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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Das Immunsystem schiitzt den Organismus vor den Folgen des Eindringens kdrper-
fremder Substanzen, indem es eingedrungene Wurmparasiten, Pilze, Bakterien,
Viren und deren Abbauprodukte eliminiert. Dabei kann zwischen einer unspe-
zifischen und einer spezifischen Abwehrreaktion unterschieden werden. Bei der
unspezifischen Abwehr werden die eingedrungenen Fremdkdrper an charakteris-
tischen Oberflachenmolekilen, wie z.B. an dem Lipopolysaccharid (LPS) von
Bakterienzellwanden, erkannt. Sie kann daher eine Vielzahl verschiedenster
Bakterienstamme gleichzeitig eliminieren. Im Gegensatz dazu ist die spezifische
Immunantwort auf die Identifikation von Peptidsequenzen spezialisiert, die nur flr ein
bestimmtes Protein eines einzigen Organismus charakteristisch sind.

Je nach Aufenthaltsort des eingedrungenen Organismus treten bei dieser spe-
zifischen Immunantwort zwei unterschiedliche Hauptkomponenten in Kraft. Die
sogenannte humorale Immunantwort zerstért extrazellulare Pathogene Uber die
Detektion durch Antikdrper, die von B-Lymphozyten produziert werden. Aufgrund der
Bindung zahlreicher Antikdrper (Komplexion) wird das Antigen in seiner Beweglich-
keit eingeschrankt und flr spezialisierte Fresszellen zugangig gemacht. Ist der
Fremdkdrper dagegen in koérpereigene Zellen eingedrungen (Infektion), tritt die
zellulare Immunantwort in Kraft, bei der zytotoxische T-Lymphozyten (ZTL) die
infizierten Zellen detektieren und lysieren.

In beiden Fallen erfolgt die Identifikation des Pathogens Uber das dem Kérper fremde
Proteinrepertoire. Aus den Proteinen werden Peptide generiert, die von speziellen
Molekilen, den sogenannten Haupthistokompatibilititskomplexen (MHC) gebunden
und auf der Zelloberflache den T-Zellen des Immunsystems prasentiert werden. Die
MHC-Komplexe werden in zwei Gruppen unterteilt, die sich unter anderem durch die
gebundenen Peptide unterscheiden. Die MHC Klasse I-Komplexe tragen Peptide, die
aus dem Inneren einer Zelle stammen, wahrend die MHC Klasse |I-Komplexe mit
extrazellularen Peptiden assoziiert sind. Die MHC Klasse |-Komplexe werden an
CDB8-Molekulen auf der Oberflache von zytotoxischen T-Zellen gebunden, wahrend
die sogenannten T-Helferzellen Uber CD4-Molekile an MHC Klasse II-Komplexe
binden. Die eigentliche Erkennung des kdrperfremden Peptides (Antigens) durch die
T-Zelle erfolgt dann Uber einen hochpolymorphen, auf das Peptid spezialisierten T-
Zell-Rezeptor. Die Folge einer Antigenerkennung durch den Rezeptor fuhrt im Falle
von MHC Klasse Il-Antigenen zu einer Aktivierung von T-Helferzellen, was die
Produktion von Antikérpern durch B-Zellen induziert. Erkennen dagegen die ZTL’s
ein Uber MHC Klasse I-Molekiile prasentiertes, intrazellulares Antigen, so resultiert
aus der Aktivierung der CD8'-T-Zelle die Lyse der prasentierenden Zelle.
Zytotoxische T-Zellen kénnen auch Zellen téten, die infolge einer Mutation entartet



Einleitung 2

sind, sich unbegrenzt teilen und zu einem Tumor auswachsen kénnen. Vorraus-
setzung daflr ist jedoch, dass die Tumorzellen infolge genetischer Veranderungen
ein anderes Peptid als eine nicht mutierte Kérperzelle auf MHC Klasse I-Komplexen
prasentieren (Abb. 1.1).

Abb. 1.1: T-Zellen attackieren Krebszellen (aus ,T-lymphocytes fighting cancer
cells 2%, Boehringer Ingelheim, 1985)

T-Lymphozyt auf der
Oberfldche einer
Tumorzelle

Der T-Lymphozyt
bindet in der

sogenannten
immunologischen
Synapse mit dem T-
Zellrezeptor den MHC
Klasse I-Komplex auf
der Tumorzelle

Tumorzelle
T-Zelle
Erkennt der T-Zellrezeptor Erkennt der T-
ein korperfremdes oder Zellrezeptor kein
mutiertes Antigen, wird die kérperfremdes Antigen,
Tumorzellmembran kann der T-Lymphozyt
zerstort und die Zelle die Tumorzelle nicht
lysiert. lysieren.

Die far einen Fremdorganismus fatalen Folgen haben einen Selektionsdruck auf
pathogene Mikroorganismen hervorgerufen, sich der Prasentation Gber MHC-
Molekile durch Mutation zu entziehen. Als Gegenstrategie wiederum entwickelten
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die héheren Saugetiere einen polymorphen und polygenen Genlocus, der die MHC-
Molekile kodiert, so dass eine Vielzahl an MHC-Molekilen existiert. Eine andere
Méglichkeit, sich der Erkennung durch das Immunsystem zu entziehen, bietet sich in
der Hemmung der Prozessierung von antigenen Peptiden. So sind zum Beispiel
einige Viren in der Lage, die Prozessierung von intrazelluldaren Antigenen zu
hemmen. Diese Mechanismen sind auch in Tumorzellen nachgewiesen worden.

In dieser Arbeit wird ein solcher ,Immune escape“-Phanotyp genauer untersucht, um
die molekularen Mechanismen zu erforschen, die diesem Vorgang zu Grunde liegen.
Es wird im Folgenden die Kaskade der Antigenprasentation durch MHC Klasse I-
Komplexe beschrieben. AnschlieBend wird mit HER-2/neu ein Molekdil vorgestellt,
das in der Lage sein kénnte, die Antigenprasentation zu inhibieren und als Letztes
die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit skizziert.

1.2, Die Prasentation von Antigenen iiber MHC-Komplexe
1.2.1. Der MHC-Locus

Die Bindung eines Peptids an den MHC-Komplex ist abhangig von der Aminoséaure-
sequenz (Rammensee, et al., 1993; Engelhard, 1994). Durch Veradnderung dieser
Sequenz kann das Pathogen demnach die Prasentation des Peptides verhindern.
Um dem entgegen zu wirken, entwickelten die hdheren S&ugetiere eine starke
Vielfalt an MHC-Molekilen. Diese liegt im Genom begriindet, da es ca. 100 Gene fir
die MHC-Molekiile gibt (Klein et al., 1993) und da fir jedes Gen eine Vielzahl an
Allelen vorliegt, die kodominant exprimiert werden. Die Gene sind in dem
sogenannten MHC enthalten, der von Gorer 1936 bei Transplantationsversuchen
entdeckt wurde. Er befindet sich auf dem Chromosom 6 (Mensch) bzw. 17 (Maus)
und erstreckt sich lber ungefahr 4 x 10° Basenpaare (Bp). Neben den Genen fiir die
MHC-Moleklle der Klassen | und Il enthalt er weitere Gene, die fir die Antigen-
prozessierung von Bedeutung sind, sowie einen sogenannten Klasse lllI-Locus, in
dem Gene unterschiedlichster Immunfunktionen kodiert sind.

Die menschlichen MHC-Gene der Klasse | werden als HLA-A, B und C bezeichnet,
die der Maus als H-2-K, D und L. Abbildung 1.2 gibt einen Uberblick (iber die Struktur
des humanen und murinen MHC-Lokus.
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Abb. 1.2: Die genomische Struktur des humanen und murinen MHC-Lokus
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Die Gene fir die schwere Kette des MHC-Molekils (oo und B) sind grau dargestellt. Diejenigen fir den
Peptidtransporter (,Transporter associated with antigen processing“, TAP), die Proteasomunterein-
heiten (,Low molecular weight proteins®, LMP) und Tapasin (Tpn) als schwarze, bzw. schraffierte
Balken (aus: Janeway und Travers, Immunobiology, 3. Auflage 1999, Current Biology Limited, New
York).

1.2.2. Aufbau des MHC Klasse I-Komplexes

Wahrend die Prasentation von Antigenen durch MHC Klasse II-Komplexe
gréBtenteils auf bestimmte Zellen beschrankt ist, befinden sich die MHC Klasse I-
Komplexe auf fast allen kernhaltigen Zellen (Silverman et al., 1988). Wie in Abb. 1.3
schematisch dargestellt, bestehen die Komplexe aus drei Komponenten: der
schweren Kette, zusammengesetzt aus den al1-, a2- und o3-Untereinheiten (UE),
dem nicht kovalent gebundenen B.-Mikroglobulin, welches als einziges Molekiil nicht
auf dem MHC-Locus, sondern auf Chromosom 15 (Mensch) bzw. 2 (Maus) kodiert
ist, und dem generierten Peptid. Die molekulare Struktur wurde erstmals von Bjork-
man und Koautoren 1987 am Beispiel des humanen HLA-A2-Komplexes kristallo-
graphisch dargestellt, wobei das Peptid aber zun&chst nur als elektronendichtes
Material beschrieben wurde.

Abb. 1.3: Aufbau des MHC Komplexes

Peptid
o2 ol
o3 B2-Mikroglobulin

Zellmembran
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Zwischen den al- und a2-UE befindet sich eine Grube, deren Boden durch B-Falt-
blatt-Strukturen gebildet wird und die durch die umgebenen a-Helices zu einem Spalt
geformt ist. In diesem Spalt bindet das Peptid, wodurch es zu Konformations-
anderungen der schweren Kette kommt, was wiederum die Stabilitat der Assoziation
von Bz-Mikroglobulin und der schweren Kette erhéhen kann (Townsed et al., 1989).
Die Stabilitat der Peptidbindung ist einerseits von der Lange abhangig, die zwischen
acht und neun Aminosauren betragen sollte, sowie andererseits von der Sequenz
und dem Auftreten spezieller Ankermotive (Falk et al., 1990, 1991; Rammensee et
al.,1993).

Beide Parameter sind flr verschiedene MHC-Haplotypen unterschiedlich. So sind
Peptide, die von H2-KP-Komplexen présentiert werden, neun Aminosauren lang,
wahrend H2-K%-gebundene Peptide um eine Aminosdure kirzer ausfallen. Eine
Veranderung der Ld&nge um nur eine Aminosaure reduziert bereits die Erkennung
durch T-Zellen (Schild et al., 1991; Rammensee et al., 1991; Deres et al., 1992).

1.2.3. Die Prozessierung von MHC Klasse I-Antigenen

Obwohl es mdglich ist, einen MHC-Komplex in vitro mit den gereinigten Einzel-
komponenten ohne weitere Substanzen aufzubauen (Townsend et al., 1989), wird
diese Bildung in vivo von einer Reihe von Chaperonen und anderen Komponenten
entscheidend beeinflusst und kontrolliert. Dabei ist vor allem die Beladung des MHC-
Molekils mit dem geeigneten Peptid ein komplizierter Vorgang unter Beteiligung
verschiedener Komponenten, deren Fehlen eine Auswirkung auf die Immunogenitat
einer Zelle besitzt. Die an der Bildung des MHC Klasse I-Komplexes beteiligten
Molekdle sind in Abbildung 1.4 dargestellt.
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Abb. 1.4: Die Prozessierung von MHC Klasse |-Antigenen

MHC Klasse I
schwere Kette

B2-Mikroglobulin

Calreticuli Calnexin . PDI ﬁ
o
o0
ER60 ER 2:2 A
TAP
Peptide @ X Golgi
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Tapasin

o

Ub  protein

Zytosol

Im ER erfolgt die Bildung des Komplexes aus der schweren Kette des MHC und Bo-Mikroglobulin unter
Einfluss der Chaperone Calnexin, Calretikulin, ,Glucose regulated protein“ ER60 und Proteindisulfid-
isomerase PDI. Die Peptide werden im Zytosol durch das Proteasom, das ubiquitinierte Proteine spal-
tet, und im ER durch die ,ER aminopeptidase associated with antigen processing“ ERAAP prozessiert.
Die zytosolischen Peptide werden dann vom Peptidtransporter TAP in das ER transportiert. Im ER
erfolgt die Beladung der Peptide unter Einfluss von Tapasin auf den MHC Komplex. Der trimere
Komplex wird Uber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache transportiert und dort den T-Zellen
prasentiert.

Die Bildung des MHC Klasse |-Komlexes aus schwerer Kette, .-Mikroglobulin und
Peptid erfolgt im endoplasmatischen Retikulum (ER). Dort wird die schwere Kette
zunachst mit Bo-Mikroglobulin assoziiert, bevor die Beladung mit dem Peptid erfolgt.
Hierbei spielen verschiedene Chaperone, wie Calretikulin, Calnexin, ,Glucose
regulated protein® (ER60) und Proteindisulfidisomerase (PDI) eine wichtige Rolle. Die
Peptide, die aus dem zytosolischen Abbau ubiquitinierter Proteine durch das Protea-
som stammen, werden mittels des ATP-abhangigen, heterodimeren Peptidtrans-
porters TAP in das ER transportiert und direkt, oder nach einer N-terminalen
Prozessierung durch ERAAP auf den Komplex geladen, der dann Uber den Golgi-
Apparat die Zelloberflache erreicht.

Neben diesem konventionellen Weg der Prozessierung von Klasse I-Antigenen gibt
es auch die Mdéglichkeit, dass das Peptid aus dem extrazellularen Milieu stammt.
Dabei werden zwei unterschiedliche Méglichkeiten diskutiert, wie das extrazellulare
Peptid den Weg der intrazellularen Antigenprozessierung kreuzt (Grommé et al.,
2002):

In der Regel wird ein extrazelluldres Peptid nach der Phagozytose in speziellen
Endosomen (MIIC-Endosomen) auf MHC Klasse IlI-Komplexe geladen. Diese
Komplexe werden im ER von der invarianten Kette (li) gebunden. In den MIIC-
Endosomen wird die invariante Kette abgebaut. Bei der Fusion des Phagosoms mit
dem extrazellularem Peptid und dem MIIC-Endosom wird der MHC Klasse II-
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Komplex mit dem extrazellularen Peptid beladen. Es wurde jedoch gezeigt, dass
diese Peptide aus dem Phagosom in das Zytosol gelangen, das Proteasom
erreichen und damit auch Gber MHC Klasse |-Komplexe prasentiert werden kénnen.
Bei der anderen Mdglichkeit erfolgt die Beladung des MHC-Komplexes unabhéngig
vom Proteasom und von TAP, wenn die MHC Klasse |-Molekile in die MIIC-
Endosomen gelangen. Das MHC Klasse I-Molekil kann diesen Weg kreuzen, wenn
im ER die invariante Kette statt einem MHC II-Molekil ein MHC Klasse |-Molekil
bindet (De Bruijn et al., 1995, Sugita et al., 1995, Vigna et al., 1996). Eine weitere
Méglichkeit besteht in der Re-Internalisierung bereits prasentierter MHC Klasse |-
Komplexe in Endosomen, die dann mit den MIIC-Endosomen fusionieren (Grommé
et al., 2002). Diese alternative Klasse |-Antigenprozessierung wurde zwar in vivo
nachgewiesen, wird aber vermutlich nur von professionellen Antigen-prasentierenden
Zellen, wie Dendritischen Zellen oder Makrophagen, ausgefihrt. Der gréBte Teil der
endogenen Peptide wird von MHC Klasse I-Molekillen prasentiert.

Im Folgenden sollen die einzelnen Schritte der Bildung eines MHC Klasse I-Kom-
plexes und die wichtigsten Komponenten genauer beschrieben werden.

1.2.3.1. Die Generierung antigener Peptide durch das Proteasom

Da die Stabilitat einer Peptidbindung im MHC Klasse I-Komplex von der Lange des
Peptids und bestimmten Aminosauresequenzen (Ankermotive) abhéngig ist, erfordert
die Herstellung dieser Peptide die Aktivitat spezieller Enzyme. Dies wird zu einem
groBen Teil von einem multikatalytischen Enzymkomplex gewéhrleistet, dem Protea-
som. Dieser Komplex degradiert eine Vielzahl von Proteinen und stellt damit einen
Teil des normalen Proteinstoffwechsels der Zelle dar. Die Bedeutung des Protea-
soms flr die Antigen-Prozessierung wurde in Studien deutlich, in denen eine
Hemmung des Proteasoms mit einer Beeintrachtigung der MHC Klasse I|-Antigen-
prasentation einherging (Craiu et al., 1997; Rock et al., 1994), die mit Zugabe von
antigenen Peptiden wiederhergestellt werden konnte (Rock et al., 1994). Die Struktur
dieses Komplexes wurde anhand der kristallographischen Analyse des Proteasoms
von Archaebakterien und Hefen aufgeklart (Lowe et al., 1995). Es setzt sich aus den
regulatorischen Komplexen 11S (PA28) und/oder 19S und dem enzymatisch aktiven
20S-Komplex zusammen, so dass man zwischen dem 20S-Proteasom, dem 26S-
Proteasom und dem PA28-Proteasom unterscheidet (Abb. 1.5).
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Abb. 1.5: Schematischer Aufbau der unterschiedlichen Proteasomtypen (aus Cascio

et al., 2002)
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Das Proteasom setzt sich zusammen aus den regulatorischen Komplexen 19S und/oder 11S (Pa28),
und dem enzymatisch aktiven 20S-Komplex, so dass man zwischen dem 20S-Proteasom, dem 26S-

Proteasom, dem PA28-Proteasom und dem 19S-20S-PA28-Proteasom unterscheidet (Cascio et al.,
2002; Rubin et al., 1995).

Das 20S-Proteasom:

Das etwa 700 kD schwere 20S-Proteasom stellt die eigentliche enzymatisch aktive
Einheit aller drei Proteasomtypen dar. Es besteht aus zwei auBeren, heptameren
o-UE und zwei inneren heptameren B-UE, die aufgrund ihrer Anordnung einen
kurzen Kanal bilden. Die B-UE sind fiir den eigentlichen enzymatischen Prozess
verantwortlich. Die kleinste Distanz zwischen den aktiven Seiten der B-UE betragt
20 Angstrdm, was ungefahr der Lange eines Peptidoktamers entspricht (Lowe et al.,
1995). Von den sieben B-UE besitzen die konstitutiv exprimierten UE X, Y und Z
enzymatische Aktivitdt (Lowe et al., 1995; Seemuller et al., 1995; Orlowski et al.,
1993). Diese werden unter dem Einfluss von Interferon gamma (IFN-y) durch die drei
IFN-y—induzierbaren UE LMP10, LMP2 und LMP7 ausgetauscht (Belich et al., 1994).

Das 26S-Proteasom:

Das 26S-Proteasom besteht aus der zentralen 20S-Einheit und zwei 19S-Einheiten,
die auf beiden Seiten des Ringes des 20S-Komplexes sitzen. Die 19S-Einheiten
erkennen polyubiquitinierte Strukturen, weshalb dieses Proteasom vor allem ubi-
quitinierte Proteine spaltet. Die 19S-Einheit flihrt Entfaltungen durch, was vermutlich
den Eintritt der Polypeptide in den 20S-Komplexes erleichtert (Kloetzel et al., 2001).
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Das PA28-Proteasom (Immunoproteasom):

Eine Stimulation mit IFN-y bewirkt den Einbau der 11S- (PA28) UE sowie von LMP2,
LMP7 und LMP10 in das Proteasom. Da sich dadurch die Qualitat und Quantitat der
Produktion antigener Peptide erhéht, wird dieses Proteasom auch als ,Immuno-
proteasom® bezeichnet.

Die Anlagerung der PA28-Einheit anstelle der 19S-Einheit erh6ht die Kapazitat der
Peptidhydrolyse (Dubiel et al., 1992; Ma et al., 1992), die sich in einer simultanen
doppelten Enzymaktivitat duBert und die Bildung antigener Peptide verstarkt (Dick et
al., 1996). AuBerdem steigert PA28 die Substrataffinitdt des Proteasoms und die
Freigabe des produzierten Peptidprodukts (Groettrupp et al., 1996, Dick et al., 1996).
Die regulatorischen Einheiten PA28 bestehen aus mehreren UE, von denen zwei,
PA28a und PA28B durch IFN-y induzierbar sind (Ahn et al., 1996b; Zhang et al.,
1999).

Der Austausch der drei katalytischen, konstitutiv exprimierten B-Untereinheiten X, Y
und Z durch LMP2, LMP7 und LMP10 verandert die Schneidespezifitdt dahingehend,
dass vermehrt hinter hydrophoben, basischen und verzweigten Aminoséuren
geschnitten (Aki et al., 1994; Driscoll et al., 1993; Gaczynska et al.,1993) und die
Prasentation bestimmter antigener Peptide verstarkt wird (Cascio et al., 2001;
Cerundulo et al., 1995; Sibille et al., 1995; Van Hall et al., 2000). Ob dabei die
Praferenz des Peptidtransporters TAP flir hydrophobe, anstelle von sauren Resten
an Position eins, eine Rolle spielt, ist noch nicht zweifelsfrei bewiesen. Mutante
Zelllinien, denen LMP2 und/oder LMP7 fehlt, zeigen allerdings keine starke
Beeintrachtigung in ihrer MHC Klasse I|-Antigenprasentation (Arnold et al.,1993,
Momburg et al., 1993). Jedoch ist die Préasentation von Antigenen des Influenzavirus
wiederum von LMP7 abhangig (Cerundolo et al., 1995).

1.2.3.2. Extraproteasomale Modifikation antigener Peptide

Verschiedene extraproteasomale Peptidasen modifizieren den N-Terminus von
antigenen Peptiden, was die Qualitadt der Bindung des Peptides im MHC Klasse I-
Komplex positiv und negativ beeinflussen kann (Saveanu et al., 2002; Kessler et al.,
2002; Kloetzel et al., 2004). Zum Beispiel ist die Expression der Oligopeptidase TOP,
die antigene Peptide degradiert mit einer verminderten MHC Klasse I-Antigen-
prasentation assoziiert (Saric et al., 2001; York et al., 2001). Die Peptidase TPPII
dagegen kann die Prasentation bestimmter viraler Antigene verbessern (Seifert et al.,
2003; Reits et al., 2004). Die Bedeutung fur die Antigenprasentation ist jedoch fur
diese zytosolischen Peptidasen nicht zweifelsfrei geklart, da noch kein Zusammen-
hang zwischen Peptidasenaktivitdt und der Préasentation eines breiteren Peptid-
spektrums Uber MHC Klasse I-Komplexe nachgewiesen werden konnte (Wang et al.,
2000).
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Dagegen ist die ,ER aminopeptidase associated with antigen processing“ (ERAAP)
fir das Immunsystem von entscheidender Bedeutung. Eine Inhibition dieses Enzyms
fuhrt zu einer Reduktion der MHC Klasse I-Antigenprasentation (Serwold et al., 2002;
York et al., 2004; Saric et al., 2004). Im Unterschied zu den oben genannten
Peptidasen ist ERAAP im ER lokalisiert und durch IFN-y stimulierbar. York und
Koautoren (2004) identifizierten eine Substratspezifitdt dieses Enzyms flr antigene
Peptide, die um zehn oder mehr Aminosauren lang sind. Dagegen werden Peptide
mit acht Aminosduren, was der optimalen Lénge fir eine MHC Klasse |-Bindung
entspricht, nicht modifiziert. Die Autoren schlieBen, dass ERAAP N-terminale
Veranderungen an proteasomal generierten Peptiden katalysiert, die deren Beladung
auf den MHC-Komplex verbessern. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die
Beobachtung, dass unter IFN-y-Einfluss das Immunoproteasom vermehrt N-terminal
verlangerte Peptide produziert, die folglich fir eine effektive MHC-Beladung durch
ERAAP, dessen Expression ebenfalls durch IFN-y erh6éht wird, modifiziert werden
mussten (Gaczynska et al., 1993; Driscoll et al., 1993).

1.2.3.3. Der TAP-Transporter

Die durch das Proteasom im Zytosol generierten Peptide werden im ER auf die MHC
Molekulle geladen und missen deshalb in dieses Kompartiment transportiert werden.
Dies wird durch den ,Transporter associated with antigen processing“ (TAP)
gewabhrleistet, dessen Proteinuntereinheiten im MHC Klasse Il-Lokus kodiert sind.
Der Transporter besteht aus zwei Untereinheiten, TAP1 und TAP2, wobei die Hetero-
dimerisierung flr den Peptidtransport essentiell ist. Jedoch liefern Experimente mit
TAP2-negativen Zellen, die effizient von T-Zellen lysiert werden kénnen, Hinweise
auf den Peptidtransport von TAP1-Homodimeren (Gabathuler et al., 1994).

Die Bedeutung dieses Transporters fir die MHC Klasse I-Antigenprasentation wurde
durch die Forschung an TAP-defizienten Zellen und TAP17-Mausen deutlich. So
zeigen die murinen RMA-S Zellen, denen die Untereinheit TAP2 fehlt, eine sehr
schwache MHC Klasse |-Oberflachenexpression (Salter et al., 1986). Van Kaer und
Koautoren (1992) konnten in TAP1”-M&usen nachweisen, dass die verminderte
MHC-Oberflachenexpression auch zu einem verminderten Repertoire an CD8"-T-
Zellen fuhrt.

Der Transporter gehért aufgrund seiner strukturellen Eigenschaften zur Superfamilie
der ABC-Transporter. Beide Untereinheiten besitzen eine N-terminale hydrophobe
Region, welche die ER-Membran mindestens sechsmal durchlauft, so dass ein
Ringsystem entsteht, dessen Inneres eine Pore bildet. Zwei stark konservierte
Domé&nen am C-Terminus besitzen sogenannte ,Walker A“ und ,Walker B*“-Motive
fir die ATP-Bindung, dessen Spaltung die fir den Transport nétige Energie liefert.
Die Struktur des Transporters ist in Abbildung 1.6 dargestellt.
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Abb. 1.6: Der TAP-Transporter
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Dargestellt ist das Modell nach Voss et al. (1999) und die jeweilige unterschiedliche Lokalisation und
Funktion der Doménen (aus Ritz et al., 2001).

Der Transport von Peptiden durch TAP Iasst sich in mehrere Schritte unterteilen. Die
Bindung des Peptides erfolgt unabhangig von ATP und verursacht eine Konforma-
tionsdnderung durch Isomerisierung des Transporters. Das Peptid wird dann durch
den Kanal geschleust, der unter ATP-Spaltung wieder die urspriingliche Konfor-
mation einnimmt (Karttunen et al., 2001). Die Effektivitat des Transportes ist von der
Lange und bestimmter Sequenzeigenschaften des Peptides abhangig (Heemels et
al., 1994; Momburg et al. 1994 und 1996; Neefjes et al., 1995). Die gréBte Effizienz
wird bei einer Lange von 8-16 Aminosauren in Peptidtranslokationsversuchen
beobachtet, was mit den Langen von MHC-assoziierten Peptiden Ubereinstimmt
(Momburg et al., 1994). Einen weiteren Einfluss auf die Effektivitat des Transporters
besitzt die Sequenz des Peptides. So konnten van Endert und Koautoren (1995)
zeigen, dass der TAP-Transporter Peptide bevorzugt, die hydrophobe Reste an
Position drei aufweisen. Dagegen verringert sich die Transporteffizienz durch einen
aromatischen oder sauren Rest an Position eins oder zwei. Peptide, die mit einer
geringeren Effizienz transportiert werden und entsprechend schlechter in die Grube
des MHC-Molekiils passen, kénnen durch den Seqg21-Kanal in das Zytosol zurlick
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transportiert werden (Koopmann et al, 2000). Als Mitglied der ABC-Transporter-
Familie wird auch TAP Uber Phosphorylierungen reguliert. Li und Koautoren (2000)
konnten nachweisen, dass beide Untereinheiten, TAP1 und TAP2 phosphoryliert
werden und dies zu einer Bildung von TAP, Tapasin und MHC Klasse I-Komplexen
fuhrt. In diesem Komplex kann TAP zwar noch Peptide binden, jedoch ist der
Transport der Peptide in das ER blockiert.

1.2.3.4. Calnexin, ER60 und Calretikulin

Das durch den TAP-Transporter in das ER transportierte Peptid wird dort auf den
Bo-Mikroglobulin/MHC-Komplex geladen. Die Bildung dieses dimeren Komplexes und
die Beladung desselben mit Peptid ist ein komplizierter Vorgang, der von verschie-
denen Chaperonen abhangt und in drei Stufen unterteilt werden kann:

i.  die Faltung der schweren Kette

ii. die Bindung von B.-Mikroglobulin

ii.  die Beladung des MHC-Komplexes mit Peptid
Die schwere Kette des MHC Molekils besitzt ein Glykosilierungssignal, so dass der
erste Schritt der Neusynthese des MHC-Komplexes in einer Glykosilierung im ER
besteht (i). Dieser Vorgang ermdéglicht die Bindung des Chaperons Calnexin, was
seinerseits die Bindung von ER60 ermdglicht (Morrice et al., 1998; Lindquist et al.,
1998; Hughes et al., 1998) und zur Faltung der schweren Kette fihrt. AnschlieBend
assoziiert die schwere Kette mit Bo-Mikroglobulin (ii), worauf Calnexin von dem
Komplex abdissoziiert und Calretikulin den Komplex bindet (Sugita et al.,1994).
Die Assoziation von Calretikulin und die Beladung des Komplexes mit Peptid (iii) ist
abhangig von der Anwesenheit von Tapasin, da sie in Tapasin-negativen Zellen fehlt
(Williams et al., 2002). Im Falle von Calretikulin-negativen Zellen werden weniger K°-
und DP-Molekiile beladen. Dariiber hinaus ist in diesen Zellen die Bindung zwischen
Peptid und MHC-Molekll weniger stabil und die Komplexe durchlaufen schneller das
ER. Dies gibt Anlass zur Spekulation, dass Calretikulin den MHC-Komplex im ER
zurtickhalt, bis die Beladung mit einem optimalen Peptid erfolgt ist (Williams et al.,
2002). Die Kontrolle der Peptid-Bindungsqualitat wird mit dem Chaperon Tapasin in
Verbindung gebracht.

1.2.3.5. Tapasin

Dieses Chaperon wurde 1994 erstmals als Teil des temporaren MHC-B2-Mikro-
globulin-TAP-Komplexes im ER entdeckt (Ortmann et al., 1994). Die Funktion dieses
Molekills wurde durch Studien an Tapasin™-Zellen genauer untersucht. So wurde in
Tapasin-negativen B-lymphoblastoiden Zelllinien festgestellt, dass MHC Klasse |-
Molekule nicht mit TAP assoziieren kénnen (Greenwood et al., 1994; Grandea et al.,
1995). Sadasivan und Koautoren (1996) konnten nachweisen, dass die Assoziation
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von MHC/B.-Mikroglobulin mit TAP von Tapasin abhangig ist. Diese Abhangigkeit
fihrt in den Tapasin-defizienten Zellen zu einer stark reduzierten Oberflachen-
expression von MHC Klasse I-Komplexen (Grandea et al., 1997; Suh et al., 1998).
Diese verminderte MHC-Expression betrifft nur diejenigen HLA-Allele, die TAP-
abhangig mit Peptid beladen werden, wahrend TAP-unabhangig beladene HLA-A2-
Molekille auf der Oberfliche der Tapasin”-Zellen normal exprimiert wurden
(Grandea et al., 1997).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgern, dass Tapasin die Auswahl an Peptiden
bezlglich der Bindungsqualitdt im MHC-Molekil optimiert, was seinerseits die
Stabilitat des Komplexes erhdht und den Transport zur Zelloberflache ermdéglicht. Die
Folge eines Tapasin-Mangels wurde auch in vivo in Tapasin”-Mausen genauer
untersucht. Milzzellen und Zellen der Lymphknoten zeigten erwartungsgeman eine
um 85-90 %ige Reduktion der MHC-Oberflachenexpression, die Anzahl der T-Zellen
im Thymus war reduziert und die Prasentation von Virusproteinen nach Influenza-
Infektion stark beeintrachtigt (Garbi et al., 2000; Grandea et al., 2000).

1.2.4. Modulation der MHC Klasse I-Antigenprozessierung

1.24.1. Der Einfluss von Zytokinen

Die Expression von MHC Klasse |I-Komplexen an der Zelloberflache kann durch eine
Reihe von Zytokinen beeinflusst werden. Sie wirken zumeist auf transkriptioneller
Ebene, indem sie die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die Promotoren der
betroffenen Gene verursachen. Hierdurch kann die Transkription je nach Zytokin
verstarkt oder gehemmt werden. So kommt es zum Beispiel unter der Wirkung von
IFN-a, IFN-y und TNF-a zu einer Erhéhung der Antigenprasentation (Friedmann et
al., 1985; Min et al., 1996; Boehm et al, 1997; Seliger et al., 2001a). Dagegen hat
IL10 durch die Hemmung von TAP1 einen negativen Einfluss auf die Antigen-
prozessierung (Zeidler et al., 1997). Im Falle der MHC Klasse I-Antigenprozessierung
werden die schwere Kette des MHC-Molekils (Friedmann et al., 1985; Johnson, et
al., 1990), Bo-Mikroglobulin (Kimura et al., 1986), aber auch wichtige Komponenten
der Antigenprozessierung wie TAP, Tapasin (Seliger et al.2001b; Abarca-Heidemann
et al. 2002) und Untereinheiten des Immunoproteasoms (Belich et al., 1994;
Rechtsteiner et al., 2000) vermehrt transkribiert. Dabei erfolgt diese Induktion vor
allem durch das von T-Zellen und NK-Zellen ausgeschuttete IFN-y und das von NK-
Zellen und Makrophagen sezernierte TNF-a, die zumeist synergistisch wirken
(Boehm et al, 1997; Abb. 1.7).

Bei Bindung von IFN-y an den Rezeptor kommt es zu einer Phosphorylierung der
gekoppelten Januskinasen, die wiederum den ,signal transducer of activated
transcription® (STAT) phosphorylieren und die Ausbildung eines STAT1a
Homodimeres bewirken (Taniguchi et al., 2001). Dieses Dimer kann nun an eine
spezielle Basenabfolge in der Desoxyribonukleinsdure (DNS) von Promotoren, dem
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GAS-Element binden und die Transkription stimulieren (Watling et al., 1993). Dabei
wird auch die Transkription des ,interferon regulatory factor” IRF1 aktiviert (Boehm et
al., 1997). IRF1 ist ebenfalls ein Transkrptionsfaktor, der seinerseits nun an spezielle
Jnterferon sensitive response elements® (ISRE) in der DNS bindet und die
Transkription stimuliert (Coccia et al., 1995). Die Bindung von TNF an seinen
Rezeptor bewirkt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB, der an die DNS
bindet und die Transkription aktiviert (Baldwin et al., 1996).

Abb. 1.7: Mechansimus von IFN-y und TNF-a auf die Transkription von Komponenten
der APM
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IFN-y Ubt seine Wirkung Uber STAT und IRF aus, wahrend TNF-a eine NF-xB-Aktivierung verursacht.
Beide Zytokine kénnen die Transkription des Faktors IRF stimulieren, was zu einer synergistischen
Wirkung beider Wege flhrt.

Die synergistische Aktivierung von TNF-oo und IFN-y entsteht durch vier
Mechanismen (Boehm et al., 1997):

1. Viele induzierbare Promotoren besitzen sowohl eine Bindungsstelle fiir NF-xB

als auch fir IRF1 oder STAT-10.

2. Der IRF-Promotor selbst hat eine Bindungsstelle fir NF-xB.

3. IFN-y kann ebenfalls wie TNF-a eine NF-xB-Aktivierung bewirken.

4. Der TNF-a Rezeptor kann auch durch die Bindung von IFN-y aktiviert werden.
Da sich die Modulationen der Antigenprozessierung haufig auf der Promotorebene
abspielen, werden im Folgenden die einzelnen Promotoren der Gene der Antigen-
prozessierung beschrieben.
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1.2.4.2. Die transkriptionelle Regulation von MHC und TAP

Die genauen Mechanismen und Zielregionen in den Promotoren der stimulierbaren
Gene der Antigenprozessierung sind nur teilweise aufgeklart. Wahrend die
Regulation der Transkription der schweren Kette, B-2Mikroglobulin, TAP1, Tapasin,
TAP2 und LMP2 partiell bekannt ist, wurden die Promotoren von PA28a, PA28p,
sowie von LMP7 und LMP10 noch nicht ndher untersucht. Die bisher verfligbaren
Daten Uber die transkriptionelle Regulation der Gene der MHC Klasse |-Antigen-
prozessierung sollen nun im Einzelnen erlautert werden.

Die schwere Kette des MHC-Molekils

Neben den fir die Bindung der RNS-Polymerase essentiellen ,CAAT“ und ,TATA®-
Motiven und einem ISRE-Element finden sich in den Promotorsequenzen aller MHC-
Gene verschiedene Konsensusmotive, die als Enhancer A, ,site o und Enhancer B
bezeichnet werden (Le Bouteiller et al., 1994).

Der Enhancer A bindet den Transkriptionsfaktor NF-xB Uber zwei Konsensusmotive
(xB2 und «B1), die nur durch wenige Nukleotide voneinander getrennt sind. Die
Sequenzen der Motive weisen zwischen den Promotoren der einzelnen MHC-Gene
Unterschiede auf, was zu einer unterschiedlichen Bindung des Transkriptionsfaktors
NF-xB, der in verschiedenen Dimerformen binden kann, fihrt (van den Elsen et al.,
1998a). Das kB2-Motiv im HLA-B Promotor bindet statt NF-xB den Transkriptions-
faktor SP1 (Girdlestone et al., 1993; van den Elsen et al., 1998a), so dass es hier im
Enhancer A zu SP1/NF-kB-Wechselwirkungen kommen kann. Andere HLA-Gene,
wie zum Beispiel HLA-G, binden in der Enhancer A-Region auch Transkriptions-
faktoren der Zinkfingerproteinfamilie, deren Bedeutung in diesem Zusammenhang
aber noch nicht geklart ist.

An das ISRE-Element kénnen IRF1, IRF2 oder der ,IFN stimulatory gene factor 3¢
(ISGF3) binden, wodurch die Promotoraktivitdt unterschiedlich moduliert wird.
Wahrend IRF1 die Transkription stimuliert, wird sie durch die Bindung von IRF2
gehemmt (Hobart et al. 1997; Nelson et al., 1993). IFN-y flhrt zu einer erhdhten
Konzentration von IRF1 gegenlber IRF2 und zu einer verstarkten Transkription
aufgrund der vermehrten Bindung von IRF1 an den Promotor.

Die ,Site o hat groBe Ahnlichkeit zu dem ,cAMP response element (CRE)* und wird
von verschiedenen Transkriptionsfaktoren der ,Activating transcription factor* (ATF)-
Familie sowie von dem ,regulatory factor X* (RFX) gebunden. Sie hat sowohl fir die
konstitutive als auch die IFN-y-induzierbare Promotoraktivitat eine wichtige Bedeu-
tung (Dey et al, 1992; van den Elsen, 1998a). So hat man festgestellt, dass eine
Inaktivierung zu einem Verlust der Bindung von Transkriptionsfaktoren auch an
anderen Elementen des MHC-Promotor fihrt (Kushida et al., 1997).

Auch der Enhancer B ist fir die konstitutive Promotoraktivitdt esentiell, da eine
Mutation der Konsensussequenz ATTGG zu ACCGG die Promotoraktivitat um 50 %
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herabsenkt (Schoneich et al., 1997). Diese Region weist auch die groBte
Ubereinstimmung zwischen den Promotoren der einzelnen MHC-Gene auf (van den
Elsen et al., 1998a) und bindet den Transkriptionsfaktor NF-Y (Gobin et al., 2001).
Die Bindung der Transkriptionsfaktoren an die ,Site o und an den Enhancer B ist
abhangig von dem ,MHC class |l transactivator® (CIITA), der eine Interaktion
zwischen den einzelnen Faktoren steuert, die ihrerseits deren aktivierende Wirkung
auf den Promotor ermdglicht. Gobin und Koautoren (2001) konnten desweiteren
nachweisen, dass fur die CIITA-Wirkung die Histonazetylase P300 unerlasslich ist,
so dass man die Aggregation von P300, CIITA und den Transkriptionsfaktoren als
~-Enhancosom* bezeichnet (van den Elsen et al., 1998b).

B2-Mikroglobulin

Die putative Promotorregion von Bo-Mikroglobulin wurde erstmals von Kimura und
Koautoren (1986) als eine Region mit Enhancer-Qualitdt nachgewiesen. Diese
besitzt jedoch keine Ahnlichkeit zu Regionen im Promotor der schweren Kette. Der
Promotor hat Bindungsstellen fir NF-xB und IRF und kann Uber TNF-a und IFN-y
stimuliert werden (Boehm et al. 1997). Die Elimination der Bindungsmotive fir NF-«xB
und IRF und eines ,Inr“-Motivs, an dem vermutlich die Transkription beginnt, fihrt zu
Aktivitatsverlusten des Promotors (Carrol et al., 1998). Ubereinstimmend mit den
Promotoren flr die MHC Klasse |I-Gene wurden auch Bindungsstellen fiir RFX/CREB
und NF-Y nachgewiesen, an denen ein CIlITA-enthaltenes Enhancosom bindet
(Gobin et al., 2001).

TAP1 /LMP2

Unter den Promotoren der Gene der MHC Klasse | nimmt der Promotor fir TAP1 und
LMP2 eine Sonderstellung ein, da es sich um eine Region handelt, die zwischen den
Genen far TAP1 und LMP2 liegt und fir beide Richtungen als Promotor dient. Dieser
bidirektionale Promotor wurde 1995 erstmals beschrieben und charakterisiert (Wright
et al., 1995). Im Unterschied zu dem MHC Klasse I-Promotor konnte keine ,TATA*-
Box nachgewiesen werden. Die Transkription beginnt an verschiedenen Stellen, was
typisch far Promotoren des MHC Klasse Il-Lokus ist. Die Startpunkte fur die TAP1-
Transkription Uberlappen sich nicht mit denjenigen fir LMP2. Yan und Koautoren
(1997) konnten allerdings zeigen, dass die Mutation nur eines dieser Startpunkte in
LMP2-Orientierung (TCATTC zu TCAATC) nicht nur zum Verlust dieses Startpunktes
fihrt, sondern auch die Gesamtaktivitdt des bidirektionalen Promotors verringert.
Dabei ist jedoch zu bericksichtigen, dass durch die Mutation nicht nur eine
Erkennungsstelle fir die RNS-Polymerase verloren ging, sondern auch ein neues
Konsensusmotiv (CAAT) far die Bindung etwaiger nicht identifizierter Faktoren
entstand, deren Wirkung nicht bertcksichtigt wurde. Fur die konstitutive Promotor-
aktivitat ist die Bindung von SP1 an GC-Boxen von Bedeutung, wahrend die Bindung
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von NF-xB fir die Wirkung von TNF-a verantwortlich ist. Zuséatzlich wurden Motive
fr die Bindung von IRF1 und STAT1 gefunden, die sowohl flr die basale als auch
fur die IFN-y induzierbare Aktivitdt des Promotors wichtig sind (Wright et al., 1995;
Min et al., 1996; Chatterjee-Kishore et al., 1998 und 2000).

TAP2

Der TAP2-Promotor wurde 1998 als eine 1788 Basenpaare (Bp) lange, aus der 5
zuntranslated region“ (UTR) des murinen TAP2-Gens stammende Region, die in
Reporterassays Promotoraktivitat aufwies, kloniert (Zheng et al., 1998). Arons und
Koautoren (2001) ermittelten die Startpunkte flr die Transkription, die analog zu dem
TAP1/LMP2-Promotor und anderen Promotoren des MHC Klasse IlI-Lokus an
verschiedenen Stellen beginnen und die im Falle von TAP2 in sogenannten MED-1-
Motiven liegen. Die Autoren fokussierten ihre Analyse auf eine ca. 600 Bp lange
Region und fanden eine Bindungsstelle fur IRF1, die sowohl fur die konstitutive, als
auch fir die induzierbare Aktivitat des Promotors wichtig ist. Bei der Untersuchung
der angrenzenden Regionen wurden spater noch Bindungsstellen flir SP1, sowie
CRE-Motive gefunden (Gou et al., 2001), was darauf hinweist, dass innerhalb der
1788 Bp langen Region mehrere Sequenzabschnitte vorhanden sind, die fir die
Aktivitat des Promotors von entscheidender Bedeutung sind. Weitere Unter-
suchungen, welche die Bindung von Transkriptionsfaktoren an den TAP2-Promotor
nachweisen, wurden bisher nicht durchgefthrt.

Tapasin
Der Tapasin-Promotor wurde bisher noch nicht detailliert charakterisiert, jedoch

wurde die 5" UTR-Region auf potentielle Bindungsstellen im Zusammenhang mit der
Induktion von Tapasin durch IFN-y und TNF-a untersucht. Dabei wurden mit Hilfe des
Computerprogrammes Matlnspector (Quando et al., 1995) Motive fir SP1, NF-xB,
STAT und IRF gefunden, diese jedoch nicht weiter auf ihre Funktionalitat hin
Uberprift (Abarca-Heidemann et al., 2002).

Aus den oben angefihrten Zusammenhangen lasst sich erkennen, dass die fir die
transkriptionelle Regulation wichtigen Promotoren der APM-Gene wenige Gemein-
samkeiten aufweisen. Diejenigen Promotoren, die im MHC Klasse II-Lokus liegen,
besitzen mehrere Startpunkte (TAP1, TAP2, LMP2). Die Stimulation mit Zytokinen
erfolgt offensichtlich Gber die Bindung von NF-kB und IRF/STAT an die Promotoren.

1.24.3. Virale Effekte auf die Antigenprozessierung

Viele Viren haben Mechanismen entwickelt, die Peptidprasentation tber MHC Klasse
I-Molekile zu verhindern. Dabei erfolgt der Einfluss auf die Antigenprozessierung auf
unterschiedlichen Ebenen (Miller et al., 1999; Lorenzo et al., 2001; Vossen et al.,
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2002). So hemmen zum Beispiel Epstein-Barr-Viren die Proteolyse von zytosolischen
Proteinen, Herpesviren, EBV und Adenoviren blockieren den Peptid-Transport oder
die Interaktion mit Tapasin und viele Viren, wie CMV, verhindern die Translokation
der MHC-Komplexe vom ER Uber den Golgiapparat an die Zelloberflache. Die
Mechanismen sollen nun etwas genauer angefihrt werden (Abb. 1.8):

Hemmung der proteasomalen Degradation:  Ein Matrixprotein des ,human
cytomegalie virus® (HCMV) phosphoryliert viruseigene Proteine und verhindert so
deren Degradation durch das Proteasom (Gilbert et al., 1993, 1996; Schmolke et al.,
1995). Dagegen besteht die Strategie des Epstein-Barr Virus darin, Gber eine ,Gly-
Ala“-Repetition in dem Virusprotein EBNA-1 dessen Proteolyse zu hemmen. Auf-
grund dieses Motivs entstehen B-Faltblattstrukturen im Protein, was den Eintritt in
das Proteasom verhindert (Levitskaya et al., 1997; Sharipo et al., 2001).

Hemmung von TAP: Das Protein US6 des HCMV bindet nach seiner Synthese im ER
Calnexin mit hoher Affinitat und wird so im ER zurilickgehalten. Dort kann es sich an
TAP1 anlagern und dadurch verhindern, dass TAP1 ein ATP binden kann. Obwohl
noch eine Peptidbindung an TAP mdglich ist und TAP2 immer noch ATP binden
kann, ist so der Transport von Peptiden unterbunden (Ahn et al., 1996a, 1997;
Hengel et al., 1997; Hewitt et al., 2001). Bei der Wirkung von ICP47 (,infected cell
protein“) des HSV wird dagegen die Peptidbindungstelle im TAP Transporter
kompetitiv blockiert und so die Assoziation des MHC Klasse |-Komplexes aufgrund
fehlender antigener Peptide im ER unterbunden (Ahn et al., 1996c; Frih et al., 1995;
Hill et al., 1995; Tomazin et al., 1999; Beinert et al., 1997). AuBerdem flhrt die
Bindung des ICP47 zu einer Destabilisierung des TAP-Heterodimers und beein-
trachtigt so dessen Funktion (Lacaille et al., 1998). Das Adenovirale Protein E19
blockiert durch seine Bindung an TAP die Interaktion zwischen TAP und Tapasin und
verhindert damit die Assoziation zwischen TAP und dem MHC Klasse I-Komplex
(Bennett et al., 1999). Ein noch nicht identifiziertes ,early protein“ des ,Equine herpes
virus“ (EHV-1) blockiert den Peptidtransport durch TAP bereits zwei Stunden nach
der Infektion (Ambagala et al., 2004).

Blockade der Translokation des MHC-Komplexes: Das Protein US6 des HCMV
bindet den MHC/B.-Mikroglobulin-Komplex vor dessen Peptidbeladung. Diese kann
zwar noch erfolgen, aber der Komplex wird im ER zurlickgehalten (Ahn et al., 1996a;
Jones et al., 1996). Der MCMV Virus kodiert zwei Proteine, die eine Translokation
von MHC-Komplexen verhindern kénnen: Gp40 halt die Komplexe im Golgi-Apparat
zurlck, wahrend Gp48 den Riucktransport in Lysosomen und die Degradation der
Komplexe bewirkt (Ziegler et al., 1997, 2000; Reusch et al., 1999; Krmpotic et al.,
2002). Ein weiteres MCMV-Protein, Gp34, bindet die MHC-Komplexe an der Zell-
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oberflache und verhindert deren Interaktion mit dem T-Zell-Rezeptor (Kavanagh et
al., 2001). Ein Produkt des Adenovirus, das Genprodukt E3-19k, bindet ebenfalls die
MHC-Moleklle im ER und verhindert damit deren Glykosilierung. Allerdings kann
dieser Effekt durch IFN-y verringert werden (Vossen et al., 2002). Zusatzlich kann
E3-19k auch MHC und TAP binden und so als kompetitiver Inhibitor von Tapasin
wirken. Das HCMV degradiert MHC-Komplexe Uber die Proteine US2 und US11. Die
MHC-Moleklle werden Uber den Seq61 Kanal wieder aus dem ER in das Zytosol
geschleust und unterliegen dort einer schnellen Degradation (Wiertz et al., 1996;
Furmann et al., 2002).

Abb. 1.8: Uberblick Uiber die verschiedenen, angefiihrten viralen ,Immune escape“-
Mechanismen MCMV: Gp34

MHC Klasse I-Komplex

Zytosol

Ad: E3-19k
HCMV: UsSé

HCMV: US6 \ HcMV:
Adj3-19 Us2/uUsii

ER

—

SV:
II—I'CP\2»7/\ MCMV: Gp48
ecoo®  Tapasin
., O @©®
PepTId Sec 61 Q
HCMV: pp65 Lysosom
Proteasom }— EBV: EBFzAI yS0s0
& Virale
Proteine

Dargestellt sind die im Text erwdhnten viralen Proteine und ihr Angriffspunkt innerhalb der MHC
Klasse I-Antigenprasentation

In den oben angefihrten Mechanismen handelt es sich meist um post-
transkriptionelle Regulationen, jedoch sind auch Wirkungen auf die Promotoren von
Antigenprozessierungsgenen bekannt. So sind die RNS-Mengen von TAP2, LMP2
und LMP7 um das 100 fache niedriger in Adenovirus Typ12-infizierten Zellen. Auch
TAP1, die schwere Kette von MHC und B>-Mikroglobulin sind um das Zwei bis
Zehnfache herunterreguliert. Dabei erfolgt die Hemmung der MHC-Transkription
durch den Repressor COUP-TFIl (,Chicken ovalbumin upstream promotor trans-
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cription factor 1), der in Assoziation mit der Histondeazetylase HDAC an den MHC
Klasse I-Enhancer bindet (Hou, et al., 2002; Smirnov et al., 2001). Zhao und
Koautoren (2003) konnten zeigen, dass dabei die enzymatische Aktivitdt der
Histondeazetylase fir die eigentliche Inhibition der Transkription verantwortlich ist.
Dieser Mechanismus ist allerdings nicht fir TAP und B.-Mikroglobulin nachgewiesen,
denen auch die entsprechenden Erkennungssequenzen fir COUP-TFII fehlen.

1.2.4.4. »,Immune escape”“ Mechanismen von Tumoren

Ahnlich wie bei einer Virusinfektion kann eine Zelle auch bei einer malignen
Transformation die Fahigkeit verlieren, MHC Klasse |-Komplexe auf der Oberflache
zu prasentieren. Dies wurde erstmals anhand des Verlustes von MHC-Molekdlen in
einem Maus-Lymphom (Garrido et al., 1976), und wenig spéater im humanen
Melanom nachgewiesen (Pellegrino et al., 1977). Diese Alterationen kénnen in
Tumorarten unterschiedlichster Histologie mit einer groBen Haufigkeit auftreten
(Garcia-Lora et al.,, 2003b, Tabelle 1.2, S.22) und erlauben dem Tumor einer
Detektion durch das Immunsystem zu entkommen, was zu dem Begriff des ,Immune
escape” geflihrt hat (Seliger et al., 2000). Da diese Tumoren oft eine starke Metasta-
sierungsrate und eine schnelle Progression der Erkrankung zeigen (Kageshita et al.,
1999; Garrido et al., 1997), wurde postuliert, dass der Verlust der Immunogenitat von
Tumoren essentiell fir die Progression einer Krebserkrankung ist (Algarra et al.,
2004; Garica-Lora et al., 2003b; Khong et al., 2002). Tumore, bei denen derartige
Verlustvarianten entdeckt wurden, sind zum Beispiel Hodgkin-Lymphom, Melanom,
Blasen-, Brust-, Kolon-, Kopf- und Hals, Nieren- Haut- Kehlkopf- und Zervixkarzinom
(Tab. 1.2, S.22). Die zugrunde liegenden Mechanismen sind im Vergleich zu dem
viralen ,Immune escape“ nur wenig untersucht. Im Unterschied zu den meisten
viralen Strategien wird jedoch nicht ein Protein gezielt produziert und dadurch die
MHC-Antigenprozessierung vor allem auf der post-translationellen Ebene gehemmt.
Vielmehr finden sich bei Tumoren meist komplette Gen-Verluste oder eine Hemmung
der Transkription dieser Gene (Algarra et al., 2004; Garcia-Lora et al., 2003a, 2003b;
Rivoltini et al., 2002, Tabelle 1.1, S.21).

Nach Algarra und Koautoren (2004) fuhrt die erhéhte Proliferationsrate in einem
frGhen Tumorstadium zu einer Anhaufung an Mutationen, die auch den Verlust der
MHC-Oberflachenexpression zur Folge haben kénnen. Unter der Vermutung, dass
Tumor-spezifische T-Lymphozyten oder NK-Zellen diejenigen Tumorzellen lysieren,
die eine unveranderte Immunogenitat aufweisen, sollten durch diesen Selektions-
druck die entstandenen ,Immune-escape“-Varianten auswachsen kénnen, so dass in
spateren Tumorstadien in allen Zellen die Immunogenitat verloren gegangen sein
kénnte (Algarra et al., 2004). So fuhrte zum Beispiel die Impfung von Melanom-
Patienten mit einem Uber HLA-A1 présentierten Tumor-spezifischen Antigen zur
klonalen Expansion von Tumorzellen, die PB.-Mikroglobulin aufgrund genetischer
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Alterationen verloren hatten (Benitez et al., 1998). Die folgende Tabelle 1.1 gibt
einen Uberblick Uber die verschiedenen ,Immune escape“-Phanotypen und deren
molekularen Ursachen:

Tab. 1.1: Die unterschiedlichen molekularen Ursachen einer verminderten MHC-
Expression in humanen Tumoren (nach Garcia-Lora et al., 2003)

Phanotyp Mechanismus Tumortyp
Totaler Verlust Mutation von Bo- Burkitt’s Lymphom, Colon-, Lungen-,
aller MHC- Mikroglobulin oder Haut-, Nieren-, Prostatakarzinom
Haplotypen TAP
Verlust eines MHC | Deletionen im Zervixkarzinom, Haut-, Pankreas-,
Haplotyps Chromosom 6 im Colonkarzinom

Bereich 6p21, ,Loss
of heterozygocity“

Verlust eines veranderte Gen- Zervixkarzinom, Melanom
MHC-Genlokus Regulation oder
Methylierung,
Mutation oder Gen-

Verlust
Verlust eines Mutation/Deletion des | Haut-, Colonkarcinom, Zervixkarcinom
MHC-Allels MHC-Gens
Verlust der IFN-y- | Defekte in der Magen-, Nierenkarzinom
Induzierbarkeit Signalkaskade von

IFN-y
Verminderte MHC- | Defekte in der Burkitt’s Lymphom, Colon-, Lungen-,

Expression an der | Antigenprozessierung | Haut-, Nieren-, Brustkarzinom u.v.a.
Zelloberflache

Eine genetische Ursache einer verminderten MHC-Expression kann durch einen
entsprechenden Gen-Transfer ausgeglichen werden, wenn der Defekt auf einzelne
Gene begrenzt ist (Hicklin et al., 1998). Einige der ,Immune escape“-Phanotypen
beruhen jedoch nicht auf einem Gen-Verlust, sondern auf einer veranderten Gen-
Regulation, die reversibel ist (Garcia-Lora et al., 2003b; Algarra et al., 2004). Solche
Alterationen wurden zum Beispiel fur den TAP Peptidtransporter (Oudejans et al.,
1996; Seliger et al., 1997; Murray et al., 1998; Vitale et al., 1998a), die Proteasom-
Untereinheiten (Kageshita et al., 1999; Johnsen et al., 1998; Seliger et al., 1996,
2000) und Tapasin (Seliger et al., 2000, 2001a; Delp et al., 2000; Dissemond et al.
2003) festgestellt. Die folgende Tabelle 1.2 gibt einen Uberblick iber die Tumorarten,
in denen derartige Defekte von LMP2, LMP7, TAP1, TAP2 und HLA detektiert
wurden:
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Tab. 1.2: Mittlere prozentuale Hemmung von TAP, LMP und HLA in Tumoren

| Typ N | TAP1 | TAP2 | LMP2 | LMP7 | HLA |
Brustkrebs 168| 13-44 | 21 42 42 61
Lungenkrebs 93| 38 n.b. 100 100 100
Dickdarmkrebs 159 14 n.b. n.b. n.b. 87
Nierenkrebs 300 54 n.b. 70 45 19
Kopf-Halstumor 76 49 n.b. 0 0 29
Hautkrebs 70| 38 32 50 57 n.b.
Hodgkin-Syndrom | 8 100 88 100 0 100
Kehlkopfkarzinom | 76 | n.b. n.b. n.b. n.b. 70
Zervixkarzinom 30 | n.b. n.b. n.b. n.b. 96
Myelom 13 13 13 n.b. n.b. 13

Angegeben sind die mittleren prozentualen Hemmungen der Expression im Vergleich zu dem
jeweiligen Normalgewebe. Die Mittelwerte wurden aus den Daten folgender Publikationen errechnet:
Atkins et al., 2004; Garcia-Lora et al., 2003b; Kamarashev et al., 2001; Ritz et al., 2001; Seliger et al.,
2000; 2003; Koopman et al., 2000; Cabrera et al., 1996, 1998, 2000). n.b.: nicht bestimmt.

Studien an Tumorzelllinien und an Onkogen-transformierten Zellen zeigten einer-
seits, dass haufig die Transkriptmengen von TAP und anderen Komponenten
verringert sind und andererseits, dass eine Behandlung mit IFN-y die Antigen-
prozessierung und -prasentation rekonstituieren (Epperson et al., 1993; Seliger et al.,
1996; Garcia-Lora et al., 2003b). Hieraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass
dieser ,Immune escape“ durch eine veranderte Regulation der Transkription
bestimmter Komponenten der MHC Klasse |-Antigenprozessierung entsteht (Algarra
et al., 2004). In Onkogen-transformierten Zellen fiihrt eine verminderte TAP1/LMP2-
Promotoraktivitdt zu geringeren Transkriptmengen von TAP1 und LMP2 (Harders
und Seliger, unveroffentlichte Daten).

FOr die Immuntherapie von Tumoren haben diese Zusammenhédnge eine groBe
Bedeutung. In vielen dieser Ansatze wird versucht, T-Zellen zu etablieren, die
»rumor-assoziierte Antigene“ (TAA) erkennen und Tumorzellen eliminieren. Die
Tumorzellen sollten sich durch die Prasentation dieser Antigene vom Normalgewebe
eindeutig unterscheiden, um eine Autoimmunreaktion zu vermeiden. Eines dieser
Antigene ist HER-2/neu, welches vor allem in Brust- und Ovartumoren sehr stark
Uberexprimiert wird. In dieser Arbeit soll mit Hilfe eines in vitro-Zellmodells untersucht
werden, ob HER-2/neu zu den Onkogenen gehért, die in Zellen einen ,Immune
escape“ auslésen kénnen, um wichtige Hinweise flr entsprechende Immuntherapien
zu liefern. Im Folgenden soll dieses Molekll genauer vorgestellt werden.
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1.3. HER-2/neu

HER-2/neu ist eines von vier Mitgliedern der ,human epidermal growth factor
receptor” (HER) Familie, die als HER-1 - HER-4 bezeichnet werden und Rezeptoren
fir Wachstumsfaktoren darstellen. HER-2/neu ist auf Chromosom 17921 mit 27
Exons und 4477 Bp kodiert. Es stellt ein 185 kDa schweres Glykoprotein dar, das
dem HER-1 homolog ist. Den Zusatz ,neu” erhielt HER-2 durch die Entdeckung des
Ratten-Homologs in Neuroblastomen (Shih et al., 1981). Wenig spater wurde auch
das humane Gen isoliert (Coussens et al., 1985). Aufgrund der erstmaligen
Beschreibung in Neuroblastomen und der Tatsache, dass es in zahlreichen Tumoren
Uberexprimiert wird, wird es als Onkogen eingestuft (Nerve et al., 2001).

Allerdings wird HER-2/neu auch in vielen normalen Geweben epithelialen Ursprungs
exprimiert (Press et al., 1990), was auf eine essentielle physiologische Bedeutung
hinweist. Da die HER-2/neu-Expression in embryonalen Zellen stérker als in adulten
Geweben ausgepragt ist, wird vermutet, dass HER-2/neu fiir das Wachstum und die
Differenzierung von Zellen eine wichtige Rolle spielt.

1.3.1. Die Struktur und Funktionsweise von HER-2/neu

Wie alle HER-Rezeptoren ist HER-2/neu ein Transmembranprotein mit einer
cysteinreichen, extrazellularen Doméne, einer lipophilen membrandurchlaufenden
Domane und einer intrazellularen Domane, die eine Tyrosinkinase-Aktivitat besitzt
(Abb. 1.9). Diese Rezeptoren werden deshalb auch als Rezeptortyrosinkinasen
(RTK) bezeichnet.

Abb. 1.9: Struktur der HER-Rezeptoren

Dargestellt ist die Lokalisation der vier verschiedenen HER-Rezeptoren an der Zellmembran, sowie
deren bisher gefundenen Liganden. HER-3 besitzt keine Tyrosinkinase, HER-2 keinen bekannten
Liganden. TGF : ,Transforming growth factor”, AR: Amphiregulin, EGF: ,Epidermal growth factor”, HB-
EGF: ,Heparin binding EGF”, B-CEL: Betacellulin, EPI: Epiregulin, NRG: Neuregulin (aus Ross et al.,
2004).
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Die monomeren Rezeptoren bilden bei Bindung eines Liganden ein Mono- oder
Heterodimer (Alroy et al., 1997). Abhangig von dem gebundenen Liganden entstehen
dabei verschiedene Dimere, die wiederum unterschiedliche Signalkaskaden in der
Zelle aktivieren. So kommt es bei der Bindung von EGF und seinen Derivaten zur
Bildung von HER-1-Homodimeren oder zu HER-1/HER-2-Heterodimeren (Pinkas-
Kramarski et al., 1996, 1997). Dagegen fluhren Neureguline (NRG) zur Bildung von
HER-2/HER-3 oder HER-2/HER-4 (Vartanian et al., 1997; Tzahar et al., 1996). Bis-
her konnte allerdings kein Ligand gefunden werden, der die Bildung von HER-2-
Homodimeren verursacht. Aus diesem Grunde wird vermutet, dass HER-2/neu als
Dimerisierungspartner fiir die anderen Rezeptoren dient, was die Signalweiterleitung
variieren kann.

Tzahar und Koautoren (1996) konnten nachweisen, dass HER-2/neu als Partner von
anderen Rezeptoren bevorzugt wird und HER-2/neu-enthaltende Heterodimere eine
stabilere Bindung des Liganden aufweisen. Dies bewirkt wiederum eine langsamere
Internalisierung des Rezeptorkomplexes in die Zelle, so dass ein rascher Abbruch
des Signals verhindert wird (Karunagaran et al., 1996; Pinkas-Kramarski et al., 1996;
Baulida et al., 1994). Darlber hinaus kénnen HER-2/neu enthaltende Rezeptor-
dimere nach der Internalisierung wieder receykelt werden, was statt zu einer lysoso-
malen Degradation zu einer erneuten Signalgebung an der Zelloberflache flhrt
(Waterman et al., 2001).

1.3.1.1. HER-2/neu aktiviert zahireiche Signalkaskaden

Die Ausbildung eines Dimers flhrt bei den RTK’s zu einer Autophosphorylierung der
Tyrosinreste (Ullrich et al. 1990). Die phosphorylierten Aminos&uren dienen dann als
Bindungstelle fiir eine Reihe von Signalproteinen. Diese besitzen SH2- oder SH3-
Domanen, die Phosphotyrosine mit hoher Affinitdt binden. Die zahlreichen
Proteinwechselwirkungen, die von RTK’s angeregt werden, kénnen in drei
Signalkaskaden eingeteilt werden (Abb. 1.10, S. 32): Die Ras/MAP-Kinase-Kaskade,
der Phospholipase C-y-Weg und der Signalweg Uber Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K).

Der Ras/MAP-Kinase-Weg

An den phosphorylierten Rezeptor binden die Adaptermolekile Grb2 oder Shc mit
ihrer SH2-Domane. Beide haben auch eine SH3-Domane, mit der der ,guanine-
exchange factor® (Sos) interagiert, worauf der Komplex an die Plasmamembran der
Zelle wandert. Dort katalysiert Sos die Dissoziation des GDP von Ras, so dass ein
Ras-GTP-Komplex entstehen kann. Dies wiederum fihrt zur Aktivierung von Raf-1,
einer Serin-Threonin-Kinase, die die Threonin-Tyrosin-Kinase MEK phosphoryliert,
die ihrerseits die ,mitogen activated protein-kinase“ MAP (ERK) aktiviert. Die Folge
ist die Aktivierung einer Reihe von Transkriptionsfaktoren, wie AP1 und Myc, welche
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die Transkription verschiedener Gene aktivieren und die Zelle zu Wachstum und
Teilung anregen (Reese et al., 1997).

Der Phospholipase C-y (PLCy) Weg

Hier bindet die Phosphodiesterase PLCy die aktivierten Tyrosinreste des Rezeptors,
was zu ihrer Aktivierung fuhrt. Die enzymatische Aktivitdt generiert die ,second
messenger“-Molekile Inositol-1,4,5-Triphosphat und Diacylglycerol. Die Folge ist die
Mobilisierung des intrazellularen Kalzium-Stoffwechsels und die Aktivierung der
Protein-Kinase C (Alroy und Jarden, 1997; Dittmar et al., 2002).

Der Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) Weg

Die Bindung von PI3K dber SH2 und SH3 Domé&nen an die RTK I6st die
enzymatische Aktiviat von PI3K aus und induziert die Bildung weiterer ,second
messenger®. Von diesen ist die Protein-Kinase B/AKT verantwortlich fir anti-
apoptotische Signale, wie zum Beispiel die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-xB (Prenzel et al., 2001).

Abb.1.10: Signalkaskaden von HER-2/neu
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b ERK;, —® ERK,
Verhinderung der Ca’®*-Stoffwechsel Progression des
Apoptose Zellzyklus

Die von HER-2/neu aktivierten Signalwege flihren zur Blockade der Apoptose und zur Progression
des Zellzyklus.
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1.3.1.2. Die biologische Funktion von HER-2/neu

Die ubiquitédre Expression von HER-2/neu in embryonalen und adulten epithelialen
Geweben und die oben angeflihrten Signalwege lassen auf eine generelle
Bedeutung des Rezeptors flr das Wachstum und die Differenzierung von Zellen
schlieBen. Den Beweis dafiir lieferten HER-2/neu”-Méause, die als Embryonen
sterben. Diesen Mausen fehlten zum Beispiel die Schwann’schen Zellen und das
Nervensystem war unzureichend ausgebildet (Linn et al., 2000; Leu et al., 2003).
Aber auch fir die Entwicklung von Herz, Verdauungstrakt und anderen Organen sind
die RTK’s von essentieller Bedeutung (Stern, 2003). Darlber hinaus interagiert HER-
2/neu auch mit anderen Rezeptoren, wie dem Androgenrezeptor (Yeh et al., 1999)
oder dem Prolaktinrezeptor (Yamauchi et al., 2000), was auf die Bedeutung fir die
Proliferation von Zellen auch in adultem Gewebe hinweist. Ein Beispiel hierfir liefert
die HER-2/neu-abhangige Entwicklung des Brustdrisengewebes wahrend hormonell
ausgeldster Entwicklungsstadien, wie z.B. Pubertdt und Schwangerschaft (Yang et
al., 1995).

Einen weiteren Hinweis flr die Bedeutung von RTK’s im Brustgewebe liefern
Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass EGF flir die ex vivo Kultur von Zellen
der Brustdrise essentiell ist (Turkington 1969; Tonelli et al., 1980) und in vivo in
diesen Zellen exprimiert wird (Kenney et al., 1995; Snedeker et al., 1991; Brown et
al., 1989). Desweiteren kann Ostradiol die Phosphorylierung der Tyrosinreste in
HER-1 und HER-2/neu stimulieren (Sebsatian et al., 1998). Dabei wird vermutet,
dass Ostradiol die Bildung von EGF auslést, das aus den Zellen ausgeschieden wird,
an die RTK’s in den Zellmembranen bindet und so die Proliferation in den Zellen Uber
einen ,autokrinen loop® stimulieren kann (Stern et al., 2003).

Die Ausdifferenzierungen des weiblichen Brustgewebes finden erst durch die
hormonellen Wirkungen wéahrend der Pubertat, der Schwangerschaft und der
Lactation statt. Folglich ist HER-2/neu, wie die anderen HER Rezeptoren, vor allem
in diesen Stadien starker exprimiert (Schroeder et al., 1998). Aufgrund der
zahlreichen Apoptose-hemmenden und Proliferation-auslésenden Signalkaskaden,
die durch die RTK’s aktiviert werden, ist die Kontrolle der Transkription der HER-
Rezeptoren von entscheidender Bedeutung fir eine Kkontrollierte Gewebe-
entwicklung. Dies gilt in erster Linie fir HER-2/neu, da es der potenteste Signal-
ausléser ist. Eine deregulierte HER-2/neu-Expression kann zu unkontrolliertem
Wachstum und zur Tumorbildung fihren, weshalb HER-2/neu als Onkogen
bezeichnet wird (Neve et al., 2001).

1.3.1.3. Die onkogene Wirkung von HER-2/neu

Die onkogene Wirkung von HER-2/neu wurde aufgrund der Entdeckung in
Neuroblastomen von Ratten vermutet und kurz darauf experimentell bestatigt: Die
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stabile Transfektion von murinen Fibroblasten NIH3T3 mit dem aufgrund einer
Punktmutation aktivierten Rattengen c-neu verursachte einen transformierten
Phanotyp in diesen Zellen, die nun in Softagar wachsen konnten. Dieser Effekt lie
sich durch einen blockierenden Antikérper gegen c-neu revertieren (Drebin et. al.,
1985). Transgene Mause, die dieses aktivierte c-neu in Driisengeweben exprimieren,
entwickeln metastasierende Tumore (Lollini et al., 1997). In vielen humanen
Tumoren unterschiedlichster Histologie konnte eine Uberexpression von HER-2/neu
im Vergleich zum Normalgewebe nachgewiesen werden, was Anlass zu der
Vermutung gibt, dass die transformierenden Eigenschaften von HER-2/neu in
humanen Tumoren in der Uberdurchschnittlich groBen HER-2/neu-Proteinmenge
begrindet ist (Menard et al., 2001).

Diese Hypothese wird durch Experimente mit transgenen Mausen, die das nicht-
mutierte c-neu in Driisengeweben Uberexprimieren, bestatigt. Aus funf von sechs
Zelllinien entwickelten sich Tumore, die ein starkes Metastasierungspotential
aufwiesen (Guy et al, 1992). Allerdings scheint die onkogene Wirkung von HER-
2/neu entwicklungsabhangig zu sein: Shermann und Koautoren (1999) konnten eine
Transformation in embryonalen Schwann’schen Zellen mit dem aktivierten c-neu nur
erreichen, wenn die Zellen aus 16 Tage alten Embryos stammten, wahrend Zellen
von neonatalen Tieren sich nicht transformieren lieBen.

Die Ursachen fiir die Uberexpression von HER-2/neu in humanen Tumoren kénnen
Punktmutationen sein, am haufigsten wurden jedoch Gen-Amplifikationen nach-
gewiesen (Pauletti, et al., 1996, Press et al., 1997, Ross et al., 1999, Jarvinen et al.,
2003). Die Amplifikation betrifft nicht nur das HER-2/neu-Gen allein, sondern einen
gréBeren Bereich des Chromosoms 17q. In diesem Bereich, 17q12-21, der auch als
,HER-2-amplicon“ bezeichnet wird, befinden sich zum Beispiel die Gene fir den
Thyroidrezeptor, den Retinsaurerezeptor oder die Topoisomerase llo.. Die Ursachen
fr die haufig auftretende erhéhte Kopienzahl des betreffenden Genlokus sind noch
nicht bekannt (Jarvinen et al., 2003). Da sie jedoch in den verschiedensten
Gewebetypen nachweisbar ist, kann ein Zusammenhang zwischen Gen-Amplifikation
und Gewebetyp ausgeschlossen werden.

HER-2/neu-Uberexprimierende Tumoren fanden sich unter anderem in Brust, Ovar
(Slamon et al., 1989), Blase (Sauter et al., 1993), Niere (Rotter et al., 1992) und
Verdauungstrakt (Lemoin et al., 1991). Die teilweise bis zu 50fache Amplifikation des
Gens erhoht die Anzahl HER-2/neu-enthaltener Dimere, was die Signalweiterleitung
durch unterschiedliche Liganden stimuliert (Sz6llési et al.,, 1995; Jarvinen et al.,
2003). Nagy und Koautoren (1999) berichteten Uber Rezeptor-Aggregationen, die
aus hunderten von Rezeptormolekilen bestehen und so die Signalweiterleitung
durch gegenseitige Phosphorylierung der Tyrosinreste permanent aktivieren.

Der direkte Zusammenhang zwischen HER-2/neu-Proteinmenge und seinem
onkogenen Potential wird als Ursache dafir angesehen, dass HER-2neu Uberex-
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primierende Tumore als besonders aggressiv eingestuft werden (Slamon et al., 1987;
Allred et al., 1992; Hynes et al., 1994; Salomon et al., 1995; Sjogren et al., 1998;
Nicholson et al., 2001).

1.3.1.4. HER-2/neu Signalkaskaden im Tumor

Als Folge der dauerhaften Aktivierung von HER-2/neu sind die oben angeflihrten
Signalkaskaden permanent aktiviert. Entsprechend wurden in Tumoren mit HER-
2/neu Uberexpression zahlreiche Mitglieder dieser Kaskaden in ihrer aktiven Form
nachgewiesen. Darliber hinaus kommt es auch zur Uberexpression von Mitgliedern
anderer Signalkaskaden, wie zum Beispiel von Prolaktin und Prolaktinrezeptor, was
wiederum die HER-2/neu-Phosphorylierung steigert (Yamauchi et al., 2000). Aus den
komplizierten Vorgangen, die durch das permanent aktivierte Netzwerk von
Signalkaskaden ausgeldst werden, lassen sich vier Ursachen flir ein aggressives
Tumorwachstum vermuten:

i.  vermehrte Proliferation,
ii. keine Reaktion auf apoptotische Signale,
iii.  Stimulation der Bildung von BlutgefaBen (Angiogenese),
iv.  Auswanderung aus dem eigentlichen Gewebsverband (Migration) und Bildung
von Metastasen.
Dabei spielen die folgenden Signalwege eine wichtige Rolle:

Aktivierung der Proliferation: Die Proliferation der Zellen auBert sich in einer
verkirzten G1-Zellzyklusphase. Dabei greift HER-2/neu an drei Punkten in die
Signalgebung ein: Erstens findet sich in HER-2/neu Uberexprimierenden Tumorzellen
eine erhdhte CyclinD1-Expression Uber die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
Myc und E2F, die Uber den Ras-Signalweg stimuliert werden (Neve et al., 2000,
2002; Lee et al., 2000). Zweitens wird Uber die PI3K-Kaskade und PKB der Komplex
P27/Kip phosphoryliert und ist folglich nicht im Kern, sondern im Zytoplasma
lokalisiert. Dies hat die Freisetzung des CyclinE/CDK2-Komplexes von P27/Kip und
die Aktivierung des Zellzyklus zur Folge (Shin et al., 2002; Viglietto et al., 2002; Liang
et al., 2002). Die Verhinderung des Zellzyklusarrest wird drittens auch durch den
erhéhten Level an CyclinD erreicht, der eine Interaktion zwischen P27/Kip und
CyclinE/CDK2 blockiert (Lane et al., 2000; Yakes et al., 2002; Lenferink et al., 2001).
Eine Hemmung von HER-2/neu mit spezifischen Antikérpern bzw. ,small interfering
RNA*® (siRNA) fuhrt zu einem Zellzyklusarrest der behandelten Zellen in der G0/G1-
Phase, die erniedrigte Mengen von PI3Kinase, CyklinD1 und phosphoryliertem Akt
aufweisen (Choudhury et al., 2004; Yang et al., 2004; Le et al., 2000).
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Blockade der Apoptose: Normalerweise flihrt ein unbegrenztes Wachstum von Zellen
zu deren Apoptose, die einerseits durch die Expression sogenannter ,Todes-
rezeptoren®, zum Beispiel des TNF-Rezeptors, von auBen (extrinsische Apoptose),
und andererseits von intrazelluldren Signalmolekilen der Bcl-Familie (intrinsische
Apoptose) stimuliert wird (Wajant, 2002; Gross et al., 1999). Beide Wege werden von
HER-2/neu Uber PKB inaktiviert. Diese Kinase fuhrt zu einer NF-kB-Aktivierung, was
zu einer Resistenz gegentber der TNF-vermittelten Apoptose fihrt (Zhou et al.,
2000). Zusatzlich inhibiert PKB die Caspase 9 und halt die Mitglieder der Bcl-Familie
im Zytosol. Dies blockiert die Auslésung der intrinsischen Apoptose (Cardone et al.,
1998). Der direkte Einfluss von HER-2/neu auf diese Mechanismen wurde in Studien
gezeigt, in denen Uber eine Hemmung des Onkogens in HER-2/neu-Uber-
exprimierenden Zellen Apoptose ausgeldst wurde (Choudhury et al., 2004; Yang et
al., 2004).

Angiogenese: Brust- und Lungenkrebszellen mit konstitutiv aktiviertem HER-2/neu
zeigen erhdhte Level an ,Vascular endothelium growth factor® (VEGF) mRNA (Yen et
al., 2000, 2002; Xiong et al., 2001), einem potenten pro-angiogenetischem Faktor.
Hierbei scheinen der Ras-MAPKinase-Weg (Xiong et al., 2001) und PI3K (Laughner
et al., 2001; Yang et al., 2004) eine Rolle zu spielen. Die resultierende Neubildung
von BlutgefaBen ist fur die Nahrstoffversorgung des wachsenden Tumors essentiell.

Migration: Dieser Mechanismus ist bisher noch wenig verstanden. Eine wichtige
Rolle bei der Migration werden der Aktivierung der MAPKinase und der PI3Kinase
zugesprochen (Adelsmann et al., 1999; Spencer et al., 2000; Adam et al., 1998), die
ihrerseits durch HER-2/neu aktiviert werden. Die Fahigkeit von Tumorzellen, durch
die angrenzende Basalmembran hindurch zu gelangen (Invasion), wird mit der
gesteigerten Expression der Matrix-Metalloproteinase MMP-9 und des Urokinase-
Plasminogen-Aktivators in Verbindung gebracht, die in HER-2/neu*-Tumoren
Uberexprimiert werden (Xu et al., 1997; Mazumdar et al., 2001). Spencer und
Koautoren (2000) konnten mit HER-2/neu™- und HER-2/neu’-Zellen zeigen, dass die
Invasion von Tumorzellen direkt von HER-2/neu abhéangig ist.

1.3.2. HER-2/neu als Ziel therapeutischer Ansatze

Aufgrund der Assoziation einer HER-2/neu-Uberexpression mit einem aggressiven
Tumorwachstum ist HER-2/neu Ziel der verschiedensten Tumortherapien. Dabei
wurde einerseits versucht, dass Molekidl, bzw. seine Signaltransduktion mit
spezifischen ,anti-sense“-Oligonukleotiden zu hemmen (Colomer et al., 1994;
Casalini et al., 1997; Roh et al., 2000). Der Effekt ist jedoch auf einen lokalen Tumor
begrenzt, eine noch nicht lokalisierbare Metastase wird nicht erreicht. Ein effektiverer
Ansatz, der auch in der Klinik zum Teil erfolgreich angewendet wird, besteht in der
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Injektion HER-2/neu-spezifischer Antikérper (Carter et al., 1992; Ohmishi et al., 1995;
Kumar et al., 2000; Baxevanis et al., 2003). Allerdings flhrt dies aus bisher nicht
geklarten Grinden nur in einigen Patenten zum Erfolg und die Therapie erfordert
eine dauerhafte Behandlung mit dem teuren Medikament, da der Antikérper nicht
vom Korper selbst gebildet werden kann. Darlber hinaus erhdht sich durch diese
Therapie das Riskio von Herzerkrankungen (Horton, 2002). Die Studien an
transgenen M&usen, die c-neu in Driisengeweben Uberexprimieren zeigen, dass die
Behandlung mit dem Zytokin IL12 die Tumorentstehung reduzieren kann (Boggio et
al., 1998; Quaglino et al., 2004) und sich dieser Effekt durch die Gabe des Ostrogen-
rezeptor-Inhibitors Tamoxifen noch verbessern lasst (Nanni et al., 2003). Allerdings
sind die Nebenwirkungen einer solchen Behandlung noch nicht kalkulierbar. Nach
Forni und Koautoren (2003) hat der Zeitpunkt der Impfung einen entscheidenden
Einfluss auf den Erfolg der Therapie. Die c-neu-transgenen M&use entwickeln
sichtbare Metastasen ab einem Alter von ungefahr 15 Wochen. Erfolgt eine erste
Behandlung vor diesem Zeitpunkt, lasst sich die Entstehung von derartigen Tumoren
verhindern (DiCarlo et al., 1999; Forni et al., 2003). Dies wurde zum Beispiel mit der
Impfung mit c-neu-DNS erreicht, die in den Wochen 6, 12, 18 und 24 erfolgte
(Rovero et al., 2000). Auch bei dieser Methode verbessern sich die Erfolgsraten bei
der Kombination mit Zytokinen wie IL1 und IL12 (Rovero et al., 2001; Nanni et al.,
2001). In einer anderen Studie wurden den M&usen nach der Impfung mit HER-
2/neu-DNS zusatzlich genetisch modifizierte HER-2/neu™-Tumorzellen, die immun-
stimulatorische Zytokine, wie IFN-y oder IL12 sekretieren injiziert. Auch in diesem
Fall konnte das Tumorwachstum blockiert werden, was mit hohen Titern an HER-
2/neu-spezifischen Antikérpern assoziiert war (Quaglino et al., 2004; De Giovanni et
al., 2004). Die IL12-Sekretion bewirkte unter den eingesetzten Zytokinen die
effektivste Tumor-Préavention (De Giovanni et. Al., 2004). Eine Analyse der aufgrund
der Impfung differentiell exprimierten Gene ergab, dass die meisten Verédnderungen
mit einer vermehrten Antikérper-Produktion zusammenhingen. Desweiteren konnte
die Impfung in B-Zell”-Mausen das Tumorwachstum nicht verhindern. Die Autoren
postulieren daher eine wichtige Rolle der humoralen Immunantwort bei der
Pravention von HER-2/neu-spezifischen Tumoren (Quaglino et al., 2004; De
Giovanni et al., 2004).

Allerdings ist in der Regel die Erkrankung bei einem Patienten mit einem HER-2/neu
Uberexprimierendem Tumor zum Zeitpunkt der ersten Therapie-MaBnahmen bereits
weit fortgeschritten. Viele Ansétze zielen daher darauf ab, in dem Patienten eine
immunologische Antwort gegen HER-2/neu zu erzeugen bzw. zu verstarken. Bei
diesen Strategien sollen zytotoxische T-Zellen generiert werden, die HER-2/neu-
Uberexprimierende Zellen eliminieren kénnen. Diese sollen anschlieBend Uber einen
T-Zell-Transfer den Patienten injiziert werden.
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1.3.3. HER-2/neu spezifische T-Zellen

In den letzten Jahren wurden zahlreiche HER-2/neu-spezifische Peptide sequenziert,
die uber MHC Klasse |- und Klasse IlI-Komplexe prasentiert und von T-Zell-Klonen
erkannt werden kénnen (Correa et al., 2001; Kiessling et al., 2002; Baxevanis et al.,
2003). Die HER-2/neu-spezifischen T-Zellen, die diese Peptide erkennen, wurden
auf unterschiedlichste Weise hergestellt. Anderson et al. (2000) erzeugten diese T-
Zellen durch die Ko-Kultur von Knochenmarkszellen mit HER-2/neu-Peptid-
beladenen Dendritischen Zellen (DC). Die so gewonnenen T-Zellen konnten in vitro
HER-2/neu’-Zellen erkennen, allerdings lagen die Lyseraten bei einem ,Effektor zu
Target Verhaltnis® (E:T, T-Zellzahl gegentber Tumorzellzahl) von 25 : 1 nur bei etwa
18 %. Brossart und Koautoren (2000) impften Patienten mit solchen ,Peptid-
gepulsten® DC’s und konnten aus dem Blut Peptid-spezifische T-Zellen isolieren.
Auch hier waren die Lyseraten bei einem E:T-Verhaltnis von 10 : 1 mit 10 % gering.
Ein anderer Ansatz zielt darauf ab, die DC’s mit einem HER-2/neu kodierenden Virus
zu infizieren. So kdnnen unterschiedliche HER-2/neu-Peptide tber MHC Klasse |-,
und MHC Klasse Il-Molekille prasentiert und neben CD8"- auch CD4"-T-Zell-
Antworten ausgeldst werden (Specht et al., 1997; Meyer zum Bischenfelde et al.,
2001). Jedoch erweisen sich auch in diesen Studien die entsprechend gewonnenen
T-Zellen mit Lyseraten von unter 20 % bei einem E:T Verhaltnis von 10 : 1 als wenig
effektiv.

In vielen Experimenten fehlt die Kontrolle, dass derartige T-Zellen gesunde,
epitheliale Zellen, die HER-2/neu schwach exprimieren, nicht angreifen. Somit kann
fir eine entsprechende Behandlung von Patienten das Risiko einer Auto-
immunreaktion nur unzureichend kalkuliert werden. Ebenfalls konnte in keiner Studie
der Nachweis erbracht werden, dass HER-2/neu-spezifische T-Zellen HER-2/neu-
positive Tumorzellen unter einem physiologischen E:T-Verhaltnis effektiv lysieren.
Andererseits wurde bereits 1997 gezeigt, dass sich bei einem E:T-Verhaltnis von
1:20 in der in vitro-Kultur ,Escape-Varianten® bilden, die trotz Anwesenheit der
reaktiven T-Zellen expandieren und klonal auswachsen kénnen (Kono et al., 1997).
Da dieses E:T-Verhéltnis vermutlich den normalen physiologischen Bedingungen in
einem Patienten naher kommt, wird postuliert, dass HER-2/neu-lberexprimierende
Tumoren sich der Erkennung durch das Immunsystem entziehen kénnen.

Die Entstehung von ,Escape-Varianten® Iasst vermuten, dass diese Tumorzellen eine
verringerte Prasentation von MHC Klasse |-Antigenen aufweisen. Diese Korrelation
zwischen vermehrter HER-2/neu-Expression und verringerter Antigenprasentation
findet sich auch in vivo wieder. In Mausen, die c-neu in Drlisengeweben Uber-
exprimieren, entstehen Tumore, die zum Teil stark reduzierte Mengen von MHC
Klasse I-Molekullen auf der Zelloberflache aufweisen (Lollini, et al 1997). Allerdings
fihrt eine Zytokininduktion zu einer erhéhten Antigenprozessierung, ohne die c-neu
Expression zu beeintrachtigen. Dies lasst vermuten, dass sich der Effekt von
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HER-2/neu auf die Antigenprasentation auf transkriptioneller Ebene abspielt. In
dieser Arbeit soll dieser Effekt und seine Auswirkungen analysiert werden, um die
Konsequenzen fir eine HER-2/neu-spezifische Tumortherapie einzuschatzen.
Darlber hinaus soll der Mechanismus untersucht werden, der einer HER-2/neu-
vermittelten Regulation der Antigenprozessierung zu Grunde liegt.
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit soll der Einfluss von HER-2/neu auf die MHC Klasse-I Antigen-
prasentation im konstitutiven und im induzierten System untersucht werden. Dabei
sollen die molekularen Ursachen und deren funktionalen Folgen flr die Immuno-
genitat in den betreffenden Zellen aufgeklart werden. Die Ergebnisse besitzen
hinsichtlich einer T-Zell-vermittelten, HER-2/neu-spezifischen Immuntherapie von
Tumoren klinische Relevanz. Dies soll zu einem verbesserten Verstandnis beitragen,
wie die Prasentation von MHC Klasse-I Antigenen unter physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen moduliert wird.
Das in dieser Arbeit benutzte in vitro System besteht aus zwei murinen Zelllininen,
die sich genetisch nur durch die Expression von HER-2/neu unterscheiden:

i.  Die HER-2/neu-negative murine Fibroblasten-Zelllinie NIH3T3 und

ii. die HER-2/neu-tberexprimierende Zelllinie NIH3T3-HER-2/neu.
Die Zellen werden im Folgenden zur Vereinfachung als HER-2/neu™ und HER-2/neu”
bezeichnet. Zur Aufklarung der angefihrten Zusammenhange sollen die folgenden
Aspekte in den HER-2/neu™- und HER-2/neu*-Zellen untersucht werden:

e Semiquantitative Analysen der wichtigsten Komponenten der MHC Klasse-|
Antigenprozessierungsmaschinerie (APM) mittels Durchflusszytometrie, RT-
PCR und Western Blot unter konstitutiven und IFN-y-induzierten Bedingungen.

e Uberpriifung der funktionalen Relevanz von Defizienzen der APM durch
Uberpriifung der Funktion des Peptidtransporters und der Immunogenitat der
Zellen mittels Zytotoxizitatsversuchen.

e Untersuchung der Promotoraktivitdt der APM-Komponenten TAP und Tapasin
in HER-2/neu™ und HER-2/neu*-Zellen. Dies umfasst die Klonierung und
Charakterisierung der entsprechenden Promotoren. AnschlieBend wird die
konstitutive und induzierbare Promotoraktivitéat in den entsprechenden Zellen
untersucht.

e |dentifikation von Promotorregionen, die fir die HER-2/neu-vermittelte
Suppression der Promotoraktivitdt essentiell sind mittels Herstellung von
Deletionsmutanten und Elimination von Transkriptionsfaktor-Bindungsmotiven.
Die Aktivitdten der Promotormutanten werden anschlieBend in HER-2/neu™-
und HER-2/neu*-Zellen untersucht.

e Uberpriifung der Funktionalitdt von wichtigen Bindungsmotiven fiir
Trankriptionsfaktoren, die auf die Promotoraktivitdt entscheidenden Einfluss
haben, mittels Gelretardationsversuch.
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2. Material

2.1. Gerate und Software
2.1.1. Gerate

Autoklav

Bakterienschittler

Bakteriensterilbank
CO.-Begasungsschranke
Durchflusszytometer
Gelapparaturen, horizontal

Gelapparaturen, vertikal
Kihlwasserbad
Mikroskop

Milli-Q-Wasserdeionisierungsanlage

PCR-Geréate

Pipetten
Semi-Dry-Blot-Apparatur
Spektralphotometer (UV/Vis)

Sofortbildkamerasystem
Sterilbanke
Tank-Blot-Apparatur
Thermomixer

UV-Leuchtschirm

Waagen

Zentrifugen

Technorama Deutschland (Fernwald)

SM, Edmund Buihler (Bodelshausen)

Twin 30, Gelaire Flow Laboratories (Sarstedt)
B5060EK/CO.,, Heraeus (Frankfurt)

Epics XL-MCL Coulter (Krefeld)

Horizon 11.14 und Horizon 58, Gibco BRL (Eg-
genstein)

Minigel-Twin, Biometra (Géttingen)

Maxigel, Biometra (Géttingen)

F10, Julabo (Seelbach)

Wilovert S, H. Hund GmbH (Wetzlar)

Milli Q Plus Ultra Pure Water System (Esch-
born)

UNO-Block mit Heizdeckel (Perkin EImer, Wei-
terstadt; Biometra, Gottingen) und Trio-Block
ohne Heizdeckel (Biometra)

Eppendorf (Hamburg)

Fastblot™, Biometra (Géttingen)

Kontron Uvicon Spektralphotometer 930,
Kontron Instruments (Neufarn)

Polaroid MP4 Land Camera, Polaroid (Offen-
bach)

Nuaire, Zapf (Sarstedt, Nimbrecht)

Trans Blot Cell, Bio Rad (Mlnchen)
Thermomixer 5436, Eppendorf (Hamburg)

UV Kontaktlampe Chroma 41, 254 nm, Hand-
lampe, 266nm, Vetter GmbH (Wiesloch)
analytic, universal und BP 310S, Sartorius
(Einbeck)

analytic, universal und BP 310S, Sartorius
(Einbeck)

Omnifuge 2. ORS, Megafuge 3.0ORBiofuge 15,
Heraeus (Frankfurt)

Ultraentrifuge, Centrikon T-1065, Kontron Ins-
truments (Neufarn)
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2.1.2. Software

Align plus, Version 2.0
Clone manager, Version 4.0
Enhance, Version 2.0
Microsoft Excel, Version 5.0

Microsoft Power Point, Version 5.0

Microsoft Word, Version 5.0
Photoshop

Primer designer, Version 2.01

Scientific & Educational Software
Scientific & Educational Software
Scientific & Educational Software
Microsoft Corporation

Microsoft Corporation

Microsoft Corporation

Adobe Advanced technology
Scientific & Educational Software

2.2. Verbrauchsmaterialien

Einmalsterilfilter
Einmalpipetten
Elektroporationsklvetten

Nitrozellulose
Nylonmembran Hybond
Pipettenspitzen
Polaroidfilme

ReaktionsgefaBe
Whatman-Papier
ZellkulturgefaBe

2.3. Chemikalien

Acrylamid

Agar

Agarose (Ultra Pure™)
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin (Amp)
Bacto-Trypton
Bacto-Yeast-Extract
Bis-Acrylamid

BSA, Fraktion V
Casiumchlorid
Concanavalin A (Con A)
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol (DTT)
dNTP’s

Ethanol

0,2 und 0,45um, Millipore (Eschborn)
Greiner (Frickenhausen)

Gene Pulser Klvetten, 0,4 cm Elektrodenab-
stand, Biorad (Miinchen)

Schleicher & Schull (Dassel)

VWR (Darmstadt)

Eppendorf (Hamburg)

Polaroid Typ 667, SchwarzweiB-Sofort-
Packfilm, Format 8,6 x 10,8 cm, Polaroid (Of-
fenbach)

Eppendorf (Hamburg)

Schleicher & Schill (Dassel)

Nunc (Wiesbaden)

Amresco (Solon, Ohio, USA)
Gibco BRL (Eggenstein)

Gibco BRL (Eggenstein)
Biorad (Minchen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Difco (Augsburg)

Difco (Augsburg)

Amresco (Solon, Ohio, USA)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Gibco BRL (Eggenstein)
Amersham Pharmacia (Freiburg)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Perkin EImer (Weiterstadt)
Merck (Darmstadt)
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Ethidiumbromid

G418 Sulfat

Guanidium Isothiocyanat (GITC)
L-Glutamin
Interferon-y,murin
Leupeptin

Lipofectamin™
B-Mercaptoethanol
NBT/BCIP-Stammlésung
NP40
Penicillin/Streptomycin
Polyfect

Puromycin

Pyronin G

Roti-Quant

RNAse Inhibitor

Saponin

Streptolysin O
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
N,N,N,N-Tetramethylendiamin
(TEMED)

Triton-X-100

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Merck (Darmstadt)

PAA (Coelbe)

Gibco BRL (Eggenstein)
Seromed (Berlin)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Gibco BRL (Eggenstein)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Seromed (Berlin)

Qiagen (Hilden)

Roche Diagnostis (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Biorad (Minchen)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Gibco BRL (Eggenstein)
Wellcome (Beckenham, G.B.)
Applichem (Darmstadt)

Biorad (Minchen)

Merck (Darmstadt)
BDH Chemicals Ltd. (Poole, G.B.)
Seromed (Berlin)

Alle weiteren nicht aufgefiihrten Chemikalien und Lésungen wurden von den Firmen
Amersham Pharmacia (Freiburg), Roche Diagnostics (Mannheim), Fluka (Deisenho-
fen), Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Promega (Mannheim), Serva
(Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

24. Komplettsysteme

Agarose Gel Extraction Kit Qiaexl|

Plasmid-Isolierungs-Kits
RNS-Isolierungs-Kit
Sequenzierungs-Kit

Taqg DNS Polymerase PCR Kit

Titan™ One Tube RT-PCR System

Gene Racer Kit

LightShift™ Chemiluminescent EMSA Kit

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Amersham Pharmacia (Freiburg)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Invitrogen (Eggenstein)

Pierbio (Bonn)
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2.5. Enzyme

DNAse Gibco BRL (Eggenstein)

Klenow Enzym Roche Diagnostics (Mannheim)

Pfu DNS-Polymerase, native Stratagene GmbH (Heidelberg)

Phosphatase, alkalische Roche Diagnostics (Mannheim)

Proteinase K Roche Diagnostics (Mannheim)

Restriktionsendonukleasen Roche Diagnostics (Mannheim),
Gibco BRL (Eggenstein)

T4 DNS Ligase (7U/ul) Amersham Pharmacia (Freiburg)

TdT rekombinant Gibco BRL (Eggenstein)

2.6. Molekulargewichts- und Langenstandards

DNS-Langenstandards

-100 Basenpaar-Leiter Gibco BRL (Eggenstein)

-100 Basenpaar-Leiter NEB (Frankfurt a.M)

-1kb Marker NEB (Frankfurt a.M)

Proteinmolekulargewichtsstandard

RPN 800 Amersham Pharmacia (Freiburg)
FragmentgréBen (in kD): 250, 160, 105, 75, 50, 35, 25, 15, 10.

2.7. Inhibitoren

In der folgenden Tabelle sind die Namen der verwendeten Inhibitoren, deren Sub-
strat, bzw. Angriffspunkt und die eingesetzte Konzentration angegeben. Die Inhibito-
ren wurden von der Firma Calbiochem (Bad Soden) bezogen.

Tab. 2.1: Inhibitoren

Inhibitor Angriffspunkt Inkubationszeit | Konzentration
Staurosporin PKC 24 h 10 nM
Tyrphostin AG99 MAPK 24 h 10 uM
Wortmanin PIBK 24 h 10 uM
SN 50 NF-xB 36 h 18 uM
2.8. Peptide

Die verwendeten Peptide wurden mittels eines Festphasesyntheseverfahrens mit F-
moc als Schutzgruppe der N-terminalen Aminosaure hergestellt. Beide Peptide ent-
halten eine N-Glykosylierungsstelle, die durch Fettdruck hervorgehoben ist. Die Pep-
tide wurden am DKFZ Heidelberg von Frank Momburg am Tyrosin (Y) mit '2°J radio-
aktiv markiert.

Peptid #63 RYNATRSI
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Peptid #600 TNKTTRIDGQY

2.9. Primer

Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe des Software Programms ,Primer designer
abgeleitet und von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen. Alle Primer wur-
den in destilliertem Wasser geldst und bei —20°C gelagert.

2.9.1. Primer zum Nachweis verschiedener Gene der MHC Klasse |

In der folgenden Tabelle sind die Namen des amplifizierten Gens, die eingesetzte
Primermenge, die Primersequenzen, die GrdéBe des Amplifikats und die PCR-
Bedingungen der Titan™One Tube RT-PCR angegeben.

Tab. 2.2: Primer zum Nachweis verschiedener Gene der MHC Klasse |

Annealing-
Gen pmol/ Primersequenz Produkt- temperatur/
Ansatz groBe (Bp)
Zyklenzahl
B-Aktin 2 5 - gca cca cac ctt cta caatgagetg - 3 765 61 °C
5 - atc cac aca gag tac ttg cgc tca - 3’ 10+19
B2-Mikro- 10 5 - agccgaacatactgaactgetacg - 3’ 210 58 °C
globulin 5’ - cgg cca tac tgt cat get taa ctc — 3’ 10+ 10
Calnexin 5 5’ - gaa ggc tgg cta gac gac gaa cc - 3’ 461 60 °C
5’ — agc atc tgc agc act aca cct gg — 3’ 10+ 18
Calre- 4 5’ - ggt ctt gga cgg aga tgc ctg - 3’ 1024 60 °C
tikulin 5’ - aag cct ctg ctc ctc atc ctg - 3’ 10 + 18
ER60 10 5 -gtcagatgtcaccatcgcag-3 307 58 °C
5’ - gta gtg tgt ggt ggc tca ga - 3’ 10 +12
5 - t ttt tc - 3’ 57 °C
ERAAP | 50 cacagaagg clg gga ftfe 460
5’ - ggg ttt ctg cca atg agt gt - 3’ 10 + 20
Ho-L O 10 5 -cctgacctggcagttgaatg -3’ 230 58 °C
5 - cca gaa cag caa cga tca cc - 3’ 10 + 18
5’-aga ctc acc gag tgg aca tg-3’ 57 °C
HLA-A2 25 5'-tat ctg cgg agc cac tcc ac-3’ 298
10 + 20
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5 -tcg tgg t tctg att cc - 3’ 61 °C
LMP2 78 c0 199799 get clg att e 449
5 - cag agt gat ggc att tgt gg - 3’ 10 + 23
5’ - cca agg agt gca got tgt at - 3’ 60 °C
LMP7 15 99 8919ea 9918 373
5’ - caaccg tct tec ttc atg tg - 3 10 + 30
5’ - gaactg tca gag gaatgc gt - 3’ 61 °C
LMP10 8 9aa 619768 9ag 9aa 19c 9 606
5’ - tca cac agg cat cca cat tg - 3’ 10 + 24
5’ - gga gcc age tct caatga ag - 3 55 °C
PA280. | 8 992 98¢ 59 N 508
5 - cag acg gatctcctg gtact - 3 10 + 20
5’ - ctg atg act tcc tct gca ct - 3’ 55 °C
PA283 | 8 99 ° 593
5’ - ctc tag gtt gct gct gat ga - 3’ 10 + 20
5’ - agt acc tgc tgg tgg agt tct atg - 3’ 58 °C
PDI 4 g gC 199 199 ag g 610
5’ - get gte tgt tca gtg aac tcg atg - 3’ 10 + 18
. 5’ - gag cct gtc gtc atc acc at - 3’ 63 °C
Tapasin 10 Jageetgied 848
5 - agc acc ttg agg agt ccg ag - 3’ 10 + 14
5’ - gac aag agc cgc tge tat ttg g - 3’ 61 °C
TAP1 15 gac aag agecgeige At 19 9 346
5’ - tga taa gaa gaa ccg tccgag a - 3’ 10 + 22
5’ - tat cta gtc ata cgg agg gtg a - 3’ 59 °C
TAP2 25 J'c ala £99 a9 99 311
5 - cct ggg ata cga aaaggagacg- 3’ 10 + 20
5’ - atc gag tga ctg aca agctgacc - 3 56 °C
X 4 gag tga cig gcig 377
5’ - cag tga act gca gac att cgt cc - 3’ 10 +19
5’ - gag cag aca cga gag caa ctg aag g-3’ 61 °C
v 3 gag cag ga gag gaagg 508
5 - ctt ctt cct cct cca tat ctg gec t - 3 10+ 18
5’ - ttg gag cag aca cgagag caact- 3’ 58 °C
7 4 g gag cag ga gag 577
5’ - ttc tca cat ctg tac cgg cca ag - 3’ 10 + 18
2.9.2. Primer fiir Promotorstudien

In der folgenden Tabelle sind verschiedene Primer angegeben, die zur Untersuchung
des Tapasin-Promotors oder zur Sequenzierung der Promotorkonstrukte benutzt

wurden.
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Tab. 2.3: Primer fUr Promotorstudien
Primername Sequenz Funktion
Tpn-Promotor fw 5'- gcatcctag agt cacagagc -3 Promotorklonierung
Tpn-Promotor rev 5’- ggt gct acg atc tct cct ac - 3 Promotorklonierung

P36 pos 167

5’-tgc agt tgc tct cca geg gt - 3°

Sequenzierung von
Promotoren

P36 pos 5033

5’- agt gca ggt gcc aga aca tt - 3’

Sequenzierung von

Promotoren
; , 5" RACE im
Tpn Exon 2 5'- tcc atg gcg cag tag cag tg -3 Tapasinpromoter
5" RACE im
Tpn Exon 3 5’-cag gctggagag gctgaaga- 3

Tapasinpromoter

Mutagenese-Primer

Folgende Primer wurden flr die Mutagenese-PCR hergestellt, um eine putative Bin-

dungsstelle fur Transkriptionsfaktoren zu eliminieren. Die veranderteten Basen sind

fett gedruckt, die eingebrachten oder eliminierten Restriktionsschnittstellen kursiv

und unterstrichen. Es wurden Motive fir Eco31l (GGGCTC), BamHl (ATCCGG),

BstXl (CCAnnnnnnTGG) oder Narl (GGCGCC) eingebracht bzw. eliminiert. Die Posi-
tion der mutierten Bindungsstelle bezieht sich auf die jeweils mittlere Base im Erken-

nungsmotiv, wobei das ,A“ des Startcodons ATG als +1 gezahlt wurde.

Bsp: LMP2-Promotor:

NF-xB (Motiv mit ungerader Anzahl an Bp):
AAGTCCCGG-ATG: NF-kB Motiv bei -5
SP1 (Motiv mit gerader Anzahl an Bp):
AGCCCC-ATG: SP1 Motiv bei -4

Tab. 2.4: Mutagenese-Primer

Transkriptionstaktor/ Position Primersequenz
Promotor
NFTapasin | 468 | Cnmmeeeiiosneg
Pa00Tapasin | -a09 | T S eeaten oo
E2FTapasin | 230 | SO ssats o
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i . 5'- ccagtgagccaaggggaaaggtgcagggegagg - 3
SP1/Tapasin 206 5’- cctegecectgeacctttceecttggetcactgg - 3

-191 5’- gggtgcagggcgaggatecgcetggagagctacag - 3’

p300/Tapasin 5’- ctgtagctctccageggatcctcgecctgecacce - 3

‘ ) 5’- cggcaactctgtttggatceigtgggeggcgtt - 3’
E2F/ Tapasm 146 5’- ggaacgccgceccacaggaiccaaacagagttgeeg - 3

. ) 5’- acctgaccagatcggegcectttccagticctcaccececage - 3°
NF-xB/ Tapasm 82 5’- gctggggtgaggaatcggaaaggcegcecgatetggtcaggt - 3°

. ) 5’- ccccagecttagaaggatectgaaagtgaaaggggaagaaaagac - 3
IRF/Tapasin 42 5’- gtcttttcticcectttcactttcaggatcectictaaggetgggg - 3’

) 5’- cgtictaccagcatttggatcccagagcaaacctgagcagg - 3’
E2F/TAP1, LMP2 104 5’- cctgctcaggtttgcetctgggatccaaatgetggtagaacg - 3’

) 5' - cccgggactccatgggcacgecctcggacc - 3
E2F/TAP1, LMP2 453 5' _ ggtecgagagegtgecatgaagteccgag — 3

) 5' - ggagggacctgagagtctctccctcctecattttce - 3'
P300/TAP2 1257 5'- ggaaaatggaggagggagagacctcaggtccctcc - 3'

) 5' - cccgagagttagcaggggtetegcccattcccaaacc - 3'
P300/TAP2 649 5' - ggtttgggaatgggcgagaccccigctaactctcggg - 3'

) 5' - gggtcttctgecgcttggictctgecccgigice - 3'
P300/TAP2 318 5' - ggacacggggcagagaccaagcggcagaagaccc - 3'

) 5' - ggctcagggtggatttggatccggaggctcgtaaccaggg 3'
E2F/TAP2 81 5' - ccettggcatgagtccccggatccaaatccaccectgagec - 3'

2.9.3. Oligonukleotide flir Gelretardationsversuche (Gelshiftassays)

Far die Gelshift-Experimente wurden folgende, einzelstrangige Oligonukleotide Uber
die Firma Thermohybaid (Ulm, Deutschand) bezogen. Die Bindungsmotive sind kur-
siv, fett gedruckt und unterstrichen dargestellt.
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Tab. 2.5: Oligonukleotide fir Gelretardationsversuche (Gelshiftassays)

Transkriptionsfaktor Position Sequenz

) i 5’ - ccatggqggatcccaaattggg - 3’
NF-xB 468 5’ - cccaatttgggatccccatgg - 3

] 5'- gaacgcgqggagtgtggtttt - 3
p300 309 5’ - aaaaccacactcccgcegtic - 3’

5’ - ctcaaagttggcgceagtcecg - 3’
E2F -239 : :
5’ - cggactgcgccaactitgag - 3

5’ - actctgtitggececctgtgg - 3’
E2F -1 46 ] ]
5’ - ccacaggggccaaacagagt -3

2.10. Vektoren
PGL3-Enhancer

Dieser Vektor wurde als Klonierungsvektor benutzt. Die einzubringenden Promotor-
sequenzen wurden in die ,Multiple cloning site“ einkloniert.

Abb. 2.1: PGL3-Enhancer

3Sacl

 Xhol
. Hindlll

1 Ori

Luziferase

PGL3-Enhancer

Amp

SV40 poly (A)

Enhancer

Schematische Darstellung des PGL3-Enhancer-Vektors der Firma Promega (Mannheim) Amp: Ampi-
cillinresistenzgen (B-Lactamase), Enhancer: SV40 Enhancer, f1 Ori: Replikationsursprung, MCS: ,Mul-

tiple cloning site”, Luziferase: Luziferasegen des Leuchtkafers (Photinus pyralis), SV40 poly (A): poly
A-Signal fir die Transkription des Luziferasegens.
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PSV-B-Galaktosidase Kontrollvektor

Dieser Vektor wurde zur Kontrolle der Transfektionseffizienz im Reporterassay ein-
gesetzt (3.8.3.) und von der Firma Promega (Mannheim) bezogen.

Abb. 2.2: PSV-B-Galaktosidase Kontrollvektor

SV40 Promotor

PSV-B-Gal

Schematische Darstellung des pSV-B-Galaktosidase Kontrollvektors der Firma Promega (Mannheim)
Amp: Ampicillinresistenzgen (B-Lactamase), lac-z: B-Galaktosidase-Gen.

HLA-A2 Klonierungsvektor:

Mit Hilfe dieses Vektors wurde das HLA-A2 Gen stabil in die Zellen transfiziert. Der
Vektor wurde von der AG Walfel, Ill. Med. Klinik, Uniklinikum Mainz kloniert und zur
Verflugung gestellt (Wélfel et al., 1994). Als Basisplasmid diente PcCDNA2.1 der Firma
Invitrogen (Eggenstein).

2.11. Internetseiten flir Promotoranalysen

Zur Untersuchung von putativen Promotorsequenzen auf Bindungsmotive flr
Transkriptionsfaktoren wurden folgende frei zugangige Websiten benutzt:

http://www.cbrc.jp/research/db/TESEARCH.html
http://www.gsf.de/cqi-bin/matsearch.pl

Die putative Sequenz wird bei beiden Adressen mit Datenbanken verglichen, auf der
bekannte Bindungsmotive fir Transkriptionsfaktoren (TF) abgelegt sind und die TF-
Bindung an die Sequenz mit einer Wahrscheinlichkeit angegeben. Als putative TF-
Bindungsstellen werden diejenigen Motive in Betracht gezogen, bei denen die Wahr-
scheinlichkeit einer Bindung mit > 85 % angegeben wurde.
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2.12. Statistische Analysen

Die Daten des Peptidtranslokationsassays und des Chromfreisetzungsversuchs wur-
den im Rechenzentrum der Uniklinik Mainz von Herrn Schikedans mit Hilfe des ,Wil-
coxon Matched Pair Test” flr zweiseitige unabhangige Stichproben ausgewertet. Als
Signifikanzgrenze wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 festgelegt.

2.13. Antikorper
Tab. 2.6: Isotyp-Kontrollen
i tzt
Antikérper Verwendung eingesetzie Quelle
Menge
, Coulter/Beckmann
lgG2a Durchflusszytometrie 3 pl (Krefeld)

Tab. 2.7: Antikdrper gegen Proteine, die an d

er Zelloberflache exprimiert werden

Antikérper Verwendung einl\%gﬁg:ezte Quelle
Hybr\;\cljfcs)/r?;]i-fl S Durchflusszytometrie 200 pl Barnst1a9b7le8 etal,
o-H-2L9° Durchflusszytometrie 5 ul Ceda(r(l)a ;r? . dl-;(;rn oy,
a-H-2K9 Durchflusszytometrie 5ul Ceda(r(l)a ;r? é dl-;(;rn oy,
a-H-2D9 Durchflusszytometrie 5ul Ceda(rcléa:neé dl—;(;rn oy,
OC'HI(EAFE;SZ)/ neu Durchflusszytometrie 10 pl MER(%E rlrii(s)ts ac(;(te)nces

US: Uberstand

Der Antikérper w6/32 erkennt den MHC-Komplex aus HLA-A, Peptid und

Bo-Mikroglobulin (Barnstable et al., 1978).

Tab. 2.8: Antikérper gegen Proteine der MHC Klasse | Antigenprozessierung

Antikorper Verwendung eingesetzte Quelle
Menge
Frah, K. (Howard
o-TAP1 Western Blot 1:5000 Johnsson, La Jolla,
USA)
Yang,Y., San Diego,
- 1:2
o-TAP2 Western Blot 00 C.A. USA
o-Tapasin Western Blot 1:1000 Ortmann, B. (KéIn)
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Frah, K. (Howard

o-LMP2 Western Blot 1:500 Johnsson, La Jolla,
USA)
Frah, K. (Howard
o-LMP7 Western Blot 1:500 Johnsson, La Jolla,
USA)
o-LMP10 Western Blot 1:1250 Affinity (Exeter, GB)
o-PA28a Western Blot 1:1250 Affinity (Exeter, GB)
o-PA8PB Western Blot 1:10000 Affinity (Exeter, GB)
a-Calretikulin Western Blot {:2000 | SantaCruz (Heidel
berg)
Tab. 2.9: Konjugierte Antikérper
i tzt
Antikérper Verwendung eingesetzle Quelle
Menge
Ziege-a-Maus Ig, :
FITC Durchflusszytometrie 1:2500 DAKO (Hamburg)
Schwein-o- Western Blot 1:1250 | DAKO (Hamburg)

Kanninchen Ig-HRP

FITC: Fluorescein-isothiocyanate , HRP: Horseradishperoxidase
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3. Methoden
3.1. Mikrobiologische Methoden
3.1.1. Bakterienstaimme

Tab. 3.1: Bakterienstamme

Name Genotyp Verwendung Quelle

F, I, hsdR17(rk’, mk+), deoR, endA1,
E.coliDH5a | supE44, thi-1, recA1, gyrA96, D(argF-
lacZYA)169, F80d(lacZDM15)

Vermehrung von Hanahan,
Plasmid-DNS 1983,

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

,One shot . .
TOP10" @80lacZAM15 AlacX74 deoR recAt Klonierung des Invitrogen
£ coli araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL Tapasinpromoters (Eggenstein)
’ (StrR) endA1 nupG
3.1.2. Bakterienkulturmedien

Luria Bertani-Medium (LB-Medium)
10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Yeast Extract

5 g NaCl

ad 1 | mit Aqua bidest., pH 7,5

Zur Herstellung von Agar-Platten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 1,5 %
(w/v) Agar zugesetzt.

YT™"-Medium

8 g Bacto Trypton

5 g Bacto Yeast Extract

5 g NaCl

ad 980 ml Aqua bidest., pH 7,5.

Nach dem Autoklavieren wurden dem abgekuhlten Medium folgende steril filtrierten
Ldsungen zugegeben:

10 ml 2 M MgSQOq4

10 ml 1 M KCI

SOC-Medium

2,0 % (w/v) Bacto Trypton
0,5 % Hefeextrakt

10 mM NacCl

2,5 mM KCI
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Nach dem Autoklavieren wurden dem abgekUhlten Medium folgende steril filtrierten
Ldsungen zugegeben:

10 mM MgCl»

10 mM MgSO,

20 mM Glukose

Zum Ansetzen der Medien wurde autoklaviertes Aqua bidest. verwendet.
Bei Bedarf wurde Ampicillin als Selektionsantibiotikum (100 mg/ml in Aqua bidest.
und steril filtriert) in einer Endkonzentration von 100 pg/ml Medium zugegeben.

3.1.3. Herstellung kompetenter Bakterien

Um Plasmid-DNS in E.coli einbringen zu kdnnen (Transformation), missen die Zellen
zunachst mit Calciumchlorid behandelt werden, um die Zellwand zu permeabilisieren.
Im Falle des Bakterienstammes DH5a wird eine Transfektionseffizienz von 5-8 x 10’
,colony forming units” (c.f.u.)/ug Plasmid-DNS erreicht.

Puffer TFB I Puffer TFB II:
30 mM Kaliumacetat 10 mM Na-MOPS, pH 7,0
50 mM MnCl, 75 mM CaCl,

100 mM RbCl 10 mM RbCI
10 mM CacCly 15 % Glycerin

15 % Glycerin

Beide Puffer wurden steril filtriert und bei 4 ° C gelagert.

Eine Einzelkolonie des E.coli-Stammes DH5a wurde in 2 ml YT *-Medium angeimpft
und Uber Nacht bei 37 °C geschittelt. Am nachsten Morgen wurden 50 pl dieser
Bakterienkultur in 5 ml YT""-Medium Uberfihrt und weitere 3,5h bei 37 °C und
225 UpM inkubiert. AnschlieBend wurde dieser Ansatz komplett in 100 ml vor-
gewarmtes YT™"-Medium Uberfihrt und weiter inkubiert, bis eine optische Dichte
ODgoo von 0,45-0,55 erreicht wurde. Die Kultur wurde auf zwei sterile 50 mi
Roéhrchen verteilt und nach kurzer Abkihlung auf Eis 8 min bei 4 °C und 4000 UpM
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die sedimentierten Bakterien in
10 ml TFB I-Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (s. oben) wurden die sedimentierten Bakterien in 2 ml TFB 1I-
Puffer resuspendiert und im Kihlraum in einem Ethanol/Trockeneisbad in vorge-
kihlten ReaktionsgefaBen zu je 200 pl Aligouts eingefroren. Die Lagerung der
kompetenten Bakterien erfolgte bei -80 °C.

3.1.4. Transformation von DNS in Bakterien

Die zu transformierende DNS wurde mit Hilfe eines Hitzeschocks in kompetente
E.coli eingebracht. Da jedes eingebrachte Plasmid eine Antibiotika-Resistenz
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vermittelte, konnten mit Hilfe Antibiotika enthaltener Agarplatten diejenigen Bakterien
selektioniert werden, die das Plasmid erfolgreich aufgenommen haben.

Die kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurden 100 pl
der Bakteriensuspension mit der Fremd-DNS (die Halfte eines Ligationsansatzes
oder 10 ng aufgereinigte Plasmid-DNS) 30 min auf Eis inkubiert, damit sich die DNS
an die Zellwénde anlagern kann. Der Hitzeschock erfolgte bei 42 °C fur 2 min.
Danach wurde der Ansatz noch einmal 2 min auf Eis inkubiert, bevor 950 ul SOC-
Medium zugegeben wurden. Der Ansatz wurde 60 min bei 37 °C und 225 UpM
inkubiert und nach Sedimentation der Bakterien teilweise oder komplett auf einer
Agar-Platte mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und Uber Nacht bei
37 °C inkubiert.

3.1.5. Anziichten der Bakterienkultur und DNS-Isolierung

Nach erfolgreicher Transformation sollte die eingebrachte Plasmid-DNS in gréBeren
Mengen gewonnen werden. Hierzu wurde eine Einzelkolonie in Flissigmedium ange-
zlichtet und anschlieBend die Plasmid-DNS isoliert.

Das Prinzip der Isolierung der Plasmid-DNS aus E.coli beruht darauf, dass sich die
Doppelstrange einer ringférmigen Plasmid-DNS durch eine Denaturierung mit NaOH
nur unvollstdndig voneinander trennen, wahrend sich die Einzelstrange der linearen
chromosomalen DNS ganz voneinander l6sen. Die Zugabe einer sauren Salzlésung
neutralisiert die Natronlauge, wodurch die DNS wieder renaturiert wird. Dabei bildet
die chromosomale DNS ein unlésliches Netzwerk und kann, einschlieBlich der
prazipitierten Proteine, abzentrifugiert werden, wahrend die Plasmid-DNS in Lésung
bleibt. Diese kann wiederum mit Isopropanol geféllt werden. Isopropanol |6st sich
aufgrund seiner starkeren Ahnlichkeit zu Wasser schneller als die DNS, die dabei
ihrer Hydrathtlle entzogen wird und ausfallt.

Bakterienkulturen kénnen als Glycerin ,stocks® bei -80 °C gelagert werden, was eine
erneute Transformation erspart. Dazu wurde ein Teil der Kultur 1 : 1 mit sterilem,
wasserfreiem Glycerin gemischt und eingefroren. Um die Bakterien wieder in Kultur
zu nehmen, wurden sie auf einer Agar-Platte fraktioniert ausgestrichen und Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde eine einzelne Kolonie gepickt und
in Medium angeimpft.

Mini-Plasmid-DNS-Préparation ,Schnelle Lyse*®

Diese Praparation dient der schnellen Isolierung kleiner DNS-Mengen aus Bakterien,
um zu kontrollieren, ob die gewédhlten Bakterienkolonien die transformierte Fremd-
DNS enthalten.
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Puffer P1 Puffer P2 Puffer P3

50 mM Tris/HCL (pH 8,0) 0,2 M NaOH 3 M Kaliumacetat (pH 5,5)
10 mM NaEDTA 1 % SDS 50 mM MOPS (pH 7,0)
100 ug/ml RNase A 15 % Ethanol

0,15 % TritonX 100

Von der 5 ml Bakterienkultur wurden 1,5 ml in ein EppendorfgefaB Gberfihrt und in
einer Tischzentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen, und die
Bakterien in 250 pl Puffer P1 auf dem Vortexer resuspendiert. Nach Zugabe von
250 ul Puffer P2 wurden die Ansatze invertiert und 250ul Puffer P3 zugegeben. Die
lysierten Bakterien wurden 5 min bei 13000 UpM zentrifugiert und der Uberstand in
ein neues ReaktionsgefaB3 Gberflhrt. Zur Féllung der Plasmid-DNS wurden 600 ul
Isopropanol zugegeben, der Ansatz gemischt und 5 min bei 13000 UpM zentrifugiert,
um die Plasmid-DNS zu sedimentieren. Nach einem Waschschritt mit 70 %igem
Ethanol wurde die Plasmid-DNS bei 65 °C 1 min getrocknet und in 100 pyl Wasser
resuspendiert. Die Lagerung der Plasmid-DNS erfolgte bei -20 °C.

Midi-Plasmid-DNS-Préparation (Qiagen, Hilden)

Mit dieser Methode kdnnen gréBere Mengen Plasmid-DNS mit einem hdéheren
Reinheitsgrad im Vergleich zu der Mini-Plasmid-DNS-Pr&paration isoliert werden. Die
Plasmid-DNS wird wie bei der ,Mini-Praparation von der chromosomalen DNS und
den Proteinen getrennt, vor dem Ausféllen mit Isopropanol jedoch Uber eine Saule
aufgereinigt.

Das Prinzip dieser Aufreinigung besteht darin, dass die DNS bei niedrigen
Salzkonzentrationen an eine Anionenaustauschsaule bindet. In dieser Situation kann
sie mit Ethanolhaltigen Puffern, die eine mittlere Salzkonzentration aufweisen,
gewaschen werden. Durch Zugabe hoher Salzkonzentrationen wird sie wieder von
der Saule verdrangt und kann aus dem Eluat mit Isopropanol geféllt werden. Die
Praparation wurde nach Herstellerangaben durchgeflhrt.

Bei Plasmiden, die anschlieBend in der Zellkultur eingesetzt werden sollten, wurden
die Anséatze nach dem letzten Waschschritt in 70 %igen Ethanol unter der Sterilbank
getrocknet und in 100-200 ul sterilem Wasser gelést.

3.2. Molekularbiologische Methoden
3.2.1. Enzymatische Reaktionen zur Spaltung oder Modifikation von DNS

Spaltung der DNS mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die spezifische Basen-
sequenzen in einer doppelstrangigen DNS erkennen und an spezifischen Stellen
schneiden. Die Schnittstellen weisen bei den meisten Endonukleasen eine zweifache
Rotationssymmetrie auf (Palindrome). Je nach Enzym kénnen bei der Spaltung der
DNS dabei auch Uberhdnge entstehen. Die resultierenden DNS-Fragmente kénnen
daher verschiedene Enden besitzen: Erfolgt die Schneidung der DNS auf beiden
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Strangen nach dem gleichen Basenpaar, entstehen glatte Enden (sogenannte ,blunt
ends®), erfolgt sie nach unterschiedlichen Basenpaaren, entstehen Enden mit einem
5'- oder 3"-Uberhang (sogenannte ,sticky ends®).

Da bei unterschiedlichen Sequenzen die Anzahl und Art der Schnittstellen variiert,
kann man eine isolierte Plasmid-DNS mit bekannter Sequenz nach einer Spaltung
mit Endonukleasen anhand der entstandenen FragmentgréBen erkennen. Damit
kann jede Plasmid-Aufreinigung mittels des spezifischen Restriktions-Verdaus tber-
pruft werden.

Die Restriktionsendonukleasen bendtigen einen bestimmten Puffer, um ihre Aktivitat
optimal entfalten zu kénnen. Dieser Puffer wird zusammen mit dem Enzym geliefert.
Die Aktivitat eines Enzyms wird in Units (U) angegeben. Eine Unit ist definiert als die
Menge, die 1 ug ADNS in einer Stunde bei 37 °C spezifisch fragmentiert.

FOr einen Restriktions-Verdau eines praparierten Plasmids wurde maximal 1 pg
Plasmid-DNS in einem Volumen von 10 pl im mitgelieferten Puffer und 0,3 pul Enzym
(in der Regel 10 U/ul) 90 -120 min bei der empfohlenen Temperatur verdaut. Jeder
Verdau wurde mittels einer elektrophoretischen Auftrennung im Agarose-Gel Uber-
pruft.

Modifikation von DNS-Enden mit dem Klenow-Enzym

Das Klenow-Enzym ist ein Fragment der DNS-Polymerase | aus E.coli, welches
Uberhangende 3’-Enden auffillt, dem aber die 5-3’ Exonukleaseaktivitat fehlt. Auf
diese Weise kénnen die nach einem Restriktionsverdau entstandenen ,sticky ends*®
zu blunt ends“ umgewandelt werden, was eine Ligation zwischen vorher nicht
kompatiblen DNS-Enden ermdglicht.

Im direkten Anschluss an einen Verdau in einem Gesamtvolumen von 10 pl wurden
0,2 ul 50 mM DTT, 0,25 pl dNTP’s (Stammldsung: 2,5 mM je Nukleotid) und 0,5 pl
Klenow-Enzym zugegeben. Der Ansatz wurde 15 min bei RT und anschlieBend
20 min bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurden dem Ansatz 0,3 ul
0,5 M EDTA zugefligt und eine Inkubation von 10 min bei 70 °C angeschlossen.

Dephosphorylierung von DNS mit der alkalischen Phosphatase

Zur Vermeidung der Eigenligation des linearisierten Vektors (z.B. bei ,blunt end*-
Ligationen) wurde mit Hilfe der alkalischen Phosphatase CIP (calf intestine alkaline
phosphatase) der Phosphatrest am 5°-Ende des Vektors abgespalten.

Die Dephosphorylierung erfolgte im Anschluss an den Restriktionsverdau. Zur
Durchfihrung wurden dem Verdau (pro 10 pl Volumen) 1,3 ul CIP-Puffer (10 x CIP-
Puffer: 1 mM ZnCl,, 10 mM Spermidin) und 1 pl CIP (1 U/ul) zugegeben. Dieser
Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert. Da die Phosphatase bei 37 °C nicht lange
stabil ist, wurde nach 30 min 1 pyl Enzym zusatzlich zugegeben und noch einmal
30 min inkubiert. Das Enzym wurde durch eine Inkubation fir 10 min bei 70 °C
inaktiviert.
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3.2.2. Elektrophoretische Auftrennung von DNS-Fragmenten in Agarose-
Gelen

In einem elektrischen Feld wandern unterschiedlich groBe DNS-Fragmente aufgrund
ihrer negativen Ladung unterschiedlich schnell durch ein Agarose-Netz zur Anode.
Dies wird zur Analyse von DNS-Fragmenten genutzt.

50 x TAE-Puffer: 10 x DNS-Beladungspuffer:
2 M Tris 5 g Ficoll

1 M Eisessig 50 mg Bromphenolblau

50 mM EDTA 50 mg Xylene Cyanol FF,

ad 20 ml mit Aqua bidest.

1 g Agarose wurde in 100 ml 1 x TAE-Puffer durch Aufkochen geldst, und 0,4 pg/mi
(Endkonzentration) Ethidiumbromid zugegeben. Ethidiumbromid interkaliert in
Nukleinsauren und fluoresziert im UV-Licht, wodurch die DNS unter UV-Licht sichtbar
wird. Der DNS-Probe wurde 1/10 Volumen an DNS-Beladungspuffer zugesetzt,
damit die DNS durch Adhéarenz an das Ficoll in die Auftragstaschen des Agarose-
Gels sinkt. Dieser Puffer enthalt auBerdem zwei Farbstoffe, die als Indikator der
zurlickgelegten Strecke der DNS im Agarose-Gel dienen. Die GrdéBenbestimmung
der DNS-Fragmente erfolgte durch gleichzeitiges Auftrennen eines geeigneten
Langenstandards. Als Laufpuffer fir die Elektrophorese wurde 1 x TAE verwendet.
Die Auftrennung erfolgte in horizontalen Gelapparaturen mit einer angelegten
Spannung von 3-5 Volt/cm Gellange. Die aufgetrennten DNS-Fragmente im Gel
wurden unter UV-Anregung photographiert.

3.2.3. Aufreinigung von DNS-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die nach einem Verdau entstandenen DNS-Fragmente kdénnen nach einer
elektrophoretischen Auftrennung einzeln aus dem Agarose-Gel eluiert werden.
Hierzu wurden die entsprechenden Fragmente mit einem Skalpell unter UV-Licht
ausgeschnitten und mit Hilfe des ,QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen, Hilden)
aufgereinigt.

Zunachst wird das Agarose-Netz durch einen Natriumiodat/Natriumchlorat-Puffer
(Puffer QG von Qiagen) aufgelést. Die DNS kann anschlieBend in diesem stark
salzhaltigen Puffer an eine Silikatsdule gebunden werden. Die Elution von der Saule
erfolgt durch Zugabe von Wasser. Die Aufreinigung wurde nach Herstellerangaben
durchgefihrt.

3.2.4. Ligation

Unter Ligation versteht man die VerknlUpfung zweier Nukleinsaure-Molektle mit Hilfe
einer Ligase. Diese Reaktion ermdglicht den Einbau von einem DNS-Fragment
(Insert) in ein linearisiertes Plasmid (Vektor). Um die Wahrscheinlichkeit der Ver-
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knUpfung von zwei Vektormolekilen zu verringern, wird in dem entsprechendem
Reaktionsansatz die Anzahl der Insert-Molekile hdher eingestellt, als die der
Vektormolekile. Aus diesem Grund wurde bei einer ,sticky end“-Ligation (Vektor und
Insert mit kompatiblen Uberhdngenden Enden) das Verhéltnis 3 : 1 zugunsten des
Inserts gewahlt, bei einer ,blunt end“-Ligation das Verhaltnis 10 :1. Es wurden
héchstens 200 ng DNS/10 ul Reaktion eingesetzt.

10 x Ligationspuffer:

300 mM Tris HCI, (pH 7,7)
100 mM MgCl,

100 mM DTT

4 mM ATP

10 mM Spermidin/HCI

Die Reaktion wurde von 0,5 U/10 ul Ansatz der T4-DNS-Ligase katalysiert. Die
Ligation erfolgte Uber Nacht Uber einem Eisbad, das bei Raumtemperatur stand. Da
je nach Reaktion die optimalen Temperaturbedingungen schwanken kénnen, konnte
sich so der Reaktionsansatz wahrend des Abschmelzen des Eises seinem Optimum
zwischen 12 °C und 16 °C annahern.

3.2.5. Sequenzierung

Die Integritat der neu klonierten Vektoren wurde Gber Sequenzierung, also Uber die
Bestimmung der Basenabfolge Uberprift. Die hierzu notwendigen Primer wurden so
gewahlt, dass von beiden Seiten vom Vektor ausgehend in das Insert
,hineingelesen® wurde. Die Sequenzierungen wurden von der Firma GENterprise
(Mainz) mit dem ,ThermoSequenase Kit* (Amersham Pharmacia, Freiburg)
durchgeflnhrt.

Wenn nétig, wurden die zu sequenzierenden Plasmide vorher Uber Silicat-Saulen
aufgereinigt (,QIAquick™Spin“ von Quiagen). Dies erfolgte nach dem gleichen
Protokoll wie bei der Gel-Elution (3.2.3.), mit dem Unterschied, dass statt der
Behandlung mit Puffer QG eine flinfache Menge eines salzhaltigen Puffers (Puffer
PB von Qiagen) zu der DNS-Lésung zugegeben wurde, bevor der Ansatz auf die
Saule pipetiert wurde.

3.2.6. Klonierung

Mit Hilfe der oben beschriebenen Methoden wurden nach folgendem Protokoll
Vektoren modifiziert. Die in den Vektor einzubringenden Inserts wurden Uber einen
Verdau und eventueller Klenow-Behandlung (3.2.1.), anschlieBender Auftrennung im
Agarose-Gel (3.2.2.) und Gelelution (3.2.3.) aufgereinigt. Parallel dazu wurde der
entsprechende Vektor an der Stelle, in die das Fragment eingebracht werden sollte
linearisiert, eventuell Klenow-behandelt und dephosphoryliert (3.2.1.). Die
Aufreinigung erfolgte mit der ,QIAquickSpin“-Behandlung (3.2.5.). Die Konzentration
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von Insert und Vektor wurde in einem Agarose-Gel mit dem DNS-Marker als
Standard abgeschatzt und die entsprechenden Mengen in einer Ligation (3.2.4.)
eingesetzt. Die Halfte des Ligationsansatzes wurde anschlieBend in kompetente
E.coli transformiert (3.1.4.) und auf Antibiotika-haltigen Agarplatten selektioniert. Je
nach ,blunt end“-, oder ,sticky end®-Ligation wurden 24 bzw. 12 Klone gepickt und
angezuchtet. Die aufgereinigten Plasmide wurden in einem Kontrollverdau verdaut,
um die Existenz und die Orientierung des Inserts zu Uberprifen. Entsprechend
positive Klone wurden Uber ,QlAquick"Spin“ Behandlung aufgereinigt und
sequenziert.

3.3. RNS Isolation und Modifikation
3.3.1. RNS-Isolation

RNS-Praparation Uber einen Césiumchlorid-Gradienten (Chrigwin, et al., 1979)

Das Prinzip dieser Methode beruht auf dem chaotropen Guanidinisothiocyanat
(GITC), das sehr effizient Proteine, einschlieBlich RNasen denaturieren kann. Dies
wird noch durch Zugabe von B-Mercaptoethanol und hohen Salzkonzentrationen
unterstltzt. Die anschlieBende Dichtegradientenzentrifugation trennt die RNS von
anderen Makromolekilen der Zelle, z.B. DNS oder Proteinen.

GITC-Lbsung: Céasiumchlorid-Lésung:

4 MGITC 5,7 M Casiumchlorid

25 mM Natriumcitrat (pH 7,0) 25 mM Natriumacetat (pH 5,0)
115 mM B-Mercaptoethanol

Lésung steril filtrieren Lésung autoklavieren

Etwa 3 x 10’ Zellen wurden nach zweimaligem Waschen mit PBS in 6 ml kalter
GITC-Lésung resuspendiert. Diese 6 ml wurden vorsichtig zu 4 ml CsCI-Lésung, die
in UZ-Réhrchen vorgelegt worden waren, gegeben. Die Ultrazentrifugation erfolgte
17-20 h bei RT im Ausschwingrotor SW 40 (Heareus, Frankfurt). Der Uberstand
wurde abgenommen und die sedimentierte RNS nach Trocknung bei RT in 400 pl
TE-Puffer resuspendiert. Die Féllung der RNS erfolgte durch Zugabe von 1/10
Volumen 3 M Natriumacetat, zweifachem Volumen 100 %igem Ethanol und
anschlieBender Inkubation bei -80 °C fir 30 min. Nach Zentrifugation bei 13000 UpM
fir 30 min und einem Waschschritt mit 70 %igem Ethanol wurde die RNS in 50 pl
TE-Puffer resuspendiert und ihre Konzentration photometrisch bestimmt.

RNS-Préparation mit dem RNeasy Mini Protocol (Qiagen, Heidelberq)

Die Durchfiihrung diente der Gewinnung von Gesamt-RNS aus Zellen und erfolgte
nach Herstellerangaben.

Maximal 1x10” Zellen wurden in einem GITC-haltigen Puffer lysiert und
homogenisiert. Nach Zugabe von Ethanol flr geeignete Bindungskonditionen wurde
die Lésung auf eine ,RNeasy Silica“-Membran gegeben, wo die RNS unter hohen
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Salzbedingungen bindet. Nach mehreren Waschschritten und einem DNS-Verdau in
der Saule wurde die RNS mit Aqua bidest. eluiert.

Um die RNS auf eventuelle Verunreinigung zu Uberprifen, wurde sie auf einem
1 %igen Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die dazu verwendeten
Gelkdmme und -trager wurden zur Zerstérung eventuell vorhandener RNasen
30 min in 3 %iger Wasserstoffperoxid-Lésung inkubiert.

3.3.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

TE-Puffer
10 mM Tris HCL (pH 8,0)
1 mM EDTA

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte photometrisch. Die
Nukleinsduren wurden in TE-Puffer verdinnt und die Extinktion bei 260 und 280 nm
gemessen. Aus der Absorption bei 260 nm wurde die Konzentration der Nuklein-
sauren berechnet. Der Quotient aus Axso/Asso zeigt die Reinheit der Nukleinsduren an
und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

Mit Hilfe der folgenden Formel lasst sich die Konzentration der Nukleinsauren
berechnen:

Agso X V x OD = pg / ml Nukleinsdure

Aogo: Absorption bei 260 nm; V: Verdinnungsfaktor; OD: optische Dichte; diese be-
tragt bei einzelstrangiger Nukleinsaure 40, bei doppelstrangiger 50.

3.3.3. Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription werden einzelstrangige RNS-Molekile in
doppelstrangige DNS ,umgeschrieben®. Diese Reaktion wird von einer RNS-
abhangigen, retroviralen DNS-Polymerase durchgefiihrt. Sie bendétigt eine RNS-
Matrize, Desoxyribonukleotid-Triphosphate (dNTP’s), Mg?*-oder Mn?*-lonen und
einen Primer. Aus diesem Grund wurde den Ansatzen ein Hexanukleotid-Gemisch
zugegeben, das zufallig an einer beliebigen Stelle mit der RNS hybridisieren und als
Startpunkt fir die Polymerisation dienen kann (Sarngadharan et al., 1972).

In einem 20 pl Ansatz wurde 1 pug Gesamt-RNS mit 1 x Hexanukleotidgemisch,
10 mM DTT und 0,2 mM dNTP in dem mitgelieferten Puffer 10 min bei 95 °C
denaturiert. Nach Abkudhlung auf 4 °C wurde 1 pl (40 U) RNase-Inhibitor und 1 pl
(10 U) Reverse Transkriptase zugeflgt. Nach Hybridisierung der Primer bei RT
(10 min), erfolgte die DNS-Polymerisation bei 42 °C fur 40 min. AnschlieBend wurde
das Enzym fir 15 min bei 65 °C inaktiviert. Die Lagerung der cDNS erfolgte bei -
20 °C.
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3.4. PCR
3.4.1. PCR mit DNS als Matrize

Die Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation eines bestimmten
DNS-Bereiches. Die eingesetzte Tag-Polymerase synthetisiert eine einzelstrangige
DNS von einem Primer ausgehend in 5’-3’-Richtung, die komplementéar zur Original-
DNS ist. So wird eine zwischen zwei Primern gelegene Sequenz verdoppelt. Bei
einem erneuten Zyklus dienen sowohl der Originalstrang als auch die Kopie als
Matrize fUr eine weitere Verdopplung. Je nach Zyklenzahl lassen sich bestimmte
Sequenzbereiche beliebig oft verdoppeln, so lange die bendétigten Pufferbedingungen
erhalten bleiben (Mullis et al., 1986). Ein Zyklus einer PCR Reaktion besteht immer
aus drei Schritten:

(i) Denaturieren des DNS Stranges bei 95 °C (30-60 sek.)

(ii) Binden der Primer (Annealing) bei Primer-abh&ngiger Temperatur (Ta;
30-60 sek.)

(iii)  Polymerisation des DNS Stranges bei 72 °C (mindestens 60 sek.).

Die Zyklenzahl variierte je nach Primer- und/oder Matrizenqualitdt zwischen 15 und
40 Zyklen. Die Template-Menge betrug 10 ng aufgereinigtes Plasmid. Die

Primermenge wurde den jeweiligen PCR-Bedingungen angepasst.

Tab. 3.2: PCR-Mix

Volumen Konz. der Stammlésung | Endkonzentration
10 x Puffer 5,0 ul 10fach konzentriert 1fach konzentriert
(Tag-Polymerase)
MgClz 0,5 pl 25 mM 0,25 mM
dNTP’s 4,0 ul 2,5mM je dNTP 0,2 mM je NTP
Aqua bidest. 39,0 ul - -
Tag-Polymerase 1,5 ul 1 U/l 1,5 U/50 pl
3.4.2. Mutagenese-PCR

Far die Herstellung von Promotormutanten wurde die Mutagenese-PCR mit Hilfe des
,Site directed mutageneses Kit“ von Stratagene eingesetzt. Als Template diente der
Vektor, der den zu mutierenden Promotor beinhaltete. Die Primer wurden so gewabhilt,
dass eine putative Bindungsstelle flr einen Transkriptionsfaktor durch Basen-
austausch verandert und damit das Bindungsmotiv entfernt wurde. Da die Primer
dennoch mit der Matrize Uber gleiche Basenabfolgen hybridisieren sollten, wurde die
abweichende Basensequenz in die Mitte eines mit 35-40 Basenpaaren verhaltnis-
maBig langen Primers gelegt. Anstatt der Tag-Polymerase wurde die Pfu-Polymerase
(Stratagene) als Enzym gewahlt, da dieses Enzym eine zuséazliche ,Proof-reading”-
Aktivitat besitzt, mit der eventuelle Fehler durch falsch eingeflgte Nukleotide wieder



Methoden 56

korrigiert werden. Die PCR wurde nach oben angegebenem Protokoll durchgefiihrt
mit dem Unterschied, dass der Ansatz zuvor 5 min auf 95 °C erhitzt wurde, um die
GC-reichen Promotorsequenzen vollstandig zu denaturieren. AuBerdem wurde die
Amplifikationsdauer je nach Plasmidgr6Be entsprechend den Herstellerangaben
variiert.

Das amplifizierte Produkt wurde anschlieBend mit dem Enzym Dpnl verdaut, welches
den Originalstrang aufgrund seiner Methylierung selektiv entfernt. AnschlieBend
wurden 10 ul des Ansatzes auf einem Agarose-Gel aufgetrennt und unter UV-Licht
die Menge des mutierten Plasmids abgeschatzt. Je nach Konzentration des Vektors
wurden 1-10 pul des Ansatzes in E.coli transformiert und die erfolgreiche Mutation
Uber Sequenzierung Uberpruft.

3.4.3. PCR direkt aus Zelllysat

Einige PCR’s kénnen mit einem Zelllysat durchgefiihrt werden, ohne vorher die DNS
zu isolieren. Zu diesem Zweck wurden 20000 Zellen in ein 0,5 ml Eppendorf Gefa
Uberfihrt und sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 20 ul PCR-Wasser aufgenommen
und die Zellen durch Erhitzen auf 95 °C fir 10 min lysiert. AnschlieBend wurde die
Lésung auf 55 °C gekdhlt, mit 5 ul Proteinase K versetzt und fir 60 min bei 55 °C
inkubiert. Nach Inaktivierung der Proteinase K fir 10 min bei 95 °C und Abkulhlen auf
80 °C wurden 25 pl PCR-Mix hinzugefigt und die eigentliche PCR gestartet.

3.4.4. Titan™ One Tube RT-PCR-System

Mit diesem System ist es mdglich, eine Reverse Transkription und eine PCR direkt in

einem Ansatz und ohne Zusatz weiterer Reagenzien durchzufiihren. In dem

verwendeten Enzym-Mix ist die AMV (Aviarer Myoblasto Virus) Reverse

Transkriptase fir die cDNS-Erststrang-Synthese und ein ,Expand High Fidelity®

Enzym-Mix aus Taq-DNS-Polymerase und Pwo-DNS-Polymerase fir die

anschlieBende PCR enthalten. Das Titan RT-PCR-System hat folgende Vorteile:

- Es reduziert die Fehlerrate in der PCR aufgrund der Korrekturlese-Eigenschaft
der Pwo-DNS-Polymerase.

- Es minimiert Probleme durch Sekundarstrukturen der RNS.

- Es kénnen Fragmente bis zu 6 Kb amplifiziert werden.

- Die hohe Effizienz der Enzyme verbessert die Sensitivitat.

- Die einfache Handhabung beschleunigt den Nachweis von RNS-Transkripten.
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Tab. 3.3: Mix 1

Volumen Konz. der Stammlésung | Endkonzentration
dNTP's 4,0 ul 2,5 mM je dNTP 0,2 mM je dNTP
DTT Lésung 2,5 ul 100 mM 5 mM
Aqua bidest. ad 25 pl - -
RNS 4l 0,05 pg/ul 200 ng
5’- Primer Vgl. 2.8.1. 100 pmol/ul Vgl. 2.8.1.
3’- Primer S.0. S.0. S.0
RNase Inhibitor 0,5 ul 40 1U/pl 20 U
Tab. 3.4: Mix 2:

Volumen Konz. der Stammlésung | Endkonzentration
5 x RT-PCR 5,0 ul 5-fach konzentriert 1-fach konzentriert
Puffer mit MgCl, 1,5 mM MgCl,
Aqua bidest. ad 25 pl - -
Enzym Mix 0,75 ul nicht bekannt nicht bekannt

Die Reaktionen wurden nach Herstellerangaben durchgeflhrt.

3.4.5.

RACE-PCR

Zur Bestimmung des Transkriptionsstartes im murinen Tapasin-Promotor wurde die
RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends) angewendet. Ziel der Methode ist die
Sequenzbestimmung des 5-Endes der mRNS. Dieses wird Uber eine PCR
amplifiziert, damit es in ausreichender Menge fir eine nachfolgende Sequenzierung
verflgbar ist. Fir diese Methode wurde der ,GeneRacer” Kit von Invitrogen
eingesetzt. Um das 5’-Ende der RNS fir eine PCR verflgbar zu machen, wird hierbei
die CAP-Struktur der mRNS mit einem im Kit enthaltenen ,CIP*“-Enzym entfernt und
ein RNS-Oligo an das frei gewordene Phosphatende ligiert. Damit besitzt das
5’-Ende eine bekannte Sequenz, an die ein eingesetzter Primer hybridisieren kann.
Es wurden anschlieBend zwei PCR’s mit jeweils zwei unterschiedlichen 3’-Primern,
die innerhalb der transkribierten mRNS hybridisieren, durchgefiihrt. Als Ausgangs-
material dienten 2 ug RNS von NIH3T3 Zellen, die auBer mRNS auch andere RNS
Molekulle enthalt, weshalb zu Beginn alle freien Phosphatenden von RNS ohne Cap-
Struktur dephosphorylliert wurden. Das PCR-Produkt wurde elektrophoretisch
analysiert, eluiert und in den mitgelieferten PCRF4-TOPOR-Vektor kloniert. Das
Produkt wurde in ebenfalls mitgelieferte Bakterien transformiert, vermehrt und
schlieBlich sequenziert.
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RACE-PCR-Verlaufsprotokoll:

95 °C 2 min

95 °C 0,5 min §

72 °C 2 min 5 x

95 °C 0,5 min §

70 °C 2 min 5x

94 °C 0,5 min

64 -68 °C 0,5 min §

72 °C 2 min 25 x

3.5. Kultivierung eukaryotischer Zellen
3.5.1. Medien und Lésungen

Medien fiir die Kultivierung

,Minimum Essential Medium®“, MEM (Seromed, Berlin)
DMEM (Seromed, Berlin)
RPMI 1640 (Seromed, Berlin)

Den Medien wurden folgende L&sungen (angegeben als Endkonzentration im
Medium) zugesetzt:

10 % Fotales Kalberserum (FCS)
2 mM L-Glutamin
100 IU/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

Flr die Passage der adharenten Zellen wurden diese mit Trypsin/EDTA-L&sung
(0,05 % (w/v) Trypsin, 0,02 % (w/v) EDTA) behandelt.

Selektionsantibiotika:

G418 Sulfat (Neomycin) Stocklésung: 20 mg/ml in Aqua bidest., gelést unter
Berlcksichtigung der biologischen Aktivitat.
Endkonzentration im Medium: 1,1 mg/ml

3.5.2. Zelllinien

Die adharente Zelllinie NIH3T3 ist eine murine, embryonale Fibroblastenzelllinie und
exprimiert nicht den humanen HER-2/neu-Rezeptor. Die Zellline NIH3T3HER-2/neu
wurde von Frau PD. Dr. Bernhard bereitgestellt, und wurde durch stabile Trans-
fektion von NIH3T3 Zellen mit einem HER-2/neu-Expressionsvektor generiert. Die
Zellllinie NIHEJrasclI3 ist eine NIH3T3-Zelllinie, die durch stabilen Gentransfer des
mutierten humanen c-Ha-ras hergestellt wurde (Seliger et al., 1991). Beide
Zelllininen wurden in MEM-Medium kultiviert.
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Die nicht adharenten Zelllinien RMA und RMA-S (Ljunggren et al, 1985) leiten sich
von dem T-Lymphom RBL-5 der C57BL/6 Mause ab. Bei den RMA-S Zellen handelt
es sich um eine H-2-Verlustmutante. Aufgrund einer Mutation im TAP2-Gen, die ein
verfriihtes Stopcodon zur Folge hat, wird kein funktionelles TAP2-Protein gebildet.
Beide Zelllinien dienten als Positiv-, bzw. Negativkontrolle fir Western Blot-Analysen
und wurden in RPMI-Medium kultiviert.

Als Kontrolle zum Nachweis der HER-2/neu-Expression wurde die Ovarialkarzinom-
Zelllinie SKOV-3, die HER-2/neu auf der Zelloberflache exprimiert, verwendet. Die
Zelllinie wurde in DMEM-Medium kultiviert.

Als Kontrolle und zum Nachweis der erfolgreichen Lyse Tyrosinase-spezifischer
T-Zellen wurde die stabil mit Tyrosinase transfizierte humane Melanomzelllinie
NA8-Tyrosinase benutzt, die in RPMI-Medium kultiviert wurde (AG Wolfel, 1l Med.
Klinik, Uniklinikum Mainz).

3.5.3. Kultivierung

Die Zellen wurden im 37 °C-Brutschrank bei 5 % CO,-Begasung in Zellkulturflaschen
mit einer Kulturfliche von 25, 80, bzw. 175 cm? kultiviert. In Abhangigkeit ihrer
Dichte wurden die Zellen im Abstand von drei Tagen bei ausreichender Konfluenz
verdinnt. Adharente Zellen wurden durch Zugabe von Trypsin/EDTA und
mechanisches Klopfen vom Flaschenboden geldst. Die vom Boden gelbésten Zellen
bzw. nicht-adharenten Zellen wurden in 15 oder 50 ml Réhrchen Uberfihrt, bei
1200 UpM) sedimentiert; und in neue Flaschen mit Medium Uberfiihrt. Nach spéates-
tens 100 Passagen wurden die Zellen kryokonserviert (s.u.) und neue Chargen
aufgetaut.

Bei der Kryokonservierung werden Zellen Uber langere Zeit bei -196 °C in flissigem
Stickstoff gelagert. Als Einfriermedium diente dabei FCS mit 10 % DMSO. Die
Rdéhrchen mit den einzufrierenden Zellen wurden mindestens 24 h in Isopropanol bei
-80 °C gelagert, um ein gleichmaBiges Abklhlen von 1 °C/min zu gewahrleisten,
bevor sie in den Stickstofftank Uberflhrt wurden.

Um die kryokonservierten Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie bei 37 °C
aufgetaut und zum Waschen mdéglichst schnell in 10faches Volumen Medium
Uberfuhrt, bevor sie sedimentiert und in neuem Medium ausgesat wurden. Nach 24 h
wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt, um abgestorbene Zellen zu entfernen.

3.54. Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen abzentrifugiert und in einem
entsprechenden Mediumvolumen resuspendiert. Ein Aliquot der Zellsuspension
wurde in eine Neugebauer-Zahlkammer Uberfihrt und vier Eckquadrate ausgezahilt,
aus denen der Mittelwert ,n“ bestimmt wurde. Die Zellzahl kann mit Hilfe folgender
Formel errechnet werden:

n x 10.000 x Verdinnungsfaktor = Zellzahl / ml
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Der Anteil lebender Zellen kann durch Anfarbung der Zellen mit Trypanblau bestimmt
werden. Nur tote Zellen, deren Zellmembran nicht mehr intakt ist, sind in der Lage,
diesen Farbstoff aufzunehmen. Zur Durchfiihrung wurden die Zellen 1:1 mit
0,4 %iger Trypanblau-Lésung gemischt. In einer Neugebauer-Zahlkammer wurden
die nicht angefarbten Zellen ausgezahlt.

3.6. Transfektion eukaryotischer Zellen

Die Einfuhrung von DNS in S&ugerzellen bezeichnet man als Transfektion. Handelt
es sich um ein lineares DNS-Molekil, so kann ein Einbau in das Genom der Zelle
erfolgen, so dass das Transgen bei einer Zellteilung weitergegeben wird. Im
Gegensatz dazu muss bei einer transienten Transfektion eines Plasmids die
nachfolgende Analyse der Expression des Transgens 48-72 h nach Transfektion
erfolgen.

Die transiente Transfektion wurde fir Promotorstudien eingesetzt, wahrend die
stabile Transfektion der Einfliihrung zellfremder Gene diente.

3.6.1. Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion wurde mittels Lipofektion durchgefihrt. Die Lipofektion
mit kationischen Lipiden beruht auf dem Prinzip, dass die Lipidreste mit der
Zellmembran in Wechselwirkung treten, wahrend die kationische Kopfgruppe des
Lipids mit den negativ geladenen Phosphatresten der DNS assoziiert. Durch
Internalisierung dieses Komplexes gelangt die DNS in die Zelle (Felgner et al., 1987).
Einen Tag vor der Transfektion wurden 1 x 10° Zellen je Loch in einer 6-Loch-Platte
ausgesat. Je Ansatz wurden 3 pl Lipofectamin in 100 pul warmen Medium (ohne
Zusatze) fir 30 min inkubiert. Gleichzeitig wurden entsprechende Mengen der
Plasmid-DNS in 100 pl Medium (ohne Zusétze) inkubiert. Die Ansatze wurden zur
Transfektionslésung vereinigt und 1 h bei RT inkubiert, damit die Plasmide von einer
Lipidhdlle eingeschlossen werden konnten. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen, bevor die Transfektionslésung und 800 pl Medium ohne Zusatze
zugegeben wurden. Nach einer Inkubation von drei Stunden bei 37 °C im
Brutschrank wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend in
frischem Medium mit Zusatzen aufgenommen.

3.6.2. Stabile Transfektion und Selektion

Die stabile Transfektion wurde analog zur transienten Transfektion durchgefihrt.
Jedoch wurde das zu transfizierende Plasmid im Bereich des Ampicillin-Gens
linearisiert, die DNS anschlieBend Uber eine ,PCR-purification® Saule aufgereinigt
und in sterilem TE eluiert. Da das Plasmid ein Neomycin-Resistenzgen enthalt,
konnten die transfizierten Zellen von den nicht transfizierten Zellen durch eine
Behandlung mit Neomycin (G418) selektioniert werden. Nach zwei Wochen
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Behandlung wurde ein Teil der Kultur als ,Batch“-Kultur eingefroren. Der Rest wurde
groBzlgig ausgesat und nach Anheften der Zellen Einzelklone mit einer Impfése
gepickt. Als Nachweis des Transgens in den Klonen wurde eine genomische PCR
direkt aus dem Zelllysat durchgeflhrt.

3.7. Proteinbiochemische Methoden
3.7.1. Proteinpraparationen

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Proteinpraparationen durchgefiihrt. Die
meisten Western Blot-Analysen wurden mit Gesamtprotein durchgefihrt. Zum
Nachweis der Tapasin-Expression wurde die Praparation von Membranproteinen
angewendet. Fur die Bandshift-Experimente wurden Kernextrakte, d.h. Kernproteine,
aus den Zellen gewonnen.

3.7.11. Gewinnung von Gesamtprotein aus eukaryotischen Zellen

Bei dieser Methode werden die Zellen in einem SDS-haltigen Puffer lysiert. Das SDS
oder Natriumdodecylsulfat zerstért alle nicht kovalenten Bindungen und damit die
raumlichen Strukturen der Proteine. Um eine Degradation zu vermeiden, wurde den
Zellen vor der Lyse ein Protease-Inhibitoren Gemisch zugegeben.

Protease-Inhibitoren-Mix (in PBS):
Die Protease-Inhibitoren wurden, wenn nicht anders angegeben, in Aqua bidest.
geldst und bei -20 °C gelagert.

Tab. 3.5: Protease-Inhibitoren

Protease- Endkonzentration
Inhibitor

Aprotinin 10 pg/ml
Trypsininhibitor 10 pg/ml
PMSF (in Isoprop.) 50 pg/ml
Jodacetamid 370 pg/ml
Pepstatin 17 pg/ml
Leupeptin 9,5 ug/ml

2 x SDS-Puffer:

1 g Saccharose

4 ml SDS (25 %; w/v)

1,2 ml 1 M Tris/HCI pH 6,8
4,8 ml Aqua bidest.
etwas Pyronin

Etwa 1x 10’ Zellen (eine groBe Petrischale) wurden mehrmals mit kaltem PBS
gewaschen, mit 1 ml Protease-Inhibitoren-Mix versetzt und anschlieBend mit einem



Methoden 62

Zellschaber von der Oberflache vorsichtig abgeschabt. Es folgte eine Sedimentation
bei 4 °C und 13000 UpM fir 2 min. Das Pellet wurde in 200 pl 1 x SDS-Puffer
resuspendiert und die Proteine weitere 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Lagerung der
Proteine erfolgte bei -20 °C.

3.7.1.2. Gewinnung von Memranproteinen aus eukaryotischen Zellen

Da der Antikdrper fur die Detektion von Tapasin sehr viele unspezifische Bindungen
im Western Blot aufweist, wurde flr diese Detektion der zytosolische Anteil an
zellularem Protein von dem membrangebundenen getrennt. Dies erfolgte mit 1 %
TRITON-X 114, ein lipophiles Detergenz. Dieses liegt bei 4 °C als homogene Lésung
vor, wohingegen bei Erwarmung auf 30 °C eine Phasentrennung auftritt, da sich
kleinere Micellen zu groBeren zusammengeschlossen haben und absinken. Die
Micellen kdénnen dabei membrangebundene Proteine aufnehmen, da diese einen
lipophilen Anker besitzen und so durch Erwarmung von den hydrophilen
zytosolischen Proteinen getrennt werden (Bordier, 1987). Die Proteine kdnnen
anschlieBend Uber ein Ethanol-Hexan-Gemisch ausgeféllt und in SDS-Puffer gelést
werden.

Das Zellpellet wurde nach dem Abzentrifugieren in eiskaltem PBS mit 1%
TRITON-X 114 aufgenommen und 30 min bei Raumtemperatur rotiert, damit sich die
Micellen um die lipophilen Proteinanteile anlagern und diese aufnehmen konnten.
Nach einem kurzen Abkulhlen auf 4 °C wurden die hydrophilen Bestandteile in einer
Kihlzentrifuge 15 min bei 13000 UpM abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, 5 min auf 30 °C erwarmt und die lipophilen Anteile bei RT 1 min bei
13000 UpM sedimentiert. Dieses Herauswaschen kleiner hydrophiler Molekile wurde
zweimal wiederholt.

Im direkten Anschluss erfolgte die Fallung der Membranproteine durch Zugabe von
1 ml eiskaltem Ethanol-Hexan-Gemisch (4 :1) und 40 ug/ml Glycogen und einer
Inkubation Uber Nacht bei —20 °C. Nach einer Zentrifugation bei 4 °C und 13000 UpM
fir 30 min wurde das Pellet bei 37 °C getrocknet und anschlieBend in 50-100 pl
SDS-Puffer aufgenommen.

3.7.1.2. Gewinnung von Kernprotein aus eukaryotischen Zellen

Fir die Untersuchung von Transkriptionsfaktoren in einem Gelretardationsversuch
(Gelshift-Experiment) benbtigt man Kernproteine in einem nativen Zustand. Da der
gréBte Anteil an den Proteinen einer Zelle aber aus zytosolischen Proteinen besteht,
wurden fir die Gelshift-Experimente die Kerne aus dem Zelllysat abzentrifugiert und
aufgeschlossen. Die Lyse der Zellen erfolgt mit NP40 (Nonidet P 40), ein nicht-
ionisches Detergenz, welches Proteine solubisiert und in der eingesetzten Menge die
Kernmembran intakt halt.
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Puffer A: Puffer B:
10 mM HEPES (pH 7,9) 20 mM HEPES (pH 7,9)
10 mM KCL 0,4 M NaCL
0,1 mM EDTA 1 mM EDTA
0,1 mM EGTA 1 mM EGTA
10 % Glycerin

vor Gebrauch Zugabe von :

0,5 mM PMSF 1 mM PMSF
1 % (v/v) Aprotinin 1 %(v/v) Aprotinin
1mMDTT 1mMDTT

Pro Ansatz wurden 1 x 10’ Zellen nach Trypsinierung und zwei Waschschritten in
eiskaltem PBS in ein 1,5 ml EppendorfgefaB3 Gberfiihrt und bei 2000 UpM fiir 5 min
bei 4 °C abzentrifugiert. Nach Zugabe von 400 ul Puffer A und einer Inkubation fir
10 min im Eisbad wurden die Zellen durch Zugabe von 24 ul 10 % NP40 und
anschlieBendem Invertieren lysiert. Die Kerne wurden bei 2000 UpM fir 5 Min bei
4 °C sedimentiert und far 30 min im Eis in 75 ul Puffer B inkubiert. AnschlieBend
erfolgte eine Zentrifugation fir 10 min bei 15000 UpM. Der Uberstand wurde
abgenommen und nach der Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Reagenz
(3.7.2.) aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

3.7.2. Proteinbestimmungen

Protein-Konzentrationsbestimmung mit dem Protein Assay ESL

Diese Methode basiert auf der Komplexbildung von Cu®* mit Proteinen. Anders als
bei anderen Bestimmungsmethoden wird hier jedoch ein Cu*-Bathocuproin-Komplex
gemessen, der aus dem (berschiissigen, nicht von Protein gebundenen Cu?*
entsteht. Die Methode ist schnell und weniger sensitiv gegeniber Detergenzien wie
SDS. Die Proteine wurden zundchst 5 min gekocht und anschlieBend 1:50 in
Wasser verdinnt. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung nach Herstellerangaben.

Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford (1976)

Das Bradford-Reagenz bildet mit Proteinen einen Farbkomplex, dessen Intensitat zur
Proteinkonzentration proportional ist (Bradford et al., 1976). Diese Bestimmung kann
jedoch nicht in Anwesenheit von SDS durchgefihrt werden und wurde deshalb nur
zur Bestimmung von Kernextrakten angewendet.

Zur Durchfihrung wurden das gereinigte Proteins 1 : 5 in Aqua bidest. verdiinnt und
mit 0,1 M HCL versetzt. AnschlieBend wurde der Ansatz auf 800 ul aufgefillt und mit
200 pl filtriertem Bradford-Reagenz 5 min inkubiert. Parallel wurde eine Rinder-
serumalbumin (BSA)-Eichgerade mit Konzentrationen von 2-14 ug mitgefahrt. Die
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Extinktion des Farbkomplexes wurde bei 595 nm gemessen und die Konzentration
unter Berlcksichtigung der Verdinnung mit Hilfe einer Eichgerade bestimmt.

3.7.3. Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot
3.7.3.1. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE nach Lammli, 1970)

Das stark negative SDS kann an Peptide binden und denaturieren, so dass die
Proteine als negativ geladene, langgestreckte Polypeptidketten vorliegen, die
deshalb in einem elektrischen Feld nur aufgrund ihrer Masse unterschiedlich schnell
zur Anode wandern. Bei der SDS-PAGE werden die Proteine je nach GréBe durch
ein entsprechend engmaschiges Polyacrylamid-Netz unterschiedlich stark zurlck-
gehalten und deshalb aufgetrennt.

Die Konzentration des Polyacrylamid-Gels ist variierbar und wird abhangig vom
Molekulargewicht des zu detektierenden Proteins gewahlt. Das Molekulargewicht der
einzelnen aufgetrennten Proteine kann mit Hilfe eines ProteingréBenmarkers, der
definierte Proteine enthalt, bestimmt werden. Es wurden Minigele der GréBe
10 x 10 cm verwendet. Das Gel wurde in Sammelgel und Trenngel unterteilt, damit
die Proteine bei Umschlagen des pH-Wertes an der Grenze vom Sammelgel zum
Trenngel fokussiert werden.

Tab. 3.6: Pipetierprotokoll SDS-Gel

Trenngel 10% Sammelgel 5%

40 % Acrylamid 1,5 ml 40 % Acrylamid 0,25 ml
2 % Bisacrylamid 0,8 ml 2 % Bisacrylamid 0,13 ml
1,88 M Tris/HCI pH 8,8 1,2 ml 0,625 M Tris/HCI pH 6,8 0,4 ml
0,5 % SDS 1,2 ml 0,5 % SDS 0,4 ml
Aqgua bidest. 1,3 ml Aqua bidest. 0,82 ml

TEMED 5 ul TEMED 2 ul

10 % APS 30 pl 10 % APS 10 pl

Elektrophorese-Puffer:
50 mM Tris-Base

192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

Pro Gelspur wurden 30 pg Protein, welches zuvor 5 min gekocht wurde, aufgetragen.
Die Auftrennung erfolgte mit 10 mA pro Gel im Sammelgel und mit 20 mA im
Trenngel. Als Molekulargewichtsmarker diente ein vorgefarbter Rainbowmarker (RPN
800, Amersham Pharmacia, Freiburg).
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3.7.3.2. Western Blot

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine werden durch Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran fir Detektionen zugéanglich gemacht und kénnen durch spezi-
fische Antikérper immunologisch nachgewiesen werden.

Transferpuffer
300 ml 5 x Laufpuffer
600 ml Ethanol
ad 3 I mit Aqua bidest.

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurde Uber Nacht in einer
Tank-Blot-Kammer mit 100 mA bei RT durchgefuhrt. Der erfolgreiche Transfer wurde
durch eine Farbung der Membran in PonceauS-Lésung Uberpriift. Die Farbung
diente auch als Ladekontrolle fir den Auftrag von gleichen Proteinmengen und
wurde fir die Abschatzung von Mengenunterschieden spezifischer Proteine
eingescannt und entsprechend verglichen.

5 xTBS TBS-T

20 mM Tris-Base 1 x TBS mit 0,4 % Tween20
137 mM NacCl

pH 7,6

Die Blockierung der freien Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran nach dem
Proteintransfer erfolgte durch Inkubation fir mindestens 2 h mit 10 % Pferdeserum
und 2 % Trockenmilchpulver in TBS-T unter leichtem Schwenken. Nach dreimaligem
Waschen mit TBS-T folgte die Inkubation mit dem Erstantikérper (s. AK-Liste in
2.1.10) in TBS, 0,1 % Tween und 1 % Milchpulver bei 4 °C Uber Nacht unter leichtem
Schwenken. Vor Zugabe des Zweitantikérpers (s. 2.1.10) wurde dreimal mit TBS-T
gewaschen. Die Membran wurde im Anschluss an die Inkubation mit dem
Zweitantikdrper in einer Lésung bestehend aus einer 1 : 1-Mischung aus Detergenz 1
und Detergenz 2 (ECL-Kit, Amersham Pharmacia) 1 min inkubiert. Die dabei
entstehende Lichtreaktion wurde mit Hilfe eines Rdntgenfilms detektiert.

3.74. Gelretardationsversuch (Gelshiftversuch, EMSA)

Bei einem EMSA wird die Bindung von Protein an DNS nachgewiesen. So kénnen
zum Beispiel Promotorsequenzen Uberprift werden, ob sie ein Erkenungsmotiv far
einen Transkriptionsfaktor enthalten und an diese Sequenz ein Transkriptionsfaktor
bindet. Die DNS wird zu diesem Zweck markiert, mit Protein inkubiert und
anschlieBend in einem nativen Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
Durch die Bindung des Proteins wandert die DNS in einem elektrischen Feld
langsamer als ungebundene DNS, so dass die Bande im Vergleich zur
ungebundenen DNS im Gel nach oben ,shifted“. In dieser Arbeit wurde zur Detektion
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der DNS der ,LightShift™ Chemiluminescent EMSA Kit“ verwendet, in dem Biotin-
markierte DNS auf Nylonmembranen mit Hilfe eines Streptavidin-Peroxidase
Konjugates gebunden wird. Die Zugabe einer Substratlésung fihrt zu einer durch die
Peroxidase katalysierten Reaktion, die mit Hilfe eines Réntgenfilms detektiert werden
kann.

3.7.41. Biotin-Markierung der DNS

Fir die Gelshift-Experimente wurden Oligonukleotide mit einer Lange von ca. 20-
25 Bp als Einzelstrange Uber die Firma Thermohybaid (Ulm) bezogen. Diese wurden
zunachst 1:1 (je 25 pmol) gemischt und fir 10 min auf 95 °C erhitzt. Bei der
anschlieBenden langsamen Abkihlung bilden sich komplementare Doppelstrange
aus, die nun Uber die Terminale Transferase TdT (Gibco BRL, Eggenstein) mit Biotin-
UTP markiert werden kénnen. Hierzu wurden die 50 pmol Oligonukleotidgemisch in
TdT-Puffer, 5ul 0,4 mM Biotin und 15U TdT bei 37 °C fir 15 min inkubiert.
AnschlieBend wurde die Reaktion durch die Zugabe von 0,5 ul 0,2 M EDTA gestoppt.
Die Lagerung der Oligonukleotide erfolgte bei -20 °C.

3.7.4.2. Gelshift

Fir die elektrophoretische Auftrennung wurden 20x20 cm groBe, native
Polyacrylamid-Gele verwendet, die am Vortag gegossen wurden, um eine optimale
Polymerisation zu gewéhrleisten.

TBE (10x)
890 mM Tris

890 mM Borsaure
20 mM EDTA (pH 8,0)
Tab. 3.7: Pipetierprotokoll natives Polyacrylamid-Gel

Trenngel 10%
40 % Acrylamid / 2 % Bisacrylamid 6,13 ml
0,5 % TBE 33,87 ml
TEMED 33 ul
10 % APS 200 pl

Die eigentliche Kernbindungsreaktion erfolgt in jeweils drei Ansatzen:
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Tab. 3.8: Anséatze im Gelretardationsversuch

Ansatz Inhalt Signal
1 Biotin-DNS Kein Shift: Nur Signal durch die markierte
DNS
2 Bindung von Protein an DNS flihrt zu

Biotin-DNS + Kernprotein , , _
einem zweitem Signal

3 Biotin-DNS + Kernprotein + Das Protein bindet vor allem nicht
250facher Uberschuss an markierte DNS, deshalb kein zweites
nicht markierter DNS Signal

Abb. 3.1: Gelretardationsversuch

Ansatz 1 2 3

Gebundene ——» D
Biotin-DNS

Freie Biotin- -

DNS

Die Ansatze wurden wie folgt auf Eis gemischt und fir 15-30 min bei RT inkubiert.

Tab. 3.9: Pipetierprotokoll fir den Gelretardationsversuch

Komponente Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
10 x Puffer 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul
1 ug/ul Poly (dl:dC) 1,0 u 1,0 u 1,0
Markierte DNS 30 pmol 30 fmol 30 fmol
Unmarkierte DNS - - 7,5 pmol
Kernprotein - 5-10 ug 5-10 ug

Mit RNS-sterilem Aqua bidest. auf 20 pl auffllen.

Nach der Bindungsreaktion wurden den Proben 5 ul Auftragspuffer zugesetzt, auf
das Gel aufgetragen und elektrophoretisch 2-4 h in 0,5 % TBE bei 160 V unter
Kihlung aufgetrennt. Um die Proben flr die Detektion verfligbar zu machen, erfolgte
eine Uberfiihrung auf eine Nylon-Membran (VWR, Darmstadt) in einer Semi-Dry-
Blotting Aparatur (Biometra, Gottingen) fir 1 h bei 500 mA unter Kihlung.
AnschlieBend wurde die Membran zum ,Cross-Linking“ fir 15 min unter UV-Licht
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gelegt. Durch die unter UV-Licht katalysierte Bildung von Thymidin-Dimeren wird die
DNS an die Nylonmembran gebunden. Damit wird vermieden, dass die DNS in den
anschlieBenden Wasch- und Inkubationsschritten wieder in Lésung geht und ausge-
waschen wird. Die Detektion der Proben wurde nach Herstellerangaben durch-
gefihrt.

3.8. Zellbiologische Assays
3.8.1. FACS (Durchflusszytometrie)

Die Durchflusszytometrie ist eine immunologische Methode zur Analyse von
membranstéandigen und intrazellularen Proteinen von Zellen. Das Prinzip beruht auf
der Identifizierung und Quantifizierung von Zellen oder Zellstrukturen durch Bindung
markierter Antikdrper an definierte Zielantigene.

Die markierten Zellen werden mit Hilfe eines Vakuums angesaugt und durch eine
Tragerflissigkeit so stark beschleunigt, dass vorhandene Aggregate aufgetrennt und
die Zellen perlschnurartig aneinander gereiht werden. Die Fluoreszenz wird durch
einen Argon-lonen-Laser angeregt und in zwei Richtungen gemessen. Dabei ist das
Vorwartsstreulicht (FSC) das MaRB fiir die GroBe der Zelle, das Seitwartsstreulicht
(SSC) das MaB fiir die Granulierung der Zelle. Mit Hilfe der spezifischen Fluoreszenz
des gewahlten Farbstoffes kann die Expressionsstarke des markierten Proteins
bestimmt werden; sie wird in Relation zu einem unspezifischen Isotyp-Antikérper
gesetzt und logarithmisch gegen die Zellzahl aufgetragen.

5x 10° Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS gewaschen und dem Restvolumen
nach dem zweiten Waschen der Erst-Antikérper bzw. die Isotyp-Kontrolle zugefigt.
Die Inkubation erfolgte auf Eis fir 30 min. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurde der zweite markierte Antikérper zupipetiert und 15 min im Dunkeln bei 4 °C
inkubiert. Nach weiteren zwei Waschschritten wurden die Zellen in 500 ul PBS
aufgenommen und gemessen.

3.8.2. Peptidtranslokationsversuch

Der ATP-abhangige Transport von Peptiden in das ER kann mit Hilfe des
Peptidtranslokationsversuches (Neefijes et al., 1993) gemessen werden. Das
Experiment beruht auf dem Prinzip, dass Peptide, die eine N-Glykosylierungsstelle
enthalten, im ER glykosyliert werden. Die glykosylierten Peptide kénnen an
Concanavalin A-Sepharose gebunden und von den nicht glykosylierten Peptiden
getrennt werden. In diesem Versuch wurden J'?>-markierte Peptide, die ein
Glykosylierungssignal enthalten, zu Streptolysin O-permeabilisierten Zellen gegeben.
Die Menge der anschlieBend an Sepharose gebundenen Radioaktivitat im Verhaltnis
zur eingesetzten Radioaktivitat kann so als MaB fur die Transportrate vom Zytosol in
das ER gewertet werden.
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Die Jodierung der Peptide wurde im Labor von Dr. F. Momburg in Heidelberg nach
folgendem Protokoll durchgefihrt:

Die Peptide #63 (RYWANATRSI) und #600 (TNKTRIDGQY) wurden mit Hilfe der
ChloraminT-Methode an Tyrosin jodiert. Dazu wurden die Peptide fir 5 min bei RT
mit 10 pl ChloraminT (1 mg/ml in PBS) und 4 pl Nal (0,4 mCi) inkubiert. Nach Zugabe
von 20 pl NaxS205 (1 mg/ml) und PBS ad 500 pl wurde nicht inkorporiertes Jod an
eine DOWEX 1x8 Sé&ule gebunden und sedimentiert. Der Uberstand mit den
jodierten Peptiden wurde abgenommen, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Translokationsassay

Translokationspuffer (TP) Lysepuffer (LP)

130 mM KCI 50 mM Tris-HCL, pH 7,4
10 mM NacCl 150 mM NacCl

1 mM CaCl, 5 mM MgCl;

2 mM EGTA 1 % (w/v) NP-40

2 mM MgCl,

5 mM HEPES, pH 7,3

2,5x10° Zellen wurden zur Permeabilisierung fir 15 min bei 37 °C mit 50 pl
Streptolysin O (2,2 U/ml + 4 ul 1 M DTT/ml) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit Translokationspuffer (TP) wurden die permeabilisierten Zellen in ein Reaktions-
gefaB mit vorgelegtem Peptid (in 50 ul TP) gegeben. Nach Zugabe von 10 ul ATP
(100 mM) erfolgte der Transport der Peptide flir 20 min bei 37 °C. Die Lyse der
Zellen erfolgte durch Zugabe von 1 ml Lysepuffer (LP) und Inkubation fir 30 min auf
Eis. Durch anschlieBende Zentrifugation bei 13000 UpM flr 10 min wurden die Kerne
und Zellbruchstiicke sedimentiert. Der Uberstand wurde zu 20 pl ConA Sepharose
pipetiert. Die Bindung der glykosylierten Peptide an die Sepharose erfolgte unter
Schwenken bei 4 °C Uber Nacht. Am néachsten Tag wurde nach mehrfachem
Waschen mit LP die noch vorhandene Radioaktivitat in einem y-Counter gemessen
und die Transportrate nach folgender Formel berechnet:

Transportrate in % = (CpM gebundene Peptide/CpM eingesetzte Peptide) x 100

3.8.3. Infektion mit dem Tyrosinase-Vaccinia Virus Ankara und
Chromium-Freisetzungsversuch

Zum Nachweis der funktionellen Prozessierung und Prasentation zytosolischer
Proteine Uber die MHC Klasse |-Molekille wurden Zellen mit einem modifizierten
Vaccinia-Virus Ankara, der das humane Tyrosinase-Gen exprimiert (Drexler et al.,
1999) infiziert. Die infizieten Zellen sollten anschlieBend von Tyrosinase-
spezifischen zytotoxischen T-Zellen erkannt und lysiert werden. Die infizierten Zellen
wurden vorher mit °>'Cr markiert, das in die Zellen eindringen kann. Eine erfolgreiche
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Lyse fuhrt zur Freisetzung der Radioaktivitdt und kann in einem Counter detektiert
werden.

Ein Zellpellet mit 5x 10° Zellen (Zielzellen) wurden mit 1x 10’ Units (Virus)
resuspendiert und 3 h bei 37 °C inkubiert, wobei die Ansatze in der ersten Stunde
mehrmals gemischt und filir die folgenden beiden Stunden mit 500 ul Medium
versetzt wurden. AnschlieBend wurde das Medium mittels Zentrifugation entfernt, die
infizierten Zellen mit 20 pCi °'Cr fiir 1,5 h bei 37 °C markiert, und anschlieBend das
nicht inkorporierte *>'Cr durch dreimaliges Waschen mit MEM-Medium entfernt. Pro
Well wurden 1000 Zielzellen in einer 96-Loch-Platte ausgesadt und 12 h nach
Infektion mit zytotoxischen T-Zellen in unterschiedlichen Verhéltnissen (E:T-Ratio:
1:30,1:10, 1:3, 1:0,3) in einem Gesamtvolumen von 200 pl fir 4 h bei 37 °C
inkubiert. Danach wurde die vorhandene Radioaktivitat in 30 pl Uberstand in einem
v-Counter gemessen und die spezifische Lyse mit Hilfe folgender Formel berechnet:

(CpM in 70 pl Uberstand — CpM Spontanlyse) / (CpM maximale Lyse — CpM
Spontanlyse ) x 100

Die Spontanlyse wurde durch Inkubation der Zielzellen mit MEM-Medium bestimmt;
die maximale Lyse durch Inkubation mit 2 % Triton-X-100.

Da die entsprechenden T-Zellen HLA-A2 restringiert waren, mussten fir diese
Experimente die murinen Zellen mit HLA-A2 stabil transfiziert werden.

3.8.4. Reporterassay (Luzifeaseassay)

Um die Aktivitat eines Promotors zu untersuchen, wurden die Promotorsequenzen
vor ein Reportergen, dem Luziferase-Gen des Leuchtkafers (Photinus pyralis)
kloniert. Ein Promotor aktiviert dann die Expression des Luziferase-Enzyms, welches
folgende Reaktion katalysiert (Abb.3.2):

Abb. 3.2: Luziferase-katalysierte Reaktion

, CoyH Luziferase o7
,@:ﬁw LATP+O, T _ ,I:IHT + AMP + PP, + CO, + Licht
HO s = 2 0 5 S
Mg
D-Luziferin Oxyluziferin

Das bei dieser Reaktion frei werdende Licht kann mit Hilfe eines Luminometers
gemessen werden. Die dabei ermittelten ,relativen Licht-Einheiten® (,relative Light
units®, RLU) sind ein MaB fir die Konzentration der Luziferase und damit flr die
Aktivitat des Promotors.

Der entsprechende Promotor wurde fiir diese Experimente vor das Luziferase-Gen
des Vektors PGL3-Enhancer einkloniert. 1 ug des entstandenen Plasmids wurde
mittels transienter Transfektion (3.6.1.) zusammen mit 0,03 ug PSV-B-Galaktosidase
Kontrollvektor, welcher fir die B-Galaktosidase codiert in 1 x 10° Zellen eingebracht,
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die als Triplikate in Sechs-Loch-Platten am Vortag ausgesat worden waren. Die
B-Galaktosidase fungierte bei dem Experiment als Kontrolle der Transfektions-
effizienz. Nach 48 h wurden die Aktivititen von Luziferase (LUC) und B-Galakto-
sidase (GAL) bestimmt und die Aktivitat des Promotors wie folgt errechnet:

(LUC PGL3-Enhancer + Promotor / GAL PGL3-Enhancer + Promotor) —
(LUC PGL3-Enhancer ohne Promotor / GAL PGL3-Enhancer ohne Promotor)

Diese Rechnung wurde fir jedes Loch einzeln durchgefuhrt und aus den Triplikaten
Mittelwerte berechnet.

Zellernte:

Die Zellen wurden zweimal in PBS gewaschen und fir 15 min in ,Reporter Lysis
Buffer* (PROMEGA, Mannheim) inkubiert. Nach Abschaben mit einem Zellschaber
wurden die Ansatze in 1,5 ml GefaBe Uberfihrt und fir 2 min bei 13000 UpM
zentrifugiert. 10-20 ul des Uberstandes wurden anschlieBend in dem Enzymassay
eingesetzt:

Luziferaseassay:
10-20 ul Zellextrakt wurden mit 100 ml ,Luciferase Assay Reagent® (Promega,
Mannheim) versetzt und sofort im Luminometer fir 10 sek gemessen.

Galaktosidaseassay

10-20 wl Zellextrakt wurden mit 200 ul 1:100 verdinntem Galakton Substrat
(Applied Biosystems, Darmstadt) vermischt und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden direkt 300 ul ,Light Emission Accelerator® (Applied Biosystems,
Darmstadt) dazu gegeben und das Gemisch im Luminometer fiir 5 sek gemessen.
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4. Ergebnisse

4.1. Das Zelimodell

Das in dieser Studie verwendete in vitro-System besteht aus zwei Zelllinien, die sich
durch die Expression von HER-2/neu unterscheiden. Die Zelllinie NIH3T3 exprimiert
als murine Zelllinie nicht den humanen HER-2/neu-Rezeptor. Aus dieser Zelllinie ist
durch stabilen Gen-Transfer von HER-2/neu die Linie NIH3T3-HER-2/neu entstan-
den, die durch eine starke Expression dieses Rezeptors gekennzeichnet ist. Im
Folgenden werden die Zellen als HER-2/neu™ und als HER-2/neu” bezeichnet. Die
Zellen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Morphologie (Abb. 4.1) und Wachstums-
eigenschaften (Tabelle 4.1.).

Abb. 4.1: Das Zellmodel

.. 7,

HER-2/neu” (NIH3T3) HER-2/neu’(NIH3T3-HER-2/neu)
Mikroskopische Ansicht von HER-2/neu - und HER-2/neu*-Zellen (200fach).

Tab. 4.1: Wachstumseigenschaften der HER-2/neu - und HER-2/neu™-Zellen

Wachstumseigenschaften HER-2/neu” HER-2/neu*
flach, teilw. langgestreckt, |rundlich, selten langgestreckt,
Morphologie nicht transformiert, haufig kugelige Aggregate,
keine Focibildung Focibildung
Lokalisation in der Kultur ausschlieBlich adhéarent semi-adharent
Wachstum in Weichagar nein ja
Bildung von Tu__morer: in nein ja
syngenen Mausen
Go/G1: 61 % Go/Gﬁ 50 %
Zellzyklus (% Zellen)** S: 29% S: 40%
Go/M: 10 % Go/M: 10 %
Verdopplungszeit** 37,5h 245h
Go/G1: 19 h Go/Gﬁ 9h
Dauer der Zellzyklusphasen™* S: 14,5 h S: 11 h
Go/M: 4h Go,/M:  3h
Kontaktinhibition ja nein

*: In Zusammenarbeit mit der Pathologie der Uniklinik Mainz, AG Prof. Lehr. **: Kurth, R. Ill Med.
Klinik, Uniklinikum Mainz, unveréffentlichte Daten
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Aufgrund der angefihrten Eigenschaften besitzen HER-2/neu’-Zellen einen
transformierten Phanotyp.

Es wird postuliert, dass transformierte Zellen haufig eine Beeintrachtigung der
Prasentation von Antigenen tber MHC Klasse I-Komplexe aufweisen. Jedoch ist die
Bedeutung der HER-2/neu-Uberexpression auf die Prozessierung von MHC Klasse |-
Antigenen nicht bekannt. Deshalb soll das angeflihrte Zellmodell auf diese Frage-
stellung hin untersucht werden, wobei insbesondere die molekularen Mechanismen,
die diesen Phanotyp entstehen lassen, aufgeklart werden sollen.

4.2. Defekte in der Antigenprozessierung in HER-2/neu*- Zellen

4.2.1. Durchflusszytometrische Analyse der HER-2/neu- und MHC Klasse
I-Oberflachenexpression

Um zu analysieren, ob HER-2/neu in dem verwendeten in vitro-System die Antigen-
prozessierung beeintrachtigt, wurde die Oberflachenexpression von MHC Klasse |-
Komplexen durchflusszytometrisch bestimmt. Eine Behandlung der Zellen mit IFN-y
diente zum Nachweis der Stimulierbarkeit der Antigenprasentation, um einen gene-
tischen Effekt aufgrund des Gen-Transfers auszuschlieBen. Zum Nachweis der HER-
2/neu-Expression wurde der HER-2/neu-spezifische Antikdrper c-neu/ab5 (MERCK
Biosciences, Darmstadt) eingesetzt. Die MHC Klasse I-Oberflachenexpression wurde
mit dem Antikdrper a-H-2L¥° (Cedarlane, Hornby, Kananda), der die Haplotypen
H2-L9 und H2-L® erkennt, nachgewiesen.
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Abb. 4.2: HER-2/neu- und MHC Klasse |-Oberflachenexpression in HER-2/neu™- und
HER-2/neu*-Zellen

IgG2a LY lgG2a HER-2/neu

Zellzahl
~IFN-y +IFN-y

HER-2/neu”

HER-2/neu*

log Fluoreszenz-Intensitat

5 x 10° Zellen wurden mit den Antikérpern a-H-2L%® und o-c-neu/Ab5 auf die Oberflachenexpression
von H2-L% und HER-2/neu untersucht. Als Kontrolle diente IgG2a und als Zweitantikérper ein Ziege-
anti-Maus-GAM-FITC-konjugierter Antikérper. Die Durchfiihrung erfolgte wie in 3.8.1. beschrieben.
Das Ergebnis zeigt eines der drei durchgefihrten Experimente. WeiBe Histogramme: unbehandelte
Zellen, schwarze Histogramme: IFN-y-stimulierte Zellen (100 U/ml, 24h).

Das Ergebnis in Abb. 4.2 zeigt eine verminderte MHC Klasse |-Oberflachen-
expression in den HER-2/neu*-Zellen gegenliber den HER-2/neu-Zellen, die durch
IFN-y in beiden Zelllinien induzierbar ist. Die IFN-y-behandelten HER-2/neu*-Zellen
zeigen eine geringere H2-L%-Oberflachenexpression, als gleichermaBen behandelte
HER-2/neu-Zellen. Wie erwartet, ist die HER-2/neu-Expression in den HER-2/neu’-
Zellen hoch und nicht durch IFN-y-Behandlung beeinflussbar.

Um den Einfluss von HER-2/neu auf die MHC Klasse |-Oberflachenexpression
genauer zu charakterisieren, wurden in weiteren FACS-Analysen die allel-
spezifischen Antikdrper o-H-2LY%, o-H-2D% und o-H-2K® eingesetzt und die
Ergebnisse quantifiziert (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Oberflachenexpression der MHC-Haplotypen H2-L9, - D9 und K9

80
- [1 HER-/neu”
A B HER-/neu*
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L 40
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- IFN-y + IFN-y
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- IFN-y + IFN-y
15
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, .

- IFN-y + IFN-y

5x 10° unbehandelte und IFN-y-stimulierte Zellen (24 h, 100 U/ml) wurden mit den spezifischen
Antikdrpern gegen H2-L¥? (A), H2-D? (B) und H2-K® (C) untersucht. Als Kontrolle diente IgG2a und als
Zweitantikdrper ein Ziege-anti-Maus-GAM-FITC-konjugierter Antikrper. Die Durchfihrung erfolgte wie
in 3.8.1. beschrieben Dargestellt sind die Mediane und Standardabweichungen der mittleren
spezifischen Fluoreszenzintensitat (MFI) aus mindestens 3 unabhéngigen Experimenten.
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Fiar alle drei getesteten Haplotypen zeigt sich eine deutliche Reduktion der H2-
Oberflachenexpression in den HER-2/neu*-Zellen gegeniber der parentalen Zelllinie
(Abb. 4.3). Eine IFN-y-Stimulation flhrte in allen Experimenten zu einer Rekonsti-
tution der H2-Oberflachenexpression. Diese erreicht bei dem Haplotyp H2-L? das
Niveau der unstimulierten, parentalen Zellline. Bei den anderen Haplotypen, die nur
marginal exprimiert werden, ist diese Rekonstitution nicht so stark ausgepragt.
Zusammengefasst ist die MHC Klasse I-Oberflachenexpression in den HER-2/neu*-
Zellen im Vergleich zu den parentalen Zellen hinsichtlich der getesteten Haplotypen
vermindert.

4.2.2. Verminderte Transkriptmengen einiger wichtiger Komponenten
der MHC Klasse I-Antigenprozessierung in HER-2/neu*-Zellen

Aufgrund der beeintrachtigten MHC-Oberflachenexpression in den HER-2/neu’-
Zellen wurden die Transkriptmengen der wichtigsten Komponenten der MHC
Klasse I-Antigenprozessierung untersucht. Hierzu wurden RT-PCR-Analysen mit
Gesamt-RNS unter den aufgefihrten Bedingungen eingesetzt. Als interner Standard
diente die Transkriptmenge von B-Aktin.

Es wurden zunachst die Transkriptmengen von pBz-Mikroglobulin und H2-L9
untersucht.

Abb. 4.4: RT-PCR-Analysen von H2- L9 und B2-Mikroglobulin

B-Aktin (765 Bp)

500 Bp—p

Marker H.O

HER-2/neu- HER-2/neu*
IFNy  — + — 4

RT-PCR-Analysen der Gene H2-LY und B,-Mikroglobulin (B2-M) im Vergleich zu B-Aktin in unbe-
handelten und mit 100 U/ml IFN-y fir 24 h stimulierten HER-2/neu - und HER-2/neu*-Zellen. Die RT-
PCR wurde mit je 200 ng Gesamt-RNS wie beschrieben durchgefihrt und je 8 ul auf einem 1 %igen
Agarose-Gel mit Ethidiumbromid aufgetrennt. Die Abbildung zeigt jeweils ein reprasentatives Ergebnis
aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.

Abb. 4.4 zeigt, dass die HER-2/neu - und HER-2/neu*-Zellen vergleichbare konsti-
tutive und IFN-y-induzierbare Transkriptmengen von H2-L9 und Bo-Mikroglobulin
aufweisen.

Da die Verminderung der MHC-Oberflachenexpression in den HER-2/neu*-Zellen
nicht mit geringeren Transkriptmengen von H2-LY oder von B,-Mikroglobulin
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assoziiert ist, wurden im Folgenden die wesentlichen Komponenten der
Antigenprozessierung, wie Untereinheiten des Proteasoms und des TAP-
Transporters sowie verschiedene Chaperone untersucht.

Abb. 4.5: RT-PCR-Analysen verschiedener Proteasomuntereinheiten

X (380 Bp)
100 Bp—p
500 Bp—p | [ Y (508 Bp)
600 Bp— Z (577 Bp)

500 Bp—p
P LMP7 (373 Bp)

600 Bp—p
P LMP2 (463 Bp)

500 Bp—p LMP10 (606 Bp)

600 Bp—p PA28a (508 Bp)

600 Bp—p [ [ PA28B (593 Bp)

B-Aktin (765 Bp)
500 Bp—p

Marker H_H_I H0
HER-2/neu HER-2/neu*
IFN-y  — + - 4+

RT-PCR-Analysen der Gene der konstitutiv exprimierten Proteasom-Untereinheiten X, Y und Z, sowie
der induzierbaren Untereinheiten LMP7, LMP2, LMP10, PA28a und PA28f in unbehandelten und mit
100 U/ml IFN-y fir 24 h stimulierten HER-2/neu™- und HER-2/neu*-Zellen. Die RT-PCR wurde mit je
200 ng Gesamt-RNS wie beschrieben durchgefiihrt und je 8 ul auf einem 1 %igen Agarose-Gel mit
Ethidiumbromid aufgetrennt. Die Abbildung zeigt jeweils ein représentatives Ergebnis aus mindestens
drei unabhangigen Versuchen.

Abb. 4.5 zeigt, dass die konstitutiv exprimierten Proteasom-Untereinheiten X, Y und
Z in beiden Zellen gleich stark exprimiert werden. Dagegen sind die [FN-y-
induzierbaren Untereinheiten LMP2, LMP10, PA28a und PA28p in den HER-2/neu’-
Zellen zum Teil deutlich verringert. Eine Stimulation durch IFN-y fUhrt in beiden
Zelllinien zu erhéhten Transkriptmengen dieser Komponenten, wahrend die Unter-
einheiten X, Y und Z unter diesen Bedingungen vermindert exprimiert werden.

Im Bezug auf LMP7 ist ein Vergleich der konstitutiven Transkriptmengen zwischen
den beiden Zellllinien in diesem Zellsystem schwierig, da die geringe Trans-
kriptmenge erst nach 45 Zyklen erkennbar wird und damit in den Bereich einer
Sattigung kommt. Es wurde deshalb beschlossen, die Expression dieser Untereinheit
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zusatzlich im Western Blot zu bestimmen (siehe 4.2.3), um eine moégliche Hemmung
von LMP7 in den HER-2/neu*-Zellen nachweisen zu kénnen.

Zur Untersuchung des TAP-Transporters wurden die Transkriptmengen beider
Untereinheiten TAP1 und TAP2 analysiert.

Abb. 4.6: RT-PCR-Analysen der TAP-Untereinheiten

e E TAPT (T Bl
600 Bp—p

B-Aktin (765 Bp)

500 Bp—p

Marker %_H_J H,0
HER-2/neu- HER-2/neu*

IFNy —  + — +

RT-PCR-Analysen der Gene von TAP1 und TAP2 in unbehandelten und mit IFN-y flir 24 h stimulierten
HER-2/neu™- und HER-2/neu*-Zellen. Die RT-PCR wurde mit je 200 ng Gesamt-RNS wie beschrieben
durchgefiihrt und je 8wl auf einem 1 %igen Agarose-Gel mit Ethidiumbromid aufgetrennt. Die
Abbildung zeigt jeweils ein reprasentatives Ergebnis aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.

Analog zu den induzierbaren Proteasomuntereinheiten sind TAP1 und TAP2 in ihren
Transkriptmengen in den HER-2/neu’-Zellen gegentber den parentalen Zellen
deutlich verringert und durch IFN-y stimulierbar (Abb. 4.6.).
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Abb. 4.7: RT-PCR-Analysen verschiedener Chaperone und ERAAP

ER60 (327 Bp)

PDI (610 Bp)

Calretikulin (1024 Bp)

500 Bp —p =S
P S Calnexin (461 Bp)

600 Bp —p % — — Tapasin (848 Bp)

B | —
600 Bp —» ERAAP (460 Bp)

B-Aktin (765 Bp)

Marker H_H_/ H,0
HER-2/neu- HER-2/neu*
IFN«y — + - 4+

RT-PCR-Analysen der Gene verschiedener Chaperone und ERAAP in unbehandelten und mit IFN-y
fur 24 h stimulierten HER-2/neu™- und HER-2/neu*-Zellen. Die RT-PCR wurde mit je 200 ng Gesamt-
RNS wie beschrieben durchgefihrt und je 8 ul auf einem 1 %igen Agarose-Gel mit Ethidiumbromid
aufgetrennt. Die Abbildung zeigt jeweils ein reprasentatives Ergebnis aus mindestens drei
unabhéngigen Versuchen.

Die Ergebnisse in Abb. 4.7 zeigen, dass die Transkriptmengen der Chaperone
Tapasin und Calretikulin, sowie der Peptidase ERAAP in den HER-2/neu*-Zellen
gegenuber den parentalen Zellen verringert sind.

4.2.3. Verminderte RNS-Mengen fiihren zu verminderten Proteinmengen

Die Ergebnisse der RT-PCR-Analysen zeigen geringere Transkriptmengen von
PA28, LMP2, LMP10, TAP1, TAP2, Tapasin, Calretikulin und ERAAP in den HER-
2/neu*-Zellen im Vergleich mit den HER-2/neu™-Zellen. Um zu untersuchen, ob auch
die Proteinmengen der betreffenden Gene vermindert sind, wurden Western Blot-
Analysen durchgefiihrt. Eine Analyse der Proteinexpression von ERAAP konnte nicht
durchgefiuhrt werden, da bisher kein spezifischer Antikérper verflgbar ist.
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Abb. 4.8: Western Blot-Analysen verschiedener Komponenten der Antigen-
Prozessierung

PA28« —— - —

PA28p3

LMP2

LMP7

LMP10
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TAP2
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Calretikulin

HER-2/neu ~ HER-2/neu *
IFN-y — + — +

30 pg Protein aus unbehandelten und fir 24 h mit 100 U/ml IFN-y-stimulierten Zellen wurden nach
Protokoll mittels SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und die Membran mit den entsprechenden
Antikérpern (sieche 2.13.) inkubiert. Die Detektion erfolgte Uber einen HRP-gekoppelten
Zweitantikdrper, wie unter 3.7.3.2. beschrieben. Als Ladekontrolle diente jeweils die PonceauS-
Farbung der Membran. Die Abbildung zeigt jeweils ein représentatives Ergebnis von mindestens drei
unabhé&ngigen Experimenten.

Mit Ausnahme von LMP7 zeigt jede der getesteten Komponenten eine
Beeintrachtigung der Proteinexpression in den HER-2/neu’- im Vergleich zu den
HER-2/neu-Zellen, wobei der Mengenunterschied bei den TAP-Untereinheiten und
den Proteasom-Aktivatoren PA28a und PA28B am starksten ausgepragt ist. Die
Proteinexpression wird bei einer Stimulation der Zellen mit IFN-yin beiden Zellen
gesteigert (Abb. 4.8).

Zusammengefasst zeigen alle untersuchten Komponenten der MHC Klasse |-
Antigenprozessierung, deren Transkriptmenge bei HER-2/neu-Uberexpression
vermindert ist, eine deutlich verringerte Proteinmenge. Die stark verringerten
Proteinmengen kodnnten jedoch auch das Ergebnis einer posttranslationellen
Modifikation sein.
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4.2.4. Geringe TAP-Expression fiihrt zu vermindertem Peptidtransport

Die verminderte TAP-Expression in den HER-2/neu’-Zellen sollte sich in einem
verminderten Peptidtransport duBern. Aus diesem Grund wurde die Funktion des
Peptidtransporters TAP mittels Peptidtranslokationsversuchen bestimmt.

Abb. 4.9: Peptidtranslokationsversuch

300 -

1] — ATP
250 - B +ATP
_ 200 -
:..(g
>
€ 150 A
<
2
100 A
50 -
0 1 1 1 1
g J g J
Y Y
HER-2/neu ~ HER-2/neu *
IFN-y - + — +

1 x 10" unbehandelte und fir 24 h mit 100 U/ml IFN-y-behandelte Zellen wurden mit StreptolysinO
permeabilisiert und der Transport radioaktiv markierter Peptide mit und ohne ATP wie beschrieben
bestimmt (s.3.8.2.). Zur Quantifizierung wurde die Transportaktivitdt der HER-2/neu™-Zellen mit ATP
als 100 % gesetzt. Die Abbildung zeigt die Mediane und Standardabweichungen der Transportaktivitat
aus mindestens drei Versuchen mit jeweils zwei unterschiedlichen Peptiden.

Das Ergebnis in Abb. 4.9 zeigt, dass der Transport von Peptiden vom Zytosol in das
ER in den HER-2/neu’-Zellen signifikant vermindert ist (Wilcoxon, p < 0,05). Durch
IFN-y-Behandlung erreicht die Transportrate in den HER-2/neu*-Zellen wieder das
Niveau der parentalen Zellen.

4.3. Die Beeintrachtigung der APM-Komponenten fiihrt zu dem Verlust
der Immunogenitat

Aus der verminderten MHC Klasse |-Oberflachenexpression in den HER-2/neu*-
Zellen resultiert die Vermutung, dass die Immunogenitat der HER-2/neu’-Zellen
beeintrachtigt ist. Deshalb wurde untersucht, ob die Zellen von spezifischen
zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt und lysiert werden kénnen. Hierzu wurden die
Zellen mit einem Vaccinia-Tyrosinase-Konstrukt infiziert und nach 12 h mit Tyro-
sinase-spezifischen T-Lymphozyten inkubiert. Da die zur Verflgung stehenden T-
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Zellen HLA-A2 restringiert sind, mussten die ,Targetzellen® zunachst stabil mit
HLA-A2 transfiziert werden.

4.3.1. Herstellung von HLA-A2-Transfektanten und Uberpriifung der
Integration und Expression des Transgens

Die Transfektion erfolgte mit 0,5 ug, 1 ug und 1,5 ug eines HLA-A2-kodierenden
Vektors Uber Lipofektion. Die Zellen wurden tber 350 pg /ml Neomycin selektioniert
und je 3 Klone expandiert.

Die Uberpriifung des Transgens erfolgte mit einer RT-PCR. Dabei diente B-Aktin als
interner Standard.

Abb. 4.10: HLA-A2-Transgen-Expression in HER-2/neu”- und HER-2/neu-Zellen
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RT-PCR-Analysen des Transgens HLA-A2 im Vergleich zu B-Aktin. Je 200 ng totale zellulare RNS
wurden in die RT-PCR mit den entsprechenden Primern eingesetzt und anschlieBend je 8 ul auf
einem 1 %igen Agarose-Gel mit Ethidiumbromid aufgetrennt.

Das Ergebnis zeigt, dass die HLA-A2-Transkriptmenge in den jeweils drei verschie-
denen Klonen vergleichbar ist (Abb. 4.10). Dies bedeutet, dass eine unterschiedliche
HLA-A2-Expression auf der Zelloberflache von HER-2/neu’- und HER-2/neu™-Zellen
nur mit einer unterschiedlichen Antigenprozessierung erklarbar ware.

Da alle HLA-A2*-Klone die gleiche HLA-A2-Transkriptmenge exprimieren, wurden
die Zellen auf ihre Fahigkeit, ein humanes MHC-Molekil zu prozessieren und an der
Zelloberflache zu prasentieren lberprift. Zu diesem Zweck wurden die HLA-A2'-
Zellen durchflusszytometrisch auf ihre HLA-A2-Oberflachenexpression mit dem
Antikérper W6/32, der den Komplex aus Peptid, Bo-Mikroglobulin und HLA-A,-B,-C
erkennt (Barnstable et al., 1978) untersucht. Die Zellen wurden zuséatzlich mit IFN-y
behandelt, um die Prozessierung von antigenen Peptiden zu erhéhen.
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Abb. 4.11: Heterogene HLA-A2-Expression von HLA-A2"-HER-2/neu™- und HLA-A2"-
HER-2/neu-Zellen
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5x 10° unbehandelte und IFN-y-stimulierte Zellen (24 h, 100 U/ml) wurden mit dem spezifischen
Antikérper W6/32, der den Komplex aus Peptid, B.-Mikroglobulin und HLA-A,-B,-C erkennt, unter-
sucht. Als Kontrolle diente IgG2a und als Zweitantikérper ein Ziege-anti-Maus-GAM-FITC-konjugierter
Antikérper. Die Abbildung zeigt eines der zwei durchgefuhrten Kontrollexperimente.

Alle HER-2/neu-Klone zeigen eine HLA-A2-Oberflachenexpression, die durch IFN-y-
Behandlung um das flinf- bis achtfache erhdéht werden kann (Abb. 4.11). Im Gegen-
satz dazu ist in den HER-2/neu’-Klonen die HLA-A2-Oberflachenexpression vermin-
dert, aber durch IFN-y induzierbar. Die Induktion ist mit zwei- bis vierfach nicht so
stark, wie bei den HER-2/neu-Klonen, jedoch entsprechen die Werte der
IFN-y-behandelten HER-2/neu’-Zellen ungefdhr denen, der unbehandelten
HER-2/neu™-Zellen.

4.3.2. Keine T-Zell-vermittelte Lyse der HER-2/neu*-Zellen

Nach Transfektion von HLA-A2 und dem Nachweis, dass dieses MHC-Molekul im
murinen System mit Peptid beladen werden kann, wurde die Immunogenitat der
Zellen Uberprift. Je drei getestete Klone wurden mit einem Vaccinia-Tyrosinase-
Virus infiziert, und 12 h spater als ,Targets” flr Tyrosinase spezifische, HLA-A2-
restringierte, zytotoxische T-Lymphozyten in einem Chrom-Freisetzungsversuch
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eingesetzt. Neben den unbehandelten Zellen wurden zur Kontrolle auch IFN-y-
behandelte Zellen mitgefihrt.

Abb. 4.12: HER-2/neu-vermittelter Verlust der T-Zell-Erkennung
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1 x 10° Zellen wurden mit dem Tyrosinase-Virus infiziert, mit radioaktiv markiertem Chrom inkubiert
und nach 12 h mit Virus-spezifischen T-Zellen 4 h cokultiviert. Dabei wurde die Zahl der Effektorzellen
(ZTL) gegeniber der Targetzellzahl (E:T Verhéltnis) wie angegeben variiert. Aus dem Uberstand
wurde die Radioaktivitdt bestimmt und die spezifische Lyse berechnet. Die Abbildung zeigt die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Experimenten und jeweils drei Klonen.
Schwarze Quadrate: HER-2/neu*-Zellen, graue Dreiecke: HER-2/neu-Zellen, WeiBe Rauten: IFN-y-
stimulierte HER-2/neu*-Zellen (100 U/ml, 24 h).

Die Untersuchung ergab, dass die HLA-A2"-HER-2/neu-Zellen von den HLA-A2-
restringierten T-Zellen erkannt und lysiert werden. Allerdings sind die spezifischen
Lyseraten aufgrund einer hohen spontanen Lyserate dieser Zelllinie niedrig. Die
HLA-A2"-HER-2/neu*-Zellen werden unter keinem der gewahlten E:T Verhéltnisse
(30:1 bis 1:1) lysiert. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p<0,05,
Wilcoxon). Eine Stimulation mit IFN-y flhrt zu einer verbesserten Lyserate der HLA-
A2*-HER-2/neu* Zellen.

Aus den Daten folgt, dass die HER-2/neu-Expression in den HER-2/neu*-Zellen zu
einer Beeintrachtigung der Expression und Funktion bestimmter Komponenten der
Antigenprozessierung und einer verringerten MHC Klasse I-Antigenprasentation auf
der Zelloberflache fihrt, was mit einem Verlust der Immunogenitat assoziiert ist.
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4.4. Promotorstudien

Wie in Abschnitt 4.2.2. dargestellt, fiihrt die starke Uberexpression von HER-2/neu zu
verminderten Transkriptmengen von TAP, Tapasin und anderen Komponenten der
Antigenprozessierung, die sich durch IFN-y wieder steigern lassen. Ein derartiger
Effekt lasst vermuten, dass HER-2/neu die transkriptionelle und/oder post-
transkriptionelle Regulation dieser Molekile beeinflusst. Aufgrund der verringerten
RNS-Mengen der betroffenen Komponenten ergibt sich die Hypothese, dass eine
HER-2/neu-Uberexpression mit einer verminderten Promotoraktivitdt der ent-
sprechenden Gene assoziiert ist. Dies kann zwei Ursachen haben:

i. HER-2/neu aktiviert Transkriptionsfaktoren, welche die Aktivitdt der

Promotoren herabsenken.

i. HER-2/neu hemmt die Bindung aktivierender Transkriptionsfaktoren.
Voraussetzung fir die Aufklarung dieser molekularen Zusammenhange ist die
Untersuchung der betreffenden Promotoren. Aus diesem Grund sollten die
Promotoren von TAP1, TAP2, LMP2 und Tapasin kloniert und charakterisiert werden.
Die Aktivitdt der Promotoren wurde anschlieBend in den Zellen getestet und mit
Computerprogrammen auf potentielle Bindungsmotive fir Transkriptionsfaktoren
untersucht. Aufgrund dieser Bindungsstellen wurden Deletionsmutanten generiert,
um Uber deren Aktivitat Hinweise bezlglich der Funktionalitat dieser Bindungsmotive
zu finden. Ziel dieser Untersuchungen war die Identifikation von Sequenzbereichen
in den Promotorregionen, die eine HER-2/neu-induzierte Hemmung der Promotor-
aktivitat vermitteln.

4.4.1. Klonierung des murinen TAP2-Promotors

Der murine TAP2-Promotor wurde 1998 in Nature verdffentlicht (Zheng et al., 1998)
und das enstprechende Plasmid zur Verfligung gestellt. Es handelt sich um ein
1798 Bp langes Fragment aus der 5’-nicht-translatierten Region (UTR) von TAP2. Mit
Hilfe der Computerprogramme TFSEARCH (Heinemeyer et al. 1998) und Matin-
spector (Quando et al., 1995) wurde das Konstrukt auf potentielle Bindungsstellen
analysiert. Die Programme kénnen eine beliebige Sequenz auf Bindungsmotive
durchsuchen und eine Wahrscheinlichkeit der Bindung des entsprechenden Trans-
kriptionsfaktors angeben. Es wurden nur diejenigen Motive berlcksichtigt, deren
Bindungswahrscheinlichkeit in beiden Programmen mit > 85,0 % angegeben wurde.
Abb. 4.13 zeigt die Struktur mit den wichtigsten Bindungsmotiven des TAP2-
Promotors.
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Abb. 4.13: Putative Bindungsmotive fir Transkriptionsfaktoren im TAP2-Promotor

GATA - NF-kB - SP1 - GATA - AP1 - CREBP - C/EBP - IRF1/2 - P300 - CREBP - P300 - Myc - SP1 - P300 - NF-«xB - E2F
886 854 877 893 876 867 854 874 86,1 862 861 855 87,7 851 865 86,2

Dargestellt sind die wichtigsten Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen und die von TFSEARCH ange-
gebene Wahrscheinlichkeit einer Bindung in Prozent.

Die Analyse ergab eine Vielzahl von Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren,
darunter auch Faktoren, die durch HER-2/neu aktiviert werden kénnen. So finden
sich je zwei Motive fir NF-xB und SP1, sowie je ein AP1- und ein Myc-Motiv. Die
Induktion des Promotors durch IFN-yist von einem IRF1/2-Motiv abhangig, das in der
Mitte des Promotors im Bereich mehrerer Transkriptions-Initiationsregionen liegt
(Arons et al., 2000). AuBerdem finden sich je zwei Bindungsmotive fiir GATA und
,CAMP-Binding Protein“ (CREBP), ein Enhancer-Motiv (C/EBP), drei Bindungsstellen
fur die Histonazetyltransferase P300 und ein Motiv fir einen Faktor der E2F-Familie,
die vor allem im Zellzyklus eine wichtige Rolle spielen. Es finden sich keine Motive
fir NF-Y und CIITA, die die Expression der MHC-Gene kontrollieren.

Der TAP2-Promotor war in den Vektor ,PGL2" (Promega, Mannheim) einkloniert und
befand sich 75 Bp vor dem ATG eines Luziferase-Gens. Dieses Konstrukt hatte aber
in den NIH3T3 Zellen nur schwache Aktivitat und wurde deshalb in den Ublicherweise
verwendeten PGL3-Enhancer Vektor umkloniert, der aufgrund des Enhancers die
Promotoraktivitat verstarkt. Dabei wurde zusatzlich der Abstand zwischen Promotor-
ende und ATG verringert, um die Promotoraktivitat weiter zu verbessern.

Der PGL2-TAP2prom wurde mit den Enzymen Xhol und HINDIII verdaut, auf einem
Agarose-Gel aufgetrennt und das 1795 Bp groBe Fragment eluiert. Mit den gleichen
Schnittstellen wurde der PGL3-Enhancer-Vektor geschnitten und anschlieBend der
Promotor Uber eine ,sticky-end“-Ligation in den Vektor einkloniert. Das Produkt
(P237) wurde bezlglich der Integritdt des Promotors mittels Sequenzierung Uber-
pruft. Das Ergebnis zeigte, dass sich die Promotorregion 32 Bp vor dem ATG des
Luziferasegens befand. Die Klonierung ist in Abb. 4.14. dargestellt.
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Abb. 4.14: Herstellung des TAP2-Promotorplasmids (P237)
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Mit Hilfe eines Xhol/Hindlll-Verdaus des PGL2-TAP2prom (A) wurde der TAP2-Promotor isoliert und
dann Uber die Xhol/Hindlll-Schnittstellen in den PGL3-Enhancer (B) eingebracht (P237).

4.4.2.

Analyse der Promotoraktivitat von TAP2

Die basale Aktivitat des TAP2-Promotors wurde zunachst in den HER-2/neu™-Zellen
untersucht. Es wurde erwartet, dass die basale TAP2-Promotoraktivitédt im Vergleich
zu der des PGL3-Enhancer héher und durch IFN-y induzierbar ist (Abb. 4.15).
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Abb. 4.15: Aktivitat des TAP2-Promotors
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Aktivitat des TAP2-Promotors (P237) im Vergleich zur Aktivitdt des Enhancers (PGL3-Enhancer).
Jeweils 5x 10° HER-2/neu-Zellen wurden mit je 1ug des Luziferase-Plasmids und 0,03 ug des
B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfiziert und mit oder ohne 24 h Stimulation
mit 100 U/ml IFN-y nach 48 h Stunden die Promotoraktivitdt wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro
Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitéaten
bestimmt. Aus den Ergebnissen von fiinf unabhangigen Experimenten wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet, die hier als x-fache Aktivitdt des PGL3-Enhancer (=1) dargestellt
sind.

Die basale Aktivitdt des TAP2-Promotors ist um das 50fache héher als die Aktivitat
des Enhancers. Eine IFN-y-Induktion fUhrt zu einer Steigerung auf eine 180fache
Aktivitat. Diese Daten belegen, dass die 1789 Bp lange 5-UTR-Region des TAP2-
Gens Promotoraktivitat besitzt.

Im Weiteren wurde die TAP2-Promotoraktivitat zwischen den HER-2/neu™- und HER-
2/neu’-Zellen verglichen (Abb. 4.16).
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Abb. 4.16: Aktivitat des TAP2-Promotors in HER-2/neu - und HER-2/neu*-Zellen
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Jeweils 5 x 10° HER-2/neu"- und HER-2/neu*-Zellen wurden mit je 1 ug des Luziferase-Plasmids und
0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfiziert und mit oder ohne 24 h
Stimulation mit 100 U/ml IFN-y nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat wie beschrieben ermittelt (s.
3.8.4.). Pro Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und aus den Aktivitdten die
mittlere relative Luziferaseaktivitat bestimmt. Aus den relativen Luziferaseaktivitdten von finf unab-
héngigen Versuchen wurde jeweils die prozentuale Aktivitdt errechnet, wobei die Aktivitdt des
Promotors in den HER-2/neu-Zellen auf 100 % gesetzt wurde. Aus diesen Prozenten wurden die
dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt.

Abb. 4.16 zeigt, dass die HER-2/neu-Expression die TAP2-Promotoraktivitdt um
ungefahr 50 % verringert und diese durch eine IFN-y-Behandlung auf 150 % rekonsti-
tuiert werden kann.

Es wird damit postuliert, dass die geringere Menge an TAP2-mRNS und -Protein in
den HER-2/neu’-Zellen u.a. auf einer verminderten Promotoraktivitat beruht.

4.4.3. Klonierung des murinen Tapasin-Promotors

Die Klonierung des Tapasin-Promotors erfolgte mit spezifischen Primern, die in der
5-UTR des Tapasingens binden. Mit Hilfe dieses Tapasin-UTR-spezifischen Primer-
paares wurde eine 624 Bp lange Region isoliert und kloniert, in der potentielle
Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren vermehrt zu finden waren (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Putative Bindungsmotive flr verschiedene Transkriptionsfaktoren im
Tapasin-Promotor
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Dargestellt sind die wichtigsten Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen und die von TFSEARCH ange-
gebene Wahrscheinlichkeit einer Bindung in Prozent.

Die Analyse ergab, dass mit NF-xB und SP1 Motive nachgewiesen werden konnten,
die durch HER-2/neu aktiviert werden kénnen. Die Induktion des Promotors durch
IFN-y kénnte von einem IRF1/2-Motiv abhangig sein, das am 3’-Ende des Promotors
liegt. AuBerdem finden sich je zwei Bindungsmotive fir P300, GATA und EZ2F.
Analog zu dem TAP2-Promotor weist auch der Tapasin-Promotor keine Motive fr
NF-Y und CIITA auf.

Zur Klonierung des Promotors wurde die PCR mit 0,5 ug genomischer DNS von
NIH3T3-Zellen und 50 pmol/Ansatz eines jeden Tapasin-UTR-spezifischen Primers
bei einer Annealingtemperatur von 57 °C durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der
Ansatz direkt auf ein Agarose-Gel aufgetragen, die 624 Bp groBe Bande aus-
geschnitten und aufgereinigt. Das Produkt wurde Uber die von der Tag-Polymerase
gebildeten TA-Uberhange in den Vektor PCR2.1TOPO (Invitrogen, Eggenstein) an
Position 294 einkloniert. Das entstandene Plasmid PCR2.1-Tpn wurde in Bakterien
nach Herstellerangaben vermehrt und aufgereinigt. Um den Promotor in ein Luzi-
ferase-Konstrukt einzubringen, wurde das PCR2.1-Tpn-Plasmid mit Sacl und Xhol
verdaut, die Fragmente in einem Agarose-Gel aufgetrennt und der Promotor eluiert.
Gleichzeitig wurde der PGL3-Enhancer mit Xhol und Hindlll linearisiert und mit dem
eluierten Promotor Uber eine blunt-end-Ligation ligiert (Abb. 4.18). Das Produkt
(P238) wurde anschlieBend in Bakterien vermehrt und nach Aufreinigung mittels
Restriktionsanlayse und Sequenzierung Uberprift.

Da der Tapasin-Promotor (P238) nur geringe Aktivitat im Luziferaseassay aufwies,
wurde ein Teil der zwischen Promotor-3’-Ende und Luziferase gelegenen ,multiple
cloning site“ (MCS) entfernt. Zu diesem Zweck wurde das Plasmid noch einmal mit
EcoRl verdaut, der Promotor aus dem anschlieBenden Agarose-Gel eluiert und Gber
die Xhol/Hindlll-Schnittstellen in den PGL3-Enhancer eingebracht (P250). Die Se-
quenzierung des neuen Reporterplasmids ergab, dass der Abstand zwischen
Promotorende und ATG von 100 Bp auf 44 Bp reduziert werden konnte (Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Herstellung eines Tapasin-Promotor-Plasmids
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Das PCR-Produkt wurde (iber die TA-Uberhdnge in den PCR2.1-TOPO-Vektor einkloniert (A). Dann
wurde der Promotor mit Xhol und Sacl herausgeschnitten und in den PGL3-Enhancer eingebracht
(P238, B). Um die Promotoraktivitat zu erhéhen, wurde durch einen EcoRI-Verdau der Promotor aus
dem Plasmid geschnitten und in die Xhol/Hindlll-Schnittstellen in den PGL3-Enhancer einkloniert
(P250, C).
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4.44. Analyse der Promotoraktivitat von Tapasin

Der klonierte Tapasin-Promotor wurde auf die basale und IFN-y-induzierbare Aktivitat
in den HER-2/neu-Zellen mittels Luziferaseversuch Uberprift.

Abb. 4.19: Aktivitat des Tapasin-Promotors (P250) im Vergleich zur Aktivitat des
Leervektors
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Jeweils 5x 10° HER-2/neu-Zellen wurden mit je 1ug des Luziferase-Plasmids und 0,03 ug des
B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfiziert und mit oder ohne 24 h Stimulation
mit 100 U/ml IFN-y nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro
Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitaten
bestimmt. Aus den Ergebnissen von vier unabh&ngigen Experimenten wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet, die hier als x-fache Aktivitdt des PGL3-Enhancer (=1) dargestellt
sind.

Wie Abb. 4.19 zeigt, besitzt das klonierte Konstrukt eine Promotoraktivitat, die im
Vergleich zum Leervektor um das 10fache erhdht ist und durch IFN-y auf eine mehr
als 20fache Aktivitat verstarkt werden kann. Der Tapasin-Promotor hat also im
Vergleich zu dem TAP2-Promotor eine geringere Aktivitat, die jedoch signifikant und
Uber IFN-y stimulierbar ist.

4.4.5. Bestimmung des Tanskriptionsstartes im Tapasin-Promotor

Da die Transkriptionsstartpunkte im Tapasin-Promotor im Unterschied zum TAP2-
Promotor noch nicht bekannt waren, sie aber Einfluss auf die Promotoraktivitat
nehmen, sollte der Start der Transkription mittels 5’RACE bestimmt werden. Hierzu
wurde der ,Gene Racer Kit“ (Invitrogen, Eggenstein) eingesetzt. Als Template
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wurden 2 ug RNS von NIH3T3-Zellen eingesetzt, an deren 5-Enden zunachst die
CAP-Struktur der mRNS durch ein bekanntes RNS-Oligo ersetzt wurde. Nach
reverser Transkription diente die RNS als Matrize fir eine PCR mit einem spe-
zifischen 5’-Primer, der mit diesem Oligo hybridisieren kann, und zwei unter-
schiedlichen Primern, die in der mRNS von Tapasin binden. Die PCR mit diesen
Primern wurde im TRIO-Heizblock (Biometra, Géttingen) bei einer Annealing-
temperatur von 67 °C bzw. 69 °C durchgefthrt. Die resultierenden Produkte wurden
in den TOPO-Vektor einkloniert, in Bakterien transformiert und je 10 Kolonien ver-
mehrt. Aus diesen wurden die TOPO-Vektoren isoliert und sequenziert. Die
Sequenzierung liefert so den genauen Start der Transkription am 3’-Ende des revers
transkribierten RNS-Oligos. Das Ergebnis ist in Abb. 4.20 dargestellt.

Abb. 4.20: Transkriptionsstartpunkte im Tapasin-Promotor

-59 -58-56 -53 -31 -16 -9
» » IRF1/2 o
...TTCCTCACCCCAGCCTTAGAAGGAAAATGAAAGTGAAAGGGGAAGAAAAGACTTGGTAGGAGAGATCGTAGCACCATG
|:: INR

Die Abbildung zeigt einen 75 Bp langen Bereich aus der 5’-UTR des Tapasingens vor dem ATG in der
mRNS, die IRF1/2-Bindungsstelle und das gefundene INR-Element. Die Startpunkte der Transkription
sind mit Pfeilen markiert.

Das Ergebnis in Abb. 4.20 =zeigt, dass die Transkription von Tapasin an
verschiedenen Stellen beginnt. Dieses Phanomen ist typisch flir Promotoren ohne
eine TATA-Box. Damit ahnelt der Tapasin-Promotor den beiden TAP-Promotoren,
die ebenfalls keine TATA-Boxen besitzen und deren Transkription an unter-
schiedlichen Stellen beginnt (Wright et al., 1995; Arons et al., 2001). Im Tapasin-
Promotor wurden insgesamt sieben Transkriptionsstartpunkte ermittelt, von denen
vier in der Region eines INR-Elements und des IRF-Motivs liegen. Der Startpunkt an
Position —58 wurde in den 10 Ansatzen dreimal gefunden.

Im Weiteren wurde die basale und IFN-y-induzierte Tapasin-Promotoraktivitat
zwischen den HER-2/neu - und HER-2/neu*-Zellen verglichen (Abb. 4.21).
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Abb. 4.21: Aktivitat des Tapasin-Promotors in HER-2/neu™- und HER-2/neu” -Zellen
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Jeweils 5 x 10° HER-2/neu™- und HER-2/neu*-Zellen wurden mit je 1 pug des Luziferase-Plasmids und
0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfiziert und mit oder ohne 24 h
Stimulation mit 100 U/ml IFN-y nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat wie beschrieben ermittelt (s.
3.8.4.). Pro Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und aus den Aktivitdten die
mittlere relative Luziferaseaktivitat bestimmt. Aus den relativen Luziferaseaktivitdten von vier unab-
héngigen Versuchen wurde jeweils die prozentuale Aktivitdt errechnet, wobei die Aktivitdt des

Promotors in den HER-2/neu-Zellen auf 100 % gesetzt wurde. Aus diesen Prozenten wurden die
dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt.

Das Ergebnis zeigt, dass die Aktivitat des Tapasin-Promotors in den HER-2/neu’-
Zellen vermindert ist und nur 60 % der Aktivitédt in den HER-2/neu™-Zellen erreicht.
Analog zu TAP2 zeigt sich auch hier die erwartete Rekonstitution durch IFN-y.

Damit kdnnte analog zu dem TAP2-Promotor auch bei Tapasin die verminderte
Menge an RNS und Protein u.a. durch eine Hemmung der Promotoraktivitat in den
HER-2/neu*-Zellen erklarbar sein.

4.4.6. Klonierung des murinen TAP1/LMP2-Promotors

Der murine TAP1/LMP2 Promotor wurde von Ursula Wollscheid in der AG Seliger
kloniert. Aufgrund der Bidirektionalitdt kbnnen Transkriptionsfaktoren binden, die in
LMP2- oder TAP1-Richtung den Promotor aktivieren. Eine Analyse der Sequenz mit
dem Computerprogramm ergab die folgenden Bindungsmotive fiir Transkriptions-
faktoren (Abb. 4.22):
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Abb. 4.22: Putative Bindungsmotive flr verschiedene Transkriptionsfaktoren im
TAP1/LMP2-Promotor
LMP2 TAP1

GATA - C/EBP - SP-1- GATA - E2F - CREBP - SP1 - GATA - Oct - IRF1 - STAT - NFkB - E2F
902 945 885 862 1000 877 863 862 857 875 865 872 86,2

Dargestellt sind die wichtigsten Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen und die von TFSEARCH ange-
gebene Wahrscheinlichkeit einer Bindung in Prozent.

Analog zu dem TAP2- und Tapasin-Promotor finden sich im bidirektionalen
TAP1/LMP2-Promotor Bindungsmotive flr Transkriptionsfaktoren, die durch HER-
2/neu aktiviert werden kénnen. Zu diesen zahlen je zwei Motive flir SP1 und E2F,
sowie ein NF-kB- und ein STAT-Motiv. AuBerdem finden sich Erkennungssequenzen
fur GATA, C/EBP, CREBP und Oct1. Die IFN-y-vermittelte Induktion der Trans-
kription wird durch ein IRF1-Motiv vermittelt (White et al., 1996). Analog zu dem
TAP2- und Tapasin-Promotor fehlen dem TAP1/LMP2-Promotor Erkennungs-
sequenzen fur CIITA und NF-Y.

Das Uber eine PCR amplifizierte Produkt wurde von Ursula Wollscheid in beide
Richtungen in den PGL3-Enhancer-Vektor einkloniert, so dass der Promotor in
TAP1- (P247) und LMP2-Orientierung (P248) untersucht werden konnte.

44.7. Analyse der Promotoraktivitat von TAP1/LMP2

Der bidirektionale LMP2/TAP1-Promotor wurde auf seine basale und IFN-y-
induzierbare Aktivitat in den HER-2/neu -Zellen mittels Luziferaseassay Uberprtift
(Abb. 4.23).
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Abb. 4.23: Aktivitat des TAP1/LMP2-Promotors im Vergleich zur Aktivitat des
Leervektors
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Jeweils 5x 10° HER-2/neu-Zellen wurden mit je 1ug des Luziferase-Plasmids und 0,03 ug des
B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfiziert und mit oder ohne 24 h IFN-y-
Stimulation nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro Versuch
wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitaten
bestimmt. Aus den Ergebnissen von drei unabhéngigen Experimenten wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet, die hier als x-fache Aktivitdt des PGL3-Enhancer (=1) dargestellt
sind.

Beide klonierte Promotoren weisen eine signifikante Aktivitat auf, wobei der TAP1-
Promotor eine 35fache, der LMP2-Promotor eine 10fache Aktivitat im Vergleich zu
der des PGL3-Enhancer-Plasmids besitzt. Beide Promotoren sind durch IFN-y indu-
zierbar.

Im Weiteren wurde die TAP1/LMP2-Promotoraktivitat zwischen den HER-2/neu- und
HER-2/neu’-Zellen verglichen (Abb. 4.24).
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Abb. 4.24: Aktivitat des TAP1/LMP2-Promotors in HER-2/neu™- und HER-2/neu‘*-
Zellen
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Jeweils 5 x 10° HER-2/neu” und HER-2/neu* Zellen wurden mit je 1 pg der Luziferase-Plasmide P247
(TAP1-Promotor, weiBe Balken) und P248 (LMP2-Promotor, graue Balken) und 0,03 ug des
B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfiziert und mit oder ohne 24 h Stimulation
mit 100 U/ml IFN-y nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro
Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und aus den Aktivitdten die mittlere relative
Luziferaseaktivitdt bestimmt. Aus den relativen Luziferaseaktivititen von drei unabhéngigen Ver-
suchen wurde jeweils die prozentuale Aktivitat errechnet, wobei die Aktivitdt des Promotors in den
HER-2/neu™-Zellen auf 100 % gesetzt wurde. Aus diesen Prozenten wurden die dargestellten
Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt.

Wie in Abb. 4.24 dargestellt, ist die Aktivitat des Promotors in beide Richtungen
durch HER-2/neu vermindert. Dabei zeigt der TAP1-Promotor eine 50 %ige, der
LMP2-Promotor eine 60 %ige Herabsenkung der Aktivitat, die in beiden Fallen durch
IFN-y-Behandlung wieder rekonstituiert werden kann.

Zusammenfassend zeigen die vier klonierten Promotoren von TAP1, TAP2, LMP2
und Tapasin eine geringere Aktivitat in den HER-2/neu’-Zellen im Vergleich zu den
HER-2/neu-Zellen. Alle Promotoren sind in beiden Zelllinien durch IFN-y induzierbar.
Es sollte nun der Frage nachgegangen werden, welche Regionen der Promotoren flr
diesen Effekt hauptsachlich verantwortlich sind, um Hinweise auf den oder die
mdglichen Transkriptionsfaktoren zu finden, die durch HER-2/neu in ihrer Aktivitat
beeinflusst werden.



Ergebnisse 98

4.5. Untersuchung der Zielregionen von HER-2/neu

Aus den oben angeflihrten Ergebnissen resultiert die Vermutung, dass HER-2/neu
die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die Promotoren von TAP1, TAP2, LMP2
und Tapasin moduliert. Aufgrund der relativ groBen Anzahl an Bindungsmotiven fir
Transkriptionsfaktoren in den klonierten Promotoren wurden die Promotoren zu-
nachst Uber Restriktionsanalysen in kleinere Bereiche unterteilt und hinsichtlich ihrer
Aktivitat in HER-2/neu™- und HER-2/neu*-Zellen untersucht.

4.5.1. Vergleich der Bindungsmotive in den klonierten Promotoren

Da HER-2/neu die Aktivitdt der vier klonierten Promotoren reduziert, ist ein
gemeinsames Muster von Bindungsmotiven flr Transkriptionsfaktoren in diesen
Promotoren zu vermuten.

Abb. 4. 25: Gemeinsame Bindungsmotive in den Promotoren fiir TAP und Tapasin

LMP2 TAP1
<4+—
GATA - - SP-1- GATA - E2F - - SPI- GATA- Oct - IRFI- - NF-xB- E2F
Tapasin
5 — 3

TAP2

GATA- NF-xB- SPI- GATA - - IRF1/2 - P300- - P300 - - SPI1- P300- NF-xB- E2F

Dargestellt sind in 5-3’ Richtung die Bindungsmotive in den klonierten TAP1/LMP2-, TAP2- und
Tapasin-Promotoren, die in beiden verfligbaren Computerprogrammen TFSEARCH und Matinspector
mit einer Bindungs-Wahrscheinlichkeit von >85 % angegeben wurden. Gemeinsame Bindungsstellen
sind schwarz, unterstrichen und kursiv, unterschiedliche Bindungsstellen grau dargestellt.

In der Tat zeigt der Vergleich der Bindungsmotive in den verschiedenen Promotoren
mehr Gemeinsamkeiten, als Unterschiede (Abb. 4.25). In allen Promotoren treten
Motive fir GATA, SP1, NF-xB, E2F und IRF auf. Diese sind in jedem Promotor mit
Ausnahme von IRF und NF-xB zwei- oder mehrmals vorhanden. Dem Tapasin-
Promotor fehlt eine CREBP-Bindungsstelle, dem TAP2-Promotor ein STAT- und dem
TAP1/LMP2-Promotor ein P300-Motiv. Eine mdégliche Interaktion von HER-2/neu
kénnte also Ober GATA, SP1, NF-xB oder IRF alleine, oder in Kombinationen
erfolgen. Alternativ kénnten die HER-2/neu-vermittelten Regulationen der
Promotoren Uber unterschiedliche Transkriptionsfaktoren erfolgen. Falls keiner dieser
Faktoren von HER-2/neu beeinflusst wird, muss die Existenz eines Trans-
kriptionsfaktors, dessen Bindungsmotiv durch die Computeranalyse nicht detektiert
wurde, angenommen werden.
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Auf der Basis der Computer-gestitzten Sequenzanalyse wurden Bindungsmotive
eliminiert, durch die HER-2/neu die Aktivitdt der Promotoren modulieren kénnte.
Hierzu wurden mittels Restriktionsendonukleasen Deletionsmutanten hergestellt,
sowie Uber die Einflhrung von Punktmutationen bestimmte Motive flr Trans-
kriptionsfaktoren inaktiviert.

4.5.2. Herstellung und Analyse von Deletionsmutanten des TAP2-
Promotors

Far die Herstellung der Deletionsmutanten des TAP2-Promotors wurde der Promotor
mit Xhol und Hindlll aus dem Plasmid P237 herausgeschnitten und die ent-
sprechende Bande aus dem Agarose-Gel aufgereinigt. AnschlieBend wurde der
Promotor mit spezifischen Restriktionsendonukleasen verdaut, Uberhdnge mit dem
Klenow-Enzym aufgefillt und die entsprechenden Banden aus dem Agarose-Gel
eluiert. Die Promotorfragmente wurden dann Uber ,blunt-end-Ligation® in die Hindlll-
Schnittstelle des PGL3-Enhancer-Vektors einkloniert und durch Sequenzierung
Uberprift. Abb. 4.26 zeigt die angefertigten Promotormutanten und die eingesetzten
Restriktionsendonukleasen:
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Abb. 4.26: Verschiedene Uber Restriktionsendonukleasen generierte TAP2-
Promotormutanten

Apal Wt (1798 Bp)

|
GATA - NF-«kB - 5_P.7i GATA - AP1 - CREBP - C/EBP -_IRF1/2 - P300 - CREBP - P300 - Myc - SPI- P300- NF-kB- E2F

NspI Mut1 (1538 Bp)

GATA - AP1 - CREBP | C/EBP -_IRF1/2 - P300 - CREBP - P300 - Myc - SPI - P300- NF-xB - E2F

v

¢fréazl Mut2 (1064 Bp)

C/EBP -_IRF1/2{ P300 - CREBP - P300- Myc - SPI - P300 - NF-kB - E2F

v

BsIXT Mut3 (791 Bp)

P300 - CREBP - £300 - Myc - SPI- P300- NF-x8 - E2F

v

£co3T  mMut4 (629 Bp)

Myc iS_P] - P300- NF-xB- E2F

£eo3IT \\ut5 (348 Bp)

SPI- P300- NF-xB - E2F

Apal Muté (1198 Bp) &I
GATA - AP1 - CREBP - C/EBP -_IRF1/2 - P300 - CREBP - P300 - Myc
v v

Dargestellt sind die Promotorfragmente (Mut1-6), ihre Bindungsmotive im Vergleich zum Wildtyp (W),
ihre GroBe und das jeweilige Restriktionsenzym, mit dem das Fragment aus dem W?i-Promotor
ausgeschnitten wurde. Bindungsmotive, die auch im TAP1/LMP2-, oder Tapasin-Promotor detektiert
wurden, sind kursiv und unterstrichen dargestellit.

Nachdem die Promotor-Deletionsmutanten konstruiert und sequenziert waren, wurde
ihre basale Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp-Promotor in HER-2/neu”-Zellen
getestet. Dies sollte Aufschluss Uber die Bedeutung der deletierten Bereiche fir die
Gesamtaktivitait des TAP2-Promotors geben. Die Testung der Promotoraktivitat
erfolgte nach transienter Transfektion der einzelnen Plasmide im Luziferaseassay.
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Abb. 4.27: Aktivitat der TAP2- Promotormutanten
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Jeweils 5x10° HER-2/neu-Zellen wurden mit je 1pug der spezifischen Luziferase-Plasmide

P237(Wt), bzw. Mut 1-6 und 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient
transfiziert und nach 48 h Stunden die Promotoraktivitdt wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro
Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitaten
bestimmt. Aus den Ergebnissen von mindestens 10 unabh&ngigen Experimenten wurde jeweils die
prozentuale Aktivitat errechnet, wobei die Aktivitdt des Wt-Promotors auf 100 % gesetzt wurde. Aus
diesen Prozenten wurden die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt.

Die Ergebnisse in Abb. 4.27 zeigen eine gegentber dem Wildtyp erhdhte Aktivitat
der Mutanten 1 und 2. Die 5’-Deletionen dieser Mutanten verursachen demnach eine
Steigerung der TAP2-Promotoraktivitat, was auf eine repressive Wirkung dieser
Bereiche auf die Wildtyp-Promotoraktivitdt schlieBen lasst. Dagegen sind die
Mutanten 3, 4 und 5 weniger aktiv als der Wildtyp. Somit hat der in diesen Mutanten
deletierte mittlere Bereich des Promotors aktivierende Eigenschaften. Hier liegen die
Motive fir den Enhancer C/EBP und fir IRF, die von Arons und Koautoren (2000) als
entscheidend flr die Promotoraktivitdt von TAP2 deklariert wurden. Die Aktivitat von
Mutante 6, mit einer weiteren 3’-Deletion zeigt allerdings, dass die Region um IRF
nicht far die komplette Wildtyp-Promotoraktivitéat ausreicht. Die Ergebnisse flihren zu
der Hypothese, dass sich der TAP2-Promotor aus zwei aktivierenden Regionen
zusammensetzt: der Bereich mit C/EBP und IRF und ein 3’-gelegener Bereich mit
Bindungsstellen fir SP1, P300, E2F und NF-xB (Abb. 4.28).

Abb. 4.28: Aktivierende Stellen im TAP2-Promotor

GATA - NF-xB - SP1 - GATA - AP1 - CREBP -_¢/EBP - IRF1/2-P300 - CREBP - P300 - Myc - SPI - P300 - NF-xB - E2F

Dargestellt sind die wichtigsten Bindungsmotive, von denen die aktivierenden Motive fett, kursiv und
unterstrichen hervorgehoben sind.
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Nach der Uberpriifung des Einflusses der einzelnen Regionen des TAP2-Promotors
auf die konstitutive Aktivitat wurden die einzelnen Mutanten in den HER-2/neu’-
Zellen im Vergleich zu den HER-2/neu-Zellen hinsichtlich ihrer Aktivitat untersucht.

Abb. 4.29: Hemmung der Aktivitat der TAP2-Promotor-Deletionsmutanten in
HER-2/neu’-Zellen
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Jeweils 5 x 10° HER-2/neu™- und HER-2/neu*-Zellen wurden mit je 1 pg der spezifischen Luziferase-
Plasmide P237 (Wt), bzw. Mut1-6 und 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion
transient transfiziert und nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.).
Pro Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferase-
aktivitdten bestimmt. Aus den Ergebnissen von mindestens 10 unabhangigen Experimenten wurden
jeweils die prozentualen Aktivitaten errechnet, wobei die Aktivitdit des Wt-Promotors in den HER-
2/neu-Zellen auf 100 % gesetzt wurde. Aus diesen Prozenten wurden die dargestellten Mittelwerte

und Standardabweichungen ermittelt.

Wie in Abb. 4.29. dargestellt, sind alle getesteten Mutanten im Vergleich zum Wt-
Promotor weniger stark herunterreguliert. Allerdings zeigen sich starke Standard-
abweichungen, die eindeutige Aussagen erschweren. Die Mutanten mit der
geringsten Aktivitat (Mutanten 3 und 4) sind auch am wenigsten durch HER-2/neu
herunterreguliert. Eine signifikante Hemmung des Promotors durch HER-2/neu-
Expression lasst sich nur fir den Wildtyp und Mutante 1 nachweisen. Daraus
ergeben sich folgende Zielregionen fur HER-2/neu:

Abb. 4.30: Zielregionen fir HER-2/neu im TAP2-Promotor

GATA - NF-xB - SP1 - GATA - AP1 - CREBP - C/EBP - IRF1/2-P300 - CREBP - P300 - Myc - SP1 - P300 - NF-«B -

Dargestellt sind die wichtigsten Bindungsmotive im TAP2-Promotor. Die Region des Promotors, die
durch HER-2/neu signifikant inhibiert wird, ist fett, kursiv und unterstrichen hervorgehoben.
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4.5.3. Herstellung und Analyse von Deletionsmutanten des Tapasin-
Promotors

Die Generierung der Deletionsmutanten des Tapasin-Promotors erfolgte analog zu
den TAP2-Deletionsmutanten mit Restriktionsendonukleasen. Die einzelnen Mutan-
ten sind in Abb. 4.31 dargestellt.

Abb. 4.31: Tapasin-Promotor-Deletionsmutanten

Xem T cfol Wt (624 Bp)

GATA -|NF-«xB - P300 -|GATA - E2F - SP1 - P300 - E2F - NF-«kB - IRF1/2

v v
BspH T

Mut 1 (473 Bp)
NF-xB -{P300 - GATA - E2F - SP1-P300 - E2F - NF-xB - IRF1/2
v

AI/”I Mut 2 (459 Bp)

P300 - GATA - E2F - SP1 - P300 { E2F - NF-kB - IRF1/2

Mut 6 (355 Bp) 70T Mut 3 (173 Bp) DTJeI
GATA - NF-xB - P300 ﬂ E2F - NF-«xB —lIRFl/Z
Mut 7 (462 Bp) AluT Dde I
GATA - NF-xB - P300 - GATA - E2F - SP1 - P300 IRF1/2 Mut 4 (71 Bp)
v v
Dde I

Mut 5 (553 Bp)
GATA - NF-xB - P300 - GATA - E2F - SP1 - P300 - E2F - NF-«xB

v

Dargestellt sind die Promotorfragmente (Mut 1-7) und ihre Bindungsmotive im Vergleich zum Wt, ihre
GroBe und das jeweilige Restriktionsenzym, mit dem die Region aus dem W?it-Promotor ausge-
schnitten wurde.

Analog zu den Deletionsmutanten des TAP2-Promotors wurden die Tapasin-
Promotor-Deletionsmutanten hinsichtlich ihrer basalen Aktivitat im Vergleich zur
Aktivitat des Promotor-Wildtyps in HER-2/neu™-Zellen bestimmt. Die Testung der
Promotoraktivitat erfolgte nach transienter Transfektion der Plasmide im Luziferase-
assay.
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Abb. 4.32: Aktivitat der Tapasin-Promotor-Deletionsmutanten
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Jeweils 5x 10° HER-2/neu” Zellen wurden mit je 1 ug der spezifischen Luziferase-Plasmide P250

(Wt), bzw. Mut 1-7 und je 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfi-
ziert und nach 48 h Stunden die Promotoraktivitdt wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro Versuch
wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitéaten
bestimmt. Aus den Ergebnissen von acht unabhangigen Experimenten wurde jeweils die prozentuale
Aktivitdt errechnet, wobei die Aktivitdt des Wt-Promotors auf 100 % gesetzt wurde. Aus diesen
Prozenten wurden die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt.

Wie Abb. 4.32 zeigt, besitzen die verschiedenen Mutanten eine heterogene
Promotoraktivitdt. Die Mutanten 1, 2, 5 und 7 haben im Vergleich zum Wt eine
erhéhte Aktivitédt, d.h. die in diesen Mutanten deletierten Bereiche haben keinen
aktivierenden Einfluss auf die Wt-Promotoraktivitat. Im Gegensatz dazu ist die
Promotoraktivitdt der Mutanten 3, 4 und 6 zum Teil stark reduziert, was auf eine
wichtige Rolle der hier deletierten Bereiche fir die Tapasin-Promotoraktivitat
schlieBen l&asst.

Die im Vergleich zum Wt-Promotor erhdhte Aktivitdt der Mutante 1 lasst vermuten,
dass die deletierte GATA-Bindungsstelle eine repressive Wirkung auf den Promotor
hat. Die weitere Deletion eines NF-kB-Motivs in Mutante 2 resultiert in einer
gegenldber Mutante 1 verminderten Aktivitat. Deshalb kann eine Bedeutung der
NF-xB Stelle auf die Aktivitdt des Wt-Promotors vermutet werden. Weitere
zusatzliche 5’-Deletionen reduzieren die Promotoraktivitat (mut 3, 4). Hieraus
resultiert die Annahme, dass die IRF1/2-Bindungsstelle in Mutante 4 keinen
aktivierenden Einfluss auf die Tapasin-Promotoraktivitdt hat. Dies wird durch die
Mutante 5 bestatigt, in der das IRF1/2-Motiv deletiert ist, was die basale Aktivitat im
Vergleich zu der des Wildtyps stark steigert.

Aus diesen komplizierten Zusammenhangen ergibt sich flir den Tapasin-Promotor,
dass von den 10 putativen Transkriptionsfaktor-Motiven lediglich zwei Bindungs-
stellen auf die Aktivierung der Transkription keinen Einfluss haben (Abb. 4.33).
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Abb. 4.33: Aktivierende Bereiche im Tapasin-Promotor

GATA - NF-xB- P300- GATA - E2F - SP1 - P300- E2F - NF-xB- IRF1/2

Dargestellt sind die wichtigsten Bindungsmotive, von denen die aktivierenden Motive fett, kursiv und
unterstrichen hervorgehoben sind.

Da die Deletion der IRF1/2-Bindungsstelle die Tapasin-Promotoraktivitdt in den
Experimenten erhéht, wurde im Folgenden untersucht, ob dieser Bereich fir die
IFN-y-Stimulation des Promotors in Frage kommt. Aus diesem Grund wurden alle
Mutanten auch hinsichtlich der IFN-y-Stimulierbarkeit getestet.

Abb. 4.34. IFN-y-Induzierbarkeit der Tapasin-Promotor-Deletionsmutanten
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Jeweils 5 x 10° HER-2/neu™-Zellen wurden mit je 1 pug der spezifischen Luziferase-Plasmide P250
(W1), bzw. Mut 1-7 und je 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfi-
ziert und mit oder ohne 24 h Stimulation mit 100 U/ml IFN-y nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat
wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und
die Mittelwerte der Luziferaseaktivitditen bestimmt. Aus den relativen Luziferaseaktivititen wurde
jeweils die x-fache Induktion der konstitutiven Aktivitat des Wt-Promotors errechnet und die
dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen aus den Ergebnissen von acht unabhangigen
Versuchen ermittelt.

x-fache Induktion
w

|

Die Ergebnisse in Abb. 4.34 verdeutlichen, dass das IRF-Motiv fir die IFN-y-
Induzierbarkeit des Promotors essentiell ist, da alle Mutanten, denen dieser Bereich
fehlt (Mutanten 5, 6 und 7), keine Induzierbarkeit mehr zeigen.

Analog zu den Studien des TAP2-Promotors wurden im Folgenden die Tapasin-
Promotor-Deletionsmutanten hinsichtlich einer Hemmung in den HER-2/neu*-Zellen
analysiert (Abb. 4.35).
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Abb. 4.35: Aktivitdt der Tapasin-Promotor-Deletionsmutanten in den HER-2/neu*-
Zellen
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Jeweils 5x10° HER-2/neu*-Zellen wurden mit je 1 ug der spezifischen Luziferase-Plasmide P250 (Wt),
bzw. Mut 1-7 und je 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfiziert
und nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro Versuch wurde
jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitaten bestimmt. Aus
den Ergebnissen von acht unabhdngigen Experimenten wurde jeweils die prozentuale Aktivitat
errechnet, wobei die Aktivitdt des Wt-Promotors in den HER-2/neu-Zellen auf 100 % gesetzt wurde.
Aus diesen Prozenten wurden die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt.

Das Ergebnis zeigt, dass alle Mutanten mit Ausnahme von Mutante 6 in den HER-
2/neu*-Zellen herunterreguliert sind (Abb. 4.35). Daraus folgt, dass alle Regionen,
die einen Einfluss auf die Aktivitdt des Tapasin-Promotors haben, durch HER-2/neu
reprimiert werden kdnnen. Daraus ergeben sich die folgenden potentiellen Ziel-
sequenzen fur HER-2/neu:

Abb. 4.36: Zielregionen fur HER-2/neu im Tapasin-Promotor

GATA - NF-xB - P300 - GATA - E2F - SPI - P300- E2F - NF-xB- IRF1/2

Dargestellt sind die wichtigsten Bindungsmotive im Tapasin-Promotor. Die Region des Promotors, die
durch HER-2/neu signifikant reprimiert wird, ist fett, kursiv und unterstrichen hervorgehoben.

Aus den Ergebnissen der Studien mit den Promotor-Deletionsmutanten von TAP2
und Tapasin konnte nicht auf ein bestimmtes Bindungsmotiv geschlossen werden,
das die HER-2/neu-vermittelte Hemmung der Promotoraktivitat verursacht. Die noch
herunterregulierten Bereiche beider Promotoren sind relativ lang und enthalten eine
Vielzahl von Motiven.

Aus diesem Grund wurden am Beispiel des Tapasin-Promotors verschiedene
Bindungsmotive Uber Mutagenese-PCR gezielt eliminiert. Diese Promotormutanten
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wurden anschlieBend hinsichtlich ihrer Aktivitat in den HER-2/neu™-Zellen analysiert,
um die Funktionalitdat der mutierten Motive zu verifizieren. AnschlieBend wurde
untersucht, ob die Elimination der Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle einen Einfluss
auf die Verringerung der Promotoraktivitit bei einer HER-2/neu-Uberexpression
nimmt.

4.5.4. Eliminierung von Bindungsmotiven fiir Transkriptionsfaktoren im
Tapasin-Promotor

Mittels Mutagenese-PCR wurden verschiedene Bindungsmotive durch Mutation
inaktiviert (Tab. 4.2).

Tab. 4.2: Mutierte Bindungsmotive fir Transkriptionsfaktoren im Tapasin-Promotor

Transkriptionsfaktor - Motiv Position Wt Motiv Mutiertes Motiv
NF-xB -468 ggggatccca gagaatccca
P300 -309 cgcgggagtgtggt | cgcgggatectggt
E2F -239 gttggcgce gttggatc
SP1 -206 g9999tgggt ggggaaaggt
P300 -191 gcgaggagttggctg | gcgaggateeggctg
E2F -146 tttggcce tttggatc
NF-xB -82 gggaatttcc gegcectticc
IRF-1/2 -42 aggaaaatgaaagt | aggatcctgaaagt

Um sicher zu stellen, dass durch den entsprechenden Basenaustausch die
Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle eliminiert wurde und keine neue Bindungsstelle
entstanden ist, wurden alle Mutationen mittels TRANSFAC auf neue Bindungsmotive
fir Transkriptionsfaktoren Uberprift. AuBerdem wurden die klonierten Konstrukte
durch Sequenzierung Uberprft.

Die so gewonnenen Transkriptionsfaktor-K.o.-Mutanten wurden hinsichtlich ihrer
Aktivitat mittels Luziferaseasay im Vergleich zu dem Wildtyp untersucht (Abb. 4.37).
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Abb. 4.37: Aktivitat der Transkriptionsfaktor-K.o.-Mutanten des Tapasin-Promotors in
den HER-2/neu-Zellen.
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Jeweils 5x10° HER-2/neu-Zellen wurden mit je 1ug der Luziferase-Plasmide und 0,03 ug des
B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfiziert und mit oder ohne 24 h Stimulation
mit 100 U/ml IFN-y nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro
Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitéaten
bestimmt. Aus den Ergebnissen von mindestens drei unabhangigen Experimenten wurde jeweils die
prozentuale Aktivitat errechnet, wobei die Aktivitdt des Wt-Promotors in den HER-2/neu’-Zellen auf
100 % gesetzt wurde. Aus diesen Prozenten wurden die dargestellten Mittelwerte und Standard-
abweichungen ermittelt.

Abb. 4.37 zeigt, dass nur eine Transkriptionsfaktor-K.o.-Mutante eine im Vergleich zu
dem Wt verminderte Aktivitat aufweist (NF-xB, -482). Daraus folgt, dass von den
eliminierten Bindungsmotiven nur das NF-xB-Motiv an Position -482 die Aktivitat des
Tapasin-Promotors aktiviert. AuBerdem wird die Aktivitat bei Inaktivierung des IRF-
Motivs stark erhéht, was auf einen repressiven Einfluss dieses Motivs hinweist.
Allerdings ist diese Bindungsstelle flr die Induzierbarkeit des Promotors durch IFN-y
verantwortlich. Auch die Elimination der Motive fir E2F (-229, -146) und P300 (-302)
fuhrt zu einer Steigerung der Promotoraktivitat. Fir diese Motive I&sst sich demnach
ebenfalls eine repressive Wirkung auf die Promotoraktivitat vermuten.

4.5.5. Bedeutung des NF-kB-Motivs an Position -482 fur die basale
Tapasin-Promotoraktivitat

Wie in Abb. 4.37 dargestellt, fihrt die Elimination des NF-xB-Motivs an Position -482
zu einer signifikanten Reduktion der Aktivitat des Tapasin-Promotors. Dies wurde mit
einem NF-xB-Inhibitorpeptid und mittels Gelretardationsversuchen genauer unter-
sucht.
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Zu diesem Zweck wurden HER-2/neu™- und HER-2/neu*-Zellen mit dem Wt-Promotor
oder der NF-kB-K.o.-Mutante (-482) transfiziert und vor der Analyse im Luziferase-
assay fur 36 h mit dem NF-xB-Inhibitor-Peptid inkubiert.

Abb. 4.38: Einfluss des NF-«xB-Inhibitors auf die Tapasin-Promotoraktivitat
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Jeweils 5x10° HER-2/neu - (weiBe Balken) und HER-2/neu*-Zellen (graue Balken) wurden mit je 1 ug
der Luziferase-Plasmide und je 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient
transfiziert und mit oder ohne 36 h Stimulation mit 18 uM/ml NF-xB-Inhibitor nach 48 h Stunden die
Promotoraktivitdt wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro Versuch wurde jede Transfektion in
Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitdten bestimmt. Die Abbildung zeigt eines
der zwei durchgefiihrten Experimente.

Wie in Abb. 4.38 dargestellt, fihrt die Inhibition von NF-xB zur Reduktion der
Tapasin-Promotoraktivitat in beiden Zelllinien, wahrend die NF-kB-K.o.-Mutante des
Promotors unbeeinflusst ist. Hieraus resultiert die Hypothese, dass die Tapasin-
transkription durch die Bindung von NF-xB an Position -482 im Tapasin-Promotor
erhéht wird.

Um dies zu untersuchen, wurden Gelretardationsversuche durchgefihrt. Hierzu
wurden 25 Bp lange Oligonukleotide, deren Sequenz der Bindungsstelle flir NF-xB
an Position -482 im Tapasin-Promotor entsprechen, eingesetzt. Als Spezifitats-
kontrolle diente ein Parallelansatz mit einem 200fachen Uberschuss (,Kompetitor®)
an unmarkiertem Oligonukleotid der gleichen Sequenz oder einer mutierten
Sequenz, in der das NF-kB-Motiv eliminiert worden war. Es wurde erwartet, dass ein
spezifisches Signal durch einen Uberschuss an Oligonukleotid der gleichen Sequenz
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verdrangt werden kann, wihrend es in Gegenwart des Uberschusses an mutiertem
Oligonukleotid erhalten bleibt (Abb. 4.39).

Abb. 4.39: NF-xB-Gelshiftassay
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10 ug Kernprotein von HER-2/neu -und HER-2/neu*-Zellen wurden mit 30 fmol Biotin-markierten
Oligonukleotiden inkubiert, die dem Motiv fir NF-kxB an Position -482 im Tapasin-Promotor ent-
sprechen. AnschlieBend wurden die Proben Uber ein 6 %iges natives Polyacrylamid-Gel aufgetrennt,
geblottet und der Detektion mit dem ,Lightshift Chemilumineszent EMSA Kit* (Pierbio, Bonn) nach
Herstellerangaben ausgesetzt. Als Kompetitor wurde ein 200facher Uberschuss an unmarkierten
Oligonukleotid bzw. unmarkierten mutierten Oligonukleotid, bei dem das Bindungsmotiv durch die
Mutation inaktiviert war, verwendet.

Das Ergebnis zeigt ein spezifisches Signal in den Spuren 2 und 5, was vermuten
lasst, dass an das NF-kB-Motiv an Position -489 des Tapasin-Promotors
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Kernproteine binden kdnnen. Diese Bindung ist spezifisch, da sie sich durch einen
Uberschuss an unmarkierten Oligonukleotid (Spur 3, 6) aber nicht durch einen
Uberschuss an mutiertem Oligonukleotid (Spur 4, 7) verdréngen lasst. Das Signal
fallt in den HER-2/neu*-Zellen starker als in den HER-2/neu™-Zellen aus. Aus diesem
Grund wird vermutet, dass in den HER-2/neu-Uberexprimierenden Zellen eine
starkere NF-kB-Aktivierung im Vergleich zu den HER-2/neu™-Zellen vorliegt.

Zusammenfassend wurden im Tapasin-Promotor folgende Bindungsmotive fir
Transkriptionsfaktoren als funktionelle Motive identifiziert, die die Tapasin-Trans-
kription beeinflussen:

i. Das NF-xB-Motiv (-489) besitzt eine aktivierende Wirkung auf den Tapasin-
Promotor.

ii. Die Motive fir E2F (-229 und -195) und P300 (-302) haben repressive
Wirkung auf die Tapasin-Promotoraktivitat.

ii. Das Motiv fir IRF1/2 (-42) hemmt die basale Tapasin-Promotoraktivitat, ist
aber essentiell fur die IFN-y-Stimulation.

4.5.7. Analyse der Suppression der Tapasin-K.o.-Promotormutanten
durch HER-2/neu

Nach der Analyse der Funktionalitdt der mutierten Bindungsmotive fur Trans-
kriptionsfaktoren wurde untersucht, ob die Promotormutanten in den HER-2/neu*-
Zellen gegenlber den HER-2/neu-Zellen herunterreguliert sind. Das Ergebnis zeigt
Abb. 4.40.
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Abb. 4.40: Aktivitdt der Tapasin-Promotor-K.o.-Mutanten in den HER-2/neu- und
HER-2/neu’-Zellen.
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Jeweils 5x10° HER-2/neu(weiBBe Balken) und HER-2/neu*-Zellen (graue Balken) wurden mit je 1 ug
der Luziferase-Plasmide und je 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient
transfiziert und nach 48 h Stunden die Promotoraktivitdt wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro
Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitaten
bestimmt. Aus den Ergebnissen von mindestens drei unabhéngigen Experimenten wurde jeweils die
prozentuale Aktivitdt errechnet, wobei die Aktivitdt des Wt-Promotors in den HER-2/neu™-Zellen auf
100 % gesetzt wurde. Aus diesen Prozenten wurden die dargestellten Mittelwerte und
Standardabweichungen ermittelt.

Die Analyse der Promotormutanten ergab, dass drei Bindungsstellen fir die
Hemmung der Promotoraktivitdt durch HER-2/neu essentiell sind: Die Promotor-
mutanten, bei denen die Motive flir P300 an Position -302, oder fir E2F an den
Positionen -229, oder -195 inaktiviert wurden, sind nicht durch die HER-2/neu-
Uberexpression herunterreguliert.

Aufgrund der Ergebnisse wird postuliert, dass an diesen Motiven Trans-
kriptionsfaktoren binden, die die Tapasin-Promotoraktivitédt inhibieren. Um dies zu
uberprifen wurden Gelretardationsversuche durchgefihrt.

4.5.8. Detektion von Kernprotein-Bindung an Position -302, -229 und
-195

Die Durchfihrung des EMSA-Experimentes erfolgte analog zu den NF-xB-
Experimenten (4.4.6.1) mit je 10 ug Kernprotein und Biotin-markierten Oligonukleo-
tiden, die den Bindungsmotiven fir E2F (-229, -195) und P300 (-302) aus dem
Tapasin-Promotor entsprechen. Da in den Experimenten keine spezifische Bindung
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von Kernproteinen an eines der drei eingesetzten Oligonukleotide festgestellt werden
konnte (Daten nicht gezeigt), wurde der Versuch nicht mit einem, sondern mit allen
drei Oligonukleotiden in einem Ansatz durchgefihrt (Abb. 4.41).

Abb. 4.41: E2F/P300-Gelshiftassay
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10 ug Kernprotein von HER-2/neu™ und HER-2/neu*-Zellen wurden mit 30 fmol Biotin-markierten
Oligonukleotiden inkubiert, die den Motiven fir E2F (-239 und -146) und P300 (-191) entsprechen.
AnschlieBend wurden die Proben Uber ein 6 %iges natives Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, geblottet
und der Detektion mit dem ,Lightshift Chemilumineszent EMSA Kit* (Pierbio, Bonn) nach Hersteller-
angaben ausgesetzt. Als Kompetitor wurde ein 200facher Uberschuss an unmarkiertem Oligo-
nukleotid bzw. unmarkierten mutierten Oligonukleotid, bei dem das Bindungsmotiv durch die Mutation
inaktiviert war, verwendet.

Das Experiment zeigt eine Bindung von Kernproteinen an den Motiven far E2F (-239
und -146) und P300 (-309), welche nur in Anwesenheit von allen drei Motiven erfolgt.
Sie fallt in den HER-2/neu’-Zellen (Spur 5) starker aus als in den HER-2/neu-Zellen
(Spur 2) und kann durch einen 200fachen Uberschuss an unmarkierten Oligo-
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nukleotiden verdrangt werden (Spur 3, 6), wahrend das Signal bei Inkubation mit
einem Uberschuss an mutierten Oligonukleotiden erhalten bleibt (Spur 4, 7).

Aus den Ergebnissen lasst sich zusammenfassen, dass die transkriptionelle
Hemmung der Tapasinexpression durch HER-2/neu auf einer verstarkten simultanen
Bindung eines Transkriptionsfaktor-Komplexes an den Promotor beruht. Dieser
Komplex bindet gleichzeitig zwei Bindungsstellen fiir E2F an Position (-239 und -146)
und eine fir P300 an Position -191.

3.5.9. Elimination der Bindungsstellen fiur E2F und P300 im TAP2- und
TAP1/LMP2-Promotor

Da die Promotoraktivitat von Tapasin durch HER-2/neu Uber eine komplexe Bindung
von E2F und P300 gehemmt werden kann, sollte untersucht werden, ob die Inakti-
vierung der E2F- und P300-Motive in den TAP1/LMP2- und TAP2-Promotoren
ahnliche Effekte erzielt.

Im TAP2-Promotor konnten drei P300-, und ein E2F-Motiv identifiziert werden. Der
TAP1/LMP2-Promotor wies zwei E2F-Motive auf. Diese Bindungsstellen wurden
durch Mutation inaktiviert und die Aktivitat der resultierenden Promotormutanten
nach Uberpriifung durch Sequenzierung mittels Luziferaseassay analysiert.

Abb. 4.42: Aktivitat der TAP2-E2F/P300-K.o.-Mutanten in den HER-2/neu™- und
HER-2/neu*-Zellen
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Jeweils 5x10° HER-2/neu - (weiBe Balken) und HER-2/neu*-Zellen (graue Balken) wurden mit je 1 ug
der Luziferase-Plasmide und je 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient
transfiziert und nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4). Pro
Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitéaten
bestimmt. Aus den Ergebnissen von drei unabhangigen Experimenten wurde jeweils die prozentuale
Aktivitat errechnet, wobei die Aktivitat des Wt-Promotors in den HER-2/neu™-Zellen auf 100 % gesetzt
wurde. Aus diesen Prozenten wurden die dargestellien Mittelwerte und Standardabweichungen

ermittelt.
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Die Promotoraktivitat aller P300/E2F-K.o.-Mutanten ist den HER-2/neu*-Zellen im
Vergleich zu den HER-2/neu’-Zellen verringert. Die Elimination der P300 Motive an
Position -648 und -320 fihrt in beiden Zelllinien zu einer verminderten Promotor-
aktivitat (Abb. 4.42). Dies lasst vermuten, dass diese Motive die Wt-Promotoraktivitat
positiv regulieren. Umgekehrt fihrt die Mutation des E2F-Motivs in beiden Zelllinien
zu einer leichten Aktivierung des Promotors. Aus den Daten kann vermutet werden,
dass die HER-2/neu induzierte Hemmung des TAP2-Promotors im Unterschied zu
Tapasin nicht Gber P300 und/oder E2F erfolgt.

Abb. 4.43: Aktivitat der TAP1-E2F/P300-K.o.-Mutanten in den HER-2/neu™- und
HER-2/neu*-Zellen
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Jeweils 5x10° HER-2/neu- (weiBe Balken) und HER-2/neu*-Zellen (graue Balken) wurden mit je 1 ug
der Luziferase-Plasmide und je 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient
transfiziert und nach 48 h Stunden die Promotoraktivitat wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4). Pro
Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitaten
bestimmt. Aus den Ergebnissen von drei unabhangigen Experimenten wurde jeweils die prozentuale
Aktivitat errechnet, wobei die Aktivitdt des Wt-Promotors in den HER-2/neu-Zellen auf 100 % gesetzt
wurde. Aus diesen Prozenten wurden die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen

ermittelt.

Analog zu dem TAP2-Promotor sind auch im TAP1-Promotor alle E2F-K.o0.-Mutanten
in den HER-2/neu*-Zellen im Vergleich zu den HER-2/neu-Zellen verringert (Abb.
4.43). Da die Elimination des E2F Motivs an Position -459 keine Auswirkung auf die
Aktivitdt des Promotors hat, scheint dieses Motiv nicht funktionell zu sein. Dagegen
fuhrt die Inaktivierung der E2F-Bindunsgstelle an Position -103 zu einer leichten
Reduktion der Promotoraktivitdt in den HER-2/neu™-Zellen. Analog zu TAP2 erfolgt
die HER-2/neu-induzierte Hemmung des TAP1-Promotors im Unterschied zu
Tapasin vermutlich nicht Gber P300 und/oder E2F.
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Abb. 4.44: Aktivitat der LMP2-E2F/P300-K.o0.-Mutanten in den HER-2/neu™-und
HER-2/neu*-Zellen
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Jeweils 5x10° HER-2/neu - (weiBe Balken) und HER-2/neu*-Zellen (graue Balken) wurden mit je 1 ug
der Luziferase-Plasmide und je 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient
transfiziert und nach 48 h Stunden die Promotoraktivitdt wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro
Versuch wurde jede Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitéten
bestimmt. Aus den Ergebnissen von drei unabhangigen Experimenten wurde jeweils die prozentuale
Aktivitat errechnet, wobei die Aktivitdt des Wt-Promotors in den HER-2/neu-Zellen auf 100 % gesetzt
wurde. Aus diesen Prozenten wurden die dargestellien Mittelwerte und Standardabweichungen
ermittelt.

Entsprechend den Ergebnissen bei TAP1 und TAP2 sind alle E2F-K.o0.-Mutanten des
LMP2-Promotors in den HER-2/neu*-Zellen im Vergleich zu den HER-2/neu™-Zellen
verringert. Die Elimination des E2F-Motiv an Position -459 fiihrt zu einer Steigerung
der Promotoraktivitat, die in den HER-2/neu” Zellen deutlich starker ausfallt, als in
den HER-2/neu*-Zellen. Dagegen fiihrt die Zerstdérung des E2F-Motivs an Position
-103 zu einer Reduktion der Promotoraktivitat in beiden Zelllinien. Dieses Ergebnis
lasst vermuten, dass das E2F-Motiv (-459) den LMP2-Promotor negativ reguliert,
wahrend das E2F-Motiv (-103) aktivierenden Einfluss hat. Analog zu den Daten der
K.o-Promotormutanten von TAP1 und TAP2 wird die HER-2/neu-induzierte
Hemmung des TAP2-Promotors im Unterschied zu Tapasin vermutlich nicht Gber
P300 und/oder E2F vermittelt.

Die Ergebnisse zeigen, dass im Gegensatz zu dem Tapasin-Promotor in keinem der
drei untersuchten Promotoren die Inaktivierung von E2F- und P300-Bindungsstellen
die HER-2/neu-vermittelte Hemmung der Promotoraktivitat aufhebt.
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4.6. Untersuchung der HER-2/neu-vermittelten Herunterregulation der
Promotoren mittels Ras-transformierten Zellen und Inhibitoren

Aus den oben angeflhrten Ergebnissen kann vermutet werden, dass in den HER-
2/neu*-Zellen unterschiedliche Signalwege zu einer Hemmung des Tapasin-
Promotors bzw. der Promotoren von TAP1, TAP2 und LMP2 flhren. Wie in der
Einleitung beschrieben, aktiviert HER-2/neu u.a. drei Signalkaskaden:

i.  Phospholipase Cy - Protein-KinaseB/C

ii. PI3-Kinase

ii. Ras-MAP-Kinase (ERKK)
Es stellt sich die Frage, Uber welche Signalkaskade die oben angefihrten
Promotoren reguliert werden kénnten. Um diese Frage zu untersuchen, wurden drei
Inhibitoren eingesetzt, die jeweils eine der angefihrten Kaskaden blockieren.
Zusatzlich wurden die HER-2/neu*-Zellen mit Ras-transformierten NIH3T3-Zellen
verglichen, in denen eine starke Aktivierung der Ras-Kaskade vorliegt (NIHEJrascl3,
vgl. 3.5.2.). Im Folgenden werden diese Zellen als Ras*-Zellen bezeichnet. In diesen
Zellen liegt analog zu den HER-2/neu®-Zellen eine im Vergleich zu den parentalen
Zellen verminderte MHC Klasse |-Oberflachenexpression aufgrund einer reduzierten
TAP1/LMP2 Transkription vor (Lohmann, et al., 1996; Seliger et. al., 1998).
Mitarbeiter der AG Seliger konnten zeigen, dass in diesen Zellen die Promotor-
aktivitat des TAP1/LMP2-Promotors in beide Richtungen supprimiert ist (Harders,
unverdffentlichte Daten). Es wurde im Folgenden untersucht, ob die Promotoren von
TAP2 und Tapasin in den Ras*-Zellen ebenfalls in ihrer Aktivitat beeintrachtigt sind.

4.6.1. Untersuchung der Promotoraktivitat von TAP2 und Tapasin in
Ras™*-Zellen

Die Aktivitat der TAP2- und Tapasin-Promotoren wurde in den HER-2/neu*-Zellen

und in den Ras®-Zellen im Vergleich zu den HER-2/neu’-Zellen (NIH3T3) mittels

Luziferaseassay ermittelt (Abb. 4.45).
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Abb. 4.45: Vergleich der Promotoraktivitaiten von TAP2 und Tapasin in HER-2/neu*-
und Ras™-Zellen im Vergleich zu HER-2/neu™-Zellen
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Jeweils 5x10° HER-2/neu -, HER-2/neu’- und Ras*-Zellen wurden mit je 1 ug der Luziferase-Plasmide
und je 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient transfiziert und nach 48 h
Stunden die Promotoraktivitdt wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro Versuch wurde jede Trans-
fektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivititen bestimmt. Aus den
Ergebnissen von mindestens vier unabhangigen Experimenten wurde jeweils die prozentuale Aktivitat
errechnet, wobei die Aktivitdt des Wt-Promotors in den HER-2/neu-Zellen auf 100 % gesetzt wurde.
Aus diesen Prozenten wurden die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt.

Im Vergleich zu den parentalen Zellen ist die Promotoraktivitdt von TAP2 in den
Ras®-Zellen herunterreguliert (Abb. 4.45), wahrend die Aktivitit des Tapasin-
Promotors in diesen Zellen nicht moduliert ist. Die Hemmung des TAP2-Promotors ist
in den Ras-transformierten Zellen im Vergleich zu den HER-2/neu*-Zellen starker
ausgepragt.

Damit resultiert eine Ras-Hyperaktivierung in einer Inhibition der Promotoraktivitaten
von TAP1, LMP2 und TAP2. Eine HER-2/neu-Uberexpression fiihrt wie angefiihrt
zusatzlich zu einer Hemmung des Tapasinpromotors. Diese Daten flhren zu der
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Hypothese, dass die Regulation der TAP1/LMP2- und TAP2-Promotoraktivitat in den
HER-2/neu*-Zellen (ber die Ras-Kaskade erfolgt, wohingegen die Tapasin-
Promotoraktivitat Gber einen Ras-unabhangigen Signalweg inhibiert wird. Um dies zu
untersuchen, wurden spezifische Inhibitoren der verschiedenen Signalkaskaden
eingesetzt.

4.6.2. Untersuchung der Hemmung der Promotoraktivitaten von
TAP1/LMP2, TAP2 und Tapasin unter dem Einfluss von Inhibitoren

Zur Blockade der verschiedenen Signalkaskaden wurden die folgenden Inhibitoren
verwendet:

Tab. 4.3: Inhibitoren

Inhibitor Konz. / Dauer | Angriffspunkt | Gehemmte Signalkaskade
Tyrphostin AG99 10 uM /24 h ERKK Ras-MAPK
Wortmanin 10 uM /24 h PI3K PI3K-MAPK
Staurosporin 10 uM /24 h PKC PLC-y-PKC

Die Inhibitoren wurden in der AG Seliger in Zytotoxizitdtsversuchen auf die
spezifischen lethalen Dosis-Wirkungen in NIH3T3-Zellen getestet (Mendler, Reck-
tenwald, Kronfeld, unveréffentlichte Daten). Aus diesen Ergebnissen wurden die
héchsten nicht toxischen Konzentrationen gewahlt und im Luziferaseassay ein-
gesetzt. Die Inkubation erfolgte nach der transienten Transfektion der Zellen mit den
Reporterplasmiden 24 h vor der Zellernte.

Bei der Auswertung der Daten wurde geprift, ob die Inhibitoren die HER-2/neu-
vermittelte Suppression der Promotoraktivitaten aufheben kénnen (Abb. 4.46).
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Abb. 4.46: Einfluss von Inhibitoren auf die HER-2/neu-vermittelte Hemmung der
Promotoraktivitaten von TAP1/LMP2, TAP2 und Tapasin
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Jeweils 5x10° HER-2/neu - (weiBe Balken) und HER-2/neu*-Zellen (graue Balken) wurden mit je 1 ug
der Luziferase-Plasmide und je 0,03 ug des B-Galaktosidase-Plasmids mittels Lipofektion transient
transfiziert, und unbehandelt oder mit 24 h Behandlung mit 10 uM/ml des entsprechenden Inhibitors
nach 48 h Stunden die Promotoraktivitdt wie beschrieben ermittelt (s. 3.8.4.). Pro Versuch wurde jede
Transfektion in Triplikaten angesetzt und die Mittelwerte der Luziferaseaktivitdten bestimmt. Aus den
Ergebnissen von mindestens drei unabhangigen Experimenten wurde jeweils die prozentuale Aktivitat
errechnet, wobei die Aktivitdt des Wt-Promotors in den HER-2/neu-Zellen auf 100 % gesetzt wurde.
Aus diesen Prozenten wurden die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt.
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Die Ergebnisse zeigen, dass Tryphostin und Wortmanin auf die Hemmung der
Promotoraktivititen keinen Einfluss besitzen. Die Inkubation der Zellen mit
Staurosporin fuhrt dagegen zu einer deutlichen Rekonstitution der Tapasin-
Promotoraktivitat. Dieser Effekt Iasst sich nicht bei den Promotoren von TAP1, LMP2
und TAP2 nachweisen. Die LMP2-Promotoraktivitdt wird durch diesen Inhibitor
dagegen stark inhibiert.

Diese Daten lassen vermuten, dass die Inhibition der Proteinkinase C durch
Staurosporin die HER-2/neu-vermittelte Hemmung der Aktivitdt des Tapasin-
Promotors blockiert.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein ,Immune escape“-Phanotyp anhand eines in vitro-
Systems untersucht. Als Ausléser dieses Phanotyps wurde das Onkogen HER-2/neu
gewahlt, das in vielen Tumoren stark Uberexprimiert wird. Mit Hilfe der gewonnenen
Daten sollten wichtige biologische Zusammenhange aufgeklart werden, die fur T-Zell-
vermittelte Therapien von HER-2/neu*-Tumoren relevant sein kdnnen. AuBerdem sollte
das Zellmodell dazu herangezogen werden, die molekularen Mechanismen dieses
.immune escape“-Phanotyps aufzuklaren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass HER-2/neu die MHC Klasse |-Oberflachen-
expression beeintrachtigt. Dies ist begrindet in einer verminderten Expression von TAP,
Tapasin und Untereinheiten des Proteasoms und fihrt zu verringertem Peptidtransport
und dem Verlust der Immunogenitat. Die zugrunde liegenden molekularen Ursachen
konnten im Fall von TAP, Tapasin und LMP2 zum Teil aufgeklart werden, da HER-2/neu
die Promotoraktivitat dieser Gene beeintrachtigt. Es wurde weiter gezeigt, dass die
Suppression der Tapasin-Promotoraktivitdt von Bindungsmotiven fir E2F und P300
abhangig ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen nun im Einzelnen diskutiert werden.

5.1. Der ,Immune escape‘“- Phanotyp

5.1.1. Die starke Uberexpression von HER-2/neu fiihrt zu einer vermin-
derten MHC Klasse I-Oberflachenexpression

Verschiedene Studien zeigen, dass eine HER-2/neu-Uberexpression zu einer vermin-
derten MHC Klasse |-Prasentation flihren kann (Lollini et al., 1998; Kono et al., 1997).
Umgekehrt ist eine Hemmung von HER-2/neu mit einer gesteigerten MHC Klasse I-
Antigenprasentation assoziiert (Castilleja et al. 2001; Choudhury et al. 2004). Dieser
Zusammenhang konnte in der vorliegenden Arbeit anhand von FACS-Analysen bestatigt
werden. Die HER-2/neu’-Zellen zeigen eine deutliche Reduktion der MHC Klasse |I-
Oberflachenexpression von allen getesteten Haplotypen (H2-L9, H2-D9 und H2-K9), die
sich durch die Stimulation mit IFN-y rekonstituieren lasst. Die Reduktion erfolgt um mehr
als 50 % gegenuber der parentalen Zelllinie und ist damit vergleichbar mit der Wirkung
einer konstitutiven Ras-Aktivierung in einem &hnlichen Zellmodell: NIH3T3-Zellen, die
das mutierte und deshalb konstitutiv aktive Ras exprimieren, zeigen eine Reduktion der
MHC Klasse |I-Oberflachenexpression um etwa 40-50 % (Lohmann et al., 1996). Auch in
diesem Fall kann der Effekt durch IFN-y-Behandlung revertiert werden (Seliger et al.,
1998).
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Mdoglicherweise beeinflusst die Menge an HER-2/neu das Ausmaf der Reduktion der
MHC-Oberflachenexpression. Der Vergleich muriner Fibroblasten mit unterschiedlich
starker HER-2/neu-Uberexpression zeigt, dass eine hohe HER-2/neu-Expression die
MHC Klasse I-Expression an der Zelloberflache um 50 % reduziert, wahrend bei einer
niedrigeren HER-2/neu-Expression eine etwa 30 %ige Reduktion auftritt (Herrmann et
al., 2004). Aufgrund der vergleichsweise hohen Expression von HER-2/neu in den HER-
2/neu*-Zellen war es in dieser Arbeit nicht mdglich, die MHC Klasse I-Oberflachen-
expression durch eine Behandlung mit HER-2/neu-Inhibitoren signifikant zu erhéhen.
Unabhangig von dem Inhibitor-Typ war die Menge, die eingesetzt werden musste, um
einen messbaren Effekt auf HER-2/neu zu erzeugen, relativ hoch, so dass vermutlich
toxische Nebenwirkungen durch die Hemmung anderer Tyrosinkinasen auftraten
(Hartmann et al., 1997). Méglicherweise spielt auch der Zusammenhang zwischen einer
Hemmung von HER-2/neu und der Induktion von Apoptose und Zellzyklusarrest, die
ihrerseits die Antigenprasentation beeinflussen kénnten, eine Rolle: Die Studien von
Choudhury und Koautoren (2004) zeigten, dass eine Hemmung von HER-2/neu neben
einer erhéhten MHC Klasse I-Antigenprasentation auch Apoptose induzieren kann und
zum Arrest des Zellzyklus fuhrt. Dieser antiproliferative Effekt wird durch zahlreiche
Arbeiten belegt, in denen HER-2/neu durch Antikérper, Inhibitoren, Antisense-Oligo-
nukleotide oder in Mausmodellen mit HER-2/neu-transgenen M&usen supprimiert wurde
(Hudziak et al., 1989; Roh et al., 2000; Moasser et al., 2001; Schiffer et al., 2003).

5.1.2. HER-2/neu reduziert die RNS und Proteinmengen bestimmter Gene
der MHC Klasse I-Antigenprozessierung

Um die Ursachen fir die Reduktion der MHC Klasse I-Oberflachenexpression an der
Zelloberflache zu untersuchen, wurden RT-PCR- und Western Blot-Analysen von
Komponenten der Antigenprozessierung durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dass die
schwere Kette und B2-Mikroglobulin in beiden Zellen vergleichbar exprimiert werden.
Dagegen ist die Transkription von TAP1, TAP2, Tapasin, ERAAP, LMP2, LMP10,
PA28c und PA28p in den HER-2/neu*-Zellen verringert. Damit sind die Produktion der
Peptide durch das Proteasom und ERAAP, der Peptidtransport und die Beladung des
MHC-Komplexes mit Peptid mdglicherweise beeintrachtigt. Diese Zusammenhange
sollen nun im Einzelnen diskutiert werden.
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5.1.21. Das Proteasom

Die Untersuchung der Expression der Komponenten des Proteasoms ergab, dass die
nicht induzierbaren Untereinheiten X, Y und Z sowie die induzierbare Untereinheit LMP7
unverandert exprimiert werden. Dagegen sind LMP2, LMP10 und die Untereinheiten des
Proteasomaktivators PA28 in den HER-2/neu*-Zellen herunterreguliert. Allerdings erhéht
eine Stimulation durch IFN-y die RNS- und Proteinmengen dieser Gene sehr stark, so
dass die Ausbildung des Immunoproteasoms, das vor allem unter dem Einfluss von
IFN-y erfolgt, durch HER-2/neu nicht beeintrachtigt sein sollte.

Analog zu diesen Daten finden sich in der Literatur keine Hinweise auf eine verminderte
Expression der konstitutiv exprimierten Untereinheiten X, Y und Z. Studien an Protea-
som-Mutanten in Hefen konnten zeigen, dass eine defekte Expression dieser Kompo-
nenten die enzymatische Funktion des Proteasoms beeintrachtigt und zu Stérungen des
vitalen Zellstoffwechsel fihrt. So ist eine Deletion der Untereinheit X fir die Zelle letal
(Chen et al.,, 1995), die Inaktivierung von Y fihrt zur Akkumulation ubiquitinierter
Proteine (Gueckel et al., 1998) und die Elimination von Z fihrt zum Zellzyklusarrest
(Jager at al., 1999). Eine Inhibition der enzymatischen Tatigkeit des Proteasoms
verhindert die flr die Zelle essentielle Eliminierung von falsch gefalteten Proteinen,
Transkriptionsfaktoren und Zellzyklus-Regulatoren (Etlinger et al., 1977, Palombella et
al., 1994, Glotzer et al., 1991, Rock et al., 1994, Hilt et al., 1995, 1996). Demnach ware
eine Suppression der fur diese Funktion wichtigen Komponenten in den vitalen und
stark proliferierenden HER-2/neu*-Zellen nicht zu erwarten.

Eine verminderte Expression von LMP2 wurde dagegen in verschiedenen Tumoren, wie
z.B. im Lungenkarzinom, Nierenkarzinom, Kolonkarzinom und Melanom nachgewiesen
(Seliger et al., 2000; Miyagi et al., 2003). Allerdings ist auch LMP7 haufig betroffen
(Seliger et al., 2001b), das in dieser Arbeit durch die HER-2/neu-Expression nicht
beeinflusst wird. Eine verminderte Menge von LMP2 konnte auch in Ras-transformierten
Zellen und in humanen und murinen Tumorzelllinien unterschiedlicher Histologie
festgestellt werden (Seliger et al., 1998; Johnson et al., 1999). Dieser Effekt ist auch bei
einer HER-2/neu-Uberexpression zu erwarten, da HER-2/neu die Ras-Kaskade aktiviert.
In den Ras-transformierten Zellen war LMP7 normal exprimiert, allerdings auch LMP10,
PA28a und PA28p (Seliger et al., 1998). Auch in diesem Zellsystem war es mdéglich, die
LMP2-Expression durch Zugabe von IFN-y zu steigern, was auf einen ahnlichen
Mechanismus der LMP2-Hemmung in Ras- und in HER-2/neu- transformierten Zellen
hinweist. Dagegen scheinen andere Mechanismen unabhangig von Ras zu einer Inhi-
bition von LMP10 und PA28 zu flhren.

Im Gegensatz zu LMP2 gibt es bisher nur wenige Daten Uber eine Beeintrachtigung von
LMP10 oder PA28 in transformierten Zellen oder Tumoren. In Zervixkarzinomzellen
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konnte eine Verminderung der Transkripte verschiedener Komponenten der Antigen-
prozessierung, unter anderem auch von PA28ca, PA28B und LMP10 nachgewiesen
werden (Ritz et al., 2001). Tatsumi und Koautoren (2003) stellten eine verringerte, aber
IFN-y-induzierbare Transkription von LMP2, LMP10 und PA28 in Kolonkarzinomzellen
fest. Da sich &hnliche Defizienzen in Tumorzelllinien aus unterschiedlichen Gewebe-
typen nachweisen lassen (Johnson et al., 1999; Seliger et al., 2000), die aufgrund einer
IFN-y-Induzierbarkeit wahrscheinlich durch eine Modulation der Transkription oder
Translation entstehen, wird vermutet, dass diese Defizienzen auf regulativen Mecha-
nismen beruhen kénnten (Seliger et al., 2000). Auch die durch Adenoviren auslésbare
Transformation kann mit entsprechenden Merkmalen assoziiert sein: In adenoviral
infizierten Zellen konnte man eine verminderte Expression von LMP2, LMP7, LMP10,
PA28a und PA28p, aber auch von TAP2 und Tapasin feststellen (Rotem-Yehudar et al.,
1996; Vertegeaal et al., 2003).

Die Arbeiten von Garcia-Lora und Koautoren (2003a, 2003b) lassen vermuten, dass
verminderte Transkriptmengen u.a. von Untereinheiten des Proteasoms Folge einer
Selektion von T-Zellen sein kénnen: In diesen Studien wurden Tumorzellen in
immunkompetente und -defiziente Mause injiziert und die Antigenprozessierung der
entstandenen Metastasen untersucht. Die Tumore in den immunkompetenten Mausen
wiesen verminderte Mengen an LMP2, LMP7 und LMP10 auf, wahrend Tumore aus den
immundefizienten Mausen diese Gene unverandert exprimierten. Die Expression von
PA28 war allerdings nicht beeintréchtigt. Auch in diesen Fallen konnte die Expression
der betroffenen Gene Uber Stimulation mit IFN-y wieder gesteigert werden. Dies lasst
den Schluss zu, dass in den immunkompetenten Mausen ein durch T-Zellen
verursachter Selektionsdruck auf Tumorzellen einen . Immune escape®-Mechanismus
erzeugt, in dem u.a. Komponenten des Proteasoms reversibel supprimiert werden, was
auf eine Bedeutung dieser Komponenten fir eine Immunantwort auch im konstitutiven
System hinweist.

Die Tatsache, dass die konstitutiv exprimierten Untereinheiten des Proteasoms nicht
durch HER-2/neu supprimiert werden, lasst schlussfolgern, dass die Bildung des 20S-
Proteasoms nicht beeintrachtigt ist. Dagegen ist der Einbau des Proteasom-Aktivators
durch die stark unterdriickte PA28-Expression in den HER-2/neu*-Zellen ohne Zytokin-
behandlung auszuschlieBen. Wie in der Einleitung beschrieben, férdert PA28 die
Generierung antigener Peptide (Dick et al., 1996; Sijts et al., 2002). Die Frage, inwieweit
dies auch ohne den Einfluss von IFN-y eine Rolle spielt, ist noch nicht geklart. Bekannt
ist, dass PA28, wie auch LMP2 und LMP10 konstitutiv in vielen Zellen, vor allem in
sprofessionell Antigen prasentierenden Zellen® stark exprimiert wird (Sijts et al. 2002). Im
Gegensatz dazu finden sich im Gehirn nur sehr geringe PA28-Proteinmengen (Ma et al.,
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1993), wo wiederum die Expression von HER-2/neu am héchsten ist (Press et al.,
1990). Dies kénnte auf eine generelle negative Korrelation der Expression von HER-
2/neu und PA28 hinweisen.

Studien an PA28"-Mausen lassen vermuten, dass PA28 nicht an einem fundamentalen,
fir den Vitalstoffwechsel unentbehrlichen, zelluldren Prozess beteiligt ist. In diesen
Mausen wurden, bis auf eine veradnderte Proteasomaktivitdt hinsichtlich spezieller
Proteine und antigener Peptide, keine Abnormalitéaten festgestellt (Murata et al., 2001).
Auch die MHC Klasse I-Antigenprasentation ist in diesen Mausen nur bedingt beein-
trachtigt. So wird zwar das Melanoma-Antigen TRP2 nicht mehr auf der Zelloberflache
prasentiert. Dagegen werden aber antigene Peptide aus Influenzaviren effektiv Gber
MHC Klasse |-Komplexe prasentiert. Demnach kann eine MHC Klasse I-Antigen-
prasentation je nach Qualitat oder Spezifitdt des Peptides auch unabhangig von PA28
erfolgen (Sijts et al., 2002).

Aus der selektiven Regulation einzelner Komponenten des Proteasoms ergibt sich eine
interessante Strategie fur einen ,Immune escape“-Mechanismus. Eine komplette Unter-
driickung des gesamten Proteasoms wirde, wie erwahnt, méglicherweise auch die fur
die Zelle essentielle Eliminierung von falsch gefalteten Proteinen, Transkritpionsfaktoren
und Zellzyklus-Regulatoren verhindern und damit den Vitalsoffwechsel der Zelle beein-
trachtigen (Etlinger et al., 1977, Palombella et al., 1994, Glotzer et al., 1991, Rock et al.,
1994, Hilt et al., 1995). Glas und Koautoren (1998) konnten zeigen, dass eine komplette
Inaktivierung des Proteasoms innerhalb von 24 h zum Absterben einer Zelle flhren
kann. Ein effektiver ,Immune escape®-Mechanismus sollte demnach die Herstellung
antigener Peptide reduzieren, ohne die Funktion des Proteasoms fir den vitalen Zell-
stoffwechsel zu beeintrachtigen. Dies deutet sich in den hier vorliegenden Ergebnissen
an, da die Expressionen von PA28, LMP2 und LMP10, nicht aber die der anderen
Komponenten des Proteasoms verringert sind.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach der Bedeutung weiterer Enzyme,
die auf die Prozessierung antigener Peptide Einfluss nehmen kénnen. Die Bedeutung
der in der Einleitung erwé@hnten zytosolischen Peptidasen fir die MHC Klasse I-Antigen-
prasentation ist allerdings bisher nicht erwiesen, weshalb in der vorliegenden Arbeit die
Expression dieser Enzyme nicht untersucht wurde. Die Analyse der Expression der ER-
residenten Peptidase ERAAP zeigte allerdings, dass die Transkription dieses Enzyms in
den HER-2/neu*-Zellen beeintrachtigt und durch IFN-y induzierbar ist. Allerdings lagen
keine Antikérper vor, um auch die Proteinmengen analysieren zu kénnen. Eine Inhibiton
der ER-residenten Peptidase ERAAP fihrt zu einer Reduktion der MHC Kilasse |-
Antigenprasentation (Serwold et al., 2002; York et al., 2004; Saric et al., 2004).
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Studien Uber die Expression dieses Enzyms in Tumoren oder transformierten Zellen
wurden bisher nicht durchgefihrt. Einen Hinweis auf eine potentielle Inhibition der extra-
proteasomalen Peptidproduktion lieferten Matsui und Koautoren (2001), die eine
LMP2/LMP7-Defizienz durch stabilen Gentransfer revertierten. Da die Zellen ein HIV-
Peptid trotz dieser Rekonstitution nicht prozessieren, kann vermutet werden, dass in
diesen Tumorzellen auch die Prozessierung durch extraproteasomale Peptidasen
inhibiert ist. Die Autoren postulieren aufgrund ihrer Daten, dass Tumorzellen neben der
proteasomalen Peptidproduktion auch die Aktivitdit anderer Peptidasen blockieren
kdnnen. Die vorliegende Arbeit liefert einen weiteren Hinweis auf diese Vermutung, da
sowohl Komponenten des Proteasoms als auch ERAAP in ihrer Expression
beeintrachtigt sind. Zu dieser Annahme passt die Hypothese, dass ERAAP vor allem bei
der N-terminalen Modulation von Peptiden, die von dem Immunoproteasom generiert
werden eine wichtige Rolle spielt. Allerdings ist noch nicht bekannt, inwieweit dies auch
ohne den Einfluss von IFN-y von Bedeutung ist. Die simultane Hemmung der fir diese
Funktion wichtigen Komponenten PA28, LMP2, LMP10 und ERAAP lassen vermuten,
dass diese Enzymfunktionen auch im konstitutiven System eine essentielle Rolle spielen
kdnnten. Es wird demnach postuliert, dass eine Onkogen-vermittelte Blockade der
Expression von zytosolischen und ER-residenten Enzymen einen Mechanismus
darstellt, der zu einer Hemmung der Antigenprozessierung in Tumoren flhrt.

5.1.2.2. Der TAP-Transporter

Eine HER-2/neu Uberexpression fiihrt in dem untersuchten Zellmodell zu verminderten
RNS- und Proteinmengen von TAP1 und TAP2. Unter Einfluss von IFN-y erhéht sich die
Expression beider Untereinheiten bis zu dem Niveau der unbehandelten parentalen
Zellen. Jedoch sind die Proteinmengen in den IFN-y-behandelten HER-2/neu-Zellen
geringer als in den behandelten HER-2/neu -Zellen. Die reduzierten Proteinmengen
haben zur Folge, dass der Transport von antigenen Peptiden in den HER-2/neu*-Zellen
vermindert ist (s. 4.2.4., S.81).

Die Inhibition des Peptid-Transporters TAP ist ein haufig beobachtetes Phanomen in
Tumoren (Seliger et al., 2000; Ritz et al., 2001). Allerdings ist in den meisten Fallen nur
die Expression von TAP1 beschrieben, da TAP2-spezifische Antikérper bisher nur sehr
eingeschrankt verfugbar sind. Andererseits ist bereits mit einer verminderten TAP1-
Expression die TAP-Funktion stark eingeschrankt (Van Kaer et al., 1992). Wie in der
Einleitung dargestellt, wurden in den verschiedensten Tumortypen TAP-Defizienzen
festgestellt (vgl. Tab. 1.2, S. 22), wie zum Beispiel im Brust-, Lungen-, Dickdarm-,
Nieren-, Kopf-Hals-, Prostata- und Hautkrebs (Atkins et al., 2004; Kamarashev et al.,
2001; Ritz et al., 2001; Seliger et al., 2000, 2003; Saunders et al., 1995). Neben den
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Tumorlasionen wurden auch zahlreiche transformierte Zelllinien untersucht, in denen
eine reduzierte MHC Klasse I-Oberflachenexpression mit einer Hemmung der TAP-
Expression korreliert (Seliger et al., 2000; Ritz et al., 2001). In den meisten Fallen
konnte die fehlende oder verminderte Expression durch Stimulation mit IFN-y wieder
verstarkt werden, was darauf schlieBen lasst, dass es sich nicht um genetische Defekte
handelt. Vielmehr mehren sich die Hinweise, dass die TAP-Expression in trans-
formierten Zellen auf transkriptioneller Ebene gehemmt wird. Singal und Koautoren
(1996) konnten verringerte, aber IFN-y-induzierbare Expressionen von TAP1 und LMP2
in Zelllinien aus dem kleinzelligen Lungenkarzinom nachweisen. Die Autoren fanden
eine veranderte Bindung von nicht weiter identifizierten Transkriptionsfaktoren an den
bidirektionalen TAP1/LMP2-Promotor im Bereich des ,Interferon Responsive Ele-
ments®, die durch IFN-y-Behandlung wieder normalisiert werden konnte. Allerdings fehlt
in den gezeigten Gelshift-Experimenten der Nachweis, dass diese Bindung spezifisch
ist, da keine ,Kompetitor-Oligonukleotide” eingesetzt wurden. Harders (unpublizierte
Daten) wies eine Hemmung der Promotoraktivitdt des TAP1/LMP2 Promotors in Ras-
transformierten Zellen nach. Analog zu diesen Daten zeigen die Ergebnisse in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls eine gehemmte TAP1/LMP2-Promotoraktivitat. Zusatzlich
sind die Aktivitdten des TAP2- und Tapasin-Promoters vermindert. So kann vermutet
werden, dass eine onkogene Transformation unter bestimmten Bedingungen einen
negativen Einfluss auf die Promotoraktiviaten von TAP haben kann (siehe unten).
Allerdings muss in diesem Zusamenhang berlcksichtigt werden, dass auch eine
Hemmung der TAP-Funktion auf der translationellen Ebene oder Uber eine verénderte
Phosphorylierung erfolgen kénnte. So supprimieren zum Beispiel HCMV-Viren die
Funktion des Peptidtransporters Uber eine Phosphorylierung der TAP-Untereinheiten,
was einen verminderten Peptidtransport zur Folge hat (Li et al., 2000).

Die meisten Arbeiten, die eine verminderte TAP-Expression in Tumoren und Tumor-
Zelllinien beschreiben, wurden im Hinblick auf die Bedeutung fir die zellulare
Immunogenitat durchgefihrt. Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, ist TAP fir die
Entwicklung einer CD8"-vermittelten Immunantwort entscheidend (van Kaer et al.,
1992). Da sich eine TAP-Defizienz in vielen Tumortypen unterschiedlichster Histologie
findet, fihrt dies zu der Frage, ob es sich bei diesen Effekten um einen generellen,
regulativen ,Immune escape“-Mechanismus handelt (Seliger et al., 1997). In verschie-
denen Studien zeigte sich, dass transplantierte Tumorzellen in Mausen schneller zu
Tumoren auswachsen kdénnen, wenn sie TAP-defizient sind (Johnson, et al., 1999; Qin,
et al.,, 2002). Die AbstoBung kann dagegen verbessert werden, wenn das Immun-
system der Mause zuvor durch eine Impfung sensibilisiert wird. Eine Injektion bestrahl-
ter Tumorzellen, die nicht mehr proliferieren kénnen und eine anschlieBende Impfung
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mit vitalen TAP~-Tumorzellen flhrt zu einer AbstoBung der TAP~-Tumorzellen. Dies ist
abhangig von einer CD8" T-Zell-Antwort und einer ausreichenden IFN-y-Produktion, die
in den zuvor geimpften M&usen, nicht aber in naiven Mausen nachweisbar war (Qin et
al., 2002). Da die Antigenprasentation auch in den TAP -Zellen durch IFN-y induzierbar
ist (Seliger et al., 1998), ist die AbstoBung der Tumore in den zuvor geimpften Mausen
mit einer durch die Impfung verursachten IFN-y-Ausschittung erklarbar und demnach
von einer IFN-y-induzierten TAP-Expression abhangig (Qin et al., 2002). Weitere
Arbeiten dieser Autoren konnten zeigen, dass IFN-y neben einer vermehrten Antigen-
prasentation in den Tumorzellen auch antiangiogenetische Effekte auslést, die vor der
eigentlichen Tumor-AbstoBung beobachtet werden kénnen. Hierbei spielt neben der
CD8"- auch die CD4"-T-Zell-Antwort eine wichtige Rolle (Qin et al., 2000, 2003).

Ohne eine entsprechende Impfung ist die Modulation der TAP-Expression entscheidend
fir das Persistieren eines eingebrachten Tumors. Garcia-Lora und Koautoren (2003a,
2003b) konnten zeigen, dass die Anwesenheit zytotoxischer T-Zellen eine Inhibition der
TAP-Expression induziert, da solche ,Immune escape“-Varianten nur in immunkom-
petenten Mausen, nicht aber in immundefizienten Nacktmdusen entstehen. Andere
Studien wiesen im humanen Mammakarzinom eine negative Korrelation von TAP-
Expression und Grad des Tumors nach, da die TAP-Transkripte in Metastasen gegen-
Uber dem Priméartumor verringert sind (Kaklamanis et al., 1995; Vitale et al., 1998) Dies
wurde auch im Nierenzellkarzinom gefunden (Seliger et al., 1997; Atkins et al., 2004).
Die Arbeiten an TAP-defizienten Zellen aus dem Mammakarzinom passt zu den hier
angefuhrten Ergebnissen, dass die Expression von TAP-Untereinheiten durch HER-
2/neu gehemmt werden kann, da HER-2/neu in vielen Zellen des Mammakarzinoms
Uberdurchschnittlich stark exprimiert wird (Press et al., 1997; Slamon et al., 1989; Jar-
vinen et al., 2003). Die inverse Korrelation zwischen HER-2/neu- und TAP-Expression
findet sich in Metastasen oder spateren Tumorstadien (Kaklamanis et al., 1995, Vitale et
al., 1998). Eine in dieser Klinik von Herrn Prof. Lehr durchgefiihrte Untersuchung an 38
Brustkrebsgeweben konnte diesen Zusammenhang bestétigen. In 19 HER-2/neu-
Uberexprimierenden Geweben war die TAP1-Expression im Vergleich zu 19 HER-2/neu-
negativen Geweben signifikant geringer (Abb. 5.1).
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Abb. 5.1: HER-2/neu und TAP1-Expression im Mammakarzinom
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Histologische Analyse aus 2 unterschiedlichen Brustkrebsgeweben mit hoher TAP1-Expression (B) bei
niedriger HER-2/neu-Expression (A), bzw. den umgekehrten Zusammenhang (C und D). Aus Herrmann
et al., 2003.

Auch aus den Studien mit Onkogen-transformierten Zellen kann eine negative
Korrelation einer HER-2/neu- mit der TAP-Expression vermutet werden. So flhrt eine
durch aktiviertes Ras ausgeldste Transformation in Fibroblasten zu verminderter TAP1-
Expression (Seliger et al., 1998), was folglich auch in HER-2/neu-lberexprimierenden
Zellen zu erwarten ist.

5.1.2.3. Tapasin und andere Chaperone

Von den in dieser Arbeit untersuchten Chaperonen der Antigenprozessierung sind die
Expressionen von Calretikulin schwach und von Tapasin stark in den HER-2/neu*-Zellen
beeintrachtigt.

Die Hemmung von Tapasin ist im Hinblick auf einen mdglichen ,Immune escape*-
Mechanismus interessant, da seine Funktion im Gegensatz zu den anderen erwahnten
Chaperonen nur auf die Antigenprozessierung beschrankt ist. Tapasin ist haufig in
Tumorzellen in seiner Expression beeintrachtigt. Betroffen sind zum Beispiel das
Kleinzellige Lungenkarzinom, Pankreaskarzinom, Kolonkarzinom, Nierenkarzinom,
Retinoblastom, orbitales Melanozytom und Melanom (Seliger et al., 2001a, 2001b;
Atkins et al., 2004; Dissemond et al., 2003; Krishnakumar et al., 2004, 2003). In den
meisten Féllen ist die Expression von Tapasin in diesen Zellen durch Zytokine, wie IFN-y
oder TNF-a, stimulierbar. Auch bei der adenoviralen Transformation ist die Tapasin-
Expression gehemmt und Uber Zytokine stimulierbar (Bennett et al., 1999). Analog zu
diesen Daten kann auch in dieser Arbeit die verminderte Tapasin-Expression durch
IFN-y gesteigert werden.
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Aufgrund dieser durch Zytokininduktion reversiblen Inhibition der Tapasinexpression
werden als Ursache fir die Inhibition in transformierten Zellen regulative Mechanismen
postuliert. Dies wird unterstltzt durch die bereits erwdhnten Studien von Garcia-Lora
und Koautoren (2003a, 2003b), da in den ,Immune escape“-Varianten der Tumore die
Tapasin-Expression durch den Selektionsdruck des Immunsystems blockiert und durch
IFN-y induzierbar ist. Dies spricht gegen eine klonale Expansion von Zellen mit
genetischen Alterationen als Ursache fir einen Tapasin-Verlust in den Tumorzellen. Die
Daten der Promotoranalysen dieser Arbeit unterstitzen diese Vermutung, da die
verminderten Transkriptmengen mit einer verringerten Aktivitdt des Tapasin-Promotors
korrelieren und damit einen ersten Hinweis Uber die entsprechenden molekularen
Ursachen der Regulation von Tapasin in transformierten Zellen liefern.

Die funktionale Bedeutung einer reduzierten Tapasin-Expression fir die Immunogenitat
der Zellen ist &hnlich, wie bei einer TAP-Defizienz, da die Inhition von Tapasin in
verringerten oder instabilen MHC Klasse |-Komplexen auf der Zelloberflache resultiert
(Grandea et al., 1997, 2000; Suh et al., 1999; Garbi et al., 2000). In Tapasin’-Mausen
finden sich zwar MHC Klasse |-Komplexe an der Zelloberflache, die jedoch aufgrund
ineffizienter Peptidbeladung instabil und durch eine untypische Peptidspezifitat
charakterisiert sind. Aus diesen Daten wurde eine Rolle fir Tapasin in der Auswahl des
Peptidrepertoires im MHC Klasse I-Komplex postuliert (Paulsson et al., 2004). Als Folge
der veranderten und verringerten Peptidauswahl ist die CD8*-T-Zell-Antwort in Tapasin™
-Mausen vermindert (Garbi et al., 2000). Zusammengefasst erscheint die simultane
Inhibition von Tapasin und von TAP eine sehr effektive Form des ,Immune escape®
darzustellen, da sowohl der Transport zytosolischer Peptide in das ER, als auch die
Auswahl an antigenen Peptiden, die unabhangig von TAP im ER auf MHC Klasse-I-
Komplexe geladen werden, beeintrachtigt sein kénnten.

Eine verringerte Proteinmenge von Calretikulin wurde bisher selten in Tumoren und
transformierten Zellen beschrieben. Dazu kommt, dass dieses Chaperon, ebenso wie
Calnexin, ER60 und PDI nicht nur an der Antigenprozessierung beteiligt ist, sondern
grundsétzlich die korrekte Faltung ER-residenter Proteine gewahrleistet (Bouvier, 2003).
Eine Hemmung dieser essentiellen Chaperone I&sst vermuten, dass bei einem ,Immune
escape“-Mechanismus, ahnlich wie bei den Proteasom-Untereinheiten, nur diejenigen
Molekule supprimiert werden, die flr den vitalen Zellstoffwechsel entbehrlich sind. Ritz
und Koautoren (2001) konnten im Zervixkarzinom eine verminderte Expression von
Calretikulin  und Calnexin nachweisen, was auf die Funktion von alternativen
Chaperonen schlieBen lasst. Die Hemmung von Calretikulin durch HER-2/neu-Uber-
expression fallt jedoch gesamt gering aus. Der Vergleich der Western Blot-Analysen
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zeigt, dass PA28, LMP2, LMP10, TAP1 und Tapasin fast komplett fehlen, wahrend die
Calretikulin-Proteinmenge nur marginal vermindert ist.

5.1.3. Verringerte Antigenprozessierung durch HER-2/neu-Uberexpression:
Modell eines ,Immune escape“-Phanotyp

Aus den oben angeflihrten Ergebnissen ergibt sich, dass HER-2/neu die MHC Klasse I-
Antigenprozessierung auf mehreren Ebenen inhibiert. Allerdings wurden in dieser Arbeit
andere Parameter, die die Immunogenitat beeinflussen, wie zum Beispiel Kostimulation
oder die Expression nicht klassischer MHC-Antigene nicht bertcksichtigt. Die folgende
Abbildung 5.2. soll die unterschiedlichen Komponenten, die durch HER-2/neu gehemmt
werden, verdeutlichen:
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Abb. 5.2: ,Immune escape“-Phéanotyp in HER-2/neu” Zellen
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Der ,Immune escape” beeintrachtigt die Generierung antigener Peptide im Zytosol und im ER, die TAP-
Funktion und die Peptidbeladung, da die Komponenten PA28, LMP2, LMP10, TAP1, TAP2, Tapasin und
ERAAP fehlen. Als Resultat finden sich deutlich weniger MHC Kasse I-Komplexe auf der Zelloberflache.
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5.1.4. Der Einfluss von IFN-y

Eine Reihe von Publikationen belegen, dass eine HER-2/neu Uberexpression in vivo zu
Gen-Verlusten fihren kann (Gallion et al., 1995; Verma et al., 1999; Brandau et al.,
2001; Montagna et al., 2002; Schiffer et al., 2003). Schiffer und Koautoren (2003)
induzierten in Mausen HER-2/neu™-Tumore mit der Injektion von HER-2/neu*-Zellen, in
denen die HER-2/neu-Expression durch Stimulation mit Anhydrotetrazyklin blockiert
werden kann. Durch eine entsprechende Behandlung der Mause konnten die Tumore
eliminiert werden, allerdings entstanden nach 20 Tagen HER-2/neu™-Tumor-Varianten in
den Tieren. Ein erhdhter Selektionsdruck kénnte demnach in HER-2/neu*-Zellen zu
genetischen Defekten fuhren. Auch die Arbeiten an humanen Tumoren mit HER-2/neu-
Uberexpression zeigen, dass diese Tumore haufig genetische Defekte aufweisen
(Jarvinen et al., 2003). Die in dieser Arbeit untersuchten, durch HER-2/neu ausgelésten
Defekte kénnten deshalb auch auf genetischen Alterationen in den transformierten
Zellen beruhen. Um dies auszuschlieBen, wurde gezeigt, dass eine Stimulation mit
IFN-y die Defekte regulieren kann, ohne dabei die Expression von HER-2/neu zu
beeinflussen. Dies konnte in allen entsprechenden Experimenten bestéatigt werden. Eine
genetische Alteration kann damit als Ursache fur die beobachteten Effekte ausge-
schlossen werden.

Obwohl sich die Wirkung von IFN-y in den semiquantitativen RNS- und Western Blot-
Analysen nicht genau quantifizieren lasst, erscheint die Reversion durch das Zytokin nur
unvollstandig zu sein. Die HER-2/neu™-Zellen zeigen unter dem Einfluss von IFN-y eine
bessere TAP-Funktion und Antigenprasentation als die HER-2neu'-Zellen unter den
gleichen Bedingungen. Dies entspricht einer Ras-induzierten Hemmung der Antigen-
prozessierung. In diesen Zellen ist die MHC Klasse I-Oberflachenexpression um etwa
50 % vermindert und erreicht unter IFN-y-Einfluss das Niveau der unbehandelten
parentalen Zellen (Seliger et al., 1998).

Weitere Studien zeigen, dass ein HER-2/neu-induzierter Effekt auf die Immunogenitat
der Zellen durch IFN-y wieder riickgangig gemacht werden kann, ohne die HER-2/neu-
Expression zu beeinflussen, so dass ein genetischer Defekt als Ursache fir die
verringerte MHC-Komplexzahl ausgeschlossen werden kann (Kono et al.,1997; Lollini et
al., 1998). Dies deckt sich mit den zahlreichen Publikationen, die eine verminderte aber
durch IFN-y-stimulierbare Expression verschiedener APM-Komponenten in Tumoren,
Tumorzelllinien und Onkogen- oder adenoviral-transformierten Zellen beschreiben
(siehe oben). Die bereits postulierten regulativen Mechanismen, die in den trans-
formierten Zellen zu verminderter Immunogenitat flihren, kénnten sich dabei unter
anderem auf Promotorebene abspielen, ohne die ISRE-Elemente und damit die IFN-y-
Induzierbarkeit zu beeinflussen. Diese Uberlegung wird durch die dargestellten
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Ergebnisse einer Ras-, und HER-2/neu-vermittelten Blockade von APM-Promotoren
unterstitzt.

Es stellt sich jedoch in diesen Zusammenhangen die Frage nach der Effektivitat des
.immune escape“-Mechansimus, der durch inflammatorische Zytokine, wie |FN-y,
reversibel ist. Wie bereits erwahnt, ist die Induktion durch IFN-y in dieser Arbeit in den
HER-2/neu*-Zellen jedoch unvollstandig und erreicht ,nur“ das Niveau der parentalen,
unstimulierten Zellen. Die in den Studien von Garcia-Lora und Koautoren (2003a,
2003b) beschriebene, durch T-Zellen ausgeléste Hemmung der Expression einzelner
Gene der MHC Klasse I-Antigenprasentation ist entsprechend den Ergebnissen dieser
Arbeit durch IFN-y induzierbar. Dies lasst vermuten, dass es sich in diesem Fall um
effektive ,Immune escape“-Mechansimen handelt, obwohl die Zytokininduktion die
Immunogenitat der Tumorzellen verbessern kann. Inwieweit es sich bei dem hier
untersuchten Modell einer HER-2/neu-induzierten Hemmung der Antigenprasentation
ebenfalls um einen ,effektiven® Mechanismus handelt, bleibt offen. Zur Klarung dieser
Frage kdnnten zum Beispiel Mausmodelle herangezogen werden, in die die hier
untersuchten Zellen injiziert und die entstehenden Tumore hinsichtlich einer AbstoBung
und der MHC Klasse |-Antigenprasentation untersucht werden.

5.1.5. Die HER-2/neu Uberexpression fiihrt zu einem kompletten Verlust der
Immunogenitat

Die verminderte Expression des Immuno-Proteasoms, des Peptidtransporters TAP und
dessen beeintrachtigte Funktion fihrt zu stark reduzierter MHC Klasse |-Oberflachen-
expression in den HER-2/neu’-Zellen. Damit stellte sich die Frage, ob diese Zellen von
zytotoxischen T-Zellen erkannt werden kénnen. Die Herstellung der fir diese T-Zell-
Analysen bendtigten HLA-A2-Transfektanten bestatigte indirekt die oben angeflhrten
negativen Effekte von HER-2/neu auf die intrazellulare Antigenprozessierung, da die
HLA-A2"°-HER-2/neu” Zellen weniger HLA-A2-Komplexe an der Zelloberflache expri-
mieren als die HLA-A2"-HER-2/neu-Zellen. Die HLA-A2-Oberflachenexpression kann
aber durch eine Induktion mit murinem IFN-y erhdht werden. Da dieses Zytokin in
diesem Fall nur die Expression der murinen Gene der Antigenprozessierung, nicht aber
die des humanen HLA-A2 steigert, ist die in den HER-2/neu’-Zellen geringe HLA-A2-
Expression an der Zelloberflache nur auf die verminderte Menge an antigenen Peptiden
zurUckzufthren. Dies ist ein weiterer Beweis dafiir, dass HER-2/neu die Herstellung
antigener Peptide hemmt.

Die Ergebnisse der Chromfreisetzungs-Versuche bestatigten die Vermutung, dass die
HER-2/neu’-Zellen aufgrund der verminderten Antigenprasentation nicht erkannt
werden kénnen und damit die Immunantwort beeintrachtigt ist. Allerdings sind die
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relativen Lyseraten sehr niedrig, da die spontane Lyse der Zellen in diesen
Experimenten unverhaltnismaBig hoch ist. Deshalb wurden die Experimente statistisch
ausgewertet und der Unterschied zwischen den HER-2/neu’- und HER-2/neu-Zellen
als signifikant bestimmt (p<0,05, Wilcoxontest). Auch in diesen Experimenten zeigt sich
der Einfluss einer Stimulation mit IFN-y, da die stimulierten Zellen stérker lysiert werden
als die unbehandelten Zellen. Die Antigenprasentation ist demnach nicht ,defekt®,
sondern effektiv reduziert.

Einen Verlust der Immunogenitat bei einer HER-2/neu-Uberexpression deutete sich
indirekt auch in der Studie von Castilleja und Koautoren (2001) an, in der die Degra-
dation von HER-2/neu in Tumorzellen durch Geldananmycin induziert wurde, mit dem
Ziel, die Menge an prasentierten HER-2/neu-Peptiden zu erh6hen. Dabei wird Uber eine
gleichzeitige Zunahme von MHC Klasse I-Komplexen an der Zelloberflache berichtet,
die zu einer besseren Immunogenitat der Zellen fuhrt. Auch aus anderen Studien, in
denen HER-2/neu Uber Inhibitoren oder Antikérper gehemmt wurde, lassen sich
Hinweise auf eine inverse Korrelation von Immunogenitdt und HER-2/neu-Uber-
expression finden. Allerdings werden die prasentierten Daten meist auf den anti-
proliferativen und/oder pro-apoptotischen Effekt fokussiert (Monden et al., 1999; Mann
et al., 2001; Baselga, 2001; Moulder et al., 2001; Schiffer et al., 2003; Choudhury et al.,
2004). Dabei wird teilweise auch eine inverse Korrelation von HER-2/neu- und MHC-
Oberflachenexpression beschrieben (Choudhury et al., 2004; Castilleija et al., 2001).
Weitere Hinweise auf diese Zusammenhéange liefern Studien, in denen die Hemmung
von HER-2/neu in vivo eine Tumorregression ermdglichen kann. Zum Beispiel berichten
Norgaard und Koautoren (1999) Uber eine erfolgreiche Therapie von HER-2/neu®-
Tumoren in HER-2/neu-transgenen Mausen durch die Impfung mit einem Farnesyl-
Transferase-Inhibitor, der die Ras-Aktivierung blockiert. Unter der Annahme, dass die
HER-2/neu-Ras-Kaskade die Suppression der Antigenprasentation induziert, sollte die
Blockade dieses Signalwegs die Immunogenitat der Zellen verbessern. Eine durch
diesen Inhibitor verursachte Modulation der MHC Klasse |-Expression wurde allerdings
nicht untersucht. Wolpoe und Koautoren (2003) konnten mit Hilfe von HER-2/neu-
spezifischen Antikérpern eine CD8*-T-Zell-Antwort in HER-2/neu-transgenen Mausen
verbessern. Auch in klinischen Studien wurden durch den Einsatz des HER-2/neu-
spezifischen Antikérpers ,Herceptin® in Kombination mit einer Chemotherapie die
Heilungsraten verbessert (Baselga, 2001, Slamon et al. 2001, Vogel et al., 2002). Dieser
Antikdrper konnte in anderen Studien die zytotoxische Aktivitdt HER-2/neu-spezifischer
T-Zellen gegen HER-2/neu-uberexprimierende Tumorzellen in vitro erhdhen (Meyer zum
Blschenfelde et al., 2002; Kono et al., 2004).
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Mdoglicherweise wird durch die Blockade von HER-2/neu dessen Einfluss auf die
Immunogenitdt der Tumorzellen ausgeschaltet. Allerdings berichten Kono und
Koautoren (2004), dass die Expression von TAP1 und LMP2, sowie die MHC Klasse |-
Oberflachenexpression bei einer Uber spezifische Antikérper induzierten HER-2/neu-
Degradation unverandert bleibt. Sie fihren die verbesserten Lyseraten vor allem auf die
Zunahme von antigenen HER-2/neu-Peptiden zuriick, da sich dieser Effekt Uber die
Hemmung des Proteasoms inhibieren lasst. Dies wirde gegen die in dieser Arbeit
gefundenen inversen Korrelationen von HER-2/neu-Expression und Antigenprasentation
sprechen. Allerdings werden in der erwahnten Studie Zellen eingesetzt, deren HER-
2/neu-Expression um ungefahr 50 % niedriger ist, als die in dieser Arbeit untersuchten
HER-2/neu’-Zellen. Wie bereits erwahnt, kénnte die Menge an HER-2/neu-Protein
entscheidend sein, um einen signifikanten Effekt auf die Immunogenitat nachzuweisen
(Herrmann et al., 2004).

Somit ergibt sich aus den angeflhrten Daten die Frage, ob die verminderte
Immunogenitét bei einer HER-2/neu-Uberexpression Einfluss auf die Therapie humaner
Tumore mit zytotoxischen T-Zellen nehmen kann.

5.1.6. Ist HER-2/neu ein attraktives Ziel fir T-Zell-vermittelte Immun-
therapien ?

Die haufige Uberexpression von HER-2/neu in Tumoren lasst vermuten, dass Peptide
dieses Proteins in groBer Anzahl Ober MHC Klasse |-Komplexe auf Tumorzellen
prasentiert werden. Aufgrund dieser Annahme wurde in einer Vielzahl an Studien
versucht, zytotoxische T-Zellen zu erzeugen, die auf Tumorzellen prasentierte HER-
2/neu-Peptide erkennen kénnen. Unterstitzt wird dieser Ansatz dadurch, dass aus
Patienten mit HER-2/neu*-Tumoren neben HER-2/neu-spezifischen Antikérpern auch
entsprechend spezifische T-Zellen isoliert wurden, die HER-2/neu-Peptide auf Tumor-
zellen aus unterschiedlichen Geweben erkennen (Disis et al., 1994; Pupa et al., 1993;
Peoples et al., 1995; Sotiropoulou et al., 2003). In verschiedenen Studien wurden
insgesamt mehr als 30 Peptide sequenziert, die Uber MHC Klasse I- und Klasse II-
Komplexe prasentiert werden (Correa et al., 2001; Kiessling et al., 2002) und die sich in
der Qualitat der Bindung an den MHC-Komplex, der Haufigkeit der in vivo-Prasentation,
der Allel-Restriktion und in der Immunogenitat unterscheiden (Rongcun et al., 1999;
Kuhns et al., 1999; Seliger et al., 2000; Scardino et al., 2001; Correa et al., 2001;
Kiessling et al., 2001). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde versucht, in HER-2/neu*-
Tumor-Patienten eine tumorspezifische T-Zell-Antwort zu erzeugen. Dabei wurde zum
Beispiel das HER-2/neu-Peptid ,369-377¢, das an MHC Klasse I-Komplexe binden kann,
in Patienten mit Ovar- und Kolonkarzinom injiziert und nach zwei weiteren Restimula-
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tionen aus den Probanden Peptid-spezifische T-Zellen gewonnen. Allerdings wurden
HER-2/neu’-Tumorzellen in vitro von den T-Zellen nicht erkannt (Zaks et al., 1998). In
anderen Studien konnte die T-Zell-Reaktivitdt durch Peptide, die sowohl tGber MHC
Klasse |-, als auch Klasse llI-Komplexe préasentiert werden kénnen, gesteigert werden,
was den Einfluss einer CD4"-Antwort in diesem Zusammenhang verdeutlicht (Disis et
al., 1999; Knutson et al., 2001). Zur Optimierung der Antigenprasentation in dem
Patienten wurden auch Dendritische Zellen, die zuvor mit HER-2/neu-Peptiden stimuliert
wurden, als Impfstoff eingesetzt und HER-2/neu-spezifische T-Zellen aus den
Probanden isoliert (Brossart et al.,1998, 2000; Rongcun et al., 1999). In anderen
Ansatzen wurden Dendritische Zellen verwendet, die mit einem HER-2/neu-kodierenden
Virus infiziert waren, um zu gewabhrleisten, dass nur nattrlich prozessierte Peptide auf
MHC Klasse |- und Klasse II-Komplexen prasentiert werden (Specht et al., 1997, Meyer
zum Buschenfelde et al., 2000, 2001).

Die meisten der angefiihrten Studien flhren in vitro-T-Zell-Analysen als Beweis fir den
moglichen Erfolg klinischer Therapien an, in denen eine HER-2/neu-spezifische T-
Zellantwort in den Patienten induziert werden soll. Aus den in dieser Arbeit gefundenen
Ergebnissen ergibt sich jedoch, dass der Einfluss von HER-2/neu auf die
Antigenprasentation eine derartige Strategie in Frage stellen kénnte. Dies kénnte einer
der Grinde dafir sein, dass die bisher vorliegenden Heilungsraten bei den Impf-
strategien zur Induktion HER-2/neu-spezifischer T-Zellen eher gering sind (Correa et al.,
2001), wahrend Therapien mit ,Herceptin“, das zur Degradation von HER-2/neu flhrt,
erfolgreicher angewendet werden (Vogel et al., 2002).

Betrachtet man die Effektivitat der aus den Patienten generierten T-Zellen aus den oben
angefuhrten Arbeiten anhand der angegeben Lyseraten, so zeigt sich, dass HER-2/neu-
spezifische T-Zellen unabhangig von der Herstellung oder dem prasentierten Peptid
relativ geringe Lyseraten gegeniber HER-2/neu-Uberxprimierenden Tumorzellen zei-
gen. Sie liegen zum Beispiel bei einem E:T-Verhéltnis von 10 : 1 bei etwa 5 % (Knutson
et al., 2001) oder 12 % (Brossart et al., 2000). Dabei werden auch haufig die E:T-
Verhéltnisse mit 50-100 : 1 unverhaltnismaBig hoch angesetzt (Brossart et al., 2000;
Sotiropoulou et al., 2003), was den zu erwartenden in vivo-Bedingungen vermutlich
nicht entspricht. Auf der anderen Seite zeigen die Daten von Kono und Koautoren
(1997), dass bei dem eher physiologischen Effektor zu Target-Verhaltnis von 1 :20
Varianten entstehen kdnnen, die verminderte MHC Klasse |-Komplexe auf der Zell-
oberflache tragen. Hieraus resultiert die Vermutung, dass eine Induktion einer HER-
2/neu-spezifischen T-Zellantwort in einem Tumorpatienten die Ausbildung von ,Immune
escape“-Varianten positiv selektionieren kann. Dass diese ,Escape“-Varianten nicht
ausschlieBlich aufgrund eines Gen-Verlustes einer einzelnen Zelle entstehen, sondern
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unter anderem das Ergebnis einer verdnderten Regulation der transkriptionellen
Kontrolle von Genen sein kénnen, zeigen die Daten dieser Arbeit. Dies wiederum lasst
den Schluss zu, dass sich HER-2/neu-Uberexprimierende Tumore relativ schnell und in
vielen Zellen gleichzeitig einer Erkennung durch T-Zellen entziehen kénnen.

Einige Studien bestatigten in vivo die Induktion dieses Mechanismus durch den Uber
zytotoxische T-Zellen ausgelésten Selektionsdruck. Shanakaran und Koautoren (2001)
verglichen RAG"-Mause, die keine T-Zellen entwickeln, mit syngenen, immunkom-
petenten Mausen hinsichtlich der Tumorprogression. Die Injektion von Tumorzellen aus
syngenen Mausen fuhrte in beiden Maustypen zu einem schnellen Tumorwachstum.
Dagegen unterliefen Tumore aus RAG” Mausen in den immunkompetenten Mausen zu
40 % einer Regression. Das bedeutet, dass diese Tumore, die nicht unter dem
Selektionsdruck des Immunsystems entstanden waren, effektiver von dem Immun-
system erkannt werden. Verschiedene Autoren postulieren daher die Selektion von
.immune escape“-Varianten in Tumoren aufgrund des Selektionsdrucks durch das
Immunsystem als einen generellen Mechanismus (Algarra et al., 2004; Garcia-Lora et
al., 2003a, 2003b). In einer anderen Studie wurden die molekularen Ursachen, die durch
den Selektionsdruck durch T-Zellen verursacht werden, in Ansatzen aufgeklart.
Tumorzellen, die keine Antigene auf der Zelloberflache exprimierten wurden in immun-
defiziente Mause injiziert. Die entstandenen Tumorzellen wiesen ohne eine vorhandene
T-Zellantwort wieder eine normale Antigenprasentation auf. Dies wurde nicht
festgestellt, wenn die Tumorzellen in immunkompetente Mause injiziert wurden (Garcia-
Lora et al., 2001). RT-PCR-Analysen zeigten, dass in den Tumorzellen aus immun-
kompetenten Mausen die Transkription von TAP1, TAP2, LMP2, LMP7, LMP10, Tapasin
und Calnexin inhibiert wurde. Eine Stimulation mit IFN-y fuhrte dagegen wieder zu
vermehrten Transkriptmengen (Garcia-Lora et al., 2003b). Die Tumorzellen modulierten
demnach die Antigenprasentation, je nach vorhandenem Selektionsdruck, durch eine
veranderte transkriptionelle Regulation verschiedener Gene der MHC Klasse I-Antigen-
prozessierung. Diese Daten unterstitzen die angefiihrte Hypothese, dass eine
induzierte T-Zellantwort zu dem Entstehen von ,Escape®-Varianten flihren kann, die
nicht auf genetischen Defekten beruhen, sondern das Ergebnis einer modulierten
Antigenprasentation ist. Diese Regulation erfolgt méglicherweise Uber einen generellen
Mechanismus, da in unterschiedlichen Tumorarten jeweils die gleichen und Uber
mehrere Genlozi verteilte Gene betroffen sind. So ist zum Beispiel LMP10 im
Unterschied zu TAP nicht im MHC-Lokus codiert (Larsen et al., 1993; Beck et al., 1992).
Zusammengefasst sind demnach Impfungen mit HER-2/neu spezifischen T-Zellen
kritisch zu sehen, obwohl HER-2/neu aufgrund seiner Uberexpression und der
zahlreichen, natirlich présentierten Peptide als ,attraktives® Ziel fir diese Therapien gilt.
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Jedoch kann HER-2/neu einen ,Immune escape” in Tumoren induzieren und dies kann
wiederum durch einen Uber T-Zellen ausgetibten verstarkten Selektionsdruck favorisiert
werden.

Alternativ zu diesen Anséatzen erscheint die Impfung mit HER-2/neu-spezifischen
Antikdrpern erfolgversprechender zu sein, wie verschiedene Studien mit ,Herceptin®,
das die extrazellulare Doméane von HER-2/neu erkennt, zeigen konnten (Esteva, 2004).
Der Erfolg einer entsprechenden Therapie wird in den klinischen Studien anhand einer
verlangerten Lebenserwartung und dem geringeren Fortschreiten der Erkrankung im
Vergleich zu Kontrollgruppen angefiihrt (Vogel et al., 2002). Jedoch ist die Erfolgsrate
relativ gering. Cobleigh und Koautoren (1999) impften 222 Patienten und konnten in nur
acht Patienten einen kompletten, und in 26 einen partiellen Rickgang des Tumors
beobachten, obwohl in allen Patienten HER-2/neu-lberexprimierende Tumore diagnos-
tiziert wurden. Es wird daher vermutet, dass HER-2/neu’-Tumore eine Resistenz
gegeniber der Antikérper-Therapie entwickeln kénnen. Dies wurde bereits mit HER-
2/neu*-Zelllinien, die in ,Herceptin“-enthaltenen Medien proliferieren kénnen, nachge-
wiesen (Kute et al., 2004; Nahta et al., 2004). Ob es sich dabei um genetische Altera-
tionen, oder um regulative Mechanismen handelt, ist noch nicht geklart. Méglicherweise
spielt die genetische Instabilitat in den meist fortgeschrittenen Tumorstadien eine wich-
tige Rolle, da die erhéhte Mutationsrate eine positive Selektion Therapie-resistenter
Tumorzellen ermdéglichen kdnnte.

Im Allgemeinen wird die Antikdrper-vermittelte Therapie durch eine zusatzliche
Behandlung mit Chemotherapeutika erganzt, was die Heilungsrate verbessern kann
(Slamon et al.,, 2001, Baselga et al., 2001). Allerdings wurde festgestellt, dass die
Therapie mit ,Herceptin® in Kombination mit Chemotherapeutika zu Herzerkrankungen
fihren kann (Perez et al., 2004). So berichten Slamon und Koautoren (2001), dass 27 %
der behandelten Patienten eine abnormale Herzfunktion als Folge der Therapie auf-
wiesen. Mdglicherweise lasst sich dieses Risiko durch die Verwendung spezieller
Chemotherapeutika reduzieren (Eidtmann et al., 2004; Perez et al., 2004; Schimmel et
al., 2004). Neue Daten lassen vermuten, dass die toxischen Nebenwirkungen einer
,Herceptin“-Behandlung unter anderem mit der Bedeutung von HER-2/neu fir die
Herzfunktion zusammenhéngen. Studien mit transgenen Mausen, die eine ventrikular-
restringierte Defizienz von HER-2/neu aufweisen, entwickeln Kardiomyopathien und
zeigen eine verminderte Kontraktionsfahigkeit des Herzmuskels (Cron et al., 2002;
Negro et al., 2004).
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5.2. Molekularer Mechanismus der HER-2/neu-vermittelten Hemmung der
Antigenprozessierung

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Aufklarung der molekularen Ursachen der HER-
2/neu-induzierten Hemmung der MHC Klasse I-Antigenprozessierung. Die Analyse der
Expressionsmuster der entsprechenden Gene ergab, dass es sich hierbei um ein
komplexes Phanomen handelt, da eine Mehrzahl an Genen involviert ist, die sich
sowohl hinsichtlich des Genlokus, als auch der Funktion des Proteinproduktes
unterscheiden. Dies lasst darauf schlieBen, dass verschiedene Regulationen auf
unterschiedlichen Signalwegen parallel erfolgen.

Es wurde deshalb entschieden, den Schwerpunkt auf die Regulation von TAP und
Tapasin zu setzen, da es sich bei diesen Molekilen um wichtige Komponenten der
Antigenprozessierung handelt. Dagegen ist die Bedeutung fur die Immunantwort von
LMP und PA28 ohne Zytokineinfluss noch nicht bewiesen. Aufgrund der verringerten
RNS-Mengen von TAP und Tapasin wurde vermutet, dass diese Gene unter anderem
transkriptionell reguliert werden. Deshalb wurden die Promotoren dieser Gene kloniert
und hinsichtlich ihrer Aktivitdt untersucht. Ziel dabei war es, Sequenzbereiche zu
detektieren, die fur die HER-2/neu-vermittelte Hemmung der Transkription essentiell
sind.

5.2.1. HER-2/neu hemmt die Promotoraktivitat von TAP und Tapasin

Es zeigte sich, dass die Promotoren von TAP1/LMP2, TAP2, und Tapasin in ihrer
Aktivitat in den HER-2/neu*-Zellen vermindert und durch IFN-y induzierbar sind. Dies
war aufgrund der RT-PCR Analysen erwartet worden.

In der Literatur finden sich zahlreiche Daten, die einen Einfluss von HER-2/neu auf die
Promotoraktivitat verschiedener Gene nachweisen (Hynes et al., 2001; Sistonen et al.,
1989; Ye et al., 1996; Reese et al., 1997; Prenzel et al., 2001; Galang et al., 1996;
Yarden et al., 2001). Allerdings beschreiben die meisten Arbeiten eine Induktion der
Transkription, wahrend in dieser Arbeit eine Inhibition der Promotoraktivitat vorliegt. Ein
repressiver Einfluss von HER-2/neu auf einen Promotor wurde zum Beispiel anhand des
Membranproteins MUC-1 gezeigt, dessen Promotoraktivitdt in HER-2/neu’-Tumoren
herunterreguliert ist (Adriance et al., 2004). In einigen Studien konnten auch die
Signalkaskaden aufgeklart werden, die fir die HER-2/neu-vermittelte Inhibition von
Promotoren bestimmter Gene verantwortlich sind. Dabei fallt auf, dass die Regulation
haufig unter Einfluss der Ras- oder PI3K-Kaskade erfolgt. Ye und Koautoren (1996)
konnten zum Beispiel nachweisen, dass die Transkription von ap-Integrin durch die
Signalkaskade HER-2/neu-Ras gehemmt wird, welche die Bindung von SP1 an den
Integrin-Promotor blockiert. Die gleiche Signalkaskade fuhrt Gber bisher noch nicht
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bekannte Transkriptionsfaktoren zu einer Hemmung des Promotors des Tumor-
suppressors Rho-B (Jiang et al., 2004). Oh und Koautoren (2001) konnten die
verminderte Transkription des Ostrogen-Rezeptors auf eine HER-2/neu-induzierte Ras-
MAPK-Aktivierung zurtckfihren. Dagegen ist die Reprimierung des Promotors von
MUC-1 sowohl von aktiviertem Ras, als auch der PI3-Kinase (PI3K) in HER-2/neu Uber-
exprimierenden Zellen abh&ngig (Scibetta et al., 2001). Auch in den meisten Studien,
die eine Aktivierung von Promotoren durch HER-2/neu genauer charakterisierten,
konnten als verantwortliche Signalmolekile Ras oder PI3K identifiziert werden, wie zum
Beispiel bei der Regulation der Promotoren von CyklinD1 (Lee et al., 2000), Prolyl-
isomerase PIN1 (Ryo et al., 2002), ,Fatty acid Synthase* FAS (Kumar-Sinha et al.,
2003) und ,Vascular endothelium growth factor receptor* VEGFR (Maity et al., 2000).
Analog zu diesen Daten zeigt sich in den Ergebnissen dieser Arbeit eine mdgliche
Beteiligung der Ras-Kaskade bei der Hemmung des TAP2-Promotors, da dieser sowohl
in HER-2/neu™-, als auch in Ras™-Zellen geringere Aktivitat im Vergleich zu den paren-
talen Zellen aufweist. Frihere Studien in der Arbeitsgruppe konnten den gleichen Effekt
von Ras auf den TAP1/LMP2 Promotor belegen (Harders, nicht publizierte Daten), der
auch in den HER-2/neu*-Zellen herunterreguliert ist. Dagegen wird der Tapasin-
Promotor nur in den HER-2/neu’-, nicht aber in den Ras*-Zellen inhibiert. Dies gibt
Anlass zur Spekulation, dass HER-2/neu Uber die Ras-Signalkaskade die Promotoren
von TAP1, TAP2 und LMP2 reguliert und ein Ras-unabhangiger Signalweg zur
Hemmung der Tapasin-Transkription fihren kénnte. Der Einsatz von Inhibitoren konnte
diese Vermutung zum Teil bestétigen, da die Behandlung mit dem Proteinkinase C-
Inhibitor Staurosporin die HER-2/neu-vermittelte Hemmung des Tapasin-Promotors
revertieren konnte. Dieser Effekt wurde durch den Einsatz von Inhibitoren gegen die
durch Ras aktivierbare MAP-Kinase oder gegen PI3-Kinase nicht erreicht. Allerdings
konnte ebenfalls kein Einfluss dieser Inhibitoren auf die Hemmung der TAP1/LMP2- und
TAP2-Promotoraktivitdt nachgewiesen werden, obwohl diese Promotoren in Ras*-Zellen
inhibiert sind. Dies kdnnte jedoch auch mit einer unzureichenden Blockade dieser
Signalmoleklle durch die entsprechende Inhibitor-Menge zusammenhangen. Eine
genauere Aufklarung dieser Zusammenhéange erfordert die Analyse der Phosphory-
lierung von Komponenten der unterschiedlichen Signalkaskaden in zukinftigen Experi-
menten.

5.2.2. Die HER-2/neu-induzierte Hemmung des Tapasin-Promotors erfolgt
uber die Bindung eines E2F/E2F/P300-Komplexes

Aus den Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass durch HER-2/neu Trans-
kriptionsfaktoren auf eine andere Art an die Promotoren von TAP und Tapasin binden
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als in den parentalen Zellen. Dies hat auf die Transkription einen hemmenden Einfluss,
woflr sich unterschiedliche Erklarungsmdglichkeiten anbieten (Abb. 5.3).

Abb. 5.3: Modell einer HER-2/neu-verursachten Hemmung der Promotoraktivitat:

A

GATA NF-xB SP1 NF-«xB IRF

B .

QE)

GATA NF-xB SP1 NF-xB IRF

GATA NF-xB SP1 NF-xB IRF

In der Ausgangssituation (A) binden verschiedene Transkriptionsfaktoren an den Promotor. Damit
verbessern sie die Bindung des Initiationskomplexes (TI) an den Promotor und aktivieren so die
Transkription. Eine Hemmung der Promotoraktivitat kobnnte entstehen, wenn zusatzlich ein Repressor an
den Promotor bindet, der die Bindung der anderen Transkriptionsfaktoren beeinflusst (B), oder wenn
bestimmte Transkriptionsfaktoren nicht mehr an den Promotor binden (C).

Aufgrund der unterschiedlichen Signalkaskaden, die durch HER-2/neu aktiviert werden,
finden sich zahlreiche Transkriptionsfaktoren, die unter Einfluss von HER-2/neu reguliert
werden kénnen. Zu diesen Faktoren z&hlen zum Beispiel Myc (Hynes et al., 2001), AP1
(Sistonen et al., 1989; van Dame et al., 2001; Rogatsky et al., 2001), AP2 (Hollywood et
al.,, 1993; Galang et al., 1996; Vernimmen et al., 2003), SP1 (Ye et al., 1996), NF-xB
(Galang et al., 1996; Reese et al., 1997; Zhou et al., 2000; Pianetti et al., 2001, Prenzel
et al, 2001) oder Faktoren der Ets-Familie (Yordy et al., 2000; Bosc et al., 2001). Wie
bereits erwdhnt kann HER-2/neu durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren die
Promotoraktivitat eines Gens inhibieren (Adriance et al., 2004; Jiang et al., 2004; Ye et
al., 1996). Es stellte sich deshalb die Frage, welche Transkriptionsfaktoren bei der
Hemmung von TAP und Tapasin eine Rolle spielen.

Die vergleichende Analyse der Promotorsequenzen auf gemeinsame Muster von
Bindungsmotiven ergab mehrfach auftretende Bindungsmotive fir SP1, GATA, NF-«B,
E2F und IRF, so dass sich fir eine HER-2/neu-induzierte Suppression der Promotor-
aktivitaten viele verschiedene Zielregionen voraussagen lieBen. Auch die Analysen der
Deletionsmutanten der Promotoren von TAP2 und Tapasin ergaben keine eindeutigen
Hinweise, bis auf die Tatsache, dass die Wt-Promotoren am starksten durch HER-2/neu
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inhibiert werden kénnen. Dies fuhrt zu der Vermutung, dass die Hemmung der Aktivitat
durch die simultane Bindung von mehreren Faktoren an unterschiedlichen Stellen der
Promotoren vermittelt wird. Deshalb wurden am Beispiel des Tapasin-Promotors die
Bindungsmotive fir Transkriptionsfaktoren durch Mutation eliminiert, um deren Einfluss
auf die HER-2/neu-induzierte Hemmung des Promotors zu untersuchen.

Es zeigte sich, dass die Inaktivierung von drei Motiven fur E2F bzw. P300 in allen drei
Fallen die Promotoraktivitat in beiden Zellen steigert. Beim Vergleich der Aktivitaten
dieser Promotormutanten zwischen den HER-2/neu*- und HER-2/neu”-Zellen wurde
deutlich, dass diese Motive essentiell fur die HER-2/neu-induzierte Hemmung der
Promotoraktivitat sind. In den Gelshift-Experimenten konnte die Bindung von nukledren
Proteinen an diese Promotorregionen nachgewiesen werden. Dabei ist die Bindung nur
moglich, wenn alle drei Motive simultan angeboten werden (vgl. Abb. 5.4.). Dies erklart,
warum die Mutation nur eines dieser Motive die HER-2/neu-induzierte Hemmung des
Promotors aufheben kann.

Aus diesen Daten kann gefolgert werden, dass HER-2/neu die Bindung eines
Komplexes aus zwei E2F- und einem P300-Faktor an den Tapasin-Promotor induziert,
was zu einer Suppression der Transkription fuhrt (Abb. 5.4.).

Abb. 5.4: Modell einer HER-2/neu-vermittelten Hemmung der Tapasin-Promotoraktivitat

DNS Unter normalen Bedingungen kann
der Transkriptions-Initiations-
Komplex (TT) durch die Bindung von
Transkriptionsfaktoren, wie zum
Beispiel NF-«xB, die DNS stabil
binden und die RNS effektiv
synthetisieren

TI

—>

HER-2/neu-Uberexpression

i Bei HER-2/neu-Uberexpression

kommt es zur Bindung eines
Komplexes aus zwei E2F und einem
p300 Molekiil, der nur als trimerer
Komplex an drei Regionen den
Promotor bindet und so die
Interaktion zwischen NF-xB und TI
verhindert. Die Folge kannte sein,
dass die Bindung des TI weniger
stabil ist und weniger RNS
synthetisiert wird.

NF-xB
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Diese Ergebnisse sind insofern von besonderem Interesse, da der Uber HER-2/neu
aktivierbare Faktor NF-«xB, der in der transkriptionellen Regulation der MHC-Gene (van
den Elsen et al., 1998a), von TAP1/LMP2 (Wright et al., 1995, Chatterjee-Kishore et al.,
1998) und, wie gezeigt, auch von Tapasin eine wichtige Rolle spielt, nicht fir die
Hemmung der Promotoraktivitdt von Tapasin verantwortlich ist. Dagegen konnte E2F
bisher nicht in Verbindung mit immunologisch relevanten Gen-Regulationen gebracht
werden. Vielmehr ist dieser Faktor vor allem fiir die Modulation des Zellzyklus essentiell
(Stevaux et al., 2002; Cam et al., 2003). In diesem Zusammenhang wurde auch eine
Interaktion zwischen HER-2/neu und E2F identifiziert. Zum Beispiel reguliert HER-2/neu
Uber die Aktivierung der MAP-Kinase die Bindung von E2F an den CyclinD1-Promotor,
was die Freisetzung weiterer E2F-Faktoren zur Folge hat (Lee et al., 2000; Morris et al.,
2000). Beide Komponenten, E2F und HER-2/neu, bewirken auch die Destabilisierung
des Inhibitors p27, was wiederum die Aktivierung von CyclinE-cdk2 und CyclinA-cdk2
und den Eintritt der Zelle in die G1-Phase bewirkt. Folglich haben beide Komponenten
denselben stimulierenden Effekt auf die Zellteilung (Abb. 5.5). Auch die Expression der
Prolylisomerase PIN1 wird durch die HER-2/neu-Ras-induzierte Bindung von E2F an
den entsprechenden Promotor ermdglicht, was die Proliferation von Epithelzellen
stimuliert (Ryo et al., 2002). In lymphoiden Zellen wird E2F durch die PI13-Kinase und Akt
aktiviert (Brennan et al., 1997), so dass eine HER-2/neu-induzierte E2F-Bindung an
Promotoren auch Uber PI3K erfolgen kdnnte.
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Abb. 5.5: HER-2/neu und E2F im Zellzyklus
HER-2/neu

N

Degradation <+—— E2F
von p27 i E2F-Rb  Rb”

l cyclind1 } E2F

CyclinE-cdk2 ?
CyclinA-cdk2 }

Progression des
Zellzyklus

HER-2/neu und E2F bewirken ein Fortschreiten des Zellzyklus. Dabei kann HER-2/neu seine Wirkung
Uber E2F und die Expression von CyclinD1 sowie Uber die Aktivierung von CyclinE und Cyclin A ausiiben.

Der Einfluss von E2F auf den Zellzyklus kann je nach den bindenden Faktoren sowohl
repressiv als auch aktivierend sein. Die Faktoren E2F1, E2F2 und E2F3 gelten als
Aktivatoren, wohingegen E2F4, 5, 6, 7 meist repressiv auf die Promotoren wirken
(Stevaux et al., 2002; Cam et al., 2003; Bruin et al., 2003). Die Hemmung des
Promotors der Telomerase Reversen Transkriptase TERT durch E2F1 zeigt allerdings,
dass diese Einteilung nicht absolut ist (Crowe et al., 2001). Aus den bisherigen
Publikationen, die eine Hemmung von Promotoraktivitaten durch E2F beschreiben,
lassen sich die repressiven Wirkungen vor allem in ruhenden Zellen nachweisen,
wahrend die aktivierenden Eigenschaften von E2F1, 2, 3 den Zellzyklus in der spaten
G1- und der S-Phase antreiben (Stevaux et al., 2002; Cam et al., 2003). Wie im
Ergebnisteil angeflihrt, befinden sich die HER-2/neu*-Zellen haufiger in der S-Phase als
die HER-2/neu-Zellen und zeigen hdhere Proliferationsraten (Tab. 4.1., S.72). Der
repressive Einfluss von E2F auf die Tapasin-Transkription steht demnach im Gegensatz
zu den bisherigen Daten, da sich hier der hemmende Einfluss durch E2F in
proliferierenden (HER-2/neu®) statt in ruhenden (HER-2/neu”) Zellen vermuten lasst.

Analog zu den hier gefundenen Ergebnissen, die eine DNS-Bindung eines E2F-enthal-
tenen Repressor-Komplexes vermuten lassen, bindet E2F an die DNS haufig im
Komplex, zum Beispiel als Dimer zusammen mit dem E2F-Dimerisations Partner (DP),
wobei die Spezifitat der Bindung von dem E2F-Faktor abhangig ist (Dyson, 1998). Die
Regulation des Cyclin-Kinase-Inhibitors p18™<é erfolgt iiber die simultane Bindung von
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E2F1, E2F4 und SP1 in einem Multiproteinkomplex an den Promotor (Blais et al., 2002).
Auch far die repressive Wirkung auf Promotoren durch E2F ist eine Komplexbildung
essentiell, da gezeigt werden konnte, dass die entsprechenden Promotoren von
Repressorkomplexen aus E2F4, P130 und der Histon-Deazetylase HDAC gebunden
sind. Dieser Komplex wird bei Fortschreiten des Zellzyklus durch die Aktivatoren E2F1,
2, 3 verdrangt (Rayman et al., 2002; Ren et al., 2002; Takahashi et al., 2000). Folglich
ist die Komplexbildung von E2F-Faktoren mit Histon-modifizierenden Enzymen, zu
denen auch P300 z&hlt und die vermutlich bei der Hemmung des Tapasin-Promotors
auftritt, bereits bekannt. In den erwahnten Studien wurde die Bedeutung der Histon-
Deazetylasen allerdings im Zusammenhang mit ihrer enzymatischen Funktion gesehen,
da die Detektion des Repressor-Komlexes mittels Chromatin-Immunoprazipitation
erfolgte. Gelshiftassays mit isolierten und entsprechend nicht Gber Histone geschitzten
Oligonukleotiden wurden nicht durchgeflihrt. Méglicherweise bindet dieses Enzym in
den genannten Studien nicht direkt ein Erkennungsmotiv im Promotor, sondern indirekt
an die DNS dber die Komplexbildung mit dem DNS-bindenden E2F-Faktor. Im
Gegensatz dazu ist in dieser Arbeit die Bindung der Histon-Azetyltransferase P300 an
ein Motiv in dem Tapasin-Promotor essentiell fir die Hemmung der Aktivitat, da dessen
Mutation die Bindung aufheben kann.

Die meisten Daten, die einen Einfluss auf die Promotoraktivitat durch P300 beschreiben,
beziehen diese Wirkung vor allem auf die Bindung von P300 an Transkriptionsfaktoren,
was vermutlich aufgrund der enzymatischen Eigenschaft von P300 den Zugang zur
DNS erleichtert (Chan et al., 2001). Unter den Transkriptionsfaktoren, die P300 binden
und die Uber HER-2/neu reguliert werden, finden sich zum Beispiel STAT1, AP1 (c-jun,
c-fos), Ets-1, CREB und E2F (Goodmann, et al., 2000, Abb. 5.6).
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Abb. 5.6: Organisation des P300-Proteins

Transaktivierungsdomdne Acetyltransferase Transaktivierungsdomdne
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Sowohl am N-, als auch am C-Terminus befinden sich Transaktivierungsdoméanen und in der Mitte ist die
enzymatische Aktivitdt der Acetyltransferase lokalisiert. Mehrere Bereiche innerhalb der Trans-
aktivierungsdomanen kdénnen Transkriptionsfaktoren binden, von denen einige hier dargestellt sind.
Bemerkenswert ist die Tatsache, dass zwei Bindungsstellen fur E2F1 vorliegen (veréndert nach Chan et
al., 2001)

Neben der Eigenschaft als Komplexbildner von Transkriptionsfaktoren kann P300 auch
selbst an eine spezielle DNS-Konsensussequenz, die dem Erkennungsmotiv fir NF-xB
ahnelt, binden (Rikitake et al.,1992). Da die Bindung von P300 an Promotoren meist im
Zusammenhang mit anderen Transkriptionsfaktoren erfolgt, wird vermutet, dass diese
Bindung die Bildung und DNS-Bindung spezieller Transkriptionsfaktor-Komplexe erleich-
tert (Chan et al., 2001). Zum Beispiel hemmt das adenovirale Protein E1A die Aktivitat
des HER-2/neu-Promotors lber die DNS-Bindung von P300 (Chen et al., 1997). Der
gleiche Promotor wird durch die Wirkung von P300 und des Transkriptionsfaktors ER81
aktiviert. Dabei handelt es sich um einen positiven ,Feedback-Loop* in dem HER-2/neu
Uber die Aktivierung der MAP-Kinase den Komplex P300-ER81 stimuliert, der seiner-
seits die HER-2/neu-Transkription aktiviert (Bosc et al., 2002). Die Aktivierung von P300
durch HER-2/neu kann auch Uber den Akt-Signalweg erfolgen. So wird Gber diese
Signalkaskade das p53-bindende MDM2 phosphoryliert, welches in seiner phos-
phorylierten Form mit P300 assoziieren kann und die Degradation von p53, sowie anti-
apoptotische Signale ausldst (Zhou et al., 2001). P300 ist somit direkt an der veran-
derten Regulation von Zellzyklus und Apoptose in HER-2/neu-tberexprimierenden
Zellen beteiligt. Ein Zusammenhang zwischen P300 und der transkriptionellen Re-
gulation von TAP und Tapasin ist bisher nicht beschrieben worden. Allerdings spielt
P300 bei der Aktivierung und Stabilisierung des ,Enhancosoms” der Transkription der
MHC Kilasse I-Allele eine wichtige Rolle. Dieser Einfluss spiegelt sich jedoch nicht in
einer direkten Bindung an den Promotor, sondern Uber die Bindung von P300 an die
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beteiligten Transkriptionsfaktoren wider (van den Elsen et al., 1998b; Gobin et al.,
2001).

Zusammenfassend wird die Vermutung, dass P300 zusammen mit E2F bei HER-2/neu-
Uberexpression den Tapasin-Promotor hemmt, dadurch unterstiitzt, dass P300 und E2F
durch HER-2/neu-induzierte Signalkaskaden aktiviert werden kénnen und P300 sowohl
DNS als auch E2F binden kann.

Nachdem die Hemmung der Promotoraktivitdt von Tapasin auf die Wirkung eines
Repressor-Komplexes, der an E2F und P300 Motive im Promotor bindet, zurick-
zufihren war, wurde untersucht, ob diese Motive auch fir die Regulation von LMP2,
TAP1 und TAP2 von Bedeutung sind. Die Inaktivierung dieser Motive ergab jedoch,
dass diese Regionen in den Promotoren keinen Einfluss auf die HER-2/neu-induzierte
Hemmung der Promotoraktivitdt haben. Allerdings ist auch denkbar, dass die rein
theoretisch durchgeflihrte Analyse auf Bindungsmotive etwaige Bindungsstellen in der
DNS nicht findet, obwohl in der Zelle dennoch E2F und P300 an diese Promotoren
binden kénnen.

Aus den Daten der Literatur lassen sich zwei Signalkaskaden vermuten, die die Bildung
eines E2F/E2F/P300-Komplexes induzieren kénnten (Abb. 5.7):
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Abb. 5.7: Potentielle Signalwege von HER-2/neu zur Komplexbildung von E2F und
P300
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Hypothetischer Signalweg von HER-2/neu zu einer Komplexbildung von E2F und P300. Die Kaskade
wére Uber PI3K und/oder Ras denkbar. Die Fragezeichen stehen flr einen hypothetischen Weg, die
anderen Pfeile sind bereits bekannt (siehe Text).

Allerdings lassen folgende Daten aus der vorliegenden Arbeit vermuten, dass der
Tapasin-Promotor unabhangig von Ras reguliert wird:
i.  Der Tapasin-Promotor wird in HER-2/neu™-, nicht aber in Ras*-Zellen inhibiert.
i. Die Hemmung der MAPKinase und PI3Kinase hat vermutlich keinen Einfluss auf
diesen Effekt.
ii. Die Hemmung der PKC kann den HER-2/neu-induzierten Effekt aufheben.
iv.  Die Promotoren von TAP1/LMP2 und TAP2 werden vermutlich nicht durch
E2F/P300-Bindunsgmotive inhibiert.
Somit ware statt der in Abb. 5.7 gezeigten Signalwege eine Verbindung von HER-2/neu
— PLC-y — PKC — E2F/E2F/P300 denkbar, die in der Literatur bisher nicht beschrieben
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wurde. Diese Hypothese wird durch eine Analyse der Phosphorylierungsmuster der
verschiedenen Signalkaskaden noch zu prifen sein.

5.2.3. Die HER-2/neu-initiierte Komplexbildung von E2F und P300:
Verknilipfung von Zellzyklus und Antigenprasentation ?

Ebenso wie HER-2/neu spielen E2F und P300 an der Entwicklung von Herz und
Nervengewebe eine wichtige Rolle, wie Studien an HER-2/neu”-, E2F"- und P300™"-
Mausen zeigen konnten (Dagnino et al., 1997; Lin et al., 2000; Yao et al., 1998; Stevaux
et al., 2002). Alle drei Faktoren Uben einen Einfluss auf den Zellzyklus aus, der in einer
Progression minden kann. In diesem Zusammenhang findet sich auch der Nachweis
einer Komplexbildung analog zu dem in dieser Arbeit postulierten Repressorkomplex
aus E2F und P300. Morris und Koautoren (2000) konnten zeigen, dass die Phos-
phorylierung von E2F5 zu einer Bindung von P300 fuhrt, was die Bindung von E2F an
die DNS ermdglicht und letztlich den Eintritt in die S-Phase induziert. So ergibt sich
folgendes Modell fiir die Komplexbildung von E2F und P300 im Zellzyklus (nach Chan et
al., 2001), in das auch HER-2/neu Uber die Aktivierung von CyclinD1 und die Inakti-
vierung von p27 Einfluss nehmen kdnnte:

Abb. 5.8: HER-2/neu als Initiator der E2F/P300-Komplexbildung

HER-2/neu

Aktivierung von Cycﬁ Inak’ri\vie‘rung von p27
| e |
ﬂ
© B ol o,

Progression des
Zellzyklus

Die Aktivierung von CyclinD1 férdert die mehrfache Phosphorylierung des Retinoblastomaproteins (Rb)
durch CyclinD/cdk4 und damit die Freisetzung von E2F. Dies kann nun seinerseits von CyclinE/cdk2 im
Bereich der Transaktivierungsdomane phosphoryliert werden und daraufhin mit P300 einen Komplex
bilden, der zu einer Zunahme der Transkription von E2F-kontrollierten Genen flhrt (verandert nach Chan
et al., 2001).
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Wie bereits angeflhrt, besitzt P300 zwei E2F-Bindungsstellen, so dass auch ein
Komplex aus zwei E2F-Molekllen und einem P300-Molekul denkbar ware, wie es bei
der Regulation der Aktivitat des Tapasin-Promotors wahrscheinlich erfolgt.

Bei der Betrachtung dieser Daten und den Ergebnissen dieser Arbeit fallen u.a. folgende
Zusammenhéange auf:

i.  Der Komplex aus E2F/P300 spielt im Zellzyklus eine entscheidende Rolle.

i. Dieser Komplex kann durch HER-2/neu induziert werden.

ii.  HER-2/neu aktiviert in Zellen die Progression des Zellzyklus.

iv.  HER-2/neu hemmt die MHC Klasse I-Antigenprozessierung.

v. Dies erfolgt im Falle von Tapasin vermutlich Uber einen Komplex aus

E2F/E2F/P300.

Aus diesen Zusammenhangen wédre denkbar, dass Zellzyklus und MHC Klasse |-
Antigenprasentation negativ miteinander korrelieren. Dabei kdnnte sogar vermutet
werden, dass die gleichen Faktoren aktivierend oder repressiv wirken, so dass zum
Beispiel E2F/P300 die Promotoren Zellzyklus-relevanter Gene stimuliert und diejenigen
von immunologisch relevanten Genen inhibiert.

Der biologische Nutzen flr diese negative Korrelation kdnnte in der effektiven Verteilung
der fUr beide Prozesse benétigten Energie liegen. Unterstiitzt wird diese Hypothese
durch die haufig auftretenden Defekte in der MHC Klasse I-Antigenprésentation in trans-
formierten, und durch eine verstérkte Proliferation gekennzeichneten Zellen. Umgekehrt
fihrt eine Steigerung der Antigenprasentation haufig zum Zellzyklusarrest. Kréger und
Koautoren (2003) konnten zeigen, dass durch eine Induktion der Expression von IRF-1,
welches die Expression immunologisch relevanter Gene aktiviert, der transformierte
Phanotyp von Ras*-, Myc*- und HER-2/neu*-NIH3T3 Zellen revertiert werden konnte.
Somit unterstutzt der Effekt einer gesteigerten Antigenprasentation bei gleichzeitigem
Zellzyklus-Arrest durch immunstimulatorische Molekiile, wie IFN-y, die oben angeflhrte
Hypothese (Saunders et al., 1994; Kirchhoff et al., 1993, Vivo et al., 2001; Krdger et al.,
2003).
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5.3. Zukiinftige experimentelle Strategien

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich vor allem zwei unterschiedliche
experimentelle Strategien fir weitere Forschungen:
i.  Untersuchung der in vivo-Bedeutung eines durch HER-2/neu-Uberexpression
ausgel6sten ,Immune-escape®.
i. Aufklarung der komplexen molekularen Ursachen einer Onkogen-vermittelten
Suppression verschiedener Promotoren der MHC Klasse |-Antigenprasentation.

Zur Uberpriifung der Relevanz eines HER-2/neu-induzierten ,Immune-escape“-Phano-
typs kdnnten Mausmodelle herangezogen werden. Durch die Injektion von HER-2/neu-
Uberexprimierenden Zellen in immunkompetente und immundefiziente Mause kdénnte
man die Expressionsmuster der entstandenen Tumore hinsichtlich verschiedener,
immunologisch relevanter Gene untersuchen. Dabei sollte auch, wenn méglich,
zwischen dem Primartumor und Metastasen unterschieden werden. Aus den Tumoren
kénnten Zelllinien etabliert werden und diese wieder in syngene Mause injiziert werden.
So kénnte man das Wachstum und die AbstoBung der entstehenden Tumore in
Abhangigkeit ihrer Herkunft aus immundefizienten und immunkompetenten M&ausen
untersuchen. Die Ergebnisse dieser Arbeiten kénnten die Bedeutung eines durch das
Immunsystem ausgeldsten Selektionsdrucks auf das Wachstum und den ,Immune-
escape“-Phanotyp HER-2/neu-tberexprimierender Tumore aufklaren. Weiterhin wére es
in diesem Zusammenhang mdoglich, durch eine Auswahl an Zellen, die HER-2/neu
unterschiedlich stark Uberexprimieren die relative HER-2/neu-Proteinmenge, die fir
einen Immune escape“-Phanotyp im Primartumor erforderlich ist, abschatzen zu
kénnen. Diese Daten hatten fur die klinische Diagnostik wichtige Bedeutung.

Zur Aufklarung der molekularen Ursachen einer Inhibition von Promotoren der MHC
Klasse I-Antigenprasentation sollte zun&chst versucht werden, den Transkriptionsfaktor-
Komplex, der die Tapasin-Transkription Uber die E2F/P300-Motive hemmt, zu isolieren
und zu identifizieren. Dies bietet die Moglichkeit, die Komponenten des Komplexes
gezielt zu hemmen, um die Tapasin-Promotor-Aktivitdt zu steigern. Im Folgenden
kénnten dann Plasmide kloniert werden, welche die entsprechenden Transkriptions-
faktoren Uberexprimieren. Durch eine Ko-Transfektion mit anderen Promotor-Plasmiden
kébnnte man so in Reporterassays den Einfluss der Faktoren auch auf andere
Promotoren, wie zum Beispiel die TAP1/LMP2- und TAP2-Promotoren untersuchen.
Hierzu sollten auBerdem diejenigen Promotoren, die mdglicherweise durch HER-2/neu
inhibiert werden, wie LMP10, PA28a, PA28B3 und ERAAP kloniert werden. Dabei sollten
auch die humanen Promotoren mit einbezogen werden. Eine Aufklarung der beteiligten
Signalwege, die den Repressorkomplex aktivieren, kénnte Uber die Analyse der
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Expressions- und Phosphorylierungsmuster der Komponenten der Signalkaskaden mit
Phospho-spezifischen Antikérpern erfolgen. Von besonderem Interesse waére dabei
auch zu untersuchen, ob die Expression der identifizierten Transkriptionsfaktoren die
Regulation Zellzyklus-relevanter Gene beeinflusst. Auf der Grundlage der erwahnten
Hypothese einer negativen Korrelation von Zellzyklus und MHC Klasse I-Antigen-
prasentation ware zu erwarten, dass eine Uberexpression des Repressors der Tapasin-
Expression zu einer vermehrten Expression Zellzyklus-relevanter Gene, wie verschie-
dener Cycine fuhrt. SchlieBlich bietet sich die Mdoglichkeit, die Expression der
identifizierten Transkriptionsfaktoren in anderen Onkogen-transformierten Zelllinien im
Vergleich zu untransformierten Zelllinien zu bestimmen. Dies kénnte auch anhand von
histologischen Schnitten humaner Tumore aus unterschiedlichen Geweben erfolgen, um
Hinweise auf die klinische Bedeutung dieser Transkripitonsfaktoren zu erhalten.
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6. Zusammenfassung

In Tumoren und Onkogen-transformierten Zellen finden sich haufig Defizienzen in der
Expression von Komponenten der MHC Klasse I-Antigenprozessierung, die mit einer
verminderten MHC Klasse |-Oberflachenexpression und einer reduzierten Sensitivitat der
Zellen gegenlber einer ZTL-vermittelten Lyse gekoppelt sein kénnen. Da in den meisten
Fallen die reduzierten Expressionsmuster Uber Zytokine revertiert werden kénnen, werden
verschiedene Regulationsmechanismen als Ursache fir die Defizienzen postuliert. Auch in
Zellen, die den ,human epidermal growth factor receptor 2“ (HER-2/neu) Uberexprimieren,
wurden derartige ,Immune escape“-Mechanismen identifiziert. Aufgrund der Amplifikation
und/oder Uberexpression dieses Onkogens in Tumoren, die mit einer schnellen Progression
der Erkrankung und einer schlechten Heilungsprognose assoziiert ist, wurden zahlreiche
Therapien entwickelt, die auf einer Mobilisierung des Immunsystems gegenliber HER-2/neu
oder dessen Blockade durch spezifische Antikérper abzielen. Die bisher jedoch nur
unzureichenden Erfolge dieser Therapien kénnten ihre Ursache in einer verminderten
Immunogenitdt der HER-2/neu*-Zellen aufgrund von Defizienzen in der MHC Klasse |-
Antigenprozessierung haben, weshalb die Untersuchung der molekularen Ursachen dieser
Suppression fur die Therapie von HER-2/neu*-Tumoren von besonderer Bedeutung ist.

In dieser Arbeit wurde anhand eines in vitro-Systems ein HER-2/neu-vermittelter ,,Immune
escape“-Phanotyp charakterisiert und die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen
untersucht. Hierzu wurden murine, HER-2/neu™-NIH3T3-Zellen mit HER-2/neu-transfizierten
NIH3T3-Zellen verglichen. Die Untersuchung zeigte, dass die Oberflachenexpression von
MHC Klasse I-Antigenen bei einer HER-2/neu-Uberexpression vermindert ist. Dies ist
assoziiert mit reduzierten Expressionen von LMP2, LMP10, PA28a, PA283, ERAAP, TAP1,
TAP2, und Tapasin, einem blockiertem TAP-Transport und einer fehlenden Sensitivitat
gegenlber einer ZTL-vermittelten Lyse. Da die analysierten Defekte durch eine Stimulation
mit IFN-y wieder revertiert werden kénnen, wird eine transkriptionelle oder translationelle
Regulation der betroffenen Gene durch HER-2/neu postuliert. Aufgrund dieser Ergebnisse ist
eine T-Zell-vermittelte Therapie von HER-2/neu*-Tumoren als kritisch anzusehen.

Die Untersuchung der Promotoren von TAP1/LMP2, TAP2 und Tapasin ergab geringere und
durch IFN-y-induzierbare Promotoraktivitdten in den HER-2/neu*-Zellen im Vergleich zu den
HER-2/neu-Zellen. Mittels Mutagenese-PCR und Gelretardationsanalysen konnte die
Bindung eines Komplexes an zwei E2F- und einer P300-Bindungsstelle im Tapasin-Promotor
identifiziert werden, die fur die HER-2/neu-vermittelte Hemmung der Tapasin-Promotor-
aktivitat essentiell ist. Eine Inaktivierung der E2F- und P300-Motve in den TAP1/LMP2- und
TAP2-Promotoren hatte dagegen keinen Einfluss auf die HER-2/neu-vermittelte Blockade
der Promotoraktivitdt. Ein Vergleich der Promotoraktivititen der HER-2/neu’- mit Ras-
transformierten Zellen ergab, dass die TAP1/LMP2- und TAP2-Promotoren in beiden Zellen
supprimiert werden, wahrend der Tapasin-Promotor bei Ras-Transformation nicht beein-
trachtigt ist. Der Einsatz von Inhibitoren zeigte, dass die Suppression des Tapasin-Promotors
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vermutlich Uber die PLC-y-PKC-Kaskade erfolgt. Dagegen konnte mit Inhibitoren gegen
MAPK und PI3Kinase kein vergleichbarer Effekt erzielt werden. Aufgrund dieser Daten wird
postuliert, dass HER-2/neu Uber die Signalkaskade PLC-y-PKC-E2F/P300 die Tapasin-
Promotoraktivitat supprimiert, wohingegen noch bisher unbekannte Signalkaskaden von
HER-2/neu und Ras zu einer Hemmung der TAP1/LMP2- und TAP2-Promotoraktivitat
fihren. Da die Komplexbildung von E2F und P300 auch im Zellzyklus eine Rolle spielt, wird
eine negative Korrelation zwischen Zell-Proliferation und MHC Klasse |-Antigenprasentation
postuliert, die Gegenstand kunftiger Studien sein wird.
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A
ABC
Ac
AG
amp
AMV
AP
AP-1
APM
APS
AR
AS
ATP
BCIP
bidest
Bp
BSA
C

°C

CD
cdk
cDNS
C/EBP
cfu
cm
CMV
ConA
cpm
CREBP
CIITA
Da
DC
DMSO
DNS
dNTP
DP
DTT
EBV
E. coli
EBNA
EDTA
EGTA
EMSA
ER
ERAAP
ERK
EtBr
EtOH
FAS
fmol
FCS
FITC
fw

g

Abkurzungsverzeichnis

Adenin

"ATP-binding cassette"

Acetat

Arbeitsgrupe

Ampicillin

Aviarer Myoblasto Virus

Alkalische Phosphatase

"Activating protein 1"
Antigenprozessierungsmaschinerie
Ammoniumpersulfat

Amphiregulin

Aminosaure(n)
Adenosintriphosphat
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat
bidestiliert

Basenpaar

Rinderserumalbumin

Cytosin

°Celsius

"Cluster of differentiation”

"Cyclin dependent kinase"
codierende DNS
"CCAAT/enhancer binding protein”
"Colony forming unit"

Zentimeter

Cytomegalievirus

Concanavalin A

Impulse pro Minute

"cyclic AMP-Response-Element-binding protein”
"MHC class Il transactivator”
Dalton

Dendritische Zelle

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonukleosidtriphosphatgemisch aus dATP/dCTP/dGTP/dTTP
Dimerisierungspartner

Dithiothreitol

Epstein Barr-Virus

Escherichia coli

"Epstein-Barr virus nuclear antigen"
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-tetraessigséure
"Electromobility shift assay"
endoplasmatisches Retikulum

"ER aminopeptidase associated with antigen processing"
"extracellular signal-regulated kinase"
Ethidiumbromid

Ethanol

"Fatty acid synthase"

Femtomol

fotales Kalberserum
Fluoresceinisothiocyanat
"foreward"

Gramm
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G
GAM
GATA
ap
GRB
GTP

h

H2-
HBV
HCV
HDAC
HER
HLA
HPV
HRP
HSP
HSV
IFN

g

IL
IPTG
ISRE
IRF
kB

kD
k.o.

[
LB-Medium
LCMV
LMP
LPS
M

MFI
MHC

Guanin

"goat anti mouse"

"GATA-binding factor 1"

Glykoprotein

"Growth factor receptor-bound protein”
Guanidintriphosphat

Stunden

"Class Il histocompatibility antigen”
Hepatitis-B Virus

Hepatitis-C Virus

Histondeazetylase

"Human epidermal growth factor receptor”
"human leucocyte antigen"

Humaner Papillomavirus
"Horseradish peroxidase"
Hitzeschockprotein

Herpes simplex-Virus

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Isopropylthiogalaktosid

"Interferon stimulated response element"
"Interferon regulatory factor"
Kilobasenpaare

Kilodalton

"Knockout"

Liter

Luria Bertani-Medium

Lymphozytérer Choriomeningitis Virus
"low molecular weight proteins"
Lipopolysaccharid

Molar

Mittlere Fluoreszenzintensitat

"major histocompatibility complex"
Millimolar

Milliampére

Mikrofarad

monoklonaler Antikérper
"Mitogen-activated protein kinase"
"multiple cloning site"

"multidrug resistance"

Minute

Milliliter

Mikroliter

millimolar

mikromolar

Millimol

Mikromol
3-[N-Morpholin]-propansulfonsaure-N"-[2-ethansulfonsaure]
Messenger-Ribonukleinsaure

Mutante

mittlere spezifische Fluoreszenzintensitat
Neuregulin

4-Nitro Blue-Tetrazoliumchlorid
Neomycin

"Nuclear factor"

Nanogramm
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NK-Zelle
nm
NP 40
Oct
oD
P(A)-
PAA
PAGE
pAk
PBS
PCR
Pfu
PIN
PIP2
PKB
PKC
PLC
pmol
PMSF
RACE
rev
Rb
RNS
RT
RTK
sek
SDS
SV40
T

TA
TAE
TAP
Taq
TB-Medium
TBST
TEMED
TF
TGF
TI
TNF
TOP
TPPII
Tris
TZR
U/N

U

Ub
UpM
UTR
uv
Val
Wit

Vv
VEGF
Vol
v/v
w/v

Natdrliche Killer Zelle

Nanometer

Nonidet P40

Oktamersequenz

Optische Dichte
Polyadenylierungssequenz
Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
polyklonaler Antikérper
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Polymerasekettenreaktion
Pyrococcus furiosus
Prolylisomerase
Phosphatidylinositol-2-Phosphat
Proteinkinase B

Proteinkinase C

Phospholipase C

picomol
Phenylmethylsulfonylfluorid

"Rapid amplification of cDNA-ends"
"reverse"

Retinoblastomaprotein
Ribonukleinsaure

reverse Transkription
Rezeptor-Tyrosinkinase

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

Simian Virus 40

Thymin

Annealingtemperatur
Tris-Acetat-EDTA

"Transporter associated with antigen processing*
Thermophilus aquaticus

"terrific broth"-Medium
Tris-gepufferte Kocksalzldsung mit 0,1% Tween 20
Tetramethylethylendiamin
Transkriptionsfaktor

"Transforming growth factor"
Transkriptions-Initiationskomplex
Tumor Nekrose Faktor

Thimet oligopeptidase

Tripeptidyl peptidase
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
T Zell Rezeptor

uber Nacht

"Units"

Ubiquitin

Umdrehungen pro Minute
"untranslated region”

ultraviolettes Licht

Valin

Wildtyp

Volt

"Vaskular endothelial growth factor"
Volumen

Volumen pro Volumen

Masse pro Volumen
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ZTL Zytotoxische T-Zelle



