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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Den Hitzeschockproteinen werden neben ihrer zellbiologisch wichtigen Rolle als Chaperone auch
bedeutende immunologische Eigenschaften zugesprochen. Es wurde berichtet, dass sie einerseits
komplexierte Antigene durch Mechanismen der Kreuzprasentation effektiv in den MHC-Klasse-I-
Prasentationsweg einschleusen konnen (Suto und Srivastava, 1995), andererseits auch
Immunantworten der angeborenen Immunitat auszulésen vermégen (Zengh et al., 2001; Strbo et al,
2002). Daher dienen sie gleichermaBen als Initiator der adaptiven Immunantwort und kénnen durch
ihren adjuvanten Effekt die antigenspezifische zellulare Immunitat verstarken (Srivastava, 2002). Das
Ziel dieser Arbeit war es, den postulierten adjuvanten Effekt der Hitzeschockproteine in
Vakzinierungsstudien auszunutzen, die gegen das in Mammakarzinomen {berexprimierte
Tumorantigen HER2/neu gerichtet waren. Durch die rekombinante Fusion vier verschiedener
Hitzeschockproteine (mHsp70, mHsc70, mHsp70L1 und m.tub.Hsp70) mit zwei HER2/neu-
spezifischen, in Tandem klonierten CD8" T-Zellepitopen TYLPTNASL und PYVSRLLGI (Hsp-
HER2/neurg) bzw. mit einem langeren Fragment, das ebenfalls das CD8* T-Zellepitop TYLPTNASL
enthielt (Hsp-Her2/neu,.13¢), konnte in BALB/c-Mausen der adjuvante Hsp-Anteil der Fusionsproteine
evaluiert werden. Zusatzlich wurden Fusionsproteine generiert, die eine Untersuchung des HLA-A2-
restringierten HER2/neu-Epitops KIFGSLAFL im HLA-A2-transgenen HHD-Mausmodell ermdglichten
(Hsp-HER2/neuygs.579). Parallel zur Evaluierung des Adjuvanzeffektes wurde sowohl im BALB/c- als
auch im HHD-Mausmodell die Kapazitdt der Fusionsproteine untersucht, eine gegen das korpereigene
Protoonkogen HER2/neu gerichtete Selbst-Toleranz zu brechen und eine Immunantwort zu induzieren.
Die in E. coli exprimierten rekombinanten Proteine konnten nach Nickel-Affinitdtschromatographie mit
hoher Reinheit (70-90 %) gewonnen und das kontaminierende LPS durch eine Behandlung mit dem
Detergenz Triton X-114 auf einen verbleibenden Gehalt von 0.004-0.07 EU/ug reduziert werden. Der
Vergleich der Hsp-Fusionsproteine hinsichtlich ihrer Fahigkeit, eine Immunantwort gegen ein
Fremdantigen zu induzieren, zeigte, dass drei der vier Proteine (Hsp70-HER2/neurg, Hsc70-
HER2/neur und m.tub.Hsp70-HER2/neure) eine HER2/neu-spezifische T-Zellzytotoxizitat /n vivo
induzierten, wenn sie in Kombination mit dem TLR-9 Liganden CpG verabreicht wurden. Ohne dieses
Adjuvans jedoch konnte entgegen der Beobachtungen friiherer Studien keine spezifische
Immunantwort mehr detektiert werden, so dass vermutet wird, dass der immunstimulatorische Effekt
der Hsp-Anteile in den Fusionsproteinen durch die sorgfaltige LPS-Abreicherung verloren ging. In
Kombination mit einer mittleren CpG-Dosis induzierten die Proteine Hsp70-HER2/neutg, Hsc70-
HER2/neur und m.tub.Hsp70-HER2/neu eine starkere HER2/neu-spezifische Immunitat /n vivo als
das synthetische Peptid. Diese drei Fusionsproteine aktivierten auch murine BMDC /n vitro hinsichtlich
einer erhoéhten Expression der kostimulatorischen Molekile CD40, CD80 und CD86, wobei hohe
Proteinkonzentrationen nétig waren. Alle vier untersuchten Hsp-HER2/neurg-Fusionsproteine konnten
in einem prophylaktischen Ansatz ohne zusatzliches CpG das Wachstum des HER2/neu-
Uberexprimierenden Tumors D2F2/E2 signifikant verlangsamen, wahrend dies durch eine

Peptidimmunisierung nicht erreicht wurde. Da in einem direkten Vergleich die Hsp-HER2/neuxe 134~



Zusammenfassung

Fusionsproteine und das rekombinante Protein HER2/neu,s.13¢ aber dieselbe Immunogenitat besaBen,
muss davon ausgegangen werden, dass in dem hier untersuchten System die
Hitzeschockproteinanteile keinen verstarkenden Effekt auf die Immunantwort ausiiben und der Vorteil
der Fusionsproteine gegeniiber dem Peptid eher auf der Proteinimmunisierung basierte. Die
Immunogenitdt der Hsp-HER2/neure-Fusionsproteine reichte nicht aus, um einen therapeutischen
Effekt auf das Tumorwachstum auszuliben. Ebensowenig gelang es, Geddchtnis-T-Zellantworten zu
induzieren. Selbstreaktive Immunantworten gegen ein kérpereigenes HLA-A2-restringiertes Epitop aus
HER2/neu konnten durch Vakzinierungen mit modifizierten Peptiden induziert werden, wahrend die
Stimulation autoreaktiver T-Zellen durch die Fusionsproteine Hsp-HER2/neu,qs.579 Nicht gelang.

Die Daten der vorliegenden Arbeit lassen die Schlussfolgerung zu, dass Hsp-Fusionsproteine im
HER2/neu-System mit der hier gewdhlten Immunisierungsstrategie offenbar keine effektive
Immunstimulation bewirken. Vermutlich verlieren die Hsp-Anteile der rekombinanten Proteine ihren
Adjuvanzeffekt durch die LPS-Abreicherung. Daher wird deutlich, dass fiir den Einsatz proteinbasierter
Vakzinen in der Immuntherapie Hitzeschockproteine als Adjuvans nicht ausreichen. Stattdessen
missten andere Adjuvanzien wie z. B. GMCSF eingesetzt werden. Parallel kénnten
Epitopmodifikationen oder veranderte Vakzinierungsstrategien, wie z. B. die In vitro-Proteinbeladung

von DC eine verbesserte Immunogenitdt erzeugen.



Summary

2 Summary

Besides their important chaperone function, heat shock proteins (Hsp) have been claimed to possess
impressive immunologic properties. Reports have shown that they are able to induce cross-
presentation of associated exogenous antigens in the MHC class I presentation pathway and
additionally have been suggested to induce innate immunity. Therefore Hsp are considered to be
initiators of adaptive immune responses able to increase antigen specific immunity due to their
adjuvant effects (Srivastava, 2002). The goal of this thesis was to exploit this Hsp-derived adjuvant
effect in vaccination studies that were directed against the tumor antigen HER2/neu which is
overexpressed in mammary carcinoma. Four different Hsp (mHsp70, mHsc70, mHsp70L1 and
m.tub.Hsp70) were fused with either two HER2/neu-derived CD8" T cell epitopes TYLPTNASL and
PYVSRLLGI (Hsp-HER2/neurg) or different fragments of the human HER2/neu protein (Hsp-
HER2/neuys-135, Hsp-HER2/neuyg.579) in order to evaluate the adjuvant Hsp part in the different
recombinant fusion proteins. Additionally, their capacity to induce self reactive immune responses and
to overcome tolerance against the self protein HER2/neu was analyzed in BALB/c and HHD HLA-A2
transgenic mice.

After expression in £. colj the recombinant proteins were purified by Ni-affinity chromatography
achieving purities of 70 to 90 %. Treatment with Triton X-114 reduced LPS contamination to 0.004-
0.07 EU/ug protein. The comparison of the four different Hsp fusion proteins in terms of their capacity
to induce immunity against a foreign antigen showed that three out of four fusion proteins (Hsp70-
HER2/neurg, Hsc70-HER2/neurs and m.tub.Hsp70-HER2/neu+s) induced HER2/neu specific cytotoxicity
in vivo if they were applied together with the TLR-9 ligand CpG. Without CpG however, no specific
immunity was detectable which implies that the immunostimulatory effect of the Hsp was mostly lost
upon careful endotoxin removal. In combination with intermediate amounts of CpG the proteins
Hsp70-HER2/neurg, Hsc70-HER2/neurs and m.tub.Hsp70-HER2/neur: showed stronger HER2/neu
specific immunogenicity in vivo as compared with the peptide. These three fusion proteins were also
able to mature murine BMDC in terms of upregulation of the costimulatory markers CD40, CD80 and
CD86, but high protein concentrations were needed. All four Hsp-HER2/neuss fusion proteins
significantly inhibited growth of the HER2/neu overexpressing tumor D2F2/E2 in a prophylactic setting
without need of further adjuvant (CpG). This protective effect was not detectable after peptide
immunization. Since a direct comparison of the Hsp-HER2/neuy.i36 fusion proteins with the
recombinant HER2/neu,.13¢ protein revealed no difference in antigen specific immunogenicity it is
assumed that the Hsp did not possess a significant enhancing effect on the immune response in this
system. Instead, it is believed that the observed immunogenic advantage of the fusion proteins over
the peptide is due to protein immunization versus peptide immunization in general. The
immunogenicity of the Hsp-HER2/neure fusion proteins was not strong enough to exert a therapeutic
effect on pre-implanted tumor or to induce HER2/neu-specific memory T cell responses. The induction

of immunity against a HLA-A2-restricted self epitope in HER2/neu could, however, be achieved by
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peptide immunization with modified peptide epitopes, but was not observed after vaccination with the
Hsp-HER2/neu,qq.579 fusion proteins.

Our results suggest that Hsp fusion proteins are in contrast to previous reports not efficient in the
HER2/neu system in inducing immunity. Since the evaluated Hsp possessed only low adjuvant effect
probably due to LPS removal, it becomes clear that additional adjuvants such as CpG are needed for
the use of protein-based vaccines in immunotherapy. Besides the inclusion of adjuvants, epitope
maodifications including xenogeneic sequences or alternative vaccination strategies e. g. immunization

with /n vitro protein-loaded DC may be beneficial in the future.
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3 Einleitung

Die Fahigkeit unseres Koérpers, auf infektiose Substanzen zu reagieren und diese zu beseitigen, beruht
auf dem Immunsystem, welches das biologische Abwehrsystem hoherer Lebewesen darstellt. Der
Schutz durch das Immunsystem ist von groBer Bedeutung, da jeder Organismus taglich den Einfllissen
der belebten Umwelt ausgesetzt ist, von denen eine zum Teil schadliche Wirkung ausgeht. Typische
Krankheitserreger sind Bakterien, Viren, Pilze sowie einzellige oder mehrzellige Parasiten. Neben der
Entfernung eingedrungener Krankheitserreger ist das Immunsystem aber auBerdem in der Lage,
korpereigene Zellen, die fehlerhaft geworden sind, zu zerstéren. Alle Lebewesen verfligen Uber diese
essentiellen Schutzfunktionen. Schon einfache Organismen besitzen die so genannte angeborene
Immunabwehr, deren Entwicklung sich bereits sehr frith in der Stammesgeschichte der Lebewesen
abzeichnete. Wirbeltiere besitzen zusatzlich sich einen komplexeren Teil des Immunsystems, die so
genannte erworbene oder adaptive Immunabwehr. Obwohl beide Bereiche unterschiedliche Gruppen
von spezialisierten Zellen beinhalten, arbeiten diese nicht getrennt voneinander. Erst das
Zusammenspiel der Akteure des angeborenen sowie des adaptiven Immunsystems ermdglicht es,
eingedrungene Mikroorganismen sofort und vollsténdig zu zerstéren und zusatzlich eine lebenslange
Immunitat gegen dasselbe Pathogen zu erwerben. Die lymphatischen Organe, die in einem groBen
Netzwerk organisiert sind, umfassen einerseits die primaren oder zentralen lymphatischen Organe,
das Knochenmark und den Thymus, in denen viele Immunzellen heranreifen. Andererseits gehdren die
sekundaren oder peripheren lymphatischen Organe dazu, welche die Milz, Lymphknoten, die Darm-
assoziierten lymphatischen Gewebe (gut-associated lymphoid tissues, GALT) sowie das Mucosa-
assoziierte lymphatische Gewebe (MALT) umfassen. In diesen Organen wird die adaptive
Immunantwort eingeleitet. Die Uberwachung der peripheren Gewebe durch die Zellen des
Immunsystems wird durch deren standige Zirkulation im Blut und dem so genannten lymphatischen

System ermdglicht.

3.1 Das Immunsystem

3.1.1 Die angeborene Immunitat

Das angeborene unspezifische Immunsystem, das phylogenetisch alter als die adaptive Immunitat ist,
bildet die erste Barriere gegen infektiose Organismen. Bestandteile dieses Teils der Immunabwehr
sind unter anderem die Epithelien, die die inneren und dauBeren K&rperoberflaichen bedecken und
einen ersten mechanischen und chemischen, sowie mikrobiologischen Schutz gegen Infektionen
bilden. Sollte ein Erreger diese Barriere dennoch durchbrechen und in das Kérperinnere eindringen
kénnen, greifen zelluldre Bestandteile der angeborenen Immunabwehr ein. Dazu gehdren
Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen, y5 T-Zellen und Natirliche Killerzellen (NK-Zellen), wobei
letztere eine Zwischenstellung zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem einnehmen.

Makrophagen und neutrophile Granulozyten sind phagozytierende Zellen, die fiir das angeborene
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Immunsystem von entscheidender Bedeutung sind, da durch sie eine Vielzahl von Erregern
aufgenommen und zerstort werden, ohne dass es der Unterstiitzung durch die adaptive
Immunabwehr bedarf. Die Erkennung der Krankheitserreger erfolgt tiber hoch konservierte pathogene
Schliisselmolekiile (Pathogen associated molecular pattern, PAMP), wie z. B. bakterielles
Lipopolysaccharid (LPS), Peptidoglykane, Flagellin, virale RNA, unmethylierte DNA, sowie Mannane
und Glykane. Diese pathogenen Mustererkennungsmolekiile binden an spezielle invariable
Zelloberflachenrezeptoren auf den phagozytierenden Zellen des angeborenen Immunsystems (Pattern
recognition receptor, PRR). Dazu gehort der Mannoserezeptor auf Makrophagen, an den konservierte
bakterielle mannosehaltige Kohlenhydrate binden, was zur Phagozytose fiihrt (Aderem und Ulevitch,
2000). Weitere phagozytierende Rezeptoren sind die Scavenger-Rezeptoren wie z. B. CD36 oder
CD91, die bestimmte anionische Polymere und acetylierte Lipoproteine mit geringer Dichte erkennen
(Febbraio et al., 2001).

Neben diesen phagozytierenden Rezeptoren spielen bei der Erkennung pathogener Schliisselmolekiile
auch so genannte Toll-ahnliche Rezeptoren (70// like receptors, TLR) eine Rolle, die eine
Signalkaskade zur Freisetzung von Effektormolekiilen, den Zytokinen, induzieren. Die Sekretion dieser
proinflammatorischen Effektormolekiile ruft weitere neutrophile Granulozyten und Plasmaproteine an
den Infektionsherd, so dass die Immunantwort verstarkt wird. AuBerdem induziert die Aktivierung der
TLR eine Expression kostimulierender Molekiile auf Makrophagen und dendritischen Zellen (DC), was
fur die erfolgreiche Induktion des adaptiven Immunsystems von entscheidender Bedeutung ist
(Takeda und Akira, 2005). Sdugetiere besitzen 13 verschiedene TLR, die in DC und Makrophagen
exprimiert werden und auf die Erkennung unterschiedlicher Pathogene spezialisiert sind. Einige dieser
Transmembranrezeptoren werden auf der Zelloberflache exprimiert, wie z. B. TLR-4, (ber den
bakterielles Lipopolysaccharid gramnegativer Bakterien erkannt wird. Andere, wie TLR-9, an den
unmethylierte pathogene DNA wie CpG bindet, kommen ausschlieBlich in Endosomen vor (Huang et
al., 2008).

Eine dritte Gruppe von Rezeptoren, die bakterielle oder virale Erkennungsmolekiile binden, sind
zirkulierende oder humorale Komponenten des angeborenen Immunsystems wie das
Komplementsystem, Akut-Phase-Proteine oder das mannanbindenden Lektin (MBL). Die durch diese
Molekiile induzierte Opsonisierung der Pathogene erleichtert und beschleunigt die Phagozytose und
damit die Beseitigung der Erreger.

Das angeborene Immunsystem bildet sofort nach dem Kontakt mit dem Erreger eine erste
Verteidigungslinie und kann durch das Zusammenspiel mehrerer Komponenten oftmals die Infektion
vollsténdig bekampfen. Erst wenn diese Abwehr nicht ausreicht, wird der adaptive Zweig des

Immunsystems aktiviert.

3.1.2 Die erworbene Immunitat

Die spezifische oder adaptive Immunabwehr zeichnet sich durch die Anpassungsfahigkeit gegeniiber

neuen oder veranderten Krankheitserregern aus. Das adaptive System gliedert sich in eine zelluldre
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Komponente, welche die T-Lymphozyten bilden, sowie in eine humorale Komponente, die B-
Lymphozyten und von ihnen sezernierte Antikdrper umfasst. Wahrend Zellen der angeborenen
Immunitat die Erreger Gber konservierte keimbahnkodierte Rezeptoren erkennen, besitzt die adaptive
Immunabwehr eine Vielfalt antigenspezifischer Rezeptoren. Diese Rezeptoren werden durch zufallige
somatische Rekombination verschiedener Gensegmente gebildet und erkennen daher potentiell alle
molekularen  Strukturen. Demnach besitzen B- und T-Zellen eine hohe Diversitat an
Zelloberflachenrezeptoren, wobei jede Zelle eine individuelle Spezifitét besitzt. Nach dem Erkennen
eines spezifischen Antigens durch Bindung an den B- oder T-Zellrezeptor kommt es zur klonalen
Expansion des jeweiligen Lymphozyten und zur Differenzierung in Effektorzellen. Zusatzlich entstehen
Gedachtniszellen, die fir das immunologische Gedachtnis verantwortlich sind und nach einem
erneuten Kontakt mit demselben Pathogen innerhalb kurzer Zeit eine neue Abwehrreaktion
ermdglichen.

Die antigenerkennenden Molekiile der B-Zellen sind die Immunglobuline (Ig). Membrangebundenes
Immunglobulin wird auch als B-Zellrezeptor (BCR) bezeichnet. Der B-Zellrezeptor enthdlt zwei
Antigenerkennungsstellen und bindet das jeweilige Antigen als natives komplexes Epitop. Nach der
Aktivierung wird der B-Zellrezeptor als Antikérper mit identischer Spezifitét sezerniert. Der T-
Zellrezeptor (TCR) ist ebenfalls ein Oberflachenmolekiil, aber anders als bei den B-Zellen wird dieses
nach dem Antigenkontakt nicht sezerniert. Als weiteren Unterschied enthdlt der T-Zellrezeptor nur
eine Antigenbindungsstelle und erkennt kein komplexes natives Molekil, sondern kurze Peptide, die
von MHC-Molekiilen prasentiert werden. Diese Epitope liegen oftmals in der nativen Molekilstruktur
des Antigens verborgen. Erst die Entfaltung der Proteine, ihre Prozessierung in kurze Peptide und
deren Prasentation Uber korpereigene Molekiille des Haupthistokompatibilitatskomplexes (major
histocompatibility complex, MHC) kdnnen dem TCR die Antigene zuganglich gemacht werden.

Mit 10 unterschiedlichen BCR und 10 verschiedenen TCR besitzt das adaptive Immunsystem eine
sehr hohe Diversitat, die die Erkennung verschiedenster Antigene ermdglicht (Davis und Bjorkman,
1988; Tonegawa 1983). Doch zusatzlich zu dieser Eigenschaft besitzen Zellen des erworbenen
Immunsystems noch die Fahigkeit, zwischen korpereigenen (Selbst) und korperfremden (Fremd)
Antigenen zu unterscheiden. Dies ist essentiell, um Angriffe des Immunsystems auf kérpereigene
Zellen zu vermeiden. Sowohl B- als auch T-Zellen erlernen das Unterscheiden zwischen Selbst und
Fremd wahrend ihrer Entwicklung im Knochenmark (B-Zellen) bzw. im Thymus (T-Zellen). Bei T-Zellen
spielt hier die Komplexierung der Antigene an MHC-Molekiile eine groBe Rolle. Wahrend der
Genumordnung zur Bildung der verschiedenen TCR entstehen Molekiile, die aber nicht alle an
korpereigene MHC-Molekiile binden kénnen. Es (berleben nur jene die positive Selektion, welche
Selbst-MHC-Molekiile erkennen. Zusatzlich werden im Rahmen der negativen Selektion sich
entwickelnde T-Zellen eliminiert, die Selbstpeptide im Kontext von kdrpereigenen MHC-Molekiilen mit
hoher Affinitat erkennen. Somit Uberleben nur solche T-Zellen die Entwicklungsphase, die
Fremdpeptide Uber koérpereigene MHC-Molekiile erkennen, aber tolerant gegeniiber Selbstpeptiden
sind. Diesen Selektionsprozess wahrend der Entwicklung tberlebt nur ein Bruchteil aller gebildeter T-

Zellen, so dass ungeféhr 2 bis 4 % den Thymus als reife T-Zellen verlassen.
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Die T-Zellen unterteilen sich in CD4* und CD8" T-Zellen. Die CD4" T-Zellen werden als T-Helferzellen
bezeichnet und umfassen die T,1- und T,2-Zellen. Die Entwicklung der naiven CD4" T-Zellen zur T,1-
bzw. T,2-Zelle héngt von dem Zytokinmilieu ab, das zum Zeitpunkt der Antigenerkennung vorherrscht.
Wahrend IFNy und IL-12 die Immunantwort bevorzugt in Richtung von T,1-Zellen lenken, wird durch
IL-4 eher eine Tp2-Antwort initiiert. Tp1-Zellen induzieren durch die Ausschiittung von IFNy und IL-2
eine zelluldre Immunantwort und aktivieren hauptsachlich Makrophagen. Dieser Weg wird vorrangig
bei der Bekampfung intrazelluldrer Bakterien sowie Virusinfektionen eingeschlagen. T,2-Zellen
zeichnen sich dagegen durch eine Sekretion von TNFB, IL-4 und IL-10 aus. Diese Zytokine lenken die
Immunantwort in Richtung der humoralen Immunitdt und férdern somit die Bildung von Antikérpern.
Die von Tul-Zellen sekretierten Zytokine konnen die T,2-Helferzellentwicklung hemmen und
umgekehrt. Durch diese Kreuzhemmung wird eine einmal eingeschlagene Richtung fiir die
Immunantwort beibehalten.

CD8* T-Zellen sind zytotoxische T-Zellen, die fiir die Bekdmpfung virusinfizierter Zellen verantwortlich
sind. Sie kdnnen durch verschiedene Wege die Apoptose (den programmierten Zelltod) der befallenen
Zelle hervorrufen, wobei das Fas/Fas-Ligand-System (CD95/CD95L) bzw. Perforine und Granzyme

eingesetzt werden.

3.2 Die MHC-Molekiile

Der Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC) ist in allen
Wirbeltieren zu finden und umfasst eine Gruppe von Genen, die fiir Proteine kodieren, welche fiir die
Immunerkennung, die Gewebevertraglichkeit (Histokompatibilitdt) bei Transplantationen und die
immunologische Individualitét von Bedeutung sind. Beim Menschen ist dieser Genkomplex auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 6 zu finden und beinhaltet zirka 200 Gene. In der Maus liegen die rund
120 Gene des MHC auf Chromosom 17 (Allcock et a/., 2000). Die MHC-Molekiile des Menschen (HLA,
Human Leukocyte Antigen) wurden zum ersten Mal 1958 von Jean Dausset bzw. 1962 von Jon van
Rood und Rose Payne beschrieben. Die Gene des Haupthistokompatibilitatskomplexes werden in drei
unterschiedliche Klassen eingeteilt. Die Gewebevertraglichkeitsproteine, die MHC-Molekiile, werden
dabei von den Genen der Klasse I und II kodiert. Gene der MHC-Klasse-III kodieren dagegen fiir
andere immunrelevante Proteine wie die Komplementfaktoren oder TNFo und TNFp.

Die MHC-Klasse-I-Region kodiert fir Gene der a-Ketten der klassischen und der nicht klassischen
MHC-Klasse-I-Molekdle. Jedes Individuum besitzt drei Gene fir die a—Ketten dieser klassischen MHC-
Klasse-I-Molekiile, die beim Menschen mit HLA-A, HLA-B und HLA-C bezeichnet werden. Bei Mdusen
spricht man von H-2K, H-2D und H-2L. Das MHC-Klasse-I-Molekiil setzt sich als Heterodimer aus zwei
Polypeptidketten zusammen. Die schwere Kette, die a—Kette, besteht aus drei Domanen (al, a2 und
o3) und bildet ein membrangebundenes Glykoprotein. An dieses Protein wird die leichte Kette, B,
Mikroglobulin (B.m), nicht-kovalent angelagert. p,m ist im Gegensatz zu der a-Kette nicht polymorph

und das Gen liegt nicht im MHC-Locus. Beim Menschen ist es auf Chromosom 15 und bei der Maus auf
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Chromosom 2 zu finden. Die Domanen ol und o2 bilden den Peptid-bindenden Spalt in den kurze
Peptide von 8 bis 10 Aminosduren binden. Die a3-Untereinheit dient zur Interaktion mit dem CD8
Korezeptor auf CD8* T-Zellen. MHC-Klasse-I-Molekiile werden auf fast allen kernhaltigen Zellen
exprimiert und binden im klassischen Modell der Antigenprasentation bevorzugt Peptide endogener
Proteine und prasentieren diese CD8" T-Zellen (Pamer und Cresswell, 1998).

Das MHC-Klasse-II-Molekiil ist ein Heterodimer, das aus einem nicht-kovalenten Komplex zweier
transmembraner Ketten (o und B) mit jeweils zwei Domanen besteht. Die Gene dieser Ketten werden
in der MHC-II-Region kodiert. Die Peptidbindungsstelle des Molekiils wird durch die membrandistalen
Domanen al und Bl gestellt, die im Gegensatz zu MHC-Klasse-I- Molekiilen weiter gedffnet sind und
daher ldngere Peptide binden kénnen. Die Interaktion mit dem CD4-Korezeptor auf CD4* T-Zellen
wird durch die p2-Untereinheit des MHC-Klasse-II-Molekiils gewahrleistet. Beim Menschen gibt es drei
Loci fir verschiedene MHC-Klasse-II-Molekiile, die als HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ bezeichnet
werden. Die Gene der verwandten Molekiile HLA-DM und HLA-DO (H-2M und H-20 in der Maus), die
an der Beladung der MHC-Klasse-II-Molekiile beteiligt sind, werden ebenfalls in diesem Locus kodiert.
Sie zdhlen zu den nicht-klassischen MHC-Klasse-II-Molekiilen, sind nicht polymorph und kommen nur
begrenzt an der Zelloberflache vor (Arndt et a/, 2000). Bei den klassischen MHC-Klasse-I1I-Molekdilen
der Maus spricht man von I-A und I-E. Im Gegensatz zu den Molekilen der Klasse I werden die
Klasse-II-Molekiile nur auf ausgewahlten Zellen exprimiert, den antigenprasentierenden Zellen (APC),
aktivierten T-Zellen und Epithelzellen des Thymus. Die Expression des MHC-II-Molekiils kann aber
auch bei einigen anderen Zellen durch IFNy induziert werden (Klein und Sato, 2000; Benoist und
Mathis, 1990). Im klassischen Modell der Antigenprasentation haben MHC-Klasse-II-Molekiile die
Aufgabe, Peptide, die aus exogenen Proteinen prozessiert werden, zu binden und diese CD4" T-Zellen
zu prasentieren (Watts, 1997).

Der MHC zeichnet sich neben seiner Polygenitdt durch einen hohen Polymorphismus aus. Es gibt
mehrere MHC-Klasse-I- und II-Gene, so dass jedes Individuum {ber eine Gruppe von MHC-Molekiilen
mit unterschiedlichen Peptidbindungsspezifitdten verfligt. Zusatzlich tragt der polymorphe Charakter
des MHC dazu bei, dass es mehrere Allele fiir jedes Gen gibt. Somit ist gewahrleistet, dass potentiell
jedes Pathogen vom Immunsystem erkannt werden kann und so die Gesamtpopulation geschiitzt
wird. Es wurden im Menschen bzw. in der Maus teilweise lber 200 Allele pro Lokus gefunden. Trotz
dieser Vielfalt hat jedes Individuum nur sechs verschiedene MHC-Klasse-I-Allele und zwoélf
unterschiedliche MHC-Klasse-II-Allele. Bei der Maus wurden die unterschiedlichen Allele nach dem
Haplotyp der ersten Inzuchtlinie benannt, mit denen diese Allele serologisch definiert wurden. Daher
nennt man die verschiedenen Allele der MHC-Klasse-I-Molekiile in der Maus H-2K°, H-2K® usw.
Zusatzlich zu den Genen der MHC-Molekiile befinden sich im Klasse-I und II-Locus auch Gene fiir
andere immunologisch wichtige Proteine wie z. B. TAP (T7ransporter associated with Antigen
Processing), welches bei der Beladung der Peptide auf MHC-Klasse-I-Molekiile eine Rolle spielt, oder

die LMP2/7-Gene, welche bestimmte Untereinheiten des Proteasoms kodieren.
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3.3 Die klassische Antigenprasentation

Die Hauptaufgabe der MHC-Molekiile, die urspriinglich im Zusammenhang der Transplantations-
abstoBung entdeckt wurden, ist die Prasentation kdrpereigener und kdérperfremder Antigene. Um die
Antigene dem Immunsytem sichtbar zu machen, miissen die Proteine zunachst in kleinere Peptide
zerlegt werden, so dass eine Bindung zum MHC-Molekil mdglich wird. Die Herkunft des Antigens
entscheidet Gber den Prasentationsweg und damit Uber die Aktivierung spezifischer T-Zellen. So
werden intrazelluldre Antigene wie z. B. virale Proteine (iber MHC-Klasse-I-Molekiile den CD8* T-Zellen
prasentiert, wahrend extrazelluldre Pathogene durch Bindung an MHC-Klasse-II-Molekiile zur
Aktivierung von CD4" T-Zellen fiihren. Die Antigenprozessierung findet in allen Zellen, die MHC-
Molekiile besitzen, statt, eine Immunantwort kann aber normalerweise nur durch antigen-
prasentierende Zellen wie B-Zellen, DC oder Makrophagen ausgelést werden.

Korpereigene wie korperfremde zytosolische Proteine werden im Zytosol durch das Proteasom in
kleine Fragmente zerlegt. Diese Peptide gelangen dann ({ber einen ATP-abhangigen ER-
membranstandigen Transporter (TAP, {ransporter associated with antigen processing) in das
Endoplasmatische Retikulum (ER). Der TAP-Transporter ist ein Heterodimer aus zwei Proteinen (TAP1
und TAP2), die jeweils eine zytosolische ATP-Bindungskassette (ATP binding cassette, ABC) besitzen
und daher zu den ABC-Proteinen zahlen (Momburg und Hammerling, 1998). Im Inneren des ER
erfolgt die Beladung der Peptide auf das neu synthetisierte MHC-Klasse-I-Molekiil, wobei 8 bis 10
Aminosdure kurze Peptide mit hydrophoben oder basischen Aminosaureresten am Carboxylende von
dem TAP-Transporter bevorzugt ins ER transportiert werden. Das Adapterprotein Tapasin vermittelt
eine oOrtliche Nahe des MHC-Klasse-I-Molekiils zum TAP-Transporter und optimieren die
Peptidbeladung (Tan et al., 2002). Weitere Chaperone wie Calreticulin, Calnexin und ERp57 tragen zur
Stabilitat des Molekiils bei. ERp57 spielt eine Rolle bei der oxidativen Faltung der schweren Kette des
MHC-Klasse-I-Molekiils (Garbi et al., 2007). Zusatzlich zur Molekiilstabilisierung helfen die Chaperone
bei der Peptidbeladung des MHC-Molekiils und induzieren so stabile MHC:Peptid-Komplexe. Die ins ER
transportierten Peptide binden (iber ihre Amino- bzw. Carboxylgruppe in die so genannten A- bzw. F-
Tasche des MHC-I-Molekdls. Zusatzlich tragen Wasserstoffbriicken zwischen dem Peptidriickgrat und
der Bindungsfurche des MHC-Molekiils zur Stabilisierung bei (Urban et af/, 1993). Erst nach der
Bindung des Peptids an das MHC-Klasse-I-Molekill 16st sich dieses vom TAP-Komplex, verlasst das ER
und wird Uber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache transportiert.

Peptide, die an MHC-Klasse-II-Molekiile binden, stammen gréBtenteils von exogenen, extrazellularen,
sekretierten oder membranstandigen Proteinen. Diese Proteine werden von phagozytierenden Zellen
aufgenommen und in Vesikel, den Endosomen, eingeschlossen, welche dann mit den Lysosomen
fusionieren. Die Peptidbeladung erfolgt anders als bei den MHC-Klasse-I-Molekilen nicht im ER,
sondern in den endosomalen oder lysosomalen Kompartimenten, in denen so genannte saure
Proteasen die aufgenommenen Partikel in kleine Peptidfragmente zersetzen. Die exogenen Peptide,
die MHC-II-Molekiile binden haben eine variable Ldnge von 13 bis 23 Aminosauren (Urban et al,
1993) und kénnen am N- und C-Terminus jeweils aus der Peptidbindungsgrube herausragen. Damit

die neu synthetisierten MHC-II-Molekile nicht bereits wahrend ihrer Entstehung im ER beladen
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werden, wird die Peptidbindungstasche des Molekiils im ER durch ein MHC-Klasse-II-assoziiertes
Protein, die so genannte invariante Kette (li) blockiert. Dieses Protein bildet ein Trimer und bindet mit
einem Teil seiner Polypeptidkette, dem so genannten CLIP-Fragment (class II associated invariant
chain peptide) an die Peptidbindungsfurche des MHC-II-Molekiils (Cresswell, 1996). Somit entsteht im
ER ein nonamerer Komplex bestehend aus der trimerisierten invarianten Kette li, die insgesamt drei
MHC-Klasse-II Heterodimere bindet. Neben der Blockierung der Peptidbindungsstelle hat die
invariante Kette (li) die weitere Funktion, den Transport des neu synthetisierten MHC-Klasse-II-
Molekiils aus dem ER in endosomale, lysosomale Kompartimente zu dirigieren, wo die Beladung mit
dem Peptid stattfindet. Im Endosom bzw. im friihen Lysosom wird die invariante Kette durch
Proteasen in mehreren Schritten abgeschnitten, so dass nur noch das CLIP-Fragment an MHC II
gebunden bleibt. Ein MHC-Klasse-II-ahnliches Molekiil, das beim Menschen mit HLA-DM und bei
Mausen mit H-2M bezeichnet wird, ermdglicht den Austausch des CLIP-Fragments gegen Peptide mit
einer hoheren Affinitdt zu MHC II (Vogt et al, 1997). Die Peptid-beladenen MHC-Klasse-II-Molekiile
werden anschlieBend an die Zelloberflache transportiert und kdnnen nun CD4* T-Zellen aktivieren.

Eine wesentliche Voraussetzung fir die Aktivierung der Immunzellen ist ein stabiler MHC:Peptid-
Komplex an der Zelloberflache. Wiirde der Komplex zu leicht dissoziieren, kénnte das Pathogen dem
Immunsystem entgehen. Umgekehrt kdnnten leere MHC-Molekiile an der Zelloberflache kdrpereigene
Peptide aufnehmen und prasentieren und so falschlicherweise Immunreaktionen gegen eigene Zellen
auslésen. Daher werden MHC-Molekiile von der Zelloberflache entfernt, sobald sie kein Peptid mehr
gebunden haben. Im Falle von MHC-Klasse-I-Molekiilen dissoziiert fom ab und die a-Kette wird
aufgenommen und abgebaut. Leere MHC-Klasse-II-Molekiile tendieren zur Aggregation und diese

Komplexe werden durch Internalisierung von der Zelloberflache entfernt.

3.4 Die Kreuzprasentation exogener Antigene auf MHC-Klasse-I-Molekiile

Die klassischen Antigenprasentationswege beschreiben die Beladung endogener, zytosolischer
Antigene auf MHC-Klasse-I bzw. exogener, sekretorischer Antigene auf die MHC-Klasse-1I-Molekiile.
Wenn nun aber eine erfolgreiche CD8" T-Zellantwort gegen virale, endogene Erreger eingeleitet
werden soll, misste laut diesem Modell die antigenprasentierende Zelle, die die nétigen
kostimulatorischen Molekiile exprimiert, stets selbst befallen sein. Das Immunsystem kann aber alle
Virus-befallenen Zellen beseitigen, wie es am Beispiel des humanen Papillomavirus (HPV), das
ausschlieBlich epitheliale Zellen infiziert, deutlich wird (McMurray et al, 2001). Zytotoxische HPV-
spezifische T-Zellen existieren und auch gegen Tumorzellen konnten zytotoxische T-Zellantworten
detektiert werden. Daher muss es zusatzlich zu den beiden klassischen Antigenprasentationswegen
eine Prasentation extrazellularer Peptide, die von zerstérten Virus-befallenen Zellen bzw. Tumorzellen
stammen, auf MHC-Klasse-I-Molekiile geben. Diese so genannte Kreuzprasentation bezeichnet im
Allgemeinen die Prasentation von Peptiden extrazelluldren Ursprungs durch MHC-Klasse-I-Molekiile,

aber auch die Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen mit zytosolischen Peptiden (Heath und Carbone,
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1999). Die Fahigkeit zur Kreuzprasentation besitzen antigenprasentierende Zellen, wobei
Makrophagen die ersten Zellen waren, bei denen die Beladung der MHC-Klasse-I-Molekiile mit
exogenen Antigenen beobachtet wurde (Kovacsovics-Bankowski et a/, 1993). Weitere /n vitro Studien
zeigten, dass auBerdem auch DC und B-Zellen exogene Antigene kreuzprasentieren kénnen (Albert et
al, 1998). Heute glaubt man, dass /n vivo hauptsachlich DC fiir die Kreuzprasentation verantwortlich
sind (Guermonprez und Amigorena, 2005). Der genaue Mechanismus, wie exogene Antigene in die
MHC-Klasse-I-Beladungsmaschinerie eingeschleust werden, ist noch nicht vollstandig aufgeklart.
Grundsatzlich stellt sich die Frage, ob dieser Antigenprasentationsweg analog zur klassischen
Beladung der MHC-I-Molekille TAP-abhangig ist oder nicht. Zundchst wurde gezeigt, dass die
Kreuzprasentation /n vivo von dem TAP-Transporter abhangt (Huang et a/, 1996), mittlerweile ist
aber auch ein TAP-unabhangiger Weg gezeigt worden (Norbury et al., 2001; Rued! et al., 2002). Peter
Cresswell (2005) beschreibt drei potenzielle Prasentationswege, die eine Beladung auf MHC-Klasse-I-
Molekiile zulassen wiirden (Abb. 1). In einem TAP-unabhangigen vesikuldaren Weg wiirde die
Antigenbeladung in Endosomen stattfinden. Die Idee dabei ist, dass MHC-Klasse-I-Molekiile im
Komplex mit ihrem gebundenen Peptid von der Zelloberflaiche recycliert werden. In diesen
endosomalen Kompartimenten befinden sich neben den MHC-Klasse-I:Peptid-Kompexen auch
extrazelluldre Proteine, die durch das saure Milieu mittels Hydrolasen bzw. Proteasen in kurze Peptide
degradiert werden. Der normale Weg der MHC-Molekiille ware eigentlich eine Degradation im
Lysosom, aber die neu entstandenen Peptide konnten nun gegen das alte Peptid ausgetauscht
werden, um so neue MHC-Klasse-I:Peptid-Komplexe zu bilden, die an die Zelloberflache
zuricktransportiert werden. Neben diesem endozytotischen Prasentationsweg waren auch zwei
weitere TAP-abhangige Wege denkbar, die eine zytosolische Komponente beinhalten. Im Phagosom-
Zytosol-ER Prasentationsweg wiirde das extrazelluldre Antigen durch Phagozytose in so genannte
Phagosomen aufgenommen werden, wo durch Proteasen eine erste Degradation der Proteine
stattfindet. Diese Proteinfragmente kénnten durch noch ungeklarte Mechanismen vom Phagosom ins
Zytosol Ubertreten und hier durch das Proteasom in kleine Peptide degradiert werden. Wie im
klassischen MHC-Klasse-I-Prasentationsweg wiirden diese Peptide dann (iber den TAP-Transporter
Zugang zum ER erhalten und kdnnten mittels Peptidbeladungskomplex auf MHC-Klasse-I-Molekiile
geladen werden, welche dann (iber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache gelangen. Der zweite TAP-
abhangige Weg ist der Phagosom-Zytosol-Phagosom Prasentationsweg. Analog zum vorigen Weg
nimmt man an, dass die exogenen Partikel durch Phagozytose aufgenommen werden. Allerdings wird
hier die Idee zugrunde gelegt, dass das Phagosom nicht vollstdndig ausgebildet wird, sondern
wahrend seiner Entstehung mit dem ER fusioniert und so ein ER-Phagosom Fusionsvesikel bildet.
Dieser Fusionsvesikel enthdlt neben den exogenen Antigenen zusatzlich ER-Membranproteine. Es ware
denkbar, dass analog zum Riicktransport falsch gefalteter Proteine aus dem ER ins Zytosol zu deren
Degradation durch das Proteasom auch die phagozytierten exogenen Proteine (ber solche
Mechanismen aus dem Fusionsvesikel ins Zytosol gelangen. Es wird postuliert, dass der Sec61-Kanal
an dieser Translokation beteiligt sein kdnnte (Guermonprez et a/, 2003; Houde et al., 2003). Nach der

proteasomalen Degradation der exogenen Proteine im Zytosol kénnten die entstehenden Peptide
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wiederum Uber den TAP-Transporter ins ER transportiert werden, wo die Beladung auf MHC-Klasse-I-
Molekiile stattfindet.

Diese vorgeschlagenen Prasentationswege schlieBen sich nicht unbedingt gegenseitig aus, sondern
kdnnten auch parallel stattfinden. Es konnte gezeigt werden, dass eine Blockade des TAP-Transporters
durch ein internalisiertes I6sliches exogenes Protein, das humane Cytomegalievirus (HCMV) Protein
US6, zu einer verminderten Expression von MHC-Klasse-I-Molekilen an der Zelloberflache fiihrt.

Humane DC, die aus Monozyten generiert wurden, zeigten eine um 60 bis 90 % verminderte

TAP-unabhangiger TAP-abhéngiger TAP-abhangiger Phagosom-
vesikularer Phagosom-ER Zytosol-Phagosom
Prasentationsweg Présentationsweg Prasentationsweg
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Phagosom
*
Endoso
Phagosom

ER-Phagosom
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(]
Lysosom © .t

Golgi- ——
Apparat

|
A’ )

i

Abbildung 1: Potenzielle Prasentationswege zur Kreuzprisentation exogener Antigene
auf MHC-Klasse-I-Molekiile. Im TAP-unabhangigen vesikuldren Prasentationsweg wird
angenommen, dass das extrazelluldare Antigen zusammen mit den zu recycelnden MHC-Klasse-
I:Peptid-Komplexen endozytiert wird. In Endosomen wird das Antigen durch Proteasen und
Hydrolasen degradiert, entstehende Peptide kénnen gegen das zuvor gebundene Peptid auf MHC-
Klasse-I ausgetauscht werden. Dieser Komplex mit dem neuen vormals extrazelluldren Antigen
gelangt wieder an die Zelloberflache. In den TAP-abhdngigen Prasentationswegen geht man davon
aus, dass Proteine aus dem extrazellularen Raum mittels Phagozytose aufgenommen werden kénnen.
Wahrend im Phagosom-ER Prasentationsweg die zunachst im Phagosom, dann im Zytosol
degradierten Antigene Uber den TAP-Transporter Zugang zum ER erhalten und dort analog zum
klassischen Prasentationsweg auf MHC-Klasse-I-Molekiile geladen werden, wird im zweiten TAP-
abhangigen Weg postuliert, dass das Phagosom bereits wahrend seiner Entstehung mit dem ER
verschmilzt. In diesem Fusionsvesikel befinden sich ER-membranstandige Komponenten wie der
Sec61-Kanal, Gber den die aufgenommenen Proteine ins Zytosol entlassen werden. Die Degradation
und der Ricktransport ins ER bzw. den Fusionsvesikel erfolgt wiederum (ber das Proteasom bzw.
TAP, so dass auch hier MHC-Klasse-I-Molekile mit vormals extrazelluldren Antigenen die
Zelloberflache erreichen.
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Zelloberflachenexpression der MHC-I-Molekiile. In KG-1 Zellen (eine humane myeloide leukamische
Zelllinie mit DC ahnlichen Eigenschaften) war die MHC-I-Expression um ungefahr 50 % geringer als in
nicht blockierten Kontrollzellen (Ackerman und Cresswell, 2003). Diese Studien demonstrieren, dass
|6sliche exogene Antigene von dendritischen Zellen aufgenommen werden und das ER-Lumen

erreichen kdnnen.

3.5 Die Rolle der dendritischen Zellen in der Antigenprasentation

Antigene, die in den Kérper eindringen, werden normalerweise von phagozytierenden Zellen wie den
Makrophagen, dendritischen Zellen oder B-Zellen aufgenommen. Diese Pathogenaufnahme initialisiert
den ersten Schritt der Immunantwort, aber um antigenspezifische T-Zellantworten zu induzieren, ist
die Antigenprasentation durch professionelle antigenprasentierende Zellen erforderlich. Zur Einleitung
der adaptiven Immunantwort muss eine reife, zirkulierende T-Zelle auf ihr spezifisches Antigen
treffen. Sobald der Kontakt stattgefunden hat, wird die T-Zelle proliferieren und in Effektorzellen
ausdifferenzieren, die letztlich die Aufgabe haben, pathogene Zellen mit der entsprechenden Spezifitat
zu zerstéren. Die Erkennung des Antigens durch die T-Zelle wird durch MHC:Peptid-Komplexe
gewahrleistet, die an der Oberflache von aktivierten antigenprasentierenden Zellen exprimiert werden.
Der alleinige Kontakt zwischen T-Zellrezeptor und MHC:Peptid-Komplex reicht jedoch nicht aus, um
die T-Zellantwort einzuleiten. Zusatzlich werden kostimulatorische Signale benétigt. DC, B-Zellen und
Makrophagen exprimieren neben groBen Mengen der MHC-Molekiile auch diese kostimulatorischen
Zelloberflachenmolekiile. Folglich sind B-Zellen sowie Makrophagen in der Lage, eine adaptive
Immunantwort einzuleiten, aber DC sind die wohl wichtigsten professionellen antigenprasentierenden
Zellen. Durch /n vitro Restimulationsexperimente konnte gezeigt werden, dass DC im Vergleich zu B-
Zellen bzw. Makrophagen 100 bis 1000fach effektiver eine T-Zellproliferation induzieren kdnnen
(Bauer et al, 1999).

Wie alle Zellen des Immunsystems stammen auch DC von den hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks ab. Myeloide Vorldauferzellen entwickeln sich aus diesen Stammzellen und bilden die
Vorlaufer der Granulozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen. Unreife DC sind (berall im Korper
verbreitet und finden sich in vielen Geweben. Vorrangig treten sie in den lymphatischen Organen auf
oder in jenen Korperregionen, die den direkten Kontakt zur auBeren Umgebung darstellen, wie der
Haut. Nach dem Auftreten einer Injektion werden unreife DC durch Signale des angeborenen
Immunsystems an den Entziindungsherd gerufen. Hier nehmen sie die Antigene mittels Phagozytose,
Makropinozytose oder Rezeptor-vermittelter Endozytose auf. Entsprechende Rezeptoren auf den DC,
die zur Endozytose der Pathogene fiihren, sind unter anderem der Mannoserezeptor oder die Fc-
Rezeptoren, die Immunglobuline binden. Die Aufnahme der Antigene induziert anschlieBend die
Reifung und Migration der DC liber die Blut- bzw. Lymphbahnen vom peripheren Gewebe zu den
lymphatischen Geweben, in denen sie auf T-Zellen treffen. Der Prozess der DC-Maturierung beinhaltet

signifikante Veranderungen des Expressionsmusters von Zelloberflachenmolekiilen. Unreife DC
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exprimieren charakteristischerweise weder CD14 noch CD83, wahrend geringe Mengen der Zellmarker
CD40, CD80 und CD86, sowie der MHC-Molekiile der Klassen I und II gebildet werden. In reifen DC
jedoch wird die Expression der Zelloberflachenmolekiile CD40, CD80, CD86, CD83 und MHC-Klasse-II
stark erhoht. Zusatzlich zu diesem veranderten Expressionsmuster kennzeichnet reife DC auch eine
modifizierte Zytokin- und Chemokinsekretion. Die Expression von Chemokinrezeptoren sowie die
Sensitivitat gegeniiber Chemokinen sind ausschlaggebend fiir die Rekrutierung der DC an den
Infektionsherd und die darauf folgende Migration in lymphatisches Gewebe. Unreife DC exprimieren
verschiedene Chemokinrezeptoren wie unter anderem CCR5 und kdnnen iiber Chemokine wie z. B.
RANTES durch Chemoattraktion angelockt werden (Dieu et al, 1998). Die Expression mehrerer
Chemokinrezeptoren wie CCR1, CCR5 und CCR6, sowie der Fc- und Mannoserezeptoren werden
wahrend der DC-Maturierung herunterreguliert, sodass reife DC die Fahigkeit verlieren, Antigene
aufzunehmen. Stattdessen entwickeln DC nach ihrer Reifung Eigenschaften, die zur Aktivierung
spezifischer T-Zellen bendétigt werden (Cella et al., 1997). Der erste Kontakt zwischen reifer DC und
spezifischer T-Zelle wird Uber die Bindung des MHC:Peptid-Komplexes an den T-Zellrezeptor
gewahrleistet. Zur vollstandigen Aktivierung der naiven T-Zelle werden jedoch zusatzliche
kostimulatorische Signale bendétigt. Die Molekiile B7-1/CD80 und B7-2/CD86, die beide auf reifen DC
vermehrt exprimiert werden, verstarken durch die Bindung an CD28 auf den T-Zellen das TCR-Signal
und induzieren eine T-Zellaktivierung (Banchereau und Steinman, 1998). Bis eine spezifische T-Zelle
das zu ihr passende Antigen auf der dendritischen Zelle findet, miissen DC mit einigen T-Zellen
aufeinander treffen und sich gegenseitig abtasten. Dazu ist ein enger physiologischer Kontakt, die so
genannte immunologische Synapse, notig. Reife DC exprimieren eine Vielzahl verschiedener
Adhasionsrezeptoren wie z. B. LFA-1 oder ICAM-1, die eine Bindung an T-Zellen ermdglichen
(Scheeren et al., 1991).

Nicht nur das Expressionsmuster der Chemokine und Chemokinrezeptoren, sondern auch die
Sekretion verschiedener Zytokine wird in den DC den unterschiedlichen Entwicklungsstadien und
Reifungszustdanden angepasst. DC sekretieren eine weite Bandbreite an Zytokinen wie u. a. IL-12, IL-
1B, IL-4, IL-6, IFNa, IFNy und TNFa. Die Art des Antigens und die Zytokinumgebung am
Infektionsherd entscheidet dariiber, welche Zytokine von der reifen dendritischen Zelle sekretiert
werden. Das freigesetzte Zytokinrepertoire wiederum nimmt Einfluss auf die Entwicklung der T-
Zellantwort in eine zelluldare oder humorale Richtung (Th1 bzw. T,2). Wahrend Antigene, die DC zur
Freisetzung von IL-12 veranlassen, eine Differenzierung der CD4" T-Zellen zu T,1 polarisieren,
induzieren Antigene, die eine IL-12-Sekretion in DC blockieren, eher eine Immunantwort in Richtung
Th2 (Moser und Murphy, 2000).

In den sekunddren lymphatischen Organen der Maus finden sich mindestens drei verschiedene
Subtypen der klassischen CD11c™ DC. Dazu zéhlen die CD8o.*, CD4* und CD8/CD4” DC. Im murinen
System existiert auch eine DC-Population, die eine geringe Menge an CD11c exprimiert (CD11c°%).
Diese Zellen gehéren der plasmazytoiden Linie an (Vremec ef al 2000). Im menschlichen
Immunsystem kann diese Unterscheidung zwischen CD11c" und CD11c®¥-exprimierenden DC auch

getroffen werden. DC myeloiden Ursprungs sind CD11c", CD33* und CD13* und differenzieren aus
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CD34" Vorlauferzellen bzw. CD14* Monozyten. Diese Zellen kénnen aus peripherem Blut in groBer
Zahl relativ einfach gewonnen werden und differenzieren unter Einfluss der Zytokine GM-CSF und IL-4
zu unreifen DC aus. Plasmazytoide oder lymphoide DC sind negativ fiir die Oberflachenmolekiile
CD11c, CD33 und CD34, exprimieren aber den Marker CD123. Diese DC induzieren nach der Detektion
einer viralen Infektion Typ-I-Interferone wie IFNo und IFNB, die mdglicherweise die Reifung myeloider
DC induzieren (Cerundolo et al., 2004).

Beziiglich ihrer Funktion, Antigene zu prasentieren, spielen DC auch eine entscheidende Rolle bei der
Kreuzprasentation. Man glaubt, dass im Vergleich zu B-Zellen oder Makrophagen vorrangig DC diese
Fahigkeit besitzen. Allerdings bestehen Unterschiede zwischen den einzelnen Subtypen der DC und so
geht man davon aus, dass in der Maus nur CD8" DC extrazellulédre Antigene kreuzprasentieren kénnen
(den Haan et al/, 2000), wahrend die CD8 DC effektiver bei der Aktivierung der CD4* T-Zellen im
Rahmen der klassischen Antigenprozessierung sein sollen (Pooley et al., 2001).

Die Antigenprasentation durch DC ist ein initialer Schritt bei der Induktion der adaptiven Immunitat,
jedoch besitzen DC auch eine wichtige Rolle in der Autoimmunitat. Normalerweise reagieren reife T-
Zellen nicht auf Selbstpeptide. Autoreaktive T-Zellen werden bereits wahrend ihrer Entwicklung im
Thymus durch Mechanismen beseitigt, die der negativen Selektion zugeschrieben werden. Diese
zentrale Toleranz ist allerdings nicht absolut, da nicht alle Selbstantigene im Thymus prasentiert
werden bzw. nicht wahrend der T-Zellentwicklung auftreten, sondern erst in spateren Lebensphasen.
Um diese autoreaktiven T-Zellen zu eliminieren, werden DC benétigt. Unreife DC koénnen
gewebespezifische Autoantigene in den peripheren Lymphorganen prasentieren, ohne dabei weitere
kostimulatorische Faktoren zu exprimieren. Die Erkennung des Antigens ohne zusatzliche
Kostimulation fiihrt bei einer naiven T-Zelle zur Anergie. Diese durch DC vermittelte periphere
Toleranz induziert die Deletion autoreaktiver T-Zellen (Banchereau und Steinman, 1998; Banchereau
und Palucka, 2005).

3.6 Die Hitzeschockproteine

Einige der am weitesten verbreiteten Proteine in einer Zelle gehdéren zur hochkonservierten
Proteinfamilie der Hitzeschockproteine (Hsp). Diese Proteine werden in allen Zellen von Prokaryonten
bis Eukaryonten exprimiert und treten in unterschiedlichen Zellorganellen wie ER, Zellkern,
Mitochondrien oder Zytosol auf. Anhand ihrer molekularen GréBe kdnnen sechs Untergruppen
unterschieden werden: die Familie der kleinen Hsp (z. B. Hsp27), Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 und
Hsp100. Zusatzlich kénnen Hsp weiter unterteilt werden hinsichtlich ihres Vorkommens in der Zelle
(Gething und Sambrook, 1992). In physiologisch normalen Situationen spielen ubiquitar vorkommende
Hitzeschockproteine eine wichtige Rolle als Chaperone, die an der korrekten Faltung und Reifung von
Proteinen beteiligt sind. Diese nicht-stressinduzierten Hitzeschockproteine werden auch Hsc genannt
(heat shock cognates). Unter Extrembedingungen wird die Expression der Hitzeschockproteine erhéht,

um neue Proteine wahrend des Syntheseprozesses zu stabilisieren und so vor Fehlfaltung zu schiitzen.
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Zu zelluldrem Stress, der die Hsp-Expression induziert, zahlen Umwelteinflisse wie Hitze,
Ultraviolettstrahlung, Schwermetalle oder Ethanol, aber auch biologische Faktoren wie z. B. eine virale
Infektion, die eine erhdhte Proteinsynthese in der Zelle fordert. In diesen Situationen stabilisieren die
Hitzeschockproteine zelluldre Proteine, um sie vor Fehlfaltungen und damit verbundener
Denaturierung bzw. vor fehlerhafter Aggregation mit anderen Proteinen zu schiitzen. AuBerdem helfen
sie beim Transport der Proteine innerhalb der Zelle, bei Konformationsanderungen und der
Formierung multimerer Proteinkomplexe und sie verandern die Substrataktivitdt gebundener Proteine.
Zusatzlich erleichtern Hsp den Abbau nicht mehr funktionsfahiger Proteine lber das Proteasom
(Gamer et al., 1996).

Neben dieser zellbiologisch wichtigen Eigenschaft wird den Hsp auch eine bedeutende
immunologische Rolle beigemessen. Bereits in den 60er Jahren beobachteten Foley (1953) bzw. Prehn
und Main (1957), dass Inzuchtmause, die ein Methylcholanthren-induziertes Sarcom entwickelt hatten,
nach der Entfernung des Tumors vor einer erneuten Transplantation desselben geschiitzt waren. Es
wurde deutlich, dass jeder einzelne Tumor eine individuelle Immunogenitdt besal. Die Mause konnten
nur den jeweiligen Tumor abwehren, dem sie zuvor ausgesetzt waren, nicht aber andere
Methylcholanthren-induzierte Tumore (Foley, 1953; Prehn und Main, 1957). Uber genauere Analysen
der einzelnen Tumorzellbestandteile konnten Hitzeschockproteine als Faktoren ausgemacht werden,
die fir den immunologischen Schutz gegen den jeweiligen Tumor verantwortlich waren. Das im ER
befindliche Protein gp96 war das erste Hitzeschockprotein, bei dem man diese antiumorale Wirkung
feststellte (Srivastava und Das, 1984). Nach und nach wurde dieser Effekt auch bei Hsp70, Hsp90,
Hsp110, Hsp170 und Calreticulin beobachtet. Auch eine Beladung von Hsp70 und gp96 mit Peptiden
in vitro konnte eine spezifische zytotoxische T-Zellantwort induzieren (Blachere et al, 1997). Wurden
die Hsp-assoziierten Peptide entfernt, konnte keine Immunantwort mehr ausgelést werden (Udono
und Srivastava, 1993). Der Schutz lieB sich also nicht auf das Hitzeschockprotein selbst zuriickfiihren,
was auch Versuche mit gp96 zeigten, das aus anderem Tumorgewebe isoliert worden war und keine
antitumorale Wirkung zeigte (Tamura et al, 1997, Udono et al, 1994). Daher lag der Schluss nahe,
dass die antitumorale Wirkung nicht vom Hitzeschockprotein selbst ausgeht, sondern von den
komplexierten Peptiden des Tumorzelllysates stammt. Gleichzeitig konnte der Nachweis erbracht
werden, dass weder die Hitzeschockproteine alleine, noch die einzelnen Peptide fahig waren, eine
Immunreaktion auszulésen. Auch fihrten Peptidkomplexe mit anderen nicht zur Hitzeschockfamilie
gehdrenden Proteine (wie z. B. mit dem peptidbindenden Serumprotein Albumin) nicht zu einer
Immunogenitat.

Diese Peptidbindung der Hsp-Molekiile ist als Nebeneffekt ihrer eigentlich physiologischen Rolle als
Chaperone anzusehen. Hsp binden an kurze lineare, d. h. entfaltete Proteinsequenzen und besitzen
demnach ebenso die Fahigkeit, an freie Peptide wie z. B. die durch einen Tumor freigesetzten
Antigene zu komplexieren. Man nimmt an, dass die Hsp:Peptid-Komplexe an spezifische
Zelloberflachenrezeptoren auf antigenprasentierenden Zellen binden und internalisiert werden. Die
gebundenen Peptide werden in der Zelle prozessiert und in den MHC-Klasse-I-Prasentationsweg

eingeschleust, so dass Hitzeschockproteine eine Schlisselrolle in der Kreuzprasentation einnehmen
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(Suto und Srivastava, 1995). Ein Vergleich von freien und an Hitzeschockproteine gebundenen
Proteinen im Zytosol zeigte, dass eine effektivere Prasentation auf MHC-Klasse-I-Molekiilen im Falle
der Assoziation mit Hsp erfolgt (Binder et al, 2001). Dies kénnte daflir sprechen, dass im Zytosol
lokalisierte Chaperone wie die Hsp eine wichtige Funktion in der Antigenprozessierung besitzen
(Srivastava et al, 1994). Wie genau die iber Hsp komplexierten Peptide ihren Zugang zum MHC-
Klasse-I-Prozessierungsweg erhalten ist noch nicht aufgeklart. Aber es gibt Hinweise, dass
Hitzeschockproteine exogene Antigene effizient kreuzprésentieren und diese den CD8* T-Zellen
zuganglich machen.

Aus /n vitro Studien geht hervor, dass Hitzeschockproteine Proteine verschiedener Komposition,
Hydrophobizitat und GréBe binden kénnen und auch Peptide effizient komplexiert werden. Nur geringe
Mengen wie 1-2 ng Peptid sind nétig, um Hsp-Komplexe zu bilden und eine zellulare Immunantwort
zu induzieren. Auch wenn der groBte Teil der zytosolischen Peptide degradiert wird und nur eine
kleine Fraktion der Gesamtpeptide an zytosolische oder im ER vorkommende Hsp binden, kdnnen
diese Hsp:Peptid-Komplexe dennoch die Antigenprasentation und Induktion einer Immunantwort
erhdhen (Gullo und Teoh, 2004).

Die von den Hitzeschockproteinen ausgehende Immunogenitdt wird auf vier Eigenschaften dieser
Proteine zurlickgefiihrt: die Bindung von Peptiden bzw. Proteinen, ihre rezeptorvermittelte Endozytose
durch antigenprasentierende Zellen und die Fahigkeit zur Induktion von Zytokinen durch DC, sowie die
Reifung der DC durch Hsp (Singh-Jasuja et a/, 2001; Basu und Srivastava, 2000). Es ist also einerseits
die Stimulation der adaptiven Immunitdt, die die Hitzeschockproteine auszeichnet, aber ebenso
wichtig ist auch die Induktion einer angeborenen Immunantwort. Es konnte gezeigt werden, dass
gp96 die Reifung von DC induziert und zur verstarkten Expression der Oberflachenmolekiile MHC-
Klasse-I und II, CD40, CD80 und CD86, sowie zur Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-12,
TNFe. und IL-1p fuhrt (Zengh et a/, 2001; Schild und Rammensee, 2000). Einen weiteren Hinweis auf
die Einleitung der angeborenen Immunitat durch Hsp bietet die Beobachtung, dass Makrophagen, die
mit Hsp70 stimuliert wurden, Stickstoffoxid (NO) freisetzen und die Aktivierung von NK-Zellen
induzieren (Strbo et al,, 2002).

Da bereits geringe Mengen der Hsp:Peptid-Komplexe ausreichend sind, um eine T-Zellantwort effizient
zu induzieren, wurden schon bald spezifische Rezeptoren fiir die Hitzeschockproteine auf der
Oberflache von der antigenprasentierenden Zellen postuliert (Srivastava et al, 1994). Folgendes
Modell wurde vorgeschlagen: Die Lyse virusinfizierter Zellen bzw. von Tumorzellen fihrt zur
Freisetzung der Hitzeschockproteine. Nach der Bindung der tumoralen und viralen Peptide und
anschlieBender Aufnahme der Hsp:Peptid-Komplexe in antigenprasentierende Zellen, kann das an Hsp
assoziierte Peptid in den endogenen MHC-Klasse-I-Weg eingeschleust und folglich (iber MHC-Klasse-I-
Molekiile den CD8* T-Zellen prasentiert werden. Es wurden viele Untersuchungen angestellt, um die
Frage zu kléren, Gber welche Rezeptoren die Hsp:Peptid-Komplexe in die Zelle aufgenommen werden.
CD91 wurde als Hauptrezeptor fiir Hsp70 und Hsc90 identifiziert. Doch auch andere Rezeptoren
spielen bei der Endozytose eine wichtige Rolle. Zum Beispiel konnte fiir TLR2 und TLR4 eine

Beteiligung an der Hsp-Bindung nachgewiesen werden (Vabulas et al., 2002). Becker und Mitarbeiter
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(2002) zeigten, dass Hsp70:Peptid-Komplexe spezifisch an den Rezeptor CD40 binden und (iber
diesen auch internalisiert werden. In einer weiteren Studie wurden zusatzliche Kandidaten als Hsp-
Rezeptoren vorgestellt: CD36, LOX-1, CD14 und SR-A (Binder et al, 2004). Noch immer sind viele
Fragen offen, unter anderem welche Rezeptoren auf welchen antigenprasentierenden Zellen
exprimiert werden, oder ob einige Rezeptoren dieselben Hsp binden kénnen. Um mehr (ber die nach
der Hsp-Aufnahme induzierten Signalwege zu erfahren, muss auch der genaue Mechanismus der
endozytotischen Aufnahme der Hsp:Peptid-Komplexe noch aufgeklart werden. Generell wird vermutet,
dass zur effektiven Kreuzprasentation der Uber die Hsp eingeschleusten Antigene eine
rezeptorvermittelte Endozytose ndétig ist, wadhrend eine unspezifische Aufnahme mittels
Makropinozytose keine antigenspezifischen T-Zellantworten induziert.

Es bestehen Bestrebungen, die immunologischen Eigenschaften der Hitzeschockproteine fiir eine
Immuntherapie zu nutzen und Hsp als antitumorale Vakzine einzusetzen. Es konnte gezeigt werden,
das humane Hsp mit Antigenen Komplexe bilden und diese mit Rezeptoren auf humanen
antigenprasentierenden Zellen reagieren. Fiir das Hitzeschockprotein gp96 weiB man, dass Hsp:
Peptid-Komplexe aus humanen Tumorzelllysaten tumorspezifische CD8* T-Zellantworten induzieren
kénnen (Parmiani et al, 2004). Aus diesen Beobachtungen resultiert die Idee, dass aus Tumorzellen
Lysate gewonnen und Hsp:Peptid-Komplexe isoliert werden koénnten, um diese dann zur
Immunisierung zurlick in den Patienten zu geben. In vitro Studien zeigten, dass gp96:Peptid-
Komplexe isoliert aus Melanomen bzw. Kolonkarzinomen starke antigenspezifische Immunantworten
auslosten (Rivoltini et al, 2003). In klinischen Studien, die bereits die Phase II und III erreicht haben,
werden Melanompatienten mit autologen tumorgenerierten gp96:Peptid-Komplexen immunisiert
(Antigenics, Oncophage; Parmiani et al, 2004). Patienten, die 10 Dosen des Impfstoffes verabreicht
bekamen, zeigten eine um 29 % verbesserte Uberlebensdauer (Richards et a/, 2006). Die geringe
Toxizitdt der Priparate und lingere Uberlebensraten der Patienten lassen die Hoffnung zu,

Hitzeschockproteine kiinftig als Therapeutikum bei verschiedenen Tumorerkrankungen einzusetzen.

3.7 Das Mammakarzinomantigen HER2/neu

Das Protoonkogen HER2/neu (HER2, EGFR2, ErbB-2) kodiert fir ein 185 kDa groBes
Transmembranmolekiil, das starke Homologie zu dem epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor EGFR
(epidermal growth factor receptor) aufweist und daher dieser Proteinfamilie zugeordnet wird
(Coussens et al., 1985). Die EGF-Rezeptorfamilie beinhaltet mehrere Liganden und vier verschiedene
Rezeptoren: HER1/ErbB-1, HER2/ErbB-2, HER3/ErbB-3 und HER4/ErbB-4. Die Aminosauresequenz von
HER2/neu ist zwischen den Spezies hochkonserviert, so dass das Protein der Ratte zu 89 % homolog
zu der humanen Sequenz ist. HER2/neu wird normalerweise wahrend der fétalen Entwicklung
exprimiert. Es besitzt die Aufgabe, die Zellproliferation zu stimulieren, den programmierten Zelltod
(Apoptose) zu hemmen und spielt auBerdem eine Rolle bei der Kontrolle der Zellteilung und

Zellreparatur. Als Membranprotein lasst sich HER2/neu in drei Abschnitte gliedern: eine groBe
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extrazelluldre Domane (extracellular domain, ECD), eine kurze Transmembrandomédne (TMD) und
einen intrazellularen Abschnitt (intracellular domain, 1CD). Der zytoplasmatische Teil des Proteins
beinhaltet sowohl die Kinasedomane als auch eine carboxyterminale Domane, die nach der
Rezeptoraktivierung autophosphoryliert wird. Obwohl die Expression von HER2/neu wahrend der
Embryonalentwicklung relativ stark ist, kdnnen in gesunden adulten Epithelzellen nur geringe Mengen
des Proteins detektiert werden. Im Tumorgewebe jedoch wird das Genprodukt stark amplifiziert, so
dass in vielen humanen Tumoren, wie Brust-, Eierstock- und Magen-Darm-Krebs, die Expression des
Proteins um 20 bis 30 % erhoht ist. Diese Uberexprimierung macht HER2/neu als potentielles
Targetmolekiil fir die Immuntherapie interessant.

Mehrere Studien konnten zeigen, dass HER2/neu-spezifische Antikérper in Brustkrebspatientinnen
detektierbar sind und durch /n vitro Experimente konnten auBerdem HER2/neu-spezifische T-
Zellantworten nachgewiesen werden (Disis et al, 1994). Demnach existiert in den Patientinnen also
eine Immunitat gegen HER2/neu, jedoch scheint diese nicht auszureichen, um das Tumorwachstum
aufzuhalten bzw. den Tumor zu zerstéren. Die einzig momentan greifbare Therapie, die der Markt
bietet, ist die passive Immunisierung mit dem humanisierten monoklonalen Antikdrper Trastuzumab
(Herceptin, Genentech). Dieser Antikérper bindet an die extrazelluldare Domane von HER2/neu und
bewirkt damit die Rezeptorinternalisierung. Dadurch werden Rezeptor induzierte Signalkaskaden
unterbunden, was letztlich die Einstellung des Tumorwachstums und die Apoptose zur Folge hat
(Baselga, 2001). Zusétzlich induziert die Antikdrperbindung an HER2/neu eine durch NK-Zellen
veranlasste Antikorper-abhangige Zellzytotoxizitat (antibody dependent cell cytotoxicity, ADCC) bzw.
zerstort die Tumorzellen durch die Aktivierung des Komplementsystems (Spiridon et a/, 2002). Die
bisherige Therapie mit Trastuzumab zeigte in 11 bis 26 % der Patienten mit metastasierendem
Krankheitsverlauf einen deutlichen Rickgang des Tumors. Die Kombination der passiven
Immunisierung mit einer zusatzlichen Chemotherapie verbesserte die antitumorale Wirkung des
Antikérpers, so dass die Patientinnen eine verldngerte Uberlebensrate von 6 Monaten aufwiesen
(Hortobagyi, 2005). Der groBe Nachteil der Antikérpertherapie ist allerdings, dass nur ungefdhr ein
Drittel aller Patientinnen mit HER2/neu (iberexprimierendem Tumor Uberhaupt auf die passive
Immunisierung anspricht, bei der groBen Mehrheit der Tumorerkrankten jedoch kein Riickgang
festgestellt werden kann. Ehemals erfolgreich therapierte Patientinnen entwickeln oftmals eine
Resistenz und reagieren nicht mehr auf Trastuzumab. Ein weiterer negativer Nebeneffekt dieser
Therapie ist, dass in 2 bis 10 % aller Patienten starke Nebenwirkungen auftreten (Dubska et al,
2005). Die Tatsache, dass einige der behandelten Patientinnen Resistenzen entwickeln, kann dadurch
erklart werden, dass HER2/neu-negative Tumorvarianten entstehen bzw. die extrazelluldre Domane
proteolytisch abgespalten wird. In diesem Fall wiirde Trastuzumab lediglich zirkulierendes ECD, aber
nicht mehr an die Tumorzelle binden. Ein weiterer Grund fiir das Versagen der Antikérpertherapie
kdnnte die Entstehung alternativer RNA-Transkripte sein, welche keine ICD mehr besitzen. Dieses
HER2/neu-Protein wiirde nicht mehr an der Zelloberfldche exprimiert werden, sondern verbleibt im

Zellinneren und bietet daher auch keinen Zugang fiir den Antikérper.
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Eine optimale Immuntherapie zur Bekampfung HER2/neu-positiver Mammakarzinome sollte einerseits
analog zu Trastuzumab humorale Immunantworten induzieren, andererseits aber auch eine zellulare
Immunitat auslosen, die sowohl zytotoxische T-Zellen als auch T-Helferzellen umfasst. Ein Impfstoff
gegen HER2/neu, der gleichermaBen T- und B-Zellantworten induziert, bietet deutlichen Vorteil
gegeniiber einem passiven Transfer des AntikOrpers Trastuzumab alleine. Zusatzlich kann eine
Vakzine ein immunologisches Gedéchtnis hervorrufen, das lang anhaltenden Schutz bietet, wahrend
der Antikérper zwar eine schnelle und direkte, aber auch kurzlebige Immunantwort induziert (Foy et
al., 2002).

Beim Vakzindesign gegen HER2/neu missen mehrere Punkte beachtet werden. Einerseits ist
HER2/neu ein Selbstantigen, das in einer Vielzahl verschiedener gesunder Zellen in unterschiedlichen
Geweben exprimiert wird. Dies fiihrt zu dem Problem der Toleranz und der Inhibition der
therapeutischen Effekte der Vakzine. Studien, in denen Ratten mit Selbst-HER2/neu immunisiert
wurden, zeigten keine Induktion einer spezifischen Immunantwort. Wurden stattdessen Mduse mit
Ratten-HER2/neu immunisiert, konnte eine hohe Immunogenitat des Proteins festgestellt werden. Die
Toleranz gegeniiber dem Selbstprotein in Ratten konnte dadurch umgangen werden, dass nicht das
gesamte Protein als Vakzine eingesetzt wurde, sondern nur einzelne Peptidfragmente (Disis et al,
1996a). Weitere Studien zeigten, dass Mause nach einer Immunisierung mit dem Selbst-HER2/neu
Protein, in welchem zuvor einige Regionen deletiert worden waren, sowohl zelluldre als auch humorale
Immunantworten gegen HER2/neu entwickelten (Foy et a/, 2002). In Mausen, die mit einem ahnlich
modifizierten humanem HER2/neu-Protein immunisiert worden waren, konnte die Immunantwort
sogar verstarkt werden. Diese Vakzinierungsstudien zeigen, dass generell eine Immunitat gegen das
Selbst-HER2/neu-Protein existiert, die autoreaktiven Immunzellen aber durch Mechanismen der
Toleranz inaktiviert werden. Auch in einem murinen Mammakarzinommodell konnte dies beobachtet
werden. BalbneuT-Mause sind transgen fiir das HER2/neu-Protein der Ratte und exprimieren dies
unter der Kontrolle des Maus-Mammatumorvirus (MMTV). Die Uberexpression des Onkogens fiihrt in
diesen Tieren zur Bildung von schnell wachsenden Tumoren in den Brustdriisenepithelien, welche in
ungefdhr 15 bis 20 Wochen alten Tieren etabliert sind (Boggio ef al, 1998). Analog zu den
Beobachtungen in Brustkrebspatientinnen zeigen diese HER2/neu-transgenen Mause schwache
zelluldre und humorale Immunantworten gegen das Onkogen. Diese konnen zwar das
Tumorwachstum nicht verhindern, aber dennoch unterstreicht diese Beobachtung die These, dass
keine absolute Toleranz gegen das Brustkrebsantigen und Selbstprotein-HER2/neu besteht (Ercolini et
al., 2005). Folglich kénnten Vakzinen die bereits existierende Immunitat gegen HER2/neu verstarken,

so dass eine Tumorabwehr méglich wird.

3.8 Vakzinierungsstrategien

Das generelle Ziel einer Vakzinierung bei Tumorerkrankungen ist die Induktion einer starken

antitumoralen zelluldren Immunantwort und zusatzlich die Aktivierung spezifischer Antikdrper. Durch
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die Verabreichung des Tumorantigens in einem immunstimulatorischen Kontext soll die bestehende
Toleranz gegen die Selbst-Tumorantigene gebrochen und eine lang anhaltende Immunabwehr
geschaffen werden, so dass der Tumor zerstort und eine Neubildung effektiv verhindert wird.

Auch wenn im Immunsystem von Tumorpatienten spezifische Abwehrzellen detektierbar sind, gelingt
es dem Tumor durch spezielle Mechanismen, der immunologischen Abwehr zu entkommen. Dazu
gehdrt zum einen die Etablierung eines immunsuppressiven Milieus, das der Tumor in seiner
unmittelbaren Umgebung schafft. Durch regulatorische T-Zellen, myeloide Suppressorzellen oder
Faktoren wie VEGF, IL-10 oder TGFp werden aktivierte tumorspezifische T-Zellen gehemmt. Diese
Faktoren tragen auch dazu bei, dass DC in einem unreifen Zustand bleiben, so dass diese trotz
Antigenaufnahme keine adaptive Immunantwort auslosen kdnnen. Von der Tumorumgebung
beeinflusste DC tendieren statt dessen dazu, antiinflammatorisch zu wirken, in dem sie regulatorische
T-Zellen aktivieren (Cerundolo et al. 2004). Zusatzlich wird in Tumorzellen das MHC-Klasse-I-Molekiil
vermindert exprimiert oder es entstehen antigennegative Varianten bzw. mutierte Antigene, so dass
die Tumorzelle der Erkennung durch das Immunsystem entgeht. Oftmals fehlen auch
kostimulatorische Molekiile auf den Tumorzellen, so dass die T-Zelle liber den T-Zellrezeptor zwar das
Tumorantigen erkennt, aber keine sekundare Stimulation lber den CD28-Rezeptor erfahrt, was zur
vollstandigen Aktivierung der T-Zellen nétig ist.

Es gibt verschiedene Ansdtze der Tumorvakzinierung, unter anderem die Immunisierung mit
autologen Tumorzellen. Dazu werden Tumorzellen entweder direkt aus dem Patienten oder autologen
Gewebekulturen gewonnen. Die Zellen werden bestrahlt, um sie teilungsunfahig zu machen, und
anschlieBend zusammen mit Chemotherapeutika oder proinflammatorischen Adjuvanzien zuriick in
den Patienten gegeben. Die injizierten Tumorzellen werden im Patienten von DC aufgenommen, die
Antigene prozessiert und prasentiert, so dass tumorspezifische Immunantworten eingeleitet werden
(Berd et al., 2004). Vorteil dieser Therapie ist, dass samtliche Tumorantigene enthalten sind, die nicht
extra determiniert werden missen. Allerdings kann das autologe Tumormaterial nur immer auf den
jeweiligen Spender angewendet werden, es lasst sich also nicht als allgemeine Vakzine auf mehrere
Patienten (bertragen. Daher stellt die Behandlungsmethode mit allogenen Tumorzellen einen
entscheidenden Vorteil dar. Hier werden zur Vakzinierung Tumorzelllinien von mehreren Patienten
gewahlt, so dass dem Immunsystem eine groBe Bandbreite von Tumorantigenen zur Verfiigung
gestellt wird. Im Fall von Melanomerkrankungen wurde das Medikament Canvaxin eingesetzt, das aus
drei verschiedenen Melanomzelllinien besteht (Morton et a/, 2002). Analog wie bei der Immunisierung
mit autologen Tumorzellen wird auch diese Vakzine bestrahlt, um ein Wachstum der injizierten
Tumorzellen im Patienten zu verhindern.

Die wahrscheinlich etablierteste Vakzinierungsmethode ist die Immunisierung mit einzelnen Peptiden.
Sie bieten den Vorteil der einfachen Synthese, ist jedoch durch die MHC-Restriktion der Peptide
limitiert. Die Peptidimmunisierung setzt voraus, dass das zu untersuchende Tumorantigen bekannt ist.
Zusatzlich deckt das Peptid lediglich ein einzelnes Epitop ab, so dass mehrere miteinander kombiniert
werden miissen, um eine breite Immunantwort auszulésen (Nouri-Shizari ef a/, 2000). Eine optimale

Vakzine beinhaltet also multiple Peptide, damit eine ausreichende zelluldre Immunitat induziert wird.
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In klinischen Studien, in denen Brustkrebspatientinnen mit Peptiden der extrazellularen bzw.
intrazelluldren Doméane von HER2/neu immunisiert wurden, konnte durch die Detektion von CD4* T-
Helferzellantworten gezeigt werden, dass das Immunsystem auf diese immunogenen Peptide reagiert
(Disis et al., 1999).

Die Immunisierung mit DNA bietet aufgrund der relativ einfachen Herstellung einige Vorteile. Plasmid-
DNA wird normalerweise intramuskular oder intradermal verabreicht, um /n vivo Zellen zu transfizieren
und die Produktion des gewiinschten Antigens zu induzieren. Uber diese Vakzine kdnnen viele
verschiedene Antigenepitope eingeschleust werden, so dass ein mdglichst breites Spektrum der
Immunantwort ausgelést wird. Um die Immunogenitat zu erhéhen, wird die DNA oftmals in virale
Vektoren verpackt, die eine hohere Gentransduktionseffizienz besitzen, als nackte Plasmid-DNA.
Zusatzlich enthdlt der Vektor bzw. die rekombinante DNA noch adjuvante Sequenzen (CpG) bzw.
Adjuvanzien werden parallel zur DNA-Vakzinierung verabreicht (z. B. IL-12), so dass das Immunsytem
optimal stimuliert wird. In verschiedenen murinen Brustkrebsmodellen konnte gezeigt werden, dass
diese DNA-Vakzinen starke Immunantworten auslésen, die zu einem ldngeren tumorfreien Uberleben
der Mause fiihrten (Spadaro et a/., 2005). Leider ist die DNA-Immunisierung in Menschen bislang nicht
sehr viel versprechend, da in klinischen Studien deutlich wurde, dass die Immunogenitat der meisten
Tumorantigene nur gering ist. Durch die Fusionierung der DNA des Antigens mit Immunstimulatoren
wie Chemokinen, Zytokinen oder auch Fc-Rezeptoren konnten deutlich bessere adaptive
Immunantworten induziert werden, als mit der Tumor-DNA alleine (Stevenson et al., 2004).

Die Proteinimmunisierung bietet gegeniiber der Peptidimmunisierung den Vorteil, dass die Epitope im
Einzelnen nicht bekannt sein missen. Da in einer Proteinsequenz meist auch CD4*-Epitope enthalten
sind, wird neben zelluldaren Immunantworten auch die Bildung von Antikorpern induziert. Zusatzlich
integrieren Proteine mehrere Antigenepitope, so dass zytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen
unterschiedlicher Spezifitat aktiviert werden. In Bezug auf das Onkogen HER2/neu wurde deutlich,
dass die Immunisierung mit der kompletten Proteinsequenz aufgrund von auftretenden
Toleranzeffekten wenig effektiv ist. Wurden dagegen Fragmente der intrazelluldren Doméne
verwendet, konnten zellulare und humorale Immunantworten gegen HER2/neu detektiