindung die ATP-
Hydrolyse an TAP2, was zu einer Konformationsanderung des Molekils mit
Translokation des Peptids in das Innere fiihrt. Daraufhin erhéht sich die ATP-Affinitat
der TAP1-Nukleotid-Bindungsdomane und nach Anlagerung eines ATP-Molekiils an die
zytosolische Nukleotidbindungsdoméane von TAP1 wird es unter einer erneuten
Konformationséanderung hydrolysiert. Dabei wird das Peptid in das ER freigegeben.
Neben dieser Moglichkeit des energieabhangigen Transportes kénnen auch Proteine und
Peptide Uber Signalsequenzen bzw. transmembrane Anteile Eintritt in das ER finden
(Khanna et al, 1994; Leeet al, 1996). Solche Transportwege spielen jedoch in
guantitativer Hinsicht verglichen mit dem TAP-abhéngigen Transport eine untergeordnete
Rolle.

Eine Form des seltenen ,bare lymphocyte syndrome®, bei dem es nach deutlicher
Einschrdnkung der MHC Klasse | oder Il Expression zu einer schweren Storung im
Lymphozyten-Repertoire kommt, ist mit Mutationen in TAPl1 oder TAP2
vergesellschaftet, die zu nicht funktionalen Molekilen fuhren. An diesem Syndrom
leidende Patienten weisen gehéufte virale und bakterielle Infektionen sowie
nekrotisierende granulomatdse Hautlasionen auf.

Ein Zusammenhang mit einigen Autoimmun-Erkrankungen, wie Typ I-Diabetes,
rheumatoider Arthritis, M. Basedow sowie Multipler Sklerose und gewisser TAP-Allele
(TAP-Polymorphismus) wurde von einigen Autoren vermutet, wird aber kontrovers
diskutiert (Ritz und Seliger, 2001). Eine veranderte Peptid-Spezifitat dieser Allele gilt
dabei als mdglicher Mechanismus.

Peptidbeladung

Im endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisierte schwere Ketten des MHC Klasse |
Komplexes werden zuné&chst durch das in der ER-Membran verankerte Chaperon
Calnexin gebunden. Nach Bildung eines Heterodimers aus schwerer Kettf,-und
Mikroglobulin wird Calnexin im humanen System durch das Chaperon Calreticulin
ausgetauscht. Um den MHC Klasse | Komplex mit Peptid zu beladen, geht dieser unter
Beteiligung von Calreticulin, des Molekils ERp57 (einer Thiolreduktase) und Tapasin
eine physische Assoziation mit dem TAP-Heterodimer ein b, 1994+1996; Liet

al., 1999; Grandea und van Kaer, 2001). Das Molekll Tapasin (fur TAP-assoziertes
Glykoprotein) spielt bei der Bildung dieses Peptidbeladungskomplexes eine
herausragende Rolle. Es besitzt sowohl eine Bindungsstelle fir die schwere Kette des
MHC-Komplexes als auch fir TAP. Lewis und Koautoren (1996) konnten ander
Domane der schweren Kette des HLA-A2.1 Klasse | Komplexes Punktmutationen
identifizieren, die die Bindung an das TAP-Heterodimer beeinflussen, so daf} die
Bindungsstelle in diesem Bereich vermutet wird.

Die Beladung selber erfolgt nach heutiger Vorstellung mit der Hilfe der peptidbindenden
Proteine gp96 und Peptid-Disulfide Isomerase (PDI) (Spee und Neefjes, 1997).

Tapasin erhélt die Bindung zwischen TAP und dem MHC Klasse I-Komplex aufrecht bis
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zur Beladung mit einem Peptid hoher Affinitat und halt somit nicht beladene Komplexe
im ER zuriick. Fehlt Tapasin, so gelangen auch leere Komplexe an die Zelloberflache, die
dort instabil sind und rasch wieder degradiert werden (Lewis und Elliot, 1998; Grandea
und van Kaer, 2001).

Nach Bindung eines passenden Peptids l6st sich der MHC-Komplex aus seiner Bindung
und wird Uber den Golgi-Apparat zur Zellmembran weitergeleitet wird. (Hill und Ploegh,
1995). Die Trennung des MHC-Komplexes aus dem Peptidbeladungs-Komplex scheint
nach einer enzymatischen Deglukosylierung zu erfolgen. (van-Leeuwen und Kearse,
1996).

T-Zelle Zellmembran

Golgi-Apparat Endoplasmatisches

Retikulum

X

Calnexin=

Calreticulin

Proteasom
zytosolisches
Chaperon

Peptidbeladungs-
Komplex

Abb. 1.8: Synopsis der MHC Klasse | Antigenprozessierung mit TAP in einer zentralen Rolle.

Antigene Peptide werden aus zytosolischen Proteinen durch das Proteasom generiert und mittels
zytosolischer Chaperone, die wohl der Familie der “heat-shock”-Proteine zugerechnet werden kdnnen,
einem energieabhéngigen Transport in das Innere des endoplasmatischen Retikulums zugefihrt. Fir den
Transport ist das Heterodimer TAP mal3geblich, nur einzelne Peptide oder Proteine koénnen uber
Signalsequenzen Eintritt in das ER finden. Der MHC-Komplex bildet mit der Hilfe einiger weiterer
Chaperone wie Calreticulin, ERp57 und vor allem Tapasin mit dem TAP-Molekil einen Peptidbeladungs-
Komplex. Bei der Beladung mit dem antigenen Peptid scheinen die Peptid-bindenden Chaperone gp96,
Calreticulin und PDI eine Rolle zu spielen. Tapasin scheint dabei den Peptidbeladungs-Komplex
zusammenzuhalten, bis auf dem MHC-Komplex ein Peptid mit hoher Affinitat gebunden ist. Danach l6st
sich der Komplex wieder von TAP und kann durch den Golgi-Apparat an die Zelloberflache verbracht
werden, an der das antigene Peptid prasentiert wird.

1.1.4. Tumorantigene

Es erfolgte zuerst in Melanomzellen die Entdeckung sogenannter Tumor-assoziierter-
Antigene (TAA) (van-der-Bruggeret al, 1991). Diese entsprechen auf dem MHC-
Komplex prasentierten antigenen Peptiden, die aus Proteinen generiert wurden, deren
Expression in Tumorzellen stark erhoht oder wie bei Punktmutationen auf diese
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beschrankt ist. Diese Antigene sind prinzipiell geeignet, eine T-Zellantwort hervorzurufen
und kdnnen in drei verschiedene Untergruppen unterteilt werden:

a) Testis-spezifische Tumor-Antigene, die also sowohl in malignen Tumoren als auch im
Hoden exprimiert werden, z.B. die Gene der MAGE-Familie. Aulerdem fetale
Genprodukte wie dag-Fetoprotein (AFP) oder das Carcinoembryonale Antigen (CEA).
Diese Gruppe entspricht im Tumor Uberexprimierten, in Normalgeweben jedoch nur
schwach oder Uberhaupt nicht exprimierten Proteinen.

b) Differenzierungs-Antigene der jeweiligen Zellart, wie z.B. die Tyrosinase.

c) mutierte Gene wie p53-Varianten, virale Genprodukte in Virus-assoziierten
Malignomen sowie Onkogene wie pZ1

Aus diesen Proteinen entstehen ublicherweise mehrere antigene Peptide. 1998 konnten
Kirkin und Koautoren z. B. fir das Melanom bereits tber 30 bekannte Tumor-assozierte
Antigene veroffentlichen, deren Zahl seitdem standig weiter gestiegen ist.

1.2. “Immune escape” Mechanismen von humanen Tumoren

Das wachsende Verstandnis Uber molekulare Vorgange, die zu Stérungen der
Prasentation einer Zelle fuhren kénnen, bereitete Theorien den Weg, die erklarten, auf
welche Weise transformierte Zellen aus dem Wirt eliminiert werden bzw. welche
Mechanismen Tumoren benutzen, um sich der Uberwachung durch das Immunsystem zu
entziehen (“immune escape”).

Es existieren eine Reihe von Mechanismen, durch die sich Tumorzellen der Erkennung
durch zytotoxische Immunzellen ihres Wirts entziehen koénnen. Generell kdnnen
systemische Mechanismen und solche unterschieden werden, die sich spezifisch auf
antigene Eigenschaften der Tumorzelle beziehen.

Als systemischer Mechanismus kann Tumorwachstum in teilweise immunoprivilegierten
Bereichen des Organismus oder die Sekretion immunosuppressiver Faktoren verstanden
werden. Fur Gliome ist z.B. die Sekretion von TBKRtransforming growth factor-

beta”) beschrieben worden. T@Haat vielfaltige Wirkungen auf die umgebenden Zellen,
neben Angioneogenese wird auch die Funktion von Immuneffektorzellen beeintrachtigt
(Gilboa, 1999). Patienten mit hamatologischen Systemerkrankungen, auch solchen, die
keine wesentliche Knochenmarksverdrangung zeigen, und Patienten mit intracraniellen
malignen Tumoren weisen ebenso wie Patienten mit fortgeschrittenen Tumorleiden eine
generalisierte Immundefizienz auf (Pawetal, 1997), die nicht nur auf zytostatische
Therapie oder allgemeinen Marasmus zurtickgefiuihrt werden kann (Kiestsiihgl999).

Fur myeloische maligne Erkrankungen konnte dabei eine reduzierte Expression der zum
T-Zellrezeptorkomplex gehdrendérKetten und zugehdriger Protein-Kinasen gefunden
werden (Buggint al, 1998). Fiir Hirntumoren ist eine Stérung der Funktion von‘'CD4
T-Zellen bekannt, eventuell verursacht durch die Unféahigkeit der Zellen ausreichend IL-2
Rezeptor zu produzieren (Elliogt al, 1990). Weitere Beispiele sind die T-Zellen von
Melanompatienten, deren Zytokinproduktion ufjeKetten-Expression vermindert ist

(Zea et al, 1995), sowie tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL, “tumor infiltrating
lymphocytes”) von Patienten mit Ovar- oder Nierenzellkarzinom, die eine verminderte
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TNF-a Produktion in Korrelation mit schwaché+Ketten-Expression zeigen (Tartoetr

al., 1995).

Auch die Expression des Fas-Liganden auf Tumorzellen, der die Apoptose aktivierter T-
Zellen hervorrufen kann, fallt unter diese Kategorie (Wadkeal, 1998, Whiteside und
Rabinowich, 1998). Es scheint dabei der Verlustd€etten mit dem Kontakt mit Fas-
Liganden ursachlich zusammenhangen, quasi eine Vorstufe zur Apoptose zu bilden. Eine
zentrale Rolle bei der Inaktivierung von T- und NK-Zellen scheinen weiterhin Monozyten
zu spielen, insbesondere solche, die den Tumor infiltrieren. Sie sezernj@gmi¢ es

auch bei chronisch entzindlichen Erkrankungen der Fall ist, und induzieren damit
ebenfallsC-Ketten-Verlust bis hin zur Apoptose. Zudem wird durch sie Nitrat (,nitric
oxide* = NO) sezerniert, das eine Hemmung der Signaltransduktion fur die T-Zell-
Aktivierung, durch Blockade des JAK3/STAT5 Signalweges bewirkt (Kiesdingl,

1999).

Als sogenanntes “Durchschleichen” (“sneaking through”) wird ein Phanomen
beschrieben, das im Tierversuch nach Injektion unterschiedlicher Mengen
Tumormaterials beobachtet werden kann. Nach Verabreichung gréRerer Mengen von
Tumorzellen kommt es zur Abstofung, bei geringen Mengen kodnnen sich jedoch
Tumoren etablieren. Eine Ubertragbarkeit dieses Modells auf den Menschen ist bei
zunachst langsam wachsenden Tumoren denkbar, die anfangs das Immunsystem nicht
ausreichend stimulieren und nach ihrer Etablierung nicht mehr zu eliminieren sind.

Als weitere Mechanismen werden das sogenannte “antigen shedding”, bei dem
Tumorzellen Antigene “abwerfen” und das “antigen masking”, bei dem Antigene durch
die Produktion von Polysacchariden maskiert werden, postuliert (aus éiodlas994).

Zu den antigenspezifischen Mechanismen zéhlen zum Beispiel Antigen-Verlustvarianten,
d.h. Tumorzellen, die ein vormals exprimiertes Tumorantigen nicht mehr exprimieren, am
ehesten nach einem Selektionsprozess durch eine erfolgte Immunantwort. Eine
verminderte Expression kostimulatorischer Signale, besonders der Verlust der B7-
Expression auf Tumorzellen, der zu einer nicht ausreichenden Erkennung durch T-Zellen
fuhrt (Thompson, 1995), kann ebenfalls zu einem Mechanismus gezahlt werden, der die
antigenen Eigenschaften der Tumorzelle betrifft. Wenn T-Zellen mit einem Antigen ohne
kostimulatorische Signale konfrontiert werden, fuhrt dies zur Ausbildung von T-
Zelltoleranz gegen die Tumorzellen. Dabei handelt es sich um einen Vorgang, der auch
bei der regularen Entwicklung von Toleranz gegen Selbstantigene wirksam ist
(Sotomayoeet al, 1996).

Die grofdte Aufmerksamkeit im Zusammenhang mit der Immunabwehr von Malignomen
erhalten aber Mechanismen, die die regelrechte Prasentation des zelleigenen
Peptidrepertoires und damit tumorspezifischer Peptide auf MHC Klasse | Molekilen
verhindern. Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen Untersuchungen zu Stérungen der
internen Antigenprozessierung, die hauptsachlich fir das Zustandekommen einer
korrekten Darstellung aller in der Zelle vorhandenen Peptide verantwortlich ist.
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Zu den betroffenen Anteilen dieses Apparates zur Antigenprozessierung gehéren im
besonderen der Peptidtransporter TAP und das Proteasom mit seinen Untereinheiten
LMP2 und LMP7, die wie beschrieben fir die Bildung des Immunoproteasoms
erforderlich sind. LMP2 und LMP7 wurden zusammen mit den Genen von TAP1 und
TAP2 in einem MHC Klasse Il Locus lokalisiert und werden gleichzeitig mit diesen in
bdsartigen Tumoren h&ufig nur schwach exprimiert, bzw. unteryIEN{luf3 gemeinsam
hochreguliert (Seligeet al, 1997b). TAP1 und LMP2 teilen sich einen bidirektionalen
Promoter, der ein IFN-und ein p53-Steuerelement sowie einendBFBindungsbereich
enthélt, die wohl unter anderen fur die Regulation dieser antigenprasentierenden Gene
verantwortlich sind (Ritz und Seliger, 2001).

A
\4
e —> ([ vy > 0 o
Protein Proteasom  Peptide MHC- Trans-
Komplex Golgi Zelloberflache
B
— p—
C

Abb. 1.9: EinfluB von Stérungen der APM auf die Antigenprasentation.

Bei ungestorter Antigenprozessierung [A] ist eine regelrechte Prasentation zytosolischer Antigene auf der
Zelloberflache moglich. Die Stérung der Funktion oder verminderte Expression einzelner Anteile dieser
Maschinerie [B] fuhrt im allgemeinen zu einer reduzierten MHC Klasse I-Oberflachenexpression. Bei
totalem Funktionsausfall oder fehlender Expression eines oder mehrerer Bestandteile [C] kann es zu
einem vollkommenen Verlust der Antigenprasentation unter anderem durch Instabilitdt nicht beladener
MHC-Komplexe kommen.

Daneben kann natirlich auch der Verlust kompletter HLA-Gene oder Pges
Mikroglobulin durch Chromosomenaberrationen bzw. die Mutation dieser Gene zur
Beeintrachtigung oder volligen Unmdglichkeit der Antigenpréasentation flhren, wie es
unter anderem fur Melanomzellen gezeigt werden konnte (Ferrone und Marincola, 1995).
.Jmmune escape“-Mechanismen werden auch bei der Infektion durch zahlreiche Viren
gefunden. Beispielhaft sollen hier einige virale Proteine genannt werden, die die
Peptidtransport-Funktion behindern: Das Protein ICP47 aus dem Herpes simplex Virus
Typ 1 lagert sich mit hoher Affinitdt an den Peptidbindungsbereich von TAP an und
blockiert diesen. Das humane Cytomegalievirus ist in der Lage durch sein ER-residentes
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Protein US6 eine TAP-Konformationsanderung herbeizufiihren, die dessen Funktion
ebenfalls einschranken (Miller und Sedmak, 1999).

1.2.1. Defizienzen der Antigenprozessierungsmaschinerie in Tumoren

In Tumoren unterschiedlicher Herkunft wurden Beintrachtigungen der Bestandteile des
Antigenprozessierungs-Apparates gefunden. Zu diesen gehdren unter anderem
kleinzellige Lungenkarzinome (Restifet al, 1993; Singalet al, 1996b), das Cervix-
Karzinom (Crommeet al, 1994), das Prostata-Karzinom (Saedal, 1995), Melanome
(Wanget al, 1996), das Burkitt-Lymphom (Rowet al, 1995), Kolorektale Karzinome
(Kaklamaniset al, 1994, Browninget al, 1996), Mammakarzinome (Kaklamamtal,

1995; Vitaleet al, 1998), hepatozellulare Karzinome, basophilic leukemia (Setgail,

1996a) und Nierenzellkarzinome (Seligdral, 1996a,b; Seligeet al, 1997a). Unter
diesen Beeintrachtigungen lassen sich strukturelle Alterationen, wie der zuvor
beschriebene komplette HLA-Verlust und regulative Vorgange unterscheiden, die sich
meist in der verminderten Expression mehrerer Komponenten der Antigenprozessierung
niederschlagen und so zu einer schwachen HLA-Oberflachenexpression fuhren. Eine
solche koordinierte negative Regulation konnte auch fur Nierenzellkarzinome gezeigt
werden (Seligeet al, 1996b).

Anzahl Prozentuale Expressionsverminderung bzw. -verlust

Malignomart Proben LMP2 LMP7 TAP1 TAP2 HLA |
M. Hodgkin / Burkitt-L. 8 100 0 100 88 100
Plasmozytom 13 A A. 13 13 13
Kleinzelliges Bronchial-Ca. 6 100 100 100 100 100
Cervix-Ca. 7 0 0 0 0 29
Nierenzellkarzinom 19 79 74 79 74 34
Melanom 9 57 78 33 57 A

Tab. 1.2: Darstellung der Expressionsverminderung relevanter Gene der Antigenprozessierung in
Malignomen verschiedenen Ursprungs (nhach Seliger et al., 2000).

Hierbei offenbarte sich auch ein Zusammenhang zwischen dem Grad der malignen
Transformation, bzw. einer Progression der Erkrankung im Sinne von Metastasierung und
der schwacheren Expression der Antigenprozessierungs-Maschinerie. So zeigte z.B. eine
Zellinie gewonnen aus einer Lymphknoten-Metastase eines Nierenzellkarzinoms
gegenuber Zellen aus dem Primartumor eine deutlich verringerte Expression relevanter
Gene. Die Zellinie aus dem Primartumor wies, verglichen mit Nieren-Normalgewebe,
ebenfalls reduzierte Synthesewerte fir diese Gene auf (Sedigeal, 1997c).
Vergleichbare Ergebnisse konnten auch fur Cervixkarzinome (Crarhale 1994b) und
Mammakarzinome (Kaklamangt al, 1995) gefunden werden.
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1.2.2. Reaktion des Immunsystems auf Antigenprozessierungs-Defizienzen

Bei reduzierter MHC Klasse I-Oberflachenexpression ist die Aktivierung zytotoxischer
T-Zellen erschwert und die Lyse der Zielzellen vermindert. Es kann eine Anergie, bzw.
eine Toleranz der T-Zellen gegeniber schwach exprimierten Tumor-Antigenen
beobachtet werden. Das heisst, die T-Zellantwort ist unter anderem abh&ngig von der
Quantitat der MHC-vermittelten Prasentation.

Alternativ sind in diesem Fall natirliche Killer (NK)-Zellen, die MHC-unabhangig
Tumorzellen mit einer gewissen Spezifitt lysieren kbnnen eine wichtige Ergédnzung der
Immunabwehr. Die Grundlage fur diese Spezifitat ist nicht vollstandig verstanden, jedoch
scheint eine Verminderung der MHC-Dichte auf Zielzellen, wie es bei APM-Defekten
vorkommt, eine NK-Zell-vermittelte Lyse zu triggern (Salcetlal, 1994).

NK-Zellen werden als phylogenetisch altere aber nicht Peptidantigen-spezifische CTL
angesehen. Sie teilen einige Eigenschaften mit CTL, wie z.B. deren Aktivierbarkeit durch
Zytokine, besonders IL-2, tragen jedoch keinen T-Zellrezeptor.

Es konnten allerdings Rezeptoren der Ig-Superfamilie identifiziert werden, die Gruppen
von, bzw. einzelne klassische und auch nicht klassische MHC-Komplexe erkennen
kénnen, die Moleklle KIR (“killer cell inhibitory Ig-like receptor”) und ILT2/LIR-1 (“Ig-

like transcript 2/leukocyte inhibitory receptor 1”). Diese Rezeptoren vermitteln eine
Hemmung der NK-Zelle und erklaren somit die vorgenannte Spezifitat der Zellyse. Als
aktivierende Rezeptoren werden aus der Gruppe der NCRs (“natural cytotoxicity
receptors”) die Molekiile NKp46, NKp44 und NKp30 propagiert, die genauso der Ig-
Superfamilie angehoren. Ein weiteres Molekiil, ein Lektin namens NKG2D soll ebenfalls
aktivierende Signale Uber die Bindung an GPI-verankerte Molekiile vermitteln (Colonna
et al, 2000).

Die nicht klassischen, wenig polymorphen MHC-Molekille HLA-G und HLA-E sowie
auch Molekule die dem Isotyp HLA-C angehoren, sind in der Lage, wenn sie auf
ansonsten MHC-defizienten Zellen exprimiert werden, die NK-Zell-Funktion gegen diese
Zellen zu inhibieren. lhnen wird dabei eine Rolle in der feto-maternalen Toleranz und
auch beim ,immune escape“ von Tumoren zugesprochen, die allerdings kontrovers
diskutiert wird (Bainbridget al, 2001).

Nach Aktivierung durch Zytokine verstarkt sich die Aktivitat der NK-Zellen betrachtlich,
sie verandern sich zu sogenannten Lymphokin-aktivierten-Killerzellen (LAK), so dal
auch hier das “Crosspriming” von Bedeutung ist. Eine weitere Funktion von NK-Zellen
ist die AntikOrper abhéngige Zell-vermittelte Zytotoxizitat, fir die ein Rezeptor fir den
Fc-Anteil von IgG (CD16) identifiziert werden konnte.

1.2.3. Modulation der Antigenprozessierungsmaschinerie durch Zytokine

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wird heute versucht, "immune escape”
Mechanismen zu korrigieren, in der Hoffnung, eine solche Strategie in die Tumortherapie
umsetzen zu kénnen.

Zytokine sind in der Lage, die Funktionen unterschiedlicher APM Komponenten zu

beeinflussen. Dabei fuhrt die Behandlung mit Interferonen (IFN) zu einer quantitativen,
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bis zu 10-fachen Erhoéhung der Expression verschiedener Komponenten. Fur
verschiedene Allele der schweren Kettgsm, TAP-Molekile und die Molekile LMP2

und 7, aber auch Molekile aufRerhalb des MHC-Locus wie MECL-1 oder PA28 konnte
eine koordinierte verbesserte Expression mit anschlie@ender Erhohung der MHC-
Oberflachenexpression nach IFN-Behandlung gezeigt werden €Fmlk 1994; Seliger

et al, 1997b). Die Zytokine IFN:, IFN-y, TNF-a und GM-CSF (Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor) steigern die Expression der Bestandteile
der APM, das Zytokin IL-10 dagegen ist in der Lage die Expression von TAP zu
reduzieren, was maglicherweise klinische Relevanz als ,tumor-escape“-Mechanismus hat
(Zeidleret al, 1997). In der Therapie z.B. des Melanoms haben einzelne Patienten nach
Zytokin-Behandlung Remissionen gezeigt, was auch auf die Modulation der APM und
einer daraufhin stattfindenden Erkennung der Tumorzellen durch CTL zuriickgefuhrt
wurde.

Weitere Versuche zielen darauf ab, die Immunogenitat von Tumorzellen durch die stabile
Transfektion und Expression von Zytokin-Genen oder einzelnen Genen der APM zu
verbessern (Schendet al, 2000).

1.3. Das Nierenzellkarzinom

Das Hypernephrom oder Nierenzellkarzinom (NZK) wird als "maligner epithelialer
Tumor des Nierenparenchyms mit immunhistochemischen Merkmalen uropoetischer
Tubulusepithelien” definiert. Die Haufigkeit innerhalb aller bosartigen Tumoren betragt
bis zu 3% und es ist mit etwa 85% der am haufigsten auftretende Nierentumor. Man
unterscheidet die sporadische, die seltenere hereditare familiare Form und ein Auftreten
im Rahmen des "von-Hippel-Lindau-Syndroms” (VHL) als eine Teilkomponente. Ein
sicherer pathogenetischer Faktor fir die sporadische Entstehung des Nierenzellkarzinoms
konnte noch nicht identifiziert werden, chronische Dialyse und Exposition mit
Zigarettenrauch bzw. Schwermetallen sind jedoch Risikofaktoren.

1.3.1. Molekularbiologie, Morphologie und Klinik des Nierenzellkarzinoms

Zytogenetisch kdénnen zwei Formen unterschieden werden, die sich auch grob im
histologischen Wachstumsmuster unterscheiden: Die selteneren papillar wachsenden
Formen mit etwa 10% Anteil zeigen haufig einen Verlust des Y-Chromosoms und
Trisomien der Chromosomen 7, 17, 16 und 12. In den wesentlich haufigeren
nichtpapillaren findet sich dagegen eine Deletion des Chromosoms 3p, auf dessen kurzen
Arm sich neben dem VHL-Gen auch weitere Tumorsuppressorgene befinden, deren
Funktionsverlust urséchlich mit der Entstehung eines Nierenzellkarzinoms
zusammenhangen soll. Das VHL-Gen, das beim VHL-Syndrom in der Keimbahn
verandert ist, hat regulatorische Funktionen, die den Zellzyklus und damit die
Proliferation beeinflussen. Ausserdem wird die Produktion hypoxieinduzierter Gene
verstarkt, was unter anderem eine Hypervaskulierung von VHL-defekten Tumoren zur
Folge hat. Eine Inaktivierung des VHL-Gens scheint nicht ausreichend flr Initiation oder
Progression der Tumorerkrankung zu sein. Bei der Tumorpathogenese scheinen
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ausserdem die ebenfalls auf Chromosom 3p lokalisierten Gene FHIT und PBASISE

Rolle zu spielen (Seligeat al, 2001).

Fur eine Klassifizierung nach rein histologischen Typen, die sich in Haufigkeit und
Prognose unterscheiden, hat sich aul3erdem die Einteilung nach Thoenes etabliert:

Der klarzellige Typ ist mit 80% Anteil der haufigste. Er zeigt immunhistochemisch

Merkmale des proximalen Tubulus mit grol3en Zellen, die wegen eines hohen
Glykogengehaltes ein helles Zytoplasma haben. Die Kerne der Zellen sind Kklein,
chromatinreich, maRig polymorph und weisen wenige Mitosen auf. Das
Wachstumsmuster ist eher solide.

Abb. 1.9: Histologische Ansicht eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms.
(Aus dem “Webpath“-Online-Pathologie Kursus {http://medstat.med.utah.edu/WebPath/webpath.html}).

Der zweithaufigste Typ mit 10% Anteil ist der chromophile. Auch dieser Typ weist
Merkmale des proximalen Tubulus auf, die Zellen haben jedoch ein basophiles oder
eosinophiles Zytoplasma.

Der mit 5% Anteil seltenere chromophobe Typ gleicht den Zellen der Sammelrohr-
Schaltsticke. Die Zellen, die ein transparentes, feinretikulares Zytoplasma zeigen,
bevorzugen ein solides Wachstumsmuster und haben eine giinstigere Prognose.

Die Zellen des mit 1% Anteil eher seltenen Spindelzelltyp haben ein spindelférmiges
Aussehen, sind proliferationsaktiv und wachsen aggressiv in die Umgebung ein. lhre
Prognose ist daher schlecht.

Das sehr seltene NZK vom Bellini-Gang-Typ imitiert Sammelrohrhauptzellen und
zeichnet sich ebenfalls durch invasives Wachstum und eine schlechte Prognose aus.

Das Nierenzellkarzinom metastasiert bevorzugt hAmatogen nach dem Kavatyp. In 50%
der Falle finden sich Metastasen in der Lunge, in 30% im Skelettsystem und in 30% in
der Leber. Metastasen finden sich au3erdem im Gehirn und in der anderen Niere. In 35%
der Falle metastasiert es lymphogen. (Riede und Schaefer, 1993)
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Klinisch manifestiert sich das NZK in 50% der Félle durch eine Hamaturie, in 15% durch
Fieber und in 10% durch eine Polyglobulie infolge erhthter Erythropoietinproduktion.
Weitere klinische Zeichen sind ein Flankenschmerz, in einigen Féllen Paraneoplasien wie
einem Hyperparathyreoidismus und als Spatzeichen ein tastbarer Flankentumor (aus
Fauciet al, 1998).

1.3.2. Nierenzellkarzinom und Immunsystem

Bei einer unvollstandigen Tumorabwehr finden sich regelméafiig innerhalb und in der
Umgebung eines Nierenzellkarzinoms tumorinfiltrierende Lymphozyten, die gelegentlich
erfolgreich in vitro expandiert werden kénnen und auch dann Reaktivitait gegen
Nierenzellkarzinomzellen zeigen kdnnen (Brouwensgjnal, 1996). Meist kénnen
allerdings keine tumorspezifischen T-Lymphozyten nachgewiesen werden, oder solche
besitzen nur marginales lytisches Potential und eine geringe Proliferationskapazitat.
Dabei konnten viele Faktoren, die zu einem ,immune escape” fihren kénnen, in dieser
Tumorentitat nachgewiesen werden. Zu diesen zahlen verminderte MHC Klasse | und Il
Expression, defiziente Antigenprozessierung, konstitutive Expression nicht klassischer
MHC-Molekile, Expression des Fas-Liganden, fehlende Kostimulation und Sekretion
immunsuppressiver Faktoren (Seligemal, 2001).

In Fallen, in denen eine Immunabwehr erfolgreich war und es spontan oder nach
Immunochemotherapie zu einer Remission gekommen ist, konnten von solchen Patienten
tumorreaktive T-Lymphozyten isoliert oder sogar stabile T-Zellinien etabliert werden
(Bernhardet al, 1994 und 1996). Mit Hilfe solcher tumorreaktiver T-Lymphozyten
gelang auch fir Nierenzellkarzinome die ldentifikation von Tumorantigenen (TAA).
Hervorzuheben ist hierbei die Entdeckung des Gens RAGE durch einen HLA-B7-
restringierten T-Zellklon (Gauglet al, 1996), das auch in zahlreichen anderen malignen
Neoplasien, wie z.B. dem Harnblasenkarzinom, in gesundem Gewebe aber nur in Zellen
der Retina nachgewiesen werden konnte. Weiterhin konnten mutierte Formen der Gene
hsp70-2, mdm2, p53, HLA-A2 und Uberexprimierte Antigene wie HER-2/neu, MAGE-2
und PRAME nachgewiesen werden (Seligeal, 2001).

1.3.3. Therapie des Nierenzellkarzinoms

Die Therapie des NZK gestaltet sich schwierig, da der Tumor relativ lange klinisch
stumm bleibt und bei Diagnose haufig bereits metastasiert ist. Eine Heilung ist aber nur
nach vollstandiger chirurgischer Exstirpation ohne Fernmetastasierung zu erwarten. Die
5-Jahres-Uberlebensrate betragt bei Patienten ohne Metastasierung allerdings 70%. Eine
Zytostatika- oder Strahlentherapie beeinflul3t die Tumorzellen nicht nennenswert
(Heidbreder und Gétz ‘Classen’, 1993), allein Vinca-Alkaloide und 5-Fluoruracil zeigen
zytostatische Aktivitat, verlangern aber nicht die Uberlebenszeit. Bemerkenswert ist
jedoch eine verhaltnismalig hohe Rate spontaner Remissionen von ca. 0,5% (Young,
1998), der Nachweis tumorinfiltrierender Lymphozyten und Therapieerfolge nach dem
Einsatz von immunmodulatorisch wirkender Zytokine (Figdtnal, 1991; Marincolaet

al., 1995). Bisher wurde der Effekt von Zytokinen wie IBN--f und ¥ sowie
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Interleukin-2 in klinischen Studien untersucht. Eine solche Behandlung flihrte bei einigen
ausgewahlten Patienten im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium zu partiellen, in
einzelnen Fallen sogar zur totalen Remission (Bukowski, 1997; Schmid und Szabo,
1997).

Dies legt die Vermutung nahe, dald NZK potentiell immunogen sind und damit ein
interessantes Ziel fur innovative immuntherapeutische Ansétze darstellen. Unter diesen
werden im wesentlichen zwei verschiedene Richtungen unterschieden:

Zur Zeit wird noch eine Chemo-Immuntherapie im Rahmen von Therapieoptimierungs-
Studien favorisiert, die die sequentielle Gabe von Rk, IL-2 und 5-FU beinhaltet.

Die Ansprechraten liegen hierbei zwischen 20 und 40 Prozent, die mittlere
Uberlebenszeit bei ca. 20 Monaten und die Rate langanhaltender Remissionen bei etwa
funf Prozent (Fischest al, 2000).

Als interessante Alternativen bieten sich inzwischen Therapiestudien, die das Prinzip der
Tumorvakzinierung verfolgen. Dabei werden dem Patienten aufbereitete
tumorspezifische Antigene appliziert, die eine Immunantwort gegen die im Korper
verbliebenen Tumorzellen induzieren sollen. Es wird dabei unterschieden zwischen der
allogenen und der autologen Vakzinierung. Bei der allogenen Vakzinierung wird
inaktiviertes fremdes, aber HLA-adaptiertes Tumormaterial, meist als “Antigen-Cocktail”
aus Tumoren verschiedener Patienten, verwendet. Bei der Herstellung einer autologen
Vakzine wird Material patienteneigener Tumore verwendet. In beiden Fallen wird die
Vakzine zusammen mit unspezifischen Immunmodulatoren wie Zytokinen oder BCG
eingesetzt. Anstatt Zytokine zu den inaktivierten Zellen dazuzugeben, wurden auch
bereits Tumorzellen ex-vivo mit Zytokin-Genen transfiziert und sorgten dadurch nach
ihrer Verabreichung fir eine anhaltende Produktion dieser Substanzen (Sitmalns

1997)

Eine vielversprechende Modifikation des Vakzinierungsansatzes ist das Einschleusen von
tumorspezifischen Peptiden in professionelle Antigen-prasentierende Zellen und eine
anschlielRende Vakzinierung mit diesen (Nzial, 1997).

Eine interessante Erweiterung dieses Ansatzes zur autologen Vakzinierung liegt in der
Fusionierung von Tumormaterial mit professionellen antigenprasentierenden Zellen wie
dendritischen Zellen. Die Prozessierung und Prasentation der Tumorantigene soll dadurch
ungeachtet eventueller Defekte der Tumorzelle verbessert und um die MHC Klasse I
restringierte Présentation erweitert werden (Kugleral, 2000). Allerdings wird die
Methodik dieses Ansatzes kontrovers diskutiert.

Eine noch nicht bis zum Einsatz gebrachte Alternative sind molekulare Vakzine, die nach
in vitro Herstellung ohne den Einsatz von Tumorzellmaterial eine Expression bereits
charakterisierter Tumorantigene erlauben.

20



2. ZIEL DER ARBEIT

2. Ziel der Arbeit

Nach der Beobachtung, dal3 Nierenzellkarzinomzellen haufig eine niedrige und instabile
MHC Klasse I|-Oberflachenexpression aufweisen, sollte in dieser Arbeit Uberpruft
werden, ob zu den zugrundeliegenden Mechanismen, die zu einer abnormalen MHC
Klasse I-Expression fuhren, Defizienzen im Peptidttransport gehodren. Diese werden fir
eine verminderte Funktion der Antigenprozessierungsmaschinerie und damit verbunden
fur eine verschlechterte Aktivierung tumorspezifischer CTL verantwortlich gemacht.
Voraussetzung fur die Untersuchungen ist die Etablierung des stabilen Gentransfers in
Nierenzellkarzinomzellen. Nach stabiler Transfektion von Nierenzellkarzinomzellen mit
dem humanen TAP1A Allel wird untersucht, ob eine stabile, konstitutive Uberexpression
des TAP1-Molekuls in Nierenzellkarzinomzellen erreicht wird.

Zu diesem Zweck wird ein Plasmidvektor mit dem starken Promoter des
Cytomegalievirus entwickelt, in dem das Transgen uber eine IRES-Komponente mit dem
Selektionsmarker gekoppelt ist sowie die Elektroporation als Transfektionsverfahren
optimiert. Die Zellen werden mit einem leeren (,mock®) und einem TAP1-tragenden
Vektor transfiziert und die funktionellen Unterschiede der TAP1l-negativen und
-positiven Transfektanden dargestellt. Dabei wird primar die Integritdt des TAP1-
Transgens, sowie anschlieBend dessen Expression auf RNS- und Protein-Ebene
untersucht.

Im weiteren werden die Auswirkungen der erhohten TAP1-Proteinexpression auf die
Funktion der Antigenprozessierung und —prasentation sowie auf die Erkennung durch
T-Lymphozyten definiert.

Daflr wird die Peptidtransportfunktion mit Modellpeptiden tberprift und die Bedeutung
der TAP1-Uberexpression fur die MHC Klassse I-Prasentation durch durchfluR-
zytometrische Untersuchungen und deren Einfluld auf T-Zell-immunologische Parameter
durch Lymphozytenproliferations- und Zytotoxizitats-Analysen erfasst. Die Aktivierung
von Lymphozyten wird ausserdem anhand von Zytokin-Sekretions-Analysen Uberprift.
Denkbare klinische oder experimentelle Anwendungen fir TAPl-modifizierte
Tumorzellen sind zum einen die erleichterte ldentifizierung Tumorzell-spezifischer
Tumorantigene durch verstarkte Oberflachenexpression und zum anderen die Herstellung
einer immunogeneren Tumor-Zellvakzine.
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3. Material

3.1. Verwendete Bakterien

E.coli-

Stamm Genotyp Verwendung Quelle

DH5e F, A7, hsdR17(5", mt), dedr,
endAl, supE44,thi-1, recAl,
gyrA96, A(argF-lacZYA)169,
®80d (acZAM15)

Vermehrung von pUC- [Hanahan; 1983
Plasmiden und ihrer Derivatemodifiziert durch
o-Komplementation fahig  BRL; 1986]

3.2. Plasmide
Name Nr. Insertion/Verwendung Quelle
pcDNA3 Basisvektor, verwendet zur KlonierungInvitrogen, San Diego, CA,

der verschiedenen Plasmide. USA

pCMV-TAP1-neoR P21 Expressionsvektor fir das TAP1A-GeD. Jung
mit der Neomycin-Phosphotransferase |l
(ned’) in zweiter Expressionskassette.

pCMV-TAP2-neoR P23 Expressionsvektor fur das TAP2E-GeD. Jung
mit ned’ in zweiter Expressionskassette.

pCMV-IRES-neoR P46 Klonierungsvektor mit CMV-PromoterD. Jung
und ne& als Selektionsmarker in einer
Expressionskassette

pCMV-TAP1- P84 Expressionsvektor fur das TAP1A GerD. Jung, C. Harders,
IRES-neoR.2 und ne& in einer bicistronischen M. Kallfelz
Expressionskassette.

Weitere verwendete Vektorkonstrukte waren die Plasmide p-hTAP1 und p-hTAP2
(Quelle fur das TAP1A- und das TAP2E-Allel, freundlicherweise zur Verfliigung gestellt
durch F. Momburg, DKFZ Heidelberg), sowie die Plasmide P64 (CMV-TAP1-IRES-
neoR.1) und P65 (PGK-TAP1-IRES-neoR), die beide fehlerhafte Startsequenzen
enthielten. Beim Plasmid P65 wurde auf den Cytomegalievirus-Promoter zugunsten des
Promoters der humanen Phosphoglycerat-Kinase verzichtet. Dieser ist dafir bekannt,
weniger stark als der CMV-Promoter zu sein, aber eine stabilere Expression des
darauffolgenden Transgens zu bieten (Naakeal, 1996).

3.2.1. Restriktionskarten der verwendeten Plasmide

Im folgenden sind die Restriktionskarten der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide
schematisch dargestellt, wobei nur die wesentlichen Elemente und die Restriktase-
Erkennungsstellen des Polylinker vollstandig aufgefihrt wurden. Zusatzlich wurde die
Pvu-Erkennungsstelle gekennzeichnet, die flr eine zur stabilen Integration in das Zell-
Genom notwendigen Linearisierung der Plasmide von Bedeutung ist.
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Abb. 2.1: Plasmid pCMV-TAP1-neoR (P21) mit einer CMV kontrollierten TAP1- und einer zweiten SV40

pCMV-TAPI-neoR

8166 bps TAPL ORF
1 SV40 poly A

Abb. 2.2: Plasmid pCMV-TAP2-neoR (P23)

analog zu P21 mit der TAP2E-cDNS anstelle des

TAP1A-Transgens

pCMV-IRES-neoR
4891 bps

BGH poly A
Sp6

kontrollierten neoR Expressionskassette

AmpR: Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase).
CMV: Promoter des Cytomegalievirus

T7: Promoter des Phagen T7.

TAP1 ORF: ,open reading frame" des TAP1A-Gens.
Sp6: Promoter des Phagen Sp6.

p(A): Poly-Adenylierungssequenz, (bovines Wachs-
tumshormon)

f1 ori: Replikationsursprung des f1 Phagen.

SV40: Promoter des Simian Virus 40 (SV40).

neoR: Neomycinresistenzgen.

SV 40 poly A: Poly-Adenylierungssequenz des SV40
PUC19: PUC19-DNS-Anteil

pPCMV-TAP2-neoR

TAF2 OR
7993 bps

Abb. 2.3: Plasmid pCMV-IRES-neoR (P46)
Basisvektor fir die Konstruktion bicistronischer
Expressionsvektoren mit dem neo"-Gen als
Selektionsmarker

MCS: ,multiple cloning site“, Polylinker zur
Klonierung von Transgenen in diesen Vektor mit
Angabe der Restriktionsstellen

IRES: ,internal ribosomal entry site, Sequenz aus
dem Human Choriomeningitis Virus, die einen
Methyl-Cap unabhangigen Translationsstart
ermoglicht (Gallardo et al., 1997).

BGH poly A: ,bovine growth hormone* Poly-
Adenylierungssequenz
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Abb. 2.4: Plasmid 84, Expressionsvektor zur stabilen
Expression des TAP1A- und des neoR-Transgens
durch Transkription nur einer bicistronischen mRNS,
in der beide Gene durch eine IRES verbunden sind.

pCMV-TAPI-IRES-neoR

7124 bps
TAP1 ORF

Bei erhohter Instabilitdt des Vektorkonstruktes mit einem CMV-Promoter (siehe auch:
McLachlinet al, 1993; Najjaret al, 1999) wurde durch die Kombination mit einer IRES
eine stabile und unter Selektion anhaltende Integration des Plasmids in die Wirts-DNS
erreicht.

3.3. Zellinien

Name Eigenschaften/Verwendung Quelle
MZ1257RC NZK-Zellinie, stabile Transfektion Seliger et al., 1997b
MZ1851RC NZK-Zellinie, stabile Transfektion Seliger et al., 1996a

MZ1851LN Zellinie einer Lymphknoten-Metastase, Seliger et al., 1996a
stabile Transfektion

NIH3T3 Murine Fibroblasten-Zellinie, Deutsche Sammlung von
transiente Transfektion Mikroorganismen und
Zellinien (Braunschweig)
IVSB T-Zellinie eines NZK-Patienten Wodlfel et al., 1993

3.4. Oligonukleotide
3.4.1. Primer fur die PCR

Name Sequenz Amplifikat Modus Verwendung
Nachweis der
Neo-A 22-mer 5-CACAACAGACAATCGGCTGCTC-3' 518b G Integration des
Neo-B 22-mer 5-CCATGATATTCGGCAAGCAGGC-3" P neoR-
Selektionsgens
PCDNA5*  21mer 5-ACGACTCACTATAGGGAGACC-3'  707-863bp Nachuers des
T-1AEx2 21mer 5'-CCATCTTGTAGAATCCAGTCA-3' (je nach Vektor) G/R und des
T-2ECDNA  19mer 5-GGAGAAGAGGCACATGAAG-3' 750bp

TAP2-Transgens
] Nachweis de§-
B-Aktin5* 21mer 5-TCCTGTGGCATCCACCAAACT-3' 315b R Aktin Gens als
B-Aktin3'  2lmer 5-GAAGCATTTGCGGTGGACCAT-3 P Expressions-
Kontrolle

Abk.: G: Genomische PCR, R: RT-PCR
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Die verwendeten vektorspezifischen Oligonukleotide wurden durch die Firma Pharmacia
Biotech (Roosendaal, Niederlande) oder MWG Biotech GmbH (Ebersberg, BRD)
synthetisiert. Die Oligonukleotide wurden in,® (PCR-Primer) umgepuffert und bei
-20°C gelagert.

3.4.2. Sonden fur Southern- und Northern-Blot

Sonde Sequenz

TAP1 Fragment von 1163bp aus Restriktionsverdau von Plasmid P84nuiti
B-Aktin 30mer 5'AGA TGT GGA TCA GCA AGC AGG AGT ATG ACG3'

Die Sonden wurden fir den Northern Blot mit dem Megaprime Kit (Amersham Buchler,
Braunschweig, BRD) radioaktiv markiert und fur den Southern Blot wie beschrieben
Biotin-gelabelt.

3.5. Chemikalien, Enzyme und Nukleinsduren

Alle verwendeten und nicht aufgefuhrten Chemikalien wurden als analysenreine
Reagentien von den Firmen Roche Diagnostics (Mannheim, BRD), Fluka (Deisenhofen,
BRD), Gibco/BRL (Eggenstein, BRD), Merck (Darmstadt, BRD), Serva (Heidelberg,
BRD) oder Sigma (Deisenhofen, BRD) bezogen. Radioaktive Nukleosidtriphosphate
stammten von Amersham Buchler (Braunschweig, BRD), Enzyme und Nukleinsduren
von Roche Diagnostics (Mannheim, BRD) und Gibco/BRL (Eggenstein, BRD).

Enzyme flr die Molekularbiologie:

Name Verwendung Quelle
DNAse RNS-Préaparation vor RT-PCR

Fur alle:
Pfu-undTag- DNS- PCR Roche Diagnostics,
Polymerase Mannheim, BRD
Titan-Enzym-Mix ,one step“-RT-PCR

Restriktionsendonukleasen:

Pvu Plasmid-Linearisierung Fir alle:

fr die Transfektion Roche Diagnostics,
Noti Plasmid-Linearisierung Mannheim, BRD

fur in-vitro Transkription
Hindlll Sondenherstellung
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Chemikalien fur die Transfektion:

Name Verwendung

Quelle

Lipofectamine Lipofektion

Gibco/BRL,
Eggenstein, BRD

Antikorper fur die Proteinchemie, Immunhistologie und Durchflu3zytometrie:

Name Verwendung Quelle
Primarantikorper:
mAb 148.30-TAP1 (human) Western-Blot R. Tampé
Immunfluoreszenz
mAb w6/32a-MHCI (human) DurchfluRzytometrie Th. Wolfel
Immunfluoreszenz
mAb mA2.1a-HLA-A2 (human) DurchfluBzytometrie
Sekundarantikorper:
Anti Maus IgG — AP Western-Blot DAKO,
gekoppelt mit alkalischer Hamburg, BRD
Phosphatase

Anti Maus 1gG — GAM-FITC Durchflu3zytometrie

Beckmann-Coulter-

gekoppelt mit Fluorescein- Immunfluoreszenz- Immunotech,
Isothiocyanat mikroskopie Krefeld, BRD
Oligopeptide fur Translokationsexperimente:
Name AS-Sequenz Quelle
Peptidsequenz #56 RYWANATRSR Fur alle:
Peptidsequenz #65 RYWANATRSK Frank Momburg,
Peptidsequenz #73 RYWANATRSV DKFZ Heidelberg, BRD

Molekulargewichts- und Langenstandards:

Name Fragmentgrofie

Quelle

DNS-Fragment Langenstandard 8454, 7242, 6369, 5686, 4822,
A-BstEll 3675, 2323, 1929, 1371, 1264,

702, 224, 112 (in bp)

DNS-Fragment Langenstandard 8576, 7427, 6106, 4899, 3639,

Roche Diagnostics,
Mannheim, BRD

Roche Diagnostics,

2799, 1953, 1882, 1515, 1482, :

Vil 1164, 992, 710, 492, 359 (in bp)Mannhe|m, BRD

ProteingroRenstandard %4-%)2)1, 30, 46, 69, 97.4, 200  Amersham Buchler,
n a

RPN 756 (Rainbow-Marker)

Braunschweig, BRD
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3.6. Allgemeine Stammlosungen und Puffer
3.6.1. Elektrophorese:

Nukleinsauren:

TAE-Puffer (50x)

TBEgqPuffer (10x)

DNS-Ladepuffer (6x)

Proteine:

2M Tris-Eisessig (pH 8,5),
1M Na-Acetat,
50mM NaEDTA.

1M Tris-Base,
0,83M Borsaure,
10mM NgEDTA.

10ml TAE-Puffer,
80ml Glycerin (87 %),

je 0,2g Bromphenolblau und Xylen Cyanol.

Acrylamid-Lsg. (40%)

Laufpuffer (5x)

95g Acrylamid,
5g N,N‘-Methylenbisacrylamid,
ad 250ml BO, bei 4°C dunkel lagern

150g Tris-Base
7209 Glycin
ad 5| HO

Elektrophorese-Puffer 400ml Laufpuffer (5x)

Transfer-Puffer

10 % PAGE Trenngel
entspricht 6 mi

10ml 20% SDS
ad 2| HO

300ml Laufpuffer (5x)
600ml 99,8% Ethanol
2100ml H,0.

1,5ml 40% Acrylamid

0,8ml 2% Bisacrylamid

1,2ml 1,88 M Tris/HCI pH 8,8
1,2ml 0,5% SDS

1,3ml KO

5% PAGE Sammelgel 0,25ml 40% Acrylamid

entspricht 2 mi

0,13ml 2% Bisacrylamid

0,4ml 0,625 M Tris/HCI pH 8,8
0,4ml 0,5% SDS

0,82ml HO
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3.6.2. Proteinchemie, Immunhistologie und Durchflul3zytometrie:

TBS,pH 7,5 6.05g Tris Base (50mM), 8.76g Natriumchlorid (150mM)
in 800ml HO, pH mit HCI auf 7,5 einstellen,,® ad 1 |

TBS-Tween 20 1ml Tween 20 in 11 TBS I6sen (0.1% v/v)

(TBST)

2 x SDS Puffer, 1g Sucrose

ad 10ml: 5ml SDS 20%

1,2ml Tris 1M pH 6,8
3,8ml Aqua dest.
1 Kornchen Pyronin B

Proteaseinhibitoren-  5ul Aprotinin [2mg/ml]
gemisch, 10pl Trypsininhibitor [Lmg/ml]
ad 1ml: 20ul PMSF [2,5mg/ml]
4ul Jodacetamid [100mg/ml]
25ul Pepstatin [0,68mg/ml]
25ul Leupeptin [0,38mg/ml]

911ul PBS
TBS-AP-L6sung 5,05g MgC}
pH 9,5 2,99 NacCl
6,059 Tris-Base
ad 500 ml HO

Entwickler-L6sung 4,5ul NBT (Roche Diagnosticslannheim, BRD
pro ml TBS-AP 3,5ul BCIP/X-Phosphat (Roche Diagnostiggnnheim, BRD

Ponceau-S-LOsung 0,5% Ponceau-S
1% Essigsaure

Blockierungs-Losung 1% Magermilch Pulver in TBS/Tween 20

3.6.3. Hybridisierung:

Depurinierungslosung 0,25M HCI

Denaturierungslésung 0,5N NaOH, 1,5M NacCl

Transferpuffer 0,25N NaOH, 1,5M NaCl

Formamid (deion.) Formamid und 5% wi/v lonenaustauscherharz (AG 501-X8
(D), Bio-Rad) 30 Min. ruhren, filtrieren und bei -20 °C
lagern.
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SSC (20x)

3M NacCl, 0,3M Trinatriumcitrat, pH 7,5.

Denhardts-Losung (50x)1% wi/v Ficoll, 1% w/v Polyvinylpyrrolidon,

DNS-
Vorhybridisierungs-
l6sung

DNS-
Hybridisierungs-
l6sung

Schnell-
hybridisierungs-
l6sung

3.6.4. Enzymldsungen:

1% w/v BSA, Fraktion V.

50% v/v Formamid (deion.),

6x SSC, 5x Denhardts Losung,

0,5% w/v SDS,

50ug/ml denaturierte Heringsspermien-DNS.

50% v/v Formamid (deion.), 10% w/v Dextransulfat,
5,75x SSC,

0,5% w/v SDS,

50ug/ml denaturierte Heringsspermien-DNS.

3x SSC, 10x Denhardts Losung
0,1% w/v SDS
250ug/ml denaturierte Heringsspermien-DNS.

Rnase 2000

Restriktions-Mix
Proteinase K

DNase, RNase frei

DNase Stop Mix

100mg RNase A und 1ml RNase T1 f1%1id 49ml 10mM
Tris-Cl (pH 7,5)/15mM NacCl l6sen und 15 Min. kochen.
Nach langsamen Abkihlen bei —20°C lagern.

4ul RNase 2000, 20ul 10x Restriktase-Puffer, 761 H

20mg/ml in #@ l6sen (fur die PCR). Fur 30 Min. bei 50 °C
aktivieren. Aliquotiert bei -20 °C lagern.

20mM Mggl 2mM DTT, 500ng DNase |, 8U RNase
Inhibitor in TE pH 7,5

50mM EDTA, 1,5M Natrium Acetat, 1% SDS

3.6.5. Sonstige Losungen:

Nukleinsauren:

H,O, RNase-frei

TE-Puffer

mit 0,1% Diethylpyocarbonat (DEPC) u/n bei 37°C behandelt
und anschlie3end autoklaviert

10mM Tris-Cl, 1ImM NaEDTA,
pH 8,0 fir DNS, pH 7,5 fir RNS
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Phenolesatiigt Phenol (bei 70°C geschmolzen) und 0,1% v/v 8-Hydroxy-
chinolin mit gleicher Menge 1 M Tris-Cl (pH 8) ausschitteln.
Mit 0,1 M Tris-Cl (pH 8) ausschiitteln bis die wéalrige Phase
pH 7,6 erreicht hat. Bei 4 °C dunkel lagern.

Phenol/Chloroform Phenolesatigc Chloroform und Isoamylalkohol (25:24:1).

LPA (Lineares Acrylamid ad 5% w/v in KO l6sen. 50ul

Polyacrylamid) Ammoniumpersulfat (100 mg/ml) und 4ul TEMED/10ml
Losung zugeben. Eine Std. bei RT polymerisieren lassen. Bei
4°C lagern. Je 5ul einer 1:5 Verdinnung (10mg/ml) als
Prazipitationshilfe bei Fallungen von gereinigter DNS/RNS
mit bis zu 1,5 ml Endvolumen einsetzen.

Plasmidpraparation:

Mini-Plasmid-Prap

(B. Seed)
Losung I: 10mM EDTA pH 8
Losung II: 0,2M NaOH; 1% SDS; (frisch ansetzen)
Ldsung llI: 2,5M KAc; 2,5M HAc (Eisessig) pH 4,7

Qiagen Midi-Plasmid-
Praparations Kit

Puffer P1 50mM Tris/HCI pH 8,0, 10mM Na2EDTA
(Lagerung bei 4°C)  100pg/ml RNase A RNase T1
Puffer P2 (Lyse) 0,2M NaOH, 1% SDS

Puffer P3 (Neutralisation)3M Kaliumacetat pH 5,5

Puffer QBT 750mM NacCl, 50mM MOPS pH 7,0 ,15% Ethanol,
(Aquilibrierung) 0,15% Triton-X-100

Puffer QC (Waschpuffer) 1000mM NaCl, 50mM MOPS pH 7,0, 15% Ethanol

Puffer QF 1250mM NaCl
(Elutionspuffer) 50mM Tris/HCI pH 8,5, 15% Ethanol
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in-vitro Transkription

in-vitro Translation

0,2M EDTA pH 8,0
T7 abhangige RNA Polymerase (Roche Diagnostics)
Cap Scribe 5x Puffer (Roche Diagnostics)
Ribonukleosidtriphosphate,
Cap-Nukleotid [P1-5'-(7-Methyl)-
Guanosin-triphosphat]

Biotin in vitro Translations-Kit (Roche Diagnostics)
1M Kalium-Acetat
10mM Magnesium-Acetat
Translations Mix:
Retikulozyten Lysat,
10pmol biotin konjugierte Lysin-tRNA,
42uM Aminosauren ohne Lysin,
Spermidin, Nukleosidtriphosphate,
DTT (Dithiotreitol),
83mM Kalium-Acetat, 0,83mM Magnesium-Acetat

3.7. Medien fir die Bakterienvermehrung

Alle Medien wurden durch Autoklavieren (20 Min. bei 120 °C) sterilisiert. Ampicillin
wurde nach dem Abkihlen der Medien auf mindestens 55 °C mit einer Endkonzentration
von 100 pg/ml zugesetzt. Das Medium fir Agarplatten enthielt 1,5 % w/v Agar-Agar
(Sigma, Deisenhofen, BRD ).

LB-Medium
(Luria Bertani)

TB-Medium
(Terrific broth)

10g Bacto-Tryptone (Sigma),
5g Bacto-Yeast Extract (Sigma),
5g NaCl ad 1l AQUgyest

Lsg. 1: 12g Bacto-Tryptone (Sigma),

249 Bacto-Yeast Extract (Sigma),

4ml Glyzerin ad 900 ml AqQugest

Lsg. 2: 170mM KH,PQ,, 720mM KHPQO,.

in 200ml AqQU@igest

Beide Losungen getrennt autoklavieren und nach dem
Abkihlen auf Raumtemperatur 9 Teile Lsg. 1 und 1 Tell
Lsg. 2 mischen.
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3.8. Puffer und Medien fur die Kultivierung von Séaugerzellen

Name Beschreibung Quelle
PBS .Phosphate buffered saline®, PhospEkagenherstellung
gepufferte Kochsalz-Losung, ohne KalziumApotheke Mainz

FCS Jfetal calf serum®, fotales Kalberserum PAA
(Coelbe, BRD)

DMEM ,Dulbecco's Modified Eagle Medium* Seromed
(Berlin, BRD)

D10 DMEM supplementiert mit 10% v/v hitze-

inaktiviertem fétalem Kaélberserum (FCS),
2mM Glutamin, 100 IE/ml Penicillin und 100
png/ml Streptomycin.

RPMI 1640 .Roswell Park Memorial Institute® Seromed
[Mooreet al, 1966] (Berlin, BRD)
R10 RPMI supplementiert mit 10% v/v hitze-

inaktiviertem fotalem Kalberserum, 2mM
Glutamin, 100 IE/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin.

Trypsin/EDTA  0,05% (w/v) Trypsin, 0,02% (w/v) EDTA Seromed

(Berlin, BRD)
G418 Geneticin, 16 g/l in 200 mM Pipes (pH 7,8ibco/BRL
(Neomycin) l6sen, entspricht 8 mg/ml wirksame Substaizggenstein, BRD)

Aliquotiert bei -20 °C lagern.
Elektroporations-DMEM + 1% FCS
medium

3.9. Besondere Gerate und Software:

Gerate:
Rechteck-Impuls-Elektroporator  Fa. Fischer-Intergen, Heidelberg, BRD

Software:

Align Plus v2.0 Scientific & Educational Software
Clone Manager v4.0 Scientific & Educational Software
Plasmid Map Enhancer v2.0 Scientific & Educational Software
Quantiscan 2.0 Microbial Systems
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4. Methoden

4.1. Zellkultur
4.1.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen und Zytokinstimulation

Die in dieser Arbeit eingesetzten Nierenzellkarzinom- und Hybridomzellen wurden bei
37°C und 5% C@in einem Brutschrank kultiviert. Eine Abloésung adharenter Zellen
wurde, wenn nicht anders vermerkt, durch eine kurzfristige Behandlung mit
Trypsin/EDTA erreicht. Eine Sedimentierung dieser Zellen erfolgte bei 1400 U/Min. fir
5 Min.. Die Zellen wurden zur Weiterkultivierung in einem Verhaltnis von 1/6 bis 1/10
auf neue KulturgefalRe verteilt. Als Kultivierungsmedium diente fir Nierenzell-
karzinomzellen D10, fur Hybridomzellen oder Lymphozyten R10. Die im Zusammenhang
mit der Kultivierung von Zellen allgemein angewandten Techniken erfolgten in
Anlehnung an Lindl & Bauer (,Zellkultur®, 1994).

Fir die Zytokinstimulation wurden die Nierenzellkarzinomzellen mit 20ng/ml{ERBO

IE/ml, Thomae, Biberach, BRD) fur die angegebene Zeit behandelt. Wie in friheren
Dosis-Wirkungsanalysen bereits gezeigt wurde, besitzt diese Konzentration fir den
eingesetzten Zeitraum auf die Nierenzellkarzinomzellen weder zytotoxische noch
zytostatische Effekte (Seliger et al., 1997b).

4.1.2. Selektion Neomycin resistenter Zellklone

Nach dem Gentransfer eines Vektors in Zellen, der das Neomycinphosphotransferase II-
Gen als Selektionsmarker tragt, werden sie in Selektionsmedium mit 500pg/ml G418
(Neomycin/Geneticin, Gibco) kultiviert. Das Antibiotikum G418 wird in diesen Zellen
durch Produktion der Neomycinphosphotransferase Il (NPT) inaktiviert. Die Expression
dieses Enzyms filhrt also zur Neomycin-Resistenz \jnéer Zellen. Nach etwa 2
Wochen sind einzelne G418-resistente Zellhaufen als Klone abgrenzbar, die bei Erreichen
einer entsprechenden Zellanzahl mit der Hilfe von Klonierungsringen nach einer
Trypsinbehandlung von der Unterlage geldst und in neue Kulturgefal3e tberfihrt werden.
Die Zahl der Klone pro eingesetzter Zellen entspricht der Transfektionseffizienz. In Folge
werden die Klone weiterhin in Selektionsmedium mit 350pug/ml G418 kultiviert, um den
Selektionsdruck beizubehalten.

4.1.3. Antikoérpergewinnung aus Hybridoma-Zellen

Zur Gewinnung des Antikdrpers w6/32 (Brodsityal, 1979), der den MHC Klasse |
Komplex aus schwerer Kette urmd-Mikroglobulin erkennt, werden 1xfellen der
Hybridomalinie w6/32 (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt durch die Arbeitsgruppe
Wolfel) in 500ml R10 ausgesat und fiur etwa eine Woche bis zum Erreichen ihrer
stationdren Wachstumsphase kultiviert. Anschliel3end werden die Zellen bei 1400 U/Min.
fur 5 Min. abzentrifugiert und der Uberstand in einem neuen Gefal3 erneut bei 7000
U/Min. zentrifugiert, um hochmolekulare Proteine zu sedimentieren. Der Uberstand
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dieser Zentrifugation, der Antikérper und kleinermolekulare Proteine enthalt, wird in ein
neues Gefald Uuberfihrt und mit 1/20 Volumen 1M Tris pH 8 gepuffert. In dieser Form
wird er ohne weitere Aufreinigung zur Detektion der MHC Klasse |
Oberflachenexpression eingesetzt, wobei zuvor die optimale Endkonzentration gegen
einen Antikorper bekannter Konzentration austitriert wird.

4.1.4. Verwendete Gentransfermethoden

Elektroporation

Die Elektroporation wurde als effektive Methode des Gentransfers in Saugetierzellen, im
folgenden Transfektion genannt, beschrieben (@hual, 1987). Hierbei wird ein
Zellsuspensions/Plasmid-Gemisch einem elektrischen Feld in Impulsform ausgesetzt,
welches fur einen kurzen Augenblick Poren in der Zellmembran erzeugt, durch die die
DNS in die Zelle gelangt. Die Bedingungen mussen fir jedes System optimiert werden
(Oellig & Seliger, 1990)

Die Elektroporation wurde als bevorzugte Methode fir einen stabilen Gentransfer in
Nierenzellkarzinomzellen gewahlt, da die Transfektionseffizienz in diese Zellen mit
anderen Methoden, unter anderem Calciumprazipitation, nur sehr gering war (Seliger,
personl. Mitteilung). Der in dieser Arbeit eingesetzte Elektroporations-Impulsgenerator
(EPI 2500, Fischer Intergen, Heidelberg, BRD) unterscheidet sich von vergleichbaren
Geréaten, wie z.B. den weitverbreiteten Bio-Rad-Impulsgeneratoren, durch die Erzeugung
eines nahezu rechteckférmigen Impulses. Hierdurch verspricht man sich gegentber dem
sonst Ublichen Sagezahnimpuls eine geringere Erwédrmung der Zellsuspension durch eine
kirzere Impulsdauer bei gleichzeitiger Verlangerung des Plateaus der, fir den Transfer
entscheidenden, Hochspannungsphase.

vA vA

g >

Konventioneller Rechteck-Elektroporations
Elektroporationsimpuls impuls des EPI-2500

Abb.3.1: Rechteck-Impuls-Elektroporation.
Vergleich zwischen Impulsen erzeugt von herkdbmmlichen Generatoren und dem EPI-2500 der Firma
Fischer Intergen.

In Vorversuchen wurden folgende Elektroporationsbedingungen als optimal ermittelt:
2,5x10 Zellen in 500ul DMEM mit 1% FCS

10pg Plasmid-DNS

455V

2ms Impulsdauer

1200uF Kapazitat
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Die Zellen und das Plasmid werden in Elektroporations-Kiuvetten (Bio-Rad, Minchen,
BRD) gegeben und in dem Elektroporator einem elektrischen Impuls ausgesetzt.
AnschlieBend werden die Kivetten fur 5 Min. auf Eis inkubiert, um der Erwarmung
durch den Impuls entgegenzuwirken. Die so behandelten Zellen werden in D10 Medium
Uberfihrt und zu gleichen Volumina in die Gefal3e einer 6-Loch-Platte verteilt. Nach 24
Stunden wird das Medium entfernt und gegen ein Selektionsmedium ausgetauscht.

Lipofektion

Neben der Elektroporation ist auch die Lipofektion ein anerkanntes Verfahren zum
Gentransfer in Saugetierzellen (Felgmdral, 1987). Hier wurde das Lipofectamine-
Reagenz (Gibco BRL, Eggenstein, BRD) eingesetzt. Das Prinzip der Lipofektion besteht
in der Bildung von Mizellen oder Liposomen aus einer Phospholipid-Doppelschicht, die
die zu transfizierenden Plasmide enthalten. Durch Verschmelzung der Liposomen mit der
Plasmamembran kdnnen die Plasmide in das Zellinnere gelangen.

Die zu transfizierenden Zellen werden einen Tag vor der Transfektion zu j&Zedléh

pro Gefal3 einer 6-Loch-Kulturplatte ausgesat. 24 Stunden spéater nach Erreichen einer
etwa 60%igen Konfluenz des Zellmonolayers wird die Transfektion durchgefihrt. Pro
Ansatz werden 1-3ug Plasmid-DNS in einem Totalvolumen von 108Qlgihgesetzt.
AulRerdem werden je 5ul des Lipofectamine-Reagenz @ Buf 100ul Volumen
gebracht und beide Anséatze zusammengegeben, durch Invertieren gemischt und 30 Min.
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Zellen mit PBS gewaschen, zu dem
Transfektionsansatz je 800ul serumfreies Medium gegeben und diese Mischung dann auf
die Zellen pipettiert. Die Komplexe aus Lipofectamine und DNS werden mit den Zellen
fur 3 Stunden bei 37°C inkubiert, das Inkubationsmedium dann entfernt und gegen
Normalmedium ausgetauscht. 24 Stunden spéter werden die Zellen in entsprechendem
Selektionsmedium kultiviert. Erste N&Kolonien sind ca. 14 Tage spéter sichtbar.

Die Effizienz des Gentransfers nach Lipofektion war der nach Elektroporation
unterlegen, so dal im weiteren die Elektroporation als Gentransfermethode eingesetzt
wurde.

4.2. Molekularbiologie
4.2.1. Allgemeines

Agarose-Gelelektrophorese

Um Nukleinsaurenfragmente aus enzymatischen Verdaus, aus PCR-Reaktionen oder nach
Aufreinigung nachzuweisen, werden diese gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dafur
werden Nukleinsaure-Losungen mit 20% v/v 5fach-Gelelektrophoresepuffer versetzt und
je nach erwarteter Fragmentgrof3e in 0,8-1,5%igen Agarose-Gelen aufgetrennt. Diese
enthalten 0,5ug/ml Ethidiumbromid, wodurch die Nukleinsaure-Fragmente durch
Fluoreszenz unter UV-Licht zu detektieren sind. Zur gelelektrophoretischen Auftrennung
von DNS werden Gele und Laufpuffer auf TAE-Puffer Basis, von RNS auf TBE-Puffer
Basis eingesetzt.
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Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren wird photometrisch bei einer Wellenlange von
260nm bestimmt. Zur Extinktionsbestimmung werden 5ul Nukleinsaurenlésung pro
Milliliter vorgegeben und nach Abzug des Leerwertes, die Ergebnisse fur doppelstrangige
DNS mit zehn, fur einzelstrangige DNS und RNS mit acht und fur Oligonukleotide mit
vier multipliziert:

Die Reinheit der Probe wird nach dem Quotient der Optischen Dichte (OD) bei 260 und
280nm beurteilt, da Proteine vornehmlich bei einer Wellenlange von 280nm absorbieren.
Hinreichend reine Nukleinsdure-Losungen weisen ein Verhéaltnis OD260/0D280 von
grosser eins auf.

4.2.2. Transformation kompetenter E.coli Bakterien

KompetenteE.coli Bakterien, also solche die eine erhéhte Bereitschaft zeigen, Plasmide
aufzunehmen und zu amplifizieren, wurden freundlicherweise von Dr. D. Jung nach der
Methode von Douglas Hanahan (Hanahan, 1983) prapariert und zur Verfiigung gestelit.
Zur Transformation werden die kompetenkenoli-Bakterien auf Eis aufgetaut. 50ul der
Zellsuspension werden mit 50-150ng Plasmid-DNS in 10ul in einem Mikrogefald
gemischt, fir 10 Min. auf Eis und fir weitere 2 Min. bei 42°C inkubiert. Nach Zugabe
von 450ul vorgewarmten (37°C) LB-Medium verbleibt der Ansatz 30 Min. in einem
37°C Bakterieninkubator. Anschlieend werden 100ul der Suspension auf eine Schale
mit LB-Selektionsagar aufgetragen und 0/n bei 37°C inkubiert.

4.2.3. Préaparation der Transfektionsvektoren

Mini-Plasmidisolierung

Nach erfolgreicher Transformation koénnen auf dem Selektionsagar einzelne
Bakterienkolonien unterschieden werden. Aus diesen wird eine Anzahl Vorkulturen far
sogenannte Mini-Plasmid-Praparationen nach B. Seed hergestellt, die zur Uberpriifung
der korrekten und vollstandigen Ubertragung des Plasmids dienen.

Unter sterilen Bedingungen werden einige Transformanten (6-12) in Inkubationsréhrchen
mit 3ml LB-Selektionsmedium Uberimpft. Die Ro6hrchen werden in einem
Bakterienschuttler bei 37°C und 225-250 U/Min. fur etwa 6-8 Stunden oder tUber Nacht
inkubiert, ohne die Phase des exponentiellen Wachstums der Bakterien zu tberschreiten.
Die DNS-Praparation, nach der Methode der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979)
wird mit 1,5ml der Vorkultur durchgefiihrt.

Nach Zentrifugation bei 10.000 U/Min. fur 20 sec wird der Uberstand verworfen und das
Zellpellet auf einem Vortex-Mischer in 200ul Lésung | resuspendiert. Durch die
aufeinanderfolgende Zugabe von 400ul Lésung 1l und 300ul Lésung Il sowie Mischen
durch sorgfaltiges Invertieren werden erst Bakterienmembranen lysiert und anschlie3end
Zelltrimmer und Proteine ausgefallt. Durch einen Zentrifugationsschritt von finf Min.
mit 13.000 U/Min. bei 4°C pelletiert man diese und Uberfihrt anschliessend den
Uberstand von ca. 900ul in ein frisches, mit 600ul Isopropanol gefiilltes, ReaktionsgefaR.
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Um eine mdoglichst weitgehende Préazipitation der DNS zu erreichen, wird die Lésung
sorgfaltig gemischt und erneut finf Min. bei 13.000 U/Min. zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen und das DNS-Pellet mit eiskaltem Ethanol (-20°C) gewaschen. Hieran
schlief3t sich ein letzter finfminttiger Zentrifugationsschritt bei 13.000 U/Min. und 4°C
an. Nach dem Zentrifugieren wird der Ethanol quantitativ entfernt und das DNS-Pellet
kurz getrocknet, da evtl. verbliebene Alkoholreste nachfolgende Enzymreaktionen
beeinflussen kdnnen. Die DNS kann nun je nach GroRRe des Pellets in 80-100ul TE-Puffer
(pH 8) in ca. zehn Min. bei 65°C auf einem Thermomixer gelést werden.

Zur Uberprifung der Integritat des Plasmids, wird ein Testverdau mit einem, moglichst
ein spezifisches Bandenmuster hervorrufenden Restriktionsenzym durchgefuhrt. Dazu
werden aus der Mini-Plasmid-Praparation 4ul eingesetzt. Zu diesen werden in ein 1,5ml
Eppendorf-Reaktionsgefal 4l eines vorbereiteten flr das jeweilige Enzym spezifischen
Restriktionsmixes pipettiert, welcher den entsprechenden Puffer in der richtigen
Konzentration sowie RNAse enthélt. An den Rand des Reaktionsgefal3es werden 0,3ul
des Restriktionsenzymes gegeben. Nach kurzem Anzentrifugieren und Mischen wird der
Ansatz bei 37°C fur 60-90 Min. inkubiert.

Der Testverdau wird mittels einer Agarose-Gelelektrophorese uberprift, wobei
unverdautes Plasmid als Kontrolle dient.

Entspricht der Testverdau dem gewlnschten Ergebnis werden 500ul der Bakterienkultur
mit 500l sterilem Glycerin zu einem sogenannten ,Glycerin-stock” vermischt, der bei
-70°C gelagert wird und einer spateren Rekultivierung des Bakterienklons dient.

Midi-Plasmid-Praparation

Zur Praparation der Plasmide wurde das Qiagen-Midi-Praparations-Kit mit Qiagen-Tip-
100 Saulen verwendet. Es gelingt mit dieser Methode die Isolierung von bis zu 100ug
Plasmid-DNS.

Ein Milliliter einer Uberpriften Bakterien-Vorkultur wird zu 24ml TB-Selektionsmedium
(Tartof und Hobbs, 1987) in einen luftdurchlassig verschlieBbaren 250ml
Erlenmeyerkolben gegeben. Dieser wird in einem Bakterienschuttler mit 250 U/Min. bei
37°C uber Nacht inkubiert. Die Bakterien werden in 50ml R6hrchen fir 15 Min. mit
4.000 U/Min. bei 4°C sedimentiert und das Pellet anschlieend in 4ml Puffer P1 auf
einem Vortex-Mischer resuspendiert. Zu der Zellsuspension werden 4ml Puffer P2
gegeben, der die Zellwéande lysiert (Alkalische Lyse, s.0.). Durch vorsichtiges Mischen
erreicht man eine Homogenisierung der Losung, die darauf 5 Min. bei Raumtemperatur
inkubiert wird. Zur Neutralisation pipettiert man 4ml Puffer P3 zu der L6sung, mischt
erneut vorsichtig bis diese homogen erscheint und inkubiert dann 15 Min. auf Eis. Hieran
schlief3t sich ein Zentrifugationsschritt von 45 Min. mit 4.000 U/Min. bei 4°C an. Die
Schritte verlaufen bis zu diesem Zeitpunkt analog zu dem Verfahren der
Schnellisolierung. Es folgt jedoch keine Fallung der kompletten DNS im Uberstand,
sondern die Plasmid-DNS wird mit der Hilfe von Qiagen-Tip 100 Saulen, welche
Plasmid-DNS bis zu einer Grol3e von 150kB nach dem Affinitatsprinzip binden, isoliert.
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Vor der Verwendung werden die Saulen mit 3ml des QBT-Puffers aquilibriert. Der
Plasmid-enthaltende Uberstand wird filtriert und der Durchlauf hieraus komplett auf die
Saulen aufgetragen. Die Saulen werden anschlieBend zweimal mit 10ml Puffer QC
gewaschen, bevor die Plasmid-DNS mit 5ml Puffer QF aus der Saule in ein frisches
Roéhrchen eluiert wird. Zur Fallung der DNS wird das Eluat mit 70% v/v eiskaltem
Isopropanol (-20°C) versetzt und anschlielBend fir 45 Min. mit 4.000 U/Min. bei 4°C
zentrifugiert, das DNS-Pellet einmal mit eiskaltem Ethanol gewaschen und danach erneut
fur funf Min. mit 4.000 U/Min. bei 4°C zentrifugiert. Der Ethanol wird quantitativ
entfernt, das DNS-Pellet bei Raumtemperatur kurz getrocknet und nach Aufnahme in
mindestens 100ul TE-Puffer (pH8) in ein Schraubdeckelréhrchen tberflhrt. Die DNS
wird nun bei 37°C unter leichtem Schiitteln fur ein bis zwei Stunden oder Uber Nacht bei
4°C geldst, anschlieBend photometrisch deren Konzentration bestimmt und bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert.

Vorbereitung der Plasmide fir die Transfektion
Nur linearisierte, nicht aber ringférmige Plasmid-DNS ist in der Lage, sich stabil in das
Genom einer eukaryotischen Zelle zu integrieren (Samtebak 1989). Von den durch
Midi-Préaparation gewonnenen Plasmiden werden deshalb je 50ug linearisiert und fir die
Transfektion aufgereinigt. Die fur die Linearisierung verwendeten Enzyme sind im
Kapitel Material (s. 2.5) angegeben.
In ein 1,5ml Reaktionsgefal’ wird Folgendes vorgegeben:

e 50ug DNS-Losung

e 20ul 10x Restriktionspuffer

e TE pH8.0 ad 200u| Reaktionsvolumen

e 1-3 U Enzym pro pg DNS abhangig von der Enzymaktivitat

Der Ansatz wird gemischt, kurz zentrifugiert und fir 1,5-2 Stunden bei 37°C inkubiert.

Die Linearisierung des Plasmids wird in einer Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert.
Wegen seiner ringférmigen Struktur kann sich unverdautes Plasmid im gleichen Zeitraum
weiter durch die Matrix des Agarose-Gels bewegen als das linearisierte Molekul. Bei
unvollstandiger Linearisierung wird durch die erneute Zugabe von Enzym und Inkubation
bei 37°C ein vollstandiger Restriktionsverdau erreicht.

Zur Aufreinigung der DNS wird eine Phenol/Chloroform Extraktion mit 200ul (einem
Volumen) Phenol/Chloroform pH8.0 durchgefiihrt und ein weiterer Extraktionschritt mit
Chloroform/Isoamylalkohol angeschlossen. Hierbei wird jeweils nach grindlichem
Mischen auf einem Vortex-Mischer und funfminttiger Zentrifugation bei 13.000U/Min.
die obere Phase in ein frisches GefaR wbefiihrt. Der Uberstand des zweiten
Extraktionsschrittes wird in ein steriles Reaktionsgefald mit Schraubdeckel tberfuhrt und
durch die Zugabe von 22ul 5M NaCl und 450ul eiskaltem unvergalltem 100% Ethanol
die Plasmid-DNS in einem 30 minltigen Inkubationsschritt bei -70°C prazipitiert.
Alternativ kann dieser Schritt bei -20°C U/n durchgefuhrt werden. Alle weiteren Schritte
erfolgen unter sterilen Bedingungen. Die DNS wird mit 13.000 U/Min. bei 4°C fur 30
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Min. pelletiert, das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und der Rucklauf quantitativ
entfernt. Das DNS-Pellet wird vorzugsweise in einer Speed-Vac getrocknet und dann in
50ul sterilem TE pHB8.0 geldst. In dieser Form wird das Plasmid zur Transfektion
eingesetzt.

4.2.4. In-vitro -Transkription und -Translation

Um die Expression eines Plasmid-Inserts vor einer Transfekiioriro qualitativ zu
Uberprifen, bietet sich die Methode d@etvitro-Transkription und -Translation an. Hier
wurde eine Kombination aus der ,T7-Cap Scribe RNS Polymerase* und einem ,Biotin
in-vitro-Translations Kit* (beides Roche Diagnostics, Mannheim, BRD) benutzt.

Eine furin-vitro-Transkription geeignete cDNS ist im entsprechenden Vektor hinter einen
RNS-Polymerase Promoter der Bakteriophagen T3, SP6 oder in diesem Fall T7 kloniert,
wobei das Translations-Startcodon AUG nicht weiter als 25-100 Basenpaare von der
BakteriophagenPromoterregion entfernt sein sollte. Die RNS-Polymerase bindet an die
entsprechende  Promoterregion und beginnt dort unter Anwesenheit von
Ribonukleosidtriphosphaten die RNS-Synthese. Durch den Zusatz des Cap-Nukleotids
wird aul3erdem das 5 Ende durch eine Methyl-Cap modifiziert, die eine erhéhte
Translationseffizienz erméglicht (Angaben des Herstellers).

Die Polymerase bindet aber auch unspezifisch an Gberhangende 3’-Enden. Um die DNS
entsprechend vorzubereiten, wird das Plasmid etwa 50-200 Basenpaare hinter dem
Stopcodon linearisiert und, wenn das Enzym nicht ,blunt® geschnitten hat, einer
abbauenden Klenow-Fragment Reaktion unterzogen. Bevor die DNS in die Reaktion
eingesetzt wird, wird sie durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt und mit
Ethanol geféllt. Alle Arbeitsschritte erfolgen unter RNase-freien Bedingungen.

Transkription
In einem 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefald werden auf Eis vorgelegt:

- 4ul 5x Cap-Scribe Puffer

- 0,5ug linearisierte DNA

- H,O ad 19yl
Dieser Ansatz wird mit 1ul T7 RNS Polymerase versetzt und fur zwei Stunden bei 37°C
inkubiert. Um eine hohere Ausbeute zu erreichen, kann nach Ablauf der zwei Stunden
erneut 1pl T7 RNS Polymerase zu dem Reaktionsansatz gegeben und fur weitere zwei
Stunden bei 37°C inkubiert werden.
Wird die RNS nach Ablauf der Transkription direkt in dievitro-Translation eingesetzt,
wird der Ansatz bis zur Translation auf Eis gehalten. Ein 2ul Aliquot wird
gelelektrophoretisch kontrolliert und die Konzentration photometrisch bestimmt.
Wird nur ein Teil der RNS in die Translationsreaktion eingesetzt und der Rest
aufbewahrt, wird die Reaktion unter Zugabe von 2ul 0,2M EDTA (pH8) gestoppt. Es
wird ein Aliquot von 2ul gelelektrophoretisch Uberprift, die RNS dann durch eine
Phenol/Chloroform Extraktion aufgereinigt und unter Zugabe von 14ul Ammoniumacetat
und 100ul eiskaltem 100% Ethanol fir 30 Min. bei Raumtemperatur prazipitiert.

41



4. METHODEN

Nach Zentrifugation mit 13.000 U/Min. bei 4°C fir 30 Min. wird das Pellet mit eiskaltem
70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Das RNS-Pellet wird kurz getrocknet,
in 25ul HO gelost und die Konzentration photometrisch bestimmt. Diwitro
transkribierte RNS wird bis zur Verwendung bei -70°C aufbewabhrt.

Translation

Zur Translation der im vorhergehenden Schritt erzeugten RNS wurde dasiBiaitiro-
Translations-Kit verwendet. Dieses enthalt in einem gebrauchsfertigen Mix ein
Retikulozyten-Lysat, welches die Ribosomen fir die Translationsreaktion zur Verfiigung
stellt, einen Energiemix, an t-RNS gebundene Aminosauren, wobei die Aminosaure Lysin
zusétzlich mit Biotin markiert ist und die fir die Reaktion optimalen
Elektrolytkonzentrationen. Durch die Anwesenheit der Biotin-markierten Lysin-t-RNS
bietet es die Mdglichkeit, das Proteinprodukt im Western Blot nicht nur durch spezifische
Antikdrper zu detektieren, sondern jedes produzierte Protein durch eine Streptavidin-
vermittelte Reaktion zu detektieren.

Um die Translationsreaktion zu starten, werden 1pg RNS in 20@ #u dem
gebrauchsfertigen Translationsmix (30ul) gegeben, vorsichtig gemischt, anzentrifugiert
und der Ansatz eine Stunde bei 30°C inkubiert. Als Negativkontrolle dient ein Ansatz mit
20pul HO ohne RNS, als Positivkontrolle ein Ansatz, zu dem 180 Hnd 2ul einer
mitgelieferten y-Globulin RNS gegeben werden. Der Reaktionsansatz kann bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden. Die Detektion erfolgt im Western Blot
Verfahren entweder durch spezifische Antikorper oder mit einer Streptavidin-vermittelten
Chemilumineszenz-Reaktion  (s. 3.3.1). Verwendet wurde hierzu der
~,Chemiluminescence Western Blotting Kit* (Roche Diagnostics, Mannheim, BRD) mit
einem Streptavidin-Peroxidase Konjugat und dem Substrat Luminol.

4.2.5. Nachweis der Integration und Expression des Transgens

Genomische Polymerasekettenreaktion (PCR) aus Zellysaten

Die Polymerasekettenreaktion (Mullis und Faloona, 1987) ist eine hochsensitive und
spezifische Methode zur Detektion von Nukleinsauresequenzen. Sie basiert auf dem
Prinzip einer enormen Vervielfaltigung eines bestimmten DNS-Abschnittes durch eine
hitzestabile DNS-Polymerase, so dal3 dieser bereits durch eine Gelelektrophorese
dargestellt werden kann. Die Spezifitdt wird durch sog. Primer erreicht, DNS-Fragmente,
an denen die DNS-Polymerase die DNS-Synthese beginnen kann. Es wird ein Primer-
Paar spezifischer Sequenz im UberschuR zugesetzt, das nach Denaturierung der
Doppelstrang-DNS an komplementare Strukturen hybridisiert (Primer-Annealing). Nach
dem ersten Synthese-Schritt wird die DNS erneut denaturiert, weiterhin vorhandene freie
Primer binden erneut und so schliel3en sich bis zu 40 Zyklen an, in denen grol3e Mengen
des spezifischen Amplifikates gebildet werdef? 21,09*103).
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Abb. 3.2: Prinzip der PCR.
Durch den Einsatz spezifischer Primer wird in aufeinanderfolgenden Synthese-Zyklen nur ein definierter
Abschnitt der DNS amplifiziert.

Die Integration des Transgens in das Genom der Zellen kann durch eine direkte
genomische PCR mit einer geringen Zellzahl tGberpruft werden. Es wird in unabhéngigen
Versuchen jeweils das Vorhandensein des Inserts und des Resistenzgens mittels
spezifischer Primer kontrolliert.

Primer B (T1AEXx2) Primer B (neo 1.2)
— —
+ CMV-Promoter H TAP1-cDNS H
 and —
Primer A (pcDNA 5%) Primer A (neo 1.1)

Abb. 3.3: Strategie fiir die genomische PCR zur Uberpriifung der vollstandigen Vektor-Integration nach
Transfektion.

In unabhangigen Versuchen wird das Vorhandensein des Transgens und des NeoR—SeIektionsgens
Uberpraft.

Fir die Reaktion werden 5x10 5x10" Zellen eingesetzt, diese mit,® auf 20yl
Volumen aufgefullt und mit 50ul Mineral6l Gberschichtet. In einem ersten Schritt werden
die Zellen bei 95°C fur 10 Min. lysiert, im zweiten Proteine durch die Zugabe von 5ul
Proteinase K (2mg/ml) und Inkubation bei 55°C fur 60 Min. degradiert.

Nach Inaktivierung der Proteinase K durch Erhitzen auf 95°C fir 10 Min. schliel3t sich
die Polymerasekettenreaktion nach Abkihlen des Ansatzes auf 80°C durch Zugabe eines
entsprechenden PCR-Mix direkt an, der nach folgendem Schema hergestellt wird:

e 5ul 10x PCR-Puffer

e Xxul 50mM MgC} (variabel: Endkonzentration 1-10mM)

e 1ul 3'Primer (=500pmol)

e 1ul 5'Primer (=500pmol)

e 5ul 2mM dNTP

e 1,5ul Tag-Polymerase (1U/ul, Roche Diagnostics, Mannheim, BRD)
e Xxul HO ad 25ul

Der vorbereitete PCR-Mix wird fir 30 Sekunden bei 80°C vorgewarmt und anschlieRend
zu dem Ansatz gegeben. Der Start der PCR erfolgt dadurch unter Beibehaltung der 80°C,
dem "Hot-start" Protokoll (Choet al, 1992) entsprechend, welches eine unspezifische
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Primer-Bindung im ersten Amplifikations-Zyklus vermindert und somit die PCR-
Spezifitdt erhoht. Die PCR lauft fr 40 Zyklen analog zum Standard PCR-Protokoll mit
den Schritten:

60 Sek. 95°C Denaturierung
65 Sek. 50-60°C Primer Bindung (,Annealing®)
60-120 Sek. 72°C Verlangerung des DNA-Stranges (,Extension®)

Die Bedingungen entsprechen folgender Tabelle:
Zu detektierende cDNS Annealing Temp. Extension MgOnz.

Ned® 58°C 50 sek. 1,5mM
CMV-TAP1A 55°C 60 sek. 1,5mM
CMV-TAP2E 55°C 60 sek. 1,5mM

Die Amplifikate werden durch eine Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert.

Isolierung zytoplasmatischer RNS aus Zellpellets nach der NP40-Methode

Alle Arbeiten mit RNS werden unter RNS-sterilen Bedingungen durchgefiihrt, so dafl3
eine Kontamination mit RNasen vermieden wird. Es werden grundsatzlich Einmal-
Handschuhe getragen, alle Lésungen mit DEPC-behandelt€iuHd RNase-freien
Chemikalien angesetzt, sowie die Ansétze auf Eis gehalten. Alle mit der RNS in Kontakt
kommenden Gerate-Oberflachen werden durch eine 30minutige Inkubation mgC3% H
Losung von RNasen befreit.

Zur Isolierung zytoplasmatischer RNS wurde eine modifizierte NP40-Methode eingesetzt
(Sambrook et al., 1989). Es werden Zellpellets von ca.1%&len gewonnen und pro
Pellet 445ul ,RNA Extraction Buffer* (REB) Stocklésung mit 5ul 200mM DTT und
50ul 200mM ,Vanadylribosylnucleotide-complex” (VRC), einem RNase Inhibitor, zum
REB+ Puffer komplettiert. Das Pellet wird durch Vortexen in 500ul REB+ vollstandig
resuspendiert und anschliel3end die Suspension funf Min. auf Eis inkubiert. Wé&hrend
dieses Inkubationsschrittes lysiert das NP40 die Plasmamembranen der Zellen, nicht aber
die Kernmembran.

Das Lysat von etwa 700ul wird in ein 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefald tberflhrt und bei
4°C fur 90 Sekunden mit 13.000 U/Min. zentrifugiert, der Uberstand in ein frisches
Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberftihrt und mit 400ul ,Proteinase Digestion Buffer* (PDB)
nach kurzem Mischen auf dem Vortex-Mischer fur funf Min. bei Raumtemperatur
inkubiert. In diesem Schritt werden die gelosten Proteine degradiert, was deren
anschlieRende Phenol/Chloroform Extraktion vereinfacht. Zu dem Ansatz werden 600ul
Phenol/Chloroform (pH 7,5) gegeben, das Reaktionsgefald invertiert, bis sich eine
homogene Tribung eingestellt hat und anschliel3end das Gemisch fur 5 Min. bei 13.000
U/Min. zentrifugiert. Die obere Phase wird in ein neues Reaktionsgefald tberflhrt und,
zur Entfernung des Phenols aus dem Ansatz, eine Chloroform/Isoamylalkohol Extraktion
nach dem gleichen Prinzip angeschlossen.

Anschlie3end wird die RNS mit 800ul eiskaltem Isopropanol versetzt und fir mindestens
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30 Min. oder U/n bei -70°C ausgefallt. Durch einen Zentrifugationsschritt von 30 Min. bei
13.000 U/Min. und 4°C wird die RNS pelletiert und das Pellet mit eiskaltem 70% Ethanol
gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt von 5 Min. bei 13.000 U/Min.
wird das Ethanol quantitativ entfernt, das Pellet getrocknet, bevor es in 200ul TE (pH
7,5) bei 37°C fur 10 Min. gelost wird. 5ul der RNS-Lésung werden fir die
photometrische Konzentrationsbestimmung eingesetzt, der Rest bis zur Verwendung bei
-70°C gelagert.

DNase-Verdau

Obwohl bei der NP-40 RNS-Extraktions-Methode DNS-Kontaminationen wegen des
Intaktbleibens der Kernmembran selten sind, wird ein Teil der RNS zum spateren Einsatz
in eine RT-PCR einem DNase Verdau unterzogen, um eventuell vorhandene DNS-
Spuren, die die RT-PCR verfélschen kénnten, zu beseitigen. Es wird dazu ein 2x DNase-
Inkubationsmix angesetzt, der 1:1 mit 100ul des RNS-haltigen Ansatz vermischt und fur
15 Min. bei 37°C inkubiert wird. Die Reaktion wird durch die Zugabe von 25% v/v
DNase-Stop-Mix abgebrochen. Die RNS wird dann nach obigem Protokoll erneut durch
eine Phenol/Chloroform Extraktion aufgereinigt und ausgefallt.

RT-PCR

Die Expression der mRNS wurde unter anderem durch eine Ein-Schritt RT-PCR mit dem
Titan™-RT-PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, BRD) erfasst.

Das Prinzip der RT-PCR besteht in der Erstellung einer cDNS-Kopie der RNS mit Hilfe
der retroviralen Reversen Transkriptase und einer anschlieBenden
Amplifizierungsreaktion mit spezifischen Primern nach der vorbeschriebenen klassischen
PCR-Methode. Bei der klassischen Zwei-Schritt-Methode wird eine cDNS-Kopie der
gesamten RNS durch die Hybridisierung mit unspezifischen Hexanukleotiden erstellt,
beschrankt allerdings auf eine limitierte Kopielange. Bei der hier angewendeten Ein-
Schritt-Methode wird ein Enzymmix eingesetzt, der sowohl eine reverse Transkriptase als
auch DNS-abhangige Polymerasen enthalt. Spezifische Primer tGbernehmen sowohl die
Aufgabe der reversen Transkription als auch der direkt anschlieRenden Amplifikation.
Neben den Primern fir die zu detektierende Sequenz werden zur Expressionskontrolle
ebenso Primer fur das ,house-keeping” Qe#ktin eingesetzt. Die Vorteile dieser
Methode liegen in einer Vereinfachung des Arbeitsablaufs, in der Mdglichkeit geringere
Mengen an RNS zu detektieren, sowie langere Amplifikate zu erhalten.

Die reverse Transkription wurde nach dem Anwendungsprotokoll des Herstellers fur 30
Min. bei 50°C durchgefiihrt. Die PCR schlo3 sich direkt mit folgenden Parametern an:
Denaturierung bei 95°C fur 2 Min, 10 Zyklen mit Denaturierung bei 95°C fir 60 Sek.,
Annealing bei 58°C fir 30 Sek., Verlangerung bei 68°C fur 60 Sek.. 25 Zyklen
entsprechend den vergangenen 10 Zyklen jedoch mit einer Erhéhung der
Verlangerungszeit um je 5 Sek. je Zyklus. Die PCR wurde mit einer letzten
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Verlangerungszeit von 7 Min. beendet und anschlieRend die Amplifikate in einer
Agarose-Gelelektrophorese Uberpruft.

Southern Blot-Analyse der Amplifikate
Um die Spezifitat der Amplifikate zu Uberprifen, wurde das Gel auf einen Nylonfilter
geblottet und mit einer spezifischen, Biotin-markierten Sonde hybridisiert.

Vakuum-Blot

Das Gel wurde in einer Vakuum-Blot-Apparatur auf einen Nylon-Filter (Hybond-N,
Amersham) geblottet. Fir 8 Min. werden zur Denaturierung der DNS etwa 15ml
Denaturierungspuffer auf das Gel einwirken gelassen, Reste dann entfernt, das Gel mit
ca. 1l Transferpuffer Uberschichtet und fir eine Stunde geblottet. Nach Markierung der
Geltaschen auf dem Filter wird das Gel verworfen, der Filter in 2x SSC einmal
gewaschen und auf einem Whatman-Papier getrocknet. Die DNS wird nach dem
Trocknen in einer 3-mindtigen UV-Exposition durch ,Cross-Linking“ mit der Nylon-
Membran kovalent vernetzt.

Biotin-Markierung einer spezifischen Sonde

Als Sonde dienen aufgereinigte 30mer Oligonukleotide (MWG Biotech, Ebersberg,
BRD), die mit Hilfe der Terminalen Desoxynukleotid Transferase (TdT; Gibco BRL,
Eggenstein, BRD) mit Biotif’d-CTP markiert werden. Alternativ wurden kommerziell
erhéltliche Oligonukleotide verwendet, die bereits biotinkonjugiert waren.
In die Reaktion werden 50pmol der Sonde, die in einer Konzentration von 100pmol
vorliegt, in 2ul Volumen eingesetzt. Dazu werden gegeben:

e 5ul 5x TdT-Puffer

e 5ul 0,4mM Biotin*'d-CTP

o 1pl TdT (15U/ul)
Dieser Ansatz wird fir 15 Min. bei 37°C unter Schutteln inkubiert und dann die Reaktion
durch die Zugabe von 0,5ul 0,2M EDTA (pH 7,5) abgestoppt. Die Sonde wird bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Hybridisierung

Der Filter wird je nach Grol3e in 5-10ml Vorhybridisierungslosung fir eine Stunde bei
56°C vorhybridisiert, anschlieBend die Flussigkeit gegen das entsprechende Volumen
Hybridisierungslésung mit dem markierten Oligonukleotid ausgetauscht und der Filter G/n
bei 54°C hybridisiert.

Nach einem Abspulen tberschissiger Hybridisierungslosung in 2xSSC, schliessen sich
folgende Waschschritte an:

e 15 Min. 2x SSC bei Raumtemperatur
e 15 Min. 2x SSC bei 57°C
e 15 Min. 1x SSC bei 57°C
e 15 Min. 1x SSC bei Raumtemperatur
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Der Filter wird kurz in Blockierungspuffer 2 abgespullt und dann zur Blockierung
unspezifischer Bindungen 30 Min. bei Raumtemperatur in diesem abgesattigt.

Detektion

Der Filter wird mit 5-10ml Puffer 2 und 0,1ul/ml (1:10.000) Streptavidin-alkalische
Phosphatase (AP)-Konjugat 15 Min. auf dem Taumelroller bei Raumtemperatur
inkubiert. Es schliessen sich je 3 Waschschritte zu 5 Min. in Waschpuffer 1 und
Waschpuffer 2 sowie 5 minutiges Absattigen in Puffer 3 an. Eine Lumineszenz-Reaktion,
d.h. die Emission von Licht durch eine enzym-katalyisierte chemische Reaktion, wird
erreicht durch Inkubation des Filters mit 5-10ml Puffer 3 und 10ul/ml AP-Substrat CDP-
Star. Nach 5 Min. wird das Substrat wieder entfernt, der Filter einmal in Puffer 3
gewaschen und nach dem Entfernen Uberschissiger Flissigkeit feucht in eine
Kunststofftite eingeschweil3t. Durch eine 5minitige Inkubation bei 37°C wird die
Reaktion verstarkt und es kann der Lumineszenz-Nachweis durch Auflegen eines
Rontgenfilms durchgefihrt werden.

Northern Blot

Zur Darstellung der endogenen und exogenen TAP1-Transkripte in den Transfektanden
wurde die gesamte zytoplasmatische RNS gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine
Nylon-Membran geblottet und anschlieBend TAP1- sop4é@ktin-Transkripte mit
spezifischen radioaktiv markierten Sonden markiert.

Denaturierende RNS Agarose Gelelektrophorese

Es wurde eine modifizierte Methode nach Lehrach und Koautoren (1977) benutzt.

20ug der RNS werden mit 10% v/v 3M Natrium-Acetat-L6sung vermischt und mit dem
dreifachen Volumen eiskaltem 100% Ethanol versetzt. Nach grindlichem Invertieren
wird die RNS bei -70°C fur mindestens 30 Min. geféllt. Wenige Stunden vor der
Gelelektrophorese wird die RNS durch 30-minttiges Zentrifugieren bei 4°C pelletiert,
zweimal mit 500ul eiskaltem 80% Ethanol gewaschen und der Ricklauf quantitativ
entfernt. Das Pellet wird kurz getrocknet und dann in 4@ &uf Eis geldst.

Es wird ein 1% Agarose Gel aub® Basis hergestellt, welches nach dem Aufkochen mit
10% v/v 10x Morpholinosulfat (MOPS) vermischt und nach Abkthlen auf 60°C in einem
Wasserbad mit 0,025% v/v 37%igem Formaldehyd versetzt wird. Vor dem Probenauftrag,
wird das fertige Gel schon etwa 30 Min. im Laufpuffer IxMOPS &aquilibiert.

Zur Auflésung von RNS-Sekundarstrukturen wird die RNS unter Zugabe stabilisierender
Substanzen denaturiert. Daflr wird zu den 4ul RNS (20pg/Ansatz) dazugegeben:

e 3ul 10x MOPS

4ul Formaldehyd 37%

10l Formamid (deionisiert)
2,5ul Ethidiumbromid (400ug/ml)
1,5pl H20
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AnschlieRend wird der Ansatz fur 15 Min. bei 65°C denaturiert, danach 5 Min. auf Eis
inkubiert, mit 5ul RNS-Ladepuffer versetzt und nach kurzem Zentrifugieren das
Endvolumen von 30ul auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wird mit 120V
gestartet, bis die Farbstoffe des Ladepuffers in das Gel eingewandert sind und dann flr 2-
2,5 Stunden mit 100V fortgefihrt. Das Gel wird anschlieend auf dem UV-
Transilluminator fotografiert.

RNS-Kapillar-Blot

Das RNS-Gel wird nach dem Fotografieren zusammen mit dem Filter so auf einer
Blotvorrichtung plaziert, dal3 die RNS mit einem durch Kapillarkrafte getriebenen
Flissigkeitsstrom von 10xSSC durch das Gel auf den Filter transferiert wird. (Sambrook
et al., 1989). Der Kapillarsog wird durch mehrere Lagen Whatman-Papier und Zellstoff

erzeugt.
__—Gewicht
o A Nylonfilter
Flussigkeitsstrom : Filtermaske
\— . B——Agarose-Gel

\1

Abb. 3.4: Schematische Darstellung einer Blotvorrichtung fiir den Kapillar-Blot.
Ein Flussigkeitsstrom von 10xSSC transferiert Nukleinsauren vom Gel auf den daruberliegenden Nyon-
Filter

Der Blot wird Uber Nacht durchgefiuhrt. Danach wird der Nylon-Filter zwischen zwei
Whatman-Papieren getrocknet und die RNS fur zwei Stunden bei 80°C auf dem Filter
fixiert.

Radioaktive Markierung eines cDNS-Fragmentes

Zur radioaktiven Markierung einer DNS-Sonde, mit welcher RNS auf einer
Nylonmembran durch Hybridisierung detektiert wird, wurde das ,Megaprime-Kit"
(Amersham, Braunschweig, BRD) eingesetzt.

Es werden 25-50ng der Ausgangs-DNS, gel6st in einem Volumen von 3QpirHein
Schraubdeckel-Reaktionsgefal3 vorgegeben. Dazu werden 5ul des mitgelieferten Primers
pipettiert, der Ansatz fur 5 Min. bei 95°C denaturiert und fir 2 Min. bei Raumtemperatur
inkubiert, um eine Primerbindung zuzulassen. Nach der Zugabe von 10ul 5x-Labelling-
Puffer, der die desoxy-Nukleosid-Triphosphate Adenin, Thymin und Guanin enthalt, 2ul
des radioaktiven?P-desoxy-Cytidin-Triphosphat und 2upl des Klenow-Fragmentes
(1U/ul) wird nach Mischen die Synthese radioaktiv markierter cDNS fur etwa 30 Min.
bei 37°C durchgefihrt.

Die Aufreinigung des Produktes erfolgt Uber eine Sephadex-G50 Saule. Hierzu wird eine
1ml Standardinsulinspritze mit silikonisierter Glaswolle abgedichtet und soweit mit
Sephadex-G50 (gequollen und autoklaviert in TE) aufgefillt, dal3 nach einem
Zentrifugationsschritt von 5 Min. bei 1500U/Min. ungefahr 600ul der Spritze mit
abgesetzten G50-Kugelchen geflllt sind. Die Saule wird mit 200ul TE aquilibriert und
zentrifugiert. Die markierte Probe wird mit 150ul TE auf 200ul Volumen gebracht und
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auf die Saule aufgetragen, der Durchlauf wahrend eines weiteren Zentrifugationsschrittes
in einem Schraubdeckelr6hrchen aufgefangen. Von der jetzt aufgereinigten cDNS wird
1ul zur Bestimmung der Aktivitat in einem Flussigkeits-Szintillations-Counter (Canberra
Ind., Canberra, Australien) entnommen, der Rest in die Hybridisierung eingesetzt.
Hybridisierung
Hybridisierungen wurden bei 42°C in einem Rotations-Hybridisierungsofen (Biometra,
Gottingen, BRD) durchgefihrt. Der Filter wird in ein Glas-Hybridisierungsrohrchen, mit
der RNS-Seite zum Lumen gerichtet, eingelegt und in 15ml einer auf 42°C vorgewarmten
Prahybridisierungslésung fur mindestens zwei Stunden im Hybridisierungsofen
vorhybridisiert. AnschlielRend wird die radioaktive cDNS-Sonde fir 3 Min. bei 95°C
denaturiert und dann zlgig zum Filter in die Prahybridisierungslésung gegeben. Die
Hybridisierung erfolgt Gber Nacht.
Zur Entfernung nicht gebundener radioaktiv markierter DNS wird der Filter mehrfach
gewaschen:

e zweimal je 15 Min. mit 15ml 2x SSC bei 42°C in dem Hybridisierungsrohrchen

e einmal 30 Min. mit 15ml 2x SSC bei 65°C in einem Wasserbad

e einmal 30 Min. mit 15ml 1x SSC bei 65°C in einem Wasserbad
Die noch verbliebene Radioaktivitat auf dem Filter wird mit der Hilfe eines Geiger-
Zahlers gemessen und protokolliert. Der Filter wird feucht in Plastikfolie eingeschweil3t
und in einer Filmkassette mit Verstarkungsfolie einem Autoradiographie-Film mindestens
U/n bei -70°C exponiert. Der Film wird in einer Rontgenfilmentwicklungsmaschine
(Kodak, Stuttgart, BRD) entwickelt.

4.3. Proteinchemie
4.3.1. Western-Blot-Analyse

Proteinpraparation und Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Zellen werden zur Proteinisolierung auf Petrischalen fur die Zellkultur mit 15 cm
Durchmesser ausgeséat und im subkonfluenten Stadium geerntet. Dafir wird kaltes PBS,
SDS-Puffer (angesetzt aus je einem TeibOHund 2xSDS-Puffer) und ein
Proteaseinhibitorengemisch verwendet.

Die Zellkulturschalen werden auf Eis gestellt und die Zellen dreimal mit kaltem PBS
gewaschen. AnschlieRend werden die Zellen nach der Zugabe von 1ml
Proteaseinhibitorengemisch mit einem ,Rubber-Policeman® abgeschabt, in ein 1,5ml
Eppendorf-Reaktionsgefal3 uberfuhrt und sofort fur 2 Min. bei 13.000 U/min
abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet, je nach GroRe, in 100-
400ul SDS Puffer aufgenommen und in ein neues 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefald
Uberfihrt. Um die Proteine gleichméaRig in dem SDS-Puffer zu |6sen, wird der Ansatz fur
mindestens funf Min. bei 95°C inkubiert. Die Proteine werden bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Um die Proteine in gleichen Mengen in den Western-Blot einsetzen zu kdnnen, wird eine
Konzentrationsbestimmung (Bradford, 1976) durchgefuhrt werden. Dazu werden die
Proteine aus der SDS-L6sung durch eine Methanol-Chloroform-Féllung extrahiert.
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3ul der SDS-Proteinlésung werden mit 97OH/ermischt. Durch die Zugabe von 100ul
Chloroform, 400ul Methanol, 300ul,B und Mischen auf dem Vortex-Mixer nach
jedem Schritt werden die Proteine ausgeféllt. In einem Zentrifugationsschritt von 5 Min.
bei 13.000 U/min werden die Phasen getrennt und die Proteine werden als weil3e
Interphase sichtbar. Die obere Phase wird verworfen, durch die erneute Zugabe von 300ul
Methanol die Phasenunterschiede aufgehoben und die Proteine in einem 10 minttigen
Zentrifugationsschritt bei 13.000 U/min pelletiert. Der Uberstand wird quantitativ
entfernt, das Pellet fiir etwa 10 Min. getrocknet und anschlie3end in 10ul 0,1 N NaOH fur
5 bis 10 Min. geldst. Der Ansatz wird mit® auf 800ul aufgefillt.

Damit eine photometrische Konzentrationsbestimmung mdglich ist, werden von bovinem
Serumalbumin (BSA) Proteinstandards mit bekannten Konzentrationen hergestellt. Daftr
wird eine Stocklésung von 10mg/ml BSA mit 0,1 N NaOH 1:100 verdinnt, eine
Konzentrationsreihe von 2 bis 16 pg/ml angesetzt und die Proben,@iatf 800ul
Gesamtvolumen gebracht. Zur Anfarbung der Proteine werden alle Ansatze sowie ein
Leeransatz mit 800ul @ mit 200ul Bradford Reagenz (Bio-Rad, Minchen, BRD)
versetzt, auf dem Vortex-Mixer vermischt und fir 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert.
Alle Proben werden direkt gegen den Leeransatz photometrisch vermessen. Anschliel3end
wird eine Eichgerade erstellt und die Konzentrationen der Proteine aus dieser abgelesen.
Die tatsachlichen Konzentrationen der extrahierten Proteine werden nach folgender
Formel errechnet:

abgelesener Wert x Bradford-Faktor (2) :
= Konzentration [pug/mi]
entnommenes Volumen

Denaturierende Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese nach Lammli (1970) und Blot

Zur weiteren Analyse der Proteine dient die elektrophoretische Auftrennung in einem
SDS-Polyacrylamid-Gel (PAGE) und der anschlieBende Transfer der Proteine auf einen
Nitrozellulose-Filter (Western-Blot), auf dem sie immunohistochemisch oder mit einer
Biotin-Streptavidin Reaktion detektiert werden kdnnen.

Ein 10% Trenngel und ein 5% Sammelgel sowie ein Geltrager werden vorbereitet. Vom
Trenngel werden 500ul entnommen und durch die Zugabe von 5yl Ammoniumpersulfat
[APS] (Bio-Rad, Minchen, BRD) und 2ul Tetramethyethylendiamin [TEMED] (Bio-
Rad, Minchen, BRD) die Polymerisierung des Acryls gestartet. Dieser Ansatz wird direkt
in den Geltrager gegeben, um dessen Boden vollstdndig abzudichten. Nach erfolgter
Polymerisierung wird auch der Rest des Trenngel-Ansatzes mit 25ul APS und 3ul
TEMED versetzt, in den Geltrdger gefillt und anschlielBend vorsichtig mit 200ul
Isopropanol Uberschichtet, um eine gleichméaRige Grenzflache zwischen Sammel- und
Trenngel zu erhalten. Nach vollstandiger Polymerisierung wird das Isopropanol entfernt,
Reste mit Filterpapier abgesaugt, der Sammelgel-Ansatz mit 10ul APS und 2ul TEMED
versetzt und Uber das Trenngel geschichtet. Vor dem Polymerisieren wird ein Spacer-
Kamm eingesetzt, der Taschen fur das Auftragen der Proteine formt.

40 oder 50ug Protein werden entnommen, mit 1x SDS-Puffer auf 15ul Auftragsvolumen
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gebracht und kurz auf 95°C erhitzt.

Nach Vorbereitung der Elektrophorese-Apparatur (Bio-Rad, Minchen, BRD), werden die
Proteinldsungen sowie ein GroRenstandard mit Hilfe einer Hamilton-Spritze in die
Geltaschen aufgetragen.

Die Elektrophorese wird bei 10mA fir ca. 20 Min. (Sammelgel) und bei 20mA fir eine
weitere Stunde (Trenngel) durchgefihrt.

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf einen Nitrozellulose-Filter erfolgt
anschlieBend in einer Transferkammer (Bio-Rad, Munchen, BRD). Dazu wird das
Sammelgel vorsichtig vom Trenngel abgetrennt und verworfen, ein Nitrozellulose-Filter
entsprechender Grol3e im Transferpuffer angefeuchtet und auf das Gel aufgelegt. Dann
werden Gel und Filter von innen nach aul3en jeweils mit drei angefeuchteten Whatman
3M-Papieren und einem Schwamm versehen und so in eine Transferhalterung
eingespannt.

Der Transfer wird U/n bei Raumtemperatur mit 200mA durchgefihrt.

Der Nitrozellulose-Filter kann danach sofort weiterverarbeitet oder eingeschweildt bei
-20°C aufbewahrt werden.

Um zu Uberpriifen, ob die Proteine in gleicher Menge aufgetragen wurden, wird eine
Proteinfarbung der Filter mit Ponceau-S-Ldsung fur 15 Min. durchgefihrt.

Immunhistochemische Detektion durch spezifische Antikorper

Der Filter wird durch mehrfaches Spulen in TBS/Tween 20 (TBST) entfarbt,
unspezifische Bindungsstellen durch eine 30-minttige Inkubation in ,Blocking“-L6sung
abgedeckt und der Filter erneut dreimal fur 5 Min. in TBST gewaschen. Anschlie3end
wird der Filter mit dem, fur das zu detektierende Protein spezifischen Antikdrper in
TBST in Folie eingeschweil3t und entweder U/n bei 4°C oder fiur eine Stunde bei
Raumtemperatur auf einem Taumelroller inkubiert.

AnschlielBend kann die Detektion mit dem, gegen den ersten Antikbrper gerichteten,
Zweit-Antikorper erfolgen. Dazu wird der Filter dreimal fir 5 Min. in TBST gewaschen
und danach mit dem, mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugierten, Zweitantikorper in
TBST in eine Folie eingeschweil3t und fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem
Schttler inkubiert.

Die Farbreaktion durch die alkalische Phosphatase wird durch eine Vorinkubation mit der
TBS-AP-L6sung eingeleitet, die nach 5 Min. gegen die Entwickler-Lésung ausgetauscht
wird. Der Filter soll bis zu einer deutlich erkennbaren Farbung, die nach ca. 4 Min.
beginnt, im Dunklen inkubiert werden. Wenn die Farbung ausreichende Intensitat
angenommen hat, wird die Reaktion durch mehrfaches Spilen des FiltergOin H
abgestoppt. Der Filter wird t/n in einer 0,01% Natriumazid-Losung im Dunklen fixiert,
anschlieBend zwischen 2 Whatman 3M-Papieren getrocknet und kann bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden.

Streptavidin-Peroxidase vermittelte Chemilumineszenz
Produkte aus der Biotim-vitro-Translation werden durch direkte Markierung mit einem
Streptavidin-Peroxidase(POD)-Konjugat detektiert. Nach Transfer auf Nitrozellulose, wie
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oben beschrieben, wird der Filter zweimal gewaschen und 1 Stunde in 1% ,Blocking“-
Losung unter Schatteln inkubiert. Nach zwei Waschschritten in TBST und zwei weiteren
in 0,5% Blockierungs-Losung fir je 10 Min. wird der Filter in eine Folientasche
eingeschweil3t, die mit 5ml 0,5% Blockierungs-Losung mit 100 mU Streptavidin-POD-
Konjugat aufgefullt wird. Nach einer Inkubationszeit von 30 Min. wird der Filter mit
TBST viermal fir je 15 Min. gewaschen und dann mit 5ml der frisch angesetzten
Detektionslosung in Folie eingeschweil3t. Nach 1 Min. Inkubation kann in einer
Dunkelkammer ein ROntgenfiim aufgelegt und je nach Intensitat der
Chemilumineszenzreaktion nach 1-60 Sek. wieder entfernt und entwickelt werden.

4.4. Funktionelle Analysen
4.4.1. DurchfluRzytometrie

Durchflu3zytometrische Untersuchungen wurden mit einem EPICS XL, Software
Version 2.1 (Beckmann & Coulter Electronics, Krefeld, BRD) durchgefihrt.

Der Epics XL arbeitet mit einem luftgekihlten Laser mit der Wellenlange 488nm
(blautdrkis), drei Fluoreszenzdetektoren und Detektoren fir Vorwérts- und
Seitwartstreulicht. Das Prinzip der Messung soll hier kurz erlautert werden (nach R.
Eckhardt, Grundlagen der DurchfluRzytometrie, Coulter Electronics):

In einem Durchflulzytometer werden einzelne Zellen in hoher Geschwindigkeit durch
eine Kapillare geleitet und dort durch eine Lichtquelle, in diesem Fall einen Argon-Laser

angereqgt.
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Abb. 3.5: Schema der Durchflu3zytometrie.
Einzelne Zellen werden beim Durchflu3 durch eine Kapillare vom Licht des Lasers erfalt und das
entstehende Streulicht von einer Reihe von Detektoren aufgefangen.

Das emittierte Licht wird daraufhin durch eine Reihe von Sensoren in elektrische Signale
umgesetzt. An erster Stelle stehen hier das Vorwarts- und Seitwartstreulicht (Forward-
und Sideward-Scatter), die sich nach Zellgré3e bzw. Zellgranularitat andern und somit
eine grobe Unterteilung von z.B. Leukozytenpopulationen erlauben. Diese Werte ergeben
ein sogenanntes ,Scattergramm®, in dem durch das Legen eines Fensters, des
sogenannten ,Gate®, einzelne Bereiche abgegrenzt werden koénnen. Dadurch ist die
weitere Analyse einzelner Zellpopulationen mdglich, da nur die in einem solchen ,Gate*
empfangenen Impulse weiter verarbeitet werden. Zudem kdnnen storende Impulse durch
Zelltrimmer, also kleine Partikel, ausgegrenzt werden.
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Abb. 3.6: Wiedergabe einer typischen durchflulzytometrischen Analyse.
Abgrenzung einer Zellpopulation und Darstellung der Fluoreszenzintensitét dieses Bereiches.

Weitere Sensoren konnen durch Filter bestimmter Wellenlange bis zu vier Fluoreszenz-
Farbstoffe unterscheiden und auch je nach Leuchtintensitat die Quantitat der Signale
bestimmen. Mit solchen Farbstoffen konjugierte Antikorper sind also hervorragende
Hilfsmittel zur quantitativen Bestimmung der Expression eines Zelloberflachenmolekiils.
Die auf der Zelloberflache lokalisierten Moleklle werden mit einem spezifischen Maus-
Priméarantikorper detektiert, der wiederum durch einen Ziegen-Anti-Maus-1gG (,goat-
anti-mouse”, GAM) Sekundarantikbrper markiert wird. Dieser Sekundarantikorper ist
kovalent mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) gekoppelt, der,
angeregt, bei einer Wellenlange von 525nm grunlich fluoresziert. Um eine
Hintergrundfarbung durch unspezifische Bindung von AntikOrpern zu erfassen, wird
parallel ein Kontrollansatz mit Maus-lgG1 als Primarantikérper durchgefihrt, da die in
dieser Arbeit verwendeten Antikorper dem IgGL1 Isotyp entsprechen.

Probenvorbereitung und -messung

Pro Messung werden etwa 5X1Bellen eingesetzt, die sich in der logarhythmischen
Wachstumsphase befinden. Sie werden zweimal in PBS gewaschen und in 200ul PBS mit
dem Erstantikrper nach kurzem Mischen auf dem Vortex-Mischer fir 30 Min. bei 4°C
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 1ml PBS zur Entfernung nicht gebundener
Antikorper werden die Zellen in gleicher Weise mit dem FITC-konjugierten
Zweitantikorper im Dunkeln inkubiert. Nachdem durch Waschen in PBS auch hier
Uberschiissige Antikorper entfernt wurden, wird der Ansatz mit 750ul PBS aufgefullt und
anschlielend in die Messung eingesetzt.

Die Messrohrchen werden dem Gerat entweder manuell oder Uber ein Karussell
zugefihrt, wobei der Kontrollansatz zuerst gemessen und die Kompensation des Gerates
so eingestellt wird, dal’3 die mittlere spezifische Fluoreszenzintensitat bei etwa 1 liegt.
Alle Proben werden nach den gleichen Kriterien gemessen und die Ergebnisse sind somit
vergleichbar.

4.4.2. Immunfluoreszenzmikroskopie

Um die Lokalisation der in der Durchflul3zytometrie quantitativ erfassten Expression der
verschiedenen Proteine darzustellen, wurde eine immunfluoreszenzmikroskopische
Analyse durchgefihrt.
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Dazu werden adhéarente Zellen auf sterilen, runden Deckglaschen des Durchmessers
12mm in 24-Loch-Kulturplatten ausgesat und fur 24 Stunden kultiviert. Ein Anwachsen
von Zellen wird durch vorherige Beschichtung der Deckgléaschen mit 1% steriler Gelatine
fur 20 Min. bei Raumtemperatur beginstigt.

Nicht adharente Zellen werden kurz vor der Markierung durch Antikérper auf den
Deckglaschen mit der Hilfe von 50uM Poly-L-Lysin fixiert. 100ul Poly-L-Lysin werden
dazu fur 10 Min. auf dem Deckglaschen inkubiert, anschliel3end verbleibende Flissigkeit
abgenommen und 100ul einer Zellsuspension fur 10 Min. auf das Deckglaschen gegeben.
Nach Entfernung der Uberschiissigen Zellsuspension werden diese Ansatze wie die
adharent gewachsenen Zellen behandelt.

Die Zellen werden einmal mit 500ul PBS gewaschen und dann in 500ul Paraformaldehyd
(PFA)-Puffer fur 20 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Dies hat sowohl eine Fixierung
der Zellen als auch eine Permeabilisierung der Zellmembran zur Folge und eignet sich
also fur membranstandige wie auch fur zytosolische Antigene gleichermal3en.

Es schlieRen sich zwei Waschschritte mit 500ul PBS und ein Waschschritt mit 500ul
Bovines Serum-Albumin (BSA)-Puffer an, durch den unspezifische Bindungen abgedeckt
werden sollen. Die Zellen werden dann finf Min. in 500ul Saponin (SAPO)-Puffer
inkubiert, der Uberstand entfernt und 150ul des Primarantikérpers in SAPO-Puffer fir 20
Min. bei 4°C inkubiert.

Je ein Waschschritt mit 500ul SAPO-Puffer, mit 500ul PBS und ein weiterer mit 500ul
SAPO-Puffer sind vor der Inkubation mit dem Zweitantikdrper GAM-FITC notwendig.
Dieser wird in 150ul SAPO-Puffer auf die Zellen gegeben und ebenfalls ftir 20 Min. bei
4°C mit ihnen inkubiert. Um Uberschussige Antikorper zu entfernen, werden die Zellen
dreimal mit SAPO-Puffer, zweimal mit BSA-Puffer und einmal mit PBS gewaschen. In
die Mitte eines Objekttragers werden 3ul PBS/Glycerin gegeben, das Deckglaschen mit
einer spitzen Pinzette entnommen und mit der zellbehafteten Seite auf den Objekttrager
gelegt. Der Rand des Deckglaschens wird nach Antrocknen ausgetretener Flissigkeit mit
Nagellack versiegelt.

4.4.3. Peptid-Translokations-Versuche

Die Peptid-Translokations-Versuche wurden freundlicherweise im Rahmen einer
Kooperation durch die Arbeitsgruppe von Dr. Frank Momburg am DKFZ Heidelberg
durchgefihrt. Das Prinzip dieser Experimente beruht auf den Tatsachen, dai3

[.) antigene Peptide fast ausschlief3lich vom Zytosol unter ATP-Verbrauch in das ER

transloziert werden,

II.) eine Glykosylierung fast ausschlief3lich im ER stattfindet und

[11.) glykosylierte Peptide mit ConA-Sepharose isoliert werden kdonnen.
Modellpeptide werden dafiir mit radioaktivéfilod markiert, die Plasmamembranen von
2,5x10 zu untersuchenden Zellen mit 21U/ml Streptolysin O fiir 15 Min. permeabilisiert
und anschlieBend in An- bzw. Abwesenheit von 10mM ATP fir 15 Min. bei 37°C
inkubiert. AbschlieBend werden die Zellen mit NP40 lysiert, Zellkerne und —trimmer
beseitigt und die glykosylierten Peptide mit ConA-Sepharose extrahiert. Als Mal3 fur die
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Menge transportierter und damit glykosylierter Peptide wird in eipgbounter die
emittierte Radioaktivitat gemessen.
Die Versuche wurden zweimal mit drei verschiedenen Modellpeptiden durchgefinhrt.

4.4.4. T-Zell vermittelte Experimente

CTL-Assays

Zytotoxizitats-Analysen mit autologen CTL, in Form vU@r-Freisetzungs-Versuchen,
wurden freundlicherweise im Rahmen einer Kooperation durch die Arbeitsgruppe von
Prof. A. Knuth am Nordwest-Krankenhaus Frankfurt/M. ausgefuhrt. Alle
Versuchsansatze wurden dreifach parallel vorbereitet. Es wurden dazubx1x10
Zielzellen mit 200pCP*Cr (als Natrium-Chromat) fiir 1 Stunde inkubiert.

Nach 3 Waschgéngen mit RPMI plus 3%FCS wurden 3pl@ielzellen in 100p! RPMI

in 96-Lochplatten Uberflhrt. Zu diesen wurden zu einem Gesamtvolumen von 200ul
Effektorzellen der T-Zelllinie IVSB (Bernhardet al, 1994) in verschiedenen
Verhaltnissen von Effektor- zu Zielzellen (,effector to target ratio“, E:T) gegeben. NK-
Zell-Aktivitat wurde durch die Zugabe von nicht markierten K562 Zellen, einem
primaren Ziel von NK-Zellen, in einem Verhaltnis von 80:1 zu IVSB Zellen blockiert.
Die Zellen wurden fur 4 Stunden bei 37°C und 5%, @einander inkubiert, danach bei
1400U/min abzentrifugiert und der Anteil der Zielzell-Lyse durch Messen von 100ul des
Uberstandes in einem-Counter bestimmt. Eine maximale Lyse als Positivkontrolle
wurde durch die Zugabe von 100ul NP40 erreicht. Die spontane Lyse uberstieg nicht 5-
10%. Die spezifische Zytotoxizitat wurde mit folgender Formel errechnet:

£pm der Probe — cpm spontan

Prozentuale spezifiscR&Cr-Freisetzung = 100 :
cpm maximal — cpm spontan

Zytokin-Detektion durch ELISA

Die verbliebenen Uberstande aus dem CTL-Assay wurden erneut zum Abtrennen von
Zelltrimmern bei 1400U/min zentrifugiert und bis zum Abklingen der Radioaktivitat fur
ca. 4 Wochen bei —80°C gelagert. Die Konzentration von &NFumornekrose-Faktor-
alpha, Cachectin) wurde mittels ELISA (,Enzyme linked immunosorbent assay")
bestimmt. Das Prinzip des ELISA beruht darauf, dal3 fir dasd Nfelekul spezifische
Antikdrper auf einer festen Basis gebunden werden. Die zu messende Flissigkeit wird
dazugegeben so dal? sich die darin befindlichen Molekiile an die Antikdrper binden. Nach
einem Waschschritt, in dem ungebundene Molekile entfernt werden, wird die Menge
gebundener Molekile durch die Zugabe eines, mit dem Enzym Alkalische Phosphatase
konjugierten, spezifischen Antikérpers detektiert. Nach einem weiteren Waschschritt,
wird der Ansatz mit einer Substratlosung versetzt, durch die es zu einer mef3baren
Farbreaktion kommt. Zur Berechnung der Konzentration wird parallel eine
Verdunnungsreihe mit bekannten Konzentrationen des zu detektierenden Molekiils
angefertigt, mit der eine Eichkurve erstellt werden kann. Es wurde fur dieses Experiment
ein Kit verwendet, das alle notwendigen Losungen und Materialen enthalt (R&D
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Systems, Wiesbaden, BRD). Die Versuche wurden nach den Angaben des Herstellers
durchgefihrt.

T-Zell Proliferations-Experimente

.Mixed lymphocyte tumor cell culture* (MLTC)-Experimente dienen der Ermittlung der
Proliferation von T-Zellen als Mal3 fur ihre Aktivierung in Kokultur mit Tumorzellen. Es
werden hierzu T-Zellen HLA-kompatibler Spender in Anwesenheit Thymidin
zusammen mit letal bestrahlten und damit nicht mehr proliferationsfahigen Tumorzellen
kultiviert. Bei der Proliferation der T-Zellen wird das radioaktive Thymidin in die DNS
der Zellen inkorporiert, so dal3 die Akkumulation des Isotops mit der Aktivierung der
Zellen korreliert.

Periphere mononukleére Zellen (,peripheral blood mononuclear cells*, PBMC) werden
aus 100ml Blut gesunder Spender durch einen Ficoll-Gradienten (Pharmacia Biotech,
Freiburg, BRD) isoliert. Hierzu wird pro 10ml Heparin-Vollblut das gleiche Volumen
PBS pipettiert und dieses Gemisch Uber 20ml Ficoll geschichtet. Nach einem
Zentrifugationsschritt von 25 Min. bei 1400 U/Min. kann die, die PBMC enthaltende,
Interphase abpipettiert werden. Durch dreimaliges Waschen mit~ RES&I
kontaminierendes Ficoll entfernt und anschlieBend die Zellen in 100ml R10
resuspendiert. 10ul der Zellsuspension werden entnommen und nach Trypanblaufarbung
gezahlt. Eine Gesamtzahl von ca. 14xZ8éllen pro 100ml Vollblut werden gewdhnlich
erreicht.

Um die in den PBMC enthaltene Monozytenpopulation weitgehend zu eliminieren, wird
eine Adharenzreinigung durchgefiihrt. Diese basiert auf dem Prinzip, da? Monozyten eine
hohere Affinitdt zu den Oberflachen der Zellkulturgefal3e zeigen als Lymphozyten. Die
Zellen werden hierzu auf eine Konzentration von 20-3040tnl Medium eingestellt

und je 10ml in einer Petrischale von 90mm Durchmesser 60-90 Min. bei 37°C inkubiert.
Der Uberstand wird danach abgenommen und die Schalen zweimal mit 5ml R10
gewaschen, die Spiilflissigkeit mit dem Uberstand vereinigt und die Zellen durch
Zentrifugation sedimentiert. Die Zellen werden in 5ml Medium aufgenommen und wie
oben gezahlt.

Zur Erh6hung des Anteils von T-Lymphozyten innerhalb der PBMC nutzt man die
Eigenschaft von Schafserythrozyten den T-Zell-spezifischen Oberflachenmarker CD2 zu
binden und somit Komplexe aus Erythrozyten und T-Zellen zu bilden (E-Rosettierung),
die durch einen Ficoll-Gradienten von den nicht komplexierten B-Zellen und
verbliebenen Monozyten getrennt werden. Pro 100ml Vollblut werden 2ml
Schafserythrozyten (,sheep red blood cells, SRBC, Virion, Rischlikon, CH) einen Tag
zuvor vorbereitet. Die SRBC werden mit PBS3mal gewaschen und anschlieRend in
Iml PBS/5mI Ausgangsvolumen aufgenommen, mit 1IE Neuraminidase/ml (Sigma,
Deisenhofen, BRD) versetzt und nach Mischen 30-60 Min. bei 37°C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in PBS werden die SRBC in 25ml R10/5ml Ausgangsvolumen
resuspendiert und sind in dieser Form fur etwa 5 Tage bei 4°C haltbar.

Die PBMC werden zur Separation mit R10 auf IxZ6llen/ml eingestellt und pro 10ml
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mit je 5ml praparierter SRBC und 5ml FCS versetzt, fur 15 Min. auf einem Taumelroller
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end fir 10 Min. bei 800 U/Min. sedimentiert.
Nach Inkubation fir 30-60 Min. auf Eis und Wiedererwdrmen bei 37°C sowie
vorsichtigem Resuspendieren wird die Suspension mit 10ml Ficoll unterschichtet. Nach
Zentrifugation fur 20 Min. bei 1400 U/Min. zeigt sich eine Interphase, die B-
Lymphozyten und Monozyten enthalt. Im Sediment sind die komplexierten T-Zellen
enthalten. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet zur Erythrozytenlyse in 5ml
ACK-Losung aufgenommen. Nach grindlicher Durchmischung und dreimaligem
Waschen in PBS werden die T-Zellen in 20ml R10-Medium pro 100ml
Ausgangsvolumen aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung, aber hochstens u/n
bei 37°C inkubiert.

Pro MLTC-Ansatz und 96-Loch-Mikrotiterplatten, werden 1%hit 200Gy bestrahlte
Tumorzellen und 1xT0T-Zellen in 200ul Endvolumen benétigt. Zusatzlich zu einer
einfachen Kokultur werden in einzelne Ansatze folgende Substanzen gegeben:

e 0-CD28 (Janssen Biochemica, Neuss, BRD) 0,1ug/Ansatz: blockierender anti-CD28
Antikorper, der eine Kostimulation durch B7-Molektile verhindert.

e Rekombinantes Interleukin-2 (IL-2) (Pharmingen, San Diego, USA) 2IE/Ansatz:
stimuliert die T-Zellproliferation, dient der Ermittlung der allgemeinen
Stimulierbarkeit der verwendeten T-Zellen und der Steigerung unter Kokultur mit
Tumorzellen.

e Phytohamagglutinin (PHA) (Wellcome, Burgwedel, BRD) 20ng/Ansatz: stark T-
Lymphozyten stimulierendes Lektin, dient als Positivkontrolle.

Alle Ansatze werden zur Mittelung der Werte dreifach parallel angefertigt.Als
Negativkontrolle, bzw. um Hintergrundwerte des Thymidineinbaus zu ermitteln, werden
je drei Ansatze ohne Zellen, nur mit T-Zellen und nur mit Tumorzellen vorbereitet.

Die Tumorzellen werden fir sechs Tage mit den T-Zellen kokultiviert. Am flnften Tag
wird zu jedem Ansatz 1pCH-Thymidin gegeben und nach 24 Stunden die Zellen mit
einem ,Filter Mate Cell Harvester* (Bio-Rad, Freiburg, BRD) geerntet und lysiert. Die
DNS wird tber einen Vakuumtransfer auf einen 96-Loch-Unifilter GF/C Ubertragen, der
danach bei 50°C getrocknet wird. Die Messung der Radioaktivitat wird nach Verstarkung
durch je 30ul Microscint-20 Losung (Sigma, Deisenhofen, BRD) in einem Top-Count-
Zahler (Canberra Ind., Canberra, Australien) durchgefhrt.

Hintergrundwerte werden von den Proben subtrahiert und die Ergebnisse der
Transfektanden relativ zu den Ausgangszellen dargestellt.
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5. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, das humane TAP1-Gen stabil in Nierenzellkarzinom-
zellen zu transfizieren und exprimieren. Analysen zeigten, dal3 die Transfektanden leicht
erhohte Werte fur die MHC Klasse I-Oberflachenexpression aufwiesen und in der Lage
waren, T-Zellen starker zu aktivieren als nicht transfizierte Ausgangszellen.

5.1. Etablierung eines stabilen Gentransfers in Nierenzellkarzinom-
Zellinien

Eine wesentliche Voraussetzung fur funktionelle Untersuchungen zur TAP1-
Uberexpression verschiedener Konstrukte in Nierenzellkarzinom-Zellen ist ein effizienter
Gentransfer. Somit wurde zunéchst die Effizienz verschiedener Gentransfer-Methoden
ermittelt, wobei Promoter- und Vektortyp, DNS-Menge und Zellinie variiert wurden.

5.1.1. Analyse der Transfektionseffizienz

Humane Zellen generell und NZK-Zellen im besonderen erwiesen sich als schwierig zu
transfizieren. Die Gen-Transfereffizienz wurde durch einfaches Auszahlen Neomycin-
resistenter Einzelklone nach mindestens zweiwdchiger Kultur ermittelt. In den

untersuchten Nierenzellkarzinomzellinien ergaben sich dabei erhebliche Unterschiede:

Zellinie Verwendeter Promoter Eingesetzte | Verwendete Anzahl Effizienz
Vektor DNA-Menge Methode der Klone
MZ 1851 RC TAP1neo (P21) Cmv 10ug Elektroporation 23 9,2*10°
MZ 1851 RC TAP2neo (P23) Cmv 10ug Elektroporation 0 -
MZ 1851 LN TAP1neo (P21) Cmv 10ug Elektroporation -
MZ 1851 LN TAP2neo (P23) Cwmv 10ug Elektroporation 8+10"
Mz 1257 RC hTAP1 (P12) B-Aktin 3ug Lipofektion 37 9,25*10°
MZ 1257 RC hTAP2 (P13) B-Aktin 3ug Lipofektion 7 1,75*10°
MZ 1851 RC hTAP1 (P12) B-Aktin 3ug Lipofektion 0 -
MZ 1851 RC hTAP2 (P13) [-Aktin 3ug Lipofektion 0 -
MZ 1257 RC S6 | pCTLlirNeo (P64) CMV 10ug Elektroporation >500 >2%10
MZ 1257 RC S6 | pPTLlirNeo (P65) PGK 10ug Elektroporation >500 >2*10"
MZ 1257 RC S6 pCirNeo (P46) CMV 10ug Elektroporation >500 >2%10"
MZ 1257 RC S6 | pCT1irNeo.2 (P84) CMV 10ug Elektroporation >500 >2*10"
Tab. 4.1: Transfektionseffizienz bei Anwendung verschiedener Transfektionstechniken und

unterschiedlicher Zellinien. Der Gentransfer wurde durchgefihrt wie in ,Methoden* beschrieben. Die
Elektroporation mit IRES-Vektorkonstrukten in die Zellinie MZ1257RC erwies sich als hocheffizient und
damit als geeignet, ein Transfektionsmodell aufzustellen.
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Die primaren Zellversuche zur Transfektion der TAP-Transgene wurden mit den
Plasmidvektoren TAP1-neo (P21) und TAP2-neo (P23) begonnen. Die hier eingesetzte
Methode der Elektroporation mit einem Rechteck-Impuls zeigte in dieser Versuchsreihe
noch keine optimale Transfektionseffizienz, war jedoch den, in vorherigen Experimenten
erzielten, Transduktionserfolgen in einem retroviralen System mit den Zellinien MZ 1851
RC und MZ 1852 LN mindestens gleichwertig (Jung, pers. Mitteilung).

Alternativ dazu wurde die Methode der Lipofektion mit einem Vektorkonstrukt, das einen
B-Aktin-Promoter enthalt, angewandt. Die Zellinien MZ 1851 RC und MZ 1851 LN,
isoliert aus einem Primartumor und einer Lymphknoten-Metastase, erwiesen sich dabei
als schwieriger zu transfizieren als die Zellinie MZ 1257 RC. Es fiel zudem eine
verminderte Transfektionseffizienz fur die Zellen der Metastase im Vergleich zu denen
des Primartumors auf. Da keine weiteren Versuche zur Verbesserung der
Transfektionseffizienz bei den Linien MZ 1851 RC und LN durchgefiihrt wurden, konnte
dies nicht erneut bestatigt werden. Die Ergebnisse entsprechen jedoch den Resultaten, die
mit den gleichen Zellinien auch in anderen Gentransfer-Systemen erzielt werden konnten
(D. Jung, pers. Mitteilung).

Die Zellinie MZ 1257 RC zeigte in den verschiedenen Transfektions-Experimenten
unabhéngig vom Promoter hohe Raten einer stabilen Integration der Plasmide. Es fiel
aulRerdem eine erhebliche Heterogenitat in dieser Zellinie auf, so dal3 sich klonale
Unterschiede nur schwer von den durch Transgen-Uberexpression verursachten
differenzieren lielRen und also zusatzlich eine Subklonierung dieser Zellinie notwendig
wurde.

Die im Vergleich zur Elektroporation durchgefiihrten Lipofektionen ergaben eine deutlich
reduzierte Anzahl resistenter Klone, so dal3 diese Methode zugunsten ausschliel3licher
Elektroporations-Versuche  fallengelassen  wurde. Nach  Optimierung  des
Elektroporationsprotokolles (s. 3.1.4.1), wurde dieses fiur alle nachfolgenden Gentransfer-
Experimente eingesetzt.

Die Zellinie MZ1257RC besal3 unter allen getesteten Nierenzellkarzinom-Zellinien die
hochste Transfektionsrate und war daher fur den Aufbau eines ,proof of principle®-
Modells besonders geeignet.

5.1.2. Bestimmung der Stabilitdt des Vektorkonstrukts

Die Integration des Transgens in die transfizierten Zellen wurde durch eine genomische
PCR direkt aus néoZellen tberpriift. Die Konstrukte TAP1neo (P21) und TAP2neo
(P23), die einen CMV-Promotor fur das Transgen und einen unabh&ngigen sv40-
Promotor fir das Selektionsgen tragen, erwiesen sich als instabil, da sich nach wenigen
Passagen bereits die TAP-Transgene nicht mehr in der PCR nachweisen lie3en. Dies
bedeutet, dal’ es zu einer Segregation der Vektoranteile kommt: Die transfizierten Zellen
behalten unter dem Selektionsdruck durch Neomycin dds@®en, das nicht essentielle
TAP-Transgen wird jedoch eliminiert.
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TAPL —p < TAP2
861 bp 763 bp
Transgenes Transgenes
neo” —> L dl 4— Neo
518 bp : 518 bp

S S
S T
= =

MZ 1851 RC (-)
MZ 1851 RC 21/1
MZ 1851 RC 21/2
MZ 1851 RC 21/3
MZ 1851 RC 21/4

MZ 1851 LN (-)
MZ 1851 LN 23/1
MZ 1851 LN 23/2

MZ 1851 RC + P21 (+)
MZ 1851 LN + P23 (+)

Abb. 4.1: genomische PCR zur Evaluation einer instabilen TAP1-Transfektion.

Pro Ansatz wurden 1,5-2,5x10* Zellen eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten nicht transfizierte Parental-
Zellen, als Positivkontrolle ebenfalls Parental-Zellen mit Zugabe von 10ng nicht linearisiertem Plasmid
P21, bzw. P23. In den resistenten Klonen aus beiden Transfektionsansatzen war kein Nachweis von
transgenem TAP moglich, wahrend jedoch in allen Ansatzen das Neomycin-Selektionsgen vorhanden
war.

Eine transiente Kontrolltransfektion von NIH-Zellen mit dem Vektor CMV-TAP1-neo
(P21) zeigte eine weitgehende Segregation der Gene innerhalb kurzer Zeit. Wahrend in
der genomischen PCR nach 3 Tagen in 17 von 24 (70,8%) Transfektionsanséatzen das
ned-Gen nachweisbar war, konnte lediglich noch in einem Ansatz (4,2%) ein intaktes
TAP1-Transgen identifiziert werden (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Reprasentative Auswahl aus 24 Ansatzen einer transienten Transfektion von NIH-Zellen mit
dem Plasmid CMV-TAP1-neo (P21).

17 Ansétze zeigten ein positives Signal fur das neo"-Gen, nur einer von diesen war noch positiv fir das

TAP1-Transgen. Negativkontrolle und Positivkontrolle entsprechen dem Prinzip der vorhergehenden
Abbildung.

Um das Problem der Segregation anzugehen, wurde die Struktur des Plasmidvektors
verandert. Dafur wurden die Plasmide CMV-TAP1-IRES-neo (P64) und PGK-TAP1-
IRES-neo (P65) konstruiert, die sich in ihrem Promoter unterscheiden. Wéhrend der
Promoter des Cytomegalievirus (CMV) als besonders stark gilt, soll der Promoter des
humanen Phosphoglycerat-Kinase-Gens (PGK) eine stabilere Expression des nachfolgend
klonierten Transgens garantieren.

Durch die Koppelung beider Transgene mit einer IRES-Sequenz (Gadlaedp 1997)

wird gewahrleistet, dal3 die Transkription des Resistenzgens nur zusammen mit dem
Transgen auf einer bicistronischen mMRNS erfolgt. Alle Neo-resistenten Klone hatten, wie
in der genomischen PCR nachgewiesen, nach Transfektion stabil das TAP1 Transgen
integriert (Daten nicht gezeigt). Allerdings war bei der Konstruktion dieser Plasmide ein
nicht dokumentiertes ATG-Transkriptionsstartcodon in einem Klonierungsbereich des
Ausgangsvektors tbersehen worden, das bei einer Kontrollsequenzierung entdeckt wurde.
Das Startcodon liegt nur einige Basen vor dem eigentlichen TAP1-Startcodon und stimmt
nicht mit dem Leseraster des TAP-Gens uberein, so daf} durch diese Vektoren vermehrt
Nonsense-Proteine produziert werden. Um eine optimale Expression der beiden
Transgene zu erreichen, wurde das Konstrukt zu dem endgultigen Vektor CMV-TAP1-
IRES-neo (P84) modifiziert. Zur Verbesserung des Transkriptionsstarts wurde nicht nur
das falsche Startcodon entfernt, sondern auch eine Kozak-Sequenz (Kozak, 1990) vor
dem TAP1-Startcodon eingefligt.

Die Stabilitat der Transgen-Integration wurde mittels einer genomischen PCR und die
Integritat des Vektors durch Kontroll-Sequenzierung gepruft. Wie zu erwarten, wurde das

Problem der Segregation der Gene durch die Einfihrung einer IRES-Sequenz in den
Vektor eliminiert.

62



5. ERGEBNISSE

Transgenes Transgenes
TAP1L —p <4 ned”
707 bp 518 bp
- e .
SIS0 TVEE T FIIINOTL O
> - o IS SIS IS S T - o IS SIS I
S O g F 00D DO O D ~ O g F 0 D0 D O O 0 @
L DO © © © © © © © © T Y ®© © © © © © © © ©
=00 000N nOnhn X 00 O OnHHOO O OD
S x+ 8 @ +
~ © = ~ ©
RRZ w0
- O -1 O
NI N X
=5 =B
N N
— —
N N
= =

Abb. 4.3: Nachweis der stabilen Integration des TAP1-Transgens und neo"-Selektionsmarkers durch
genomische PCR.

Reprasentativ werden hier nur die Resultate der genomischen PCR von Transfektanden, die mit dem
Plasmid P84 transfiziert wurden, dargestellt. Die Versuche mit den Plasmiden P64 und P65 lieferten
vergleichbare Ergebnisse. Negativkontrolle und Positivkontrolle entsprechen dem Prinzip der
vorhergehenden Abbildungen.

Fur die Konstrukte P12 und P13 erwies es sich als nicht mdglich, die entsprechende PCR
fur eine Transgendetektion zu etablieren, vermutlich weil ein Priming im hier
eingesetzten human@rAktin-Promoter im Gegensatz zum viralen CMV-Promoter nicht
exklusiv erfolgte. Das Resistenzgen feblieb bei jedem unter Selektionsdruck
gewachsenen Klon in der genomischen PCR nachweisbar.

5.1.3. Optimierung der Methode und des Transfervektors

Die Vektorentwicklung wurde durch die Vorversuche (4.1.1 und 4.1.2) beeinflul3t. So
wurde durch Kombination des effizienten, aber zur Instabilitat neigenden CMV-Promoter
mit einer IRES-Sequenz in jedem resistenten Klon eine stabile Transgen-Transkription
erzielt. Auf den weniger starken Promoter PGK wurde deshalb im Vektordesign
verzichtet. Die Transfektion des humanen TAP2-Transgens wurde zunéchst nicht weiter
verfolgt, weil zum einen einer TAP1-Uberexpression in Nierenzellkarzinom-Zellen eine
hohere Bedeutung zugemessen wurde und auch durch das Vorhandensein valider
monoklonaler Antikorper im Gegensatz zu TAP2 der Nachweis der Expression des
TAP1-Transgens moglich ist.
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Vektor Zellinie Methode
’ Mz1851 RC ]
CMV-Promoter- Lipofektion
TAP1/neo®- [ mziesin | —
Plasmid Geringe ineffizient

stark, l ’ PGK-Promoter ] Transfektionsrate l
?

Segregation? *

— schwach, Elektroporation
Kombination Hohere [ MZ 1257 RC ]
mit IRES Stabilitat? effizient
- Hohe Transfektionsrate,
Stabile und heterogene Population
effiziente
Transkription! l

Bicistronische mRNS

@ mit TAP1 und neo”, Subklonierung
falsches Leseraster der Zellinie
MZ 1257 RC

Elektroporation

Eliminierung des ¢ mit Rechteck-
falschen Startcodons; Impuls
Einflgen einer Kozak-

Sequenz durch Transfektion durch
Mutagenese-PCR stabil Elektroporation des

_ Subklones
CMV-kontrolllerteF'{s, _> MZ 1257 RC S6 mit
TAP1-IRES-neo dem TAP1-IRES-neo”

Vektorkonstrukt Vektor P84

Abb. 4.4: Zusammenfassung der Ergebnisse von Vorversuchen und Entscheidungen, die zur Auswahl
von Zellinie, Vektor und Transfektionsmethode fiihrten.

effizient

Nachweis des Genproduktes nach  in-vitro -Transkription und -Translation

Um vor dem Einsatz des entsprechenden TAP1 7 Bspressionsvektors zu testen, ob
das Transgen richtig transkribiert und translatiert wird, wurde in einer
aufeinanderfolgenden in-vitro Transkriptions- und Translationsreaktion Protein
synthetisiert (s. 3.2.4). Durch einen nachfolgenden Immunoblot mit einem anti-TAP1
spezifischen monoklonalen Antikérper (mAb) wurde ermittelt, da3 das Plasmid P64
sowie auch das fir die weiterfihrenden Untersuchungen verwendete Plasmid P84 das
TAP1-Protein translatieren.

Das TAP1-Protein besitzt ein MW von ca. 70 kDa. Im Zellextrakt ist neben einer
deutlichen Bande in H6he dieses MW aber auch eine schwéchere mit geringerem MW
detektierbar. Sie findet sich auf gleicher Ho6he wie die Bande aus dem
Translationsprodukt.

Da in einernn-vitro-Translation keine Glykosylierung stattfindet, handelt es sich dabei um
die nicht-glykosylierte Form von TAP1, die ebenfalls durch den TAP1-spezifischen
monoklonalen Antikdrper 148.3 markiert wird und also auch in geringerem Umfang im
Zellextrakt vorkommit.
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] 4— glykosyliert TAP1 ~70 kD
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Proteinextrakt
aus S6 84/4
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produkt von P64
Translations
produkt von P84

Abb. 4.5: Immunoblot der in vitro Translationsprodukte.

Nach der in vitro-Translation wurde ein Vergleich zwischen den Proteinprodukten aus der in vitro-
Translation der Plasmide P64 und P84 gegeniber Proteinextrakt aus einem TAP1-Transfektanden mit
TAP1-spezifischem Antikérper (mAb 148.3) durchgefuhrt. Die nicht glykosylierte Form von TAP1 stellt
sich in einer Bande mit geringerer MolekiilgroRRe als zellulares TAP1 dar. Eine entsprechende schwache
Bande kann auch im Zellextrakt detektiert werden.

Subklonierung der parentalen Zellinie MZ1257RC
Die fur die Vorversuche unter anderen eingesetzte NZK-Zellinie MZ 1257 RC, wies nach
Vereinzelung der Klone eine heterogene Morphologie auf.
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Abb. 4.6: Darstellung der unterschiedlichen Oberflachenexpression relevanter Molekile auf der
parentalen Nierenzellkarzinomzellinie MZ1257RC und deren Subklone in der Durchflulzytometrie
(Einzelmessung).
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Aus diesem Grunde wurde die parentale Zellinie vor erneuten Transfektions-Versuchen
subkloniert, was die interzellulare Heterogenitat vermindert. Dafir wurden Zellen auf
rechnerisch eine Zelle pro Milliliter verdiinnt und auf Mikrotiterplatten verteilt. Nach ca.
einer Woche konnen einzelne Klone identifiziert und expandiert werden.

Insgesamt wurden 10 Klone isoliert und auf ihre MHC Klasse |, ICAM-1 und HLA-A2
Oberflachenexpression analysiert. Wie in Abb. 4.5 gezeigt, wurde eine heterogene
Expression der genannten Molekule gefunden.

Fur die abschlielRenden Transfektions-Versuche wurde der Subklon S6 ausgewéhlt, well
er zu den Klonen mit einer vergleichsweise niedrigen MHC Klasse I-Expression und
relativ hoher Expression anderer relevanter Molekile gehort. Dabei wird postuliert, daf3
nach Transfektion eine deutlichere Veranderung in der Klasse | Oberflachenexpression
zwischen parentalen Zellen und TAP1-Transfektanden festzustellen wére.

Zusatzlich zu den durchfluRzytometrischen Untersuchungen wurden Zytotoxizitats-
analysen der Subklone durchgefihrt, die ebenfalls deutliche Unterschiede im Verhalten
der T-Zellinie IVSB gegeniiber den Subklonen ergab.

Grund fir diese Untersuchung war die Frage, ob eine Korrelation zwischen der
Auspragung der Oberflachenexpression eines Moleklls und dem Lyseverhalten einzelner
Klone nachweisbar ist, was allerdings nicht gezeigt werden konnte.
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Abb. 4.7: Zytotoxizitatsanalyse parallel durchgefuhrt zu vorstehender Durchflu3zytometrie.

Es wurden Zellen der gleichen Passagezahl verwendet. Dargestellt sind aus 3 Ansatzen gemittelte Werte
bei einem Effektor:Zielzell-Verhaltnis von 10:1.

5.2. Funktionsuberprifung des Transgens

5.2.1. Heterogenes Transkriptionsmuster des TAP1-Transgens auf RNS-
Ebene

Um die Transkriptionsrate des TAP1-Transgens semiquantitativ zu erfassen, wurden RT-
PCR-Analysen von parentalen Zellen und der TAP1-transfizierten Klone durchgefihrt.
Zur Bestimmung der Transkriptionsrate und RNS-Integritdat wurden im gleichen Ansatz
Primer furB-Aktin mitgefihrt.
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Die PCR-Amplifikate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, die Gele geblottet und
zum Nachweis der Spezifitat des TAP1-PCR-Produktes wurde dieses mittels eines
Southern-blot mit einer TAP1-Sonde hybridisiert.
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Abb. 4.8: Nachweis des transgenen TAP1 und seine Quantifizierung in einer Ein-Schritt-PCR.

Die PCR-Produkte von Transfektanden und Ausgangszellen wurden durch eine Gelelektrophorese
dargestellt (B). Die Spezifitdit der TAP1-Amplifikate wurde in einem Southern-Blot verifiziert (A). Zum
Zwecke der Quantifizierung wurde die Intensitat der TAP1- und der p-Aktin-Banden densitometrisch
erfasst, normalisiert und die Intensitdt der TAP1-Transgen-Bande zum Hintergrund (in diesem Fall
MZ1257RC S6) in Relation gesetzt (C).

1257RC S6
S6 46/1
S6 84/1
S6 84/2
S6 84/3
S6 84/4
S6 84/5
S6 84/6
S6 84/7

Wie Abbildung 4.8 zeigt, wurde ein heterogenes Expressionsmuster des TAP1-Transgens
in den einzelnen Klonen nachgewiesen. In den parentalen und mock-transfizierten
Kontrollzellen war, wie erwartet, kein Signal nachzuweisen. Um eine Quantifizierung der
Signale zu erreichen, wurden Transgen- fisktin-Banden densitometrisch erfasst, die
Werte fur TAP1 geger-Aktin normalisiert und zum Hintergrund der Kontrolle mit
parentalen Zellen in Relation gesetzt. Die Klone kdnnen in zwei Gruppen unterteilt
werden: Klone mit niedriger TAP1-Transgen-Transkriptionsrate, zu denen die drei Klone
S6 84/2, 84/4 und 84/5 zahlen und Klone mit hoherer TAP1-Transkriptionsrate wie S6
84/1, 84/3, 84/6 und 84/7.
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Dies heterogene Transkriptionsmuster bestatigte sich in einer Northern Blot
Untersuchung, die zusatzlich zu der RT-PCR Analyse durchgefihrt wurde. Der Filter
wurde konsekutiv mit radioaktiv markierten TAP1- ufeAktin-spezifischen Sonden
hybridisiert. Mit Hilfe dieser Methode kann auch exogenes von endogenem TAP1-
Plasmidtranskript aufgrund der Gro3e unterschieden werden. Die transgene TAP1-mRNS
besitzt wegen der Koppelung des fi&ens iiber die IRES-Sequenz eine groRere Lange
als das endogene TAP1.

| 4 Transgenes TAP1
~3.800bp

< Endogenes TAP1
~2.300bp

| €3-Aktin
"~ ~1.800bp

Marker S6 46/1 S646/2 S684/1 S684/2 S684/3 S684/4 S6 84/7

Abb. 4.9: Differentielle Expression von endogener und transgener TAP1-mRNS ausgewahlter TAP1-
Transfektanden im Northern-Blot.

In eine Northern-Blot Analyse wurde zur Bestimmung der TAP1-Transgen und endogenen TAP1-mRNS-
Transkription RNS von mock- und TAP1-Transfektanden eingesetzt. Eine simultane Detektion der
Transkripte ist durch unterschiedliche Transkriptlingen mdoglich. Die Bestimmung der Transkription des
shousekeeping“-Gen B-Aktin dient der Kontrolle der RNS-Integritat und dem Vergleich der eingesetzten
RNS-Mengen.

Wie an der Starke deB-Aktin-Signale abzulesen ist, sind zum Teil ungleiche RNS-
Mengen eingesetzt worden, was zu dem heterogenen Bild fihrt. Nach Normalisierung
zum entsprechenddiAktin-Signal, zeigen jedoch die Klone auch das schon in der RT-
PCR beobachtete heterogene Transkriptionsmuster. Auffallig ist ein besonders starkes
Transgen-Signal durch den Klon S6 84/3 sowie die relativ starke Transkription der
endogenen TAP1-mRNS bei schwachem Transgen-Signal durch den Klon S6 84/4.

Klon S6 84/2 wiederum zeigt nahezu gar kein Transgensignal bei mit den Ausgangszellen
vergleichbarer Transkription der endogenen TAP1-mRNS.

5.2.2. Heterogene TAP1-Proteinexpression in den Transfektanden

Das in der RT-PCR- und Northern-Blot-Analyse bereits beobachtete heterogene TAP1-
Transkriptionsmuster der Transfektanden ging mit einem vergleichbaren TAP1-
Proteinexpressionsprofil einher, was anhand eines Western-Blot dargestellt ist. Auch hier
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wurde die Bandenintensitat analog zur RT-PCR densitometrisch ausgewertet. Dabei
korreliert der RNS-Gehalt direkt mit der Protein-Expressionsstarke. Jedoch muf3 dabei
berticksichtigt werden, dal3 keine Unterscheidung zwischen endogener und exogener
Expression moglich ist. So zeigt sich z.B. eine mit den Kontrollzellen vergleichbare
TAP1-Expression durch den Klon S6 84/2, der auch nur eine sehr geringe Transgen-
Transkriptionrate bei normaler Rate der endogenen TAP1-Transkription aufwies. S6 84/4
weist ebenfalls eine geringe Transgen-Transkriptionsrate auf, jedoch im Northern-Blot
eine gegendber den Kontrollzellen hbéhere Transkriptionsrate der endogenen TAP1-
MRNS, die sich auch in héherer TAP1-Proteinexpression niederschlagt.

A

TA_P1> —— . —  — — — N—
~70 kD
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B
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Abb. 4.10: Unterschiedliche TAP1-Proteinexpression in TAP1-Transfektanden.

Ein Western-Blot von Proteinextrakten aus Transfektanden wurde mit dem mAb 148.3 o-TAP1 wie in
Methoden beschrieben durchgefuhrt (A). Zum Zwecke der Quantifizierung wurde die Intensitat der TAP1-
Banden densitometrisch erfasst und zur Ausgangszellinie MZ1257RC S6 in Relation gesetzt (B). Das
Expressionsmuster zeigt Ahnlichkeit mit dem Muster der mRNS-Transkriptionsrate.
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MZ 1257RC S6

Wie auch in den RNS-Analysen sind fir die Klone S6 84/1, 84/6, 84/7 und besonders
84/3 in der Proteinexpression die hdochsten Expressionsraten nachzuweisen. Zumindest
fur die TAPIl-Expression durch dieses Vektorsystem mufld also von einer
transkriptionellen Expressionsregulation ausgegangen werden.
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5.3. EinfluR von TAP1-Uberexpression auf die Membranexpression
von MHC Klasse |

5.3.1. Durchflu3zytometrische Quantifizierung der MHC Klasse | Dichte mit
und ohne IFN- y Stimulation

Um die Frage zu klaren, ob eine TAP1-Uberexpression in den Transfektanden eine
Stabilisierung und damit Erhéhung der MHC Klasse I-Oberflachenexpression zur Folge
hat, wurde durchflu3zytometrisch die konstitutive MHC Klasse I-Expression und HLA-
A2.1 Expression bestimmt. FiUr diese Untersuchungen wurden der Antikérper w6/32, der
den vollstdndig trimerisierten MHC Klasse I-Komplex erkennt und der Antikorper
mAZ2.1, der fur den HLA-Isotyp A2.1 spezifisch ist, eingesetzt.

Von den nach Transfektion mit den Plasmiden TAP1 neo (P21) und TAP2 neo (P23)
unter Neomycin-Selektion entstandenen Klonen wies nur einer von sechs analysierten in
der ersten durchflulRzytometrischen Messung leicht erhhte MHC Klasse I-Werte auf der
Zelloberflache auf (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse waren zudem in weiteren Versuchen nicht reproduzierbar und die
Uberpriifung der Integration des Transgens in einer genomischen PCR ergab wie
beschrieben eine Segregation der TAP1- und TAP2-Gene vdrQeD
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Abb. 4.11: TAP1-vermittelte Rekonstitution der MHC Klasse I-Oberflachenexpression.

Die Mittelwerte der spezifischen Fluoreszenzintensitdt aus 3 unabhangigen Messungen des mock-
transfizierten Kontroll-Klons S6 46/1 und der Subklone S6 84/1, 84/3 und 84/7. Die Ergebnisse sind
dargestellt relativ zur HLA-Oberflachen-Expression der Ausgangszellinie MZ1257RC S6, wobei sich eine
Erhéhung der Expression besonders des A2-Allels zeigt.

relative Fluoreszenzintensitat

Nach Weiterentwicklung des Vektorsystems mit Stabilisierung der TAP1-Transgen-

Expression, wurden erneut durchflu3zytometrische Untersuchungen an den
Transfektanden durchgefiihrt. Zwei von sieben getesteten P84-Klonen, S6 84/1 und 84/3,
zeigten eine um das 2-3-fach konstant erhohte MHC Klasse I-Oberflachenexpression im
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Vergleich zu Ausgangszellen bzw. mock-transfizierten Transfektanden. Ein Klon, S6
84/7 wies deutlich hbhere Werte bis zu einer 5-fachen Hochregulation gegeniiber dem
Kontrollansatz fir MHC Klasse | und HLA-A2.1 auf.

Dabei wird eine allelspezifische Erh6éhung der HLA-A2 Expression angenommen, die
jeweils deutlich Gber der von Ausgangszellen bzw. mock-transfizierten Zellen lag. Die
Expression anderer Allele wie A3, B7, B44 oder C war nicht erhdht (Daten nicht gezeigt).

Nach Stimulation mit IFN+ Gber 24h, die eine verstarkte Expression der meisten
Komponenten der Antigenprozessierungsmaschinerie und damit bereits eine maximale
Erhohung der MHC-Oberflachenexpression zur Folge hat, konnte kein additiver Effekt
der TAP1-Uberexpression festgestellt werden. Es ist davon auszugehen, daR ein
eventueller Synergismus zwischen TAP1-Uberexpression und Zytokin-Stimulation durch
die IFNsy Wirkung Uberlagert wird.
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Abb. 4.12 (A): Beispiele einer durchflulzytometrischen Untersuchung der HLA-A2 Oberflachenexpression
in Kontrolltransfektanden und TAP1-lGberexprimierenden Klonen.

Die Untersuchung erfolgt mit und ohne Stimulation durch Interferon-gamma. Ohne Stimulation ist in
beiden P84-Transfektanden eine leichte, aber deutliche Erh6hung sowohl des HLA-A2 Allels als auch der
Gesamt-MHC Klasse | Expression zu verzeichnen. Nach IFN-y-Stimulation ist ein additiver Effekt nicht
mehr festzustellen.
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Abb. 4.12 (B): Beispiele einer durchfluBzytometrischen Untersuchung der MHC Klasse |
Oberflachenexpression in Kontrolltransfektanden und TAP1-lberexprimierenden Klonen.
Auch fir die MHC Klasse | Expression ist ohne Stimulation in beiden P84-Transfektanden eine leichte,
aber deutliche Erh6hung der mittleren spezifischen Fluoreszenzintensitat zu verzeichnen.

5.3.2. Immunhistochemischer Nachweis von TAP1 und MHC Klasse I-
Antigenen

Zusatzlich zu quantitativen durchflul3zytometrischen  Untersuchungen wurden
Immunfluoreszenz-Farbungen lebender Zellen durchgefiihrt, wodurch eine Visualisierung
der TAP1- und MHC-Molekile in den Zellen und auf der Zelloberflache mdglich ist.

Eine Quantifizierung der Fluoreszenz-Intensitat ist mit dieser Untersuchungs-Technik nur
bei extremen Unterschieden maoglich. Der Vorteil dieser Methode liegt in der Darstellung
der Lokalisation der Molekdle.

Es zeigt sich sowohl in den Kontrollzellen als auch in den TAP1-Transfektanden eine
TAP1-Proteinexpression der TAP1-Molekille am endoplasmatischen Retikulum, das sich
als feines Netzwerk vom Nukleus in die Peripherie erstreckt. Eine leichte, wenn auch
nicht quantifizierbare Erhohung der Fluor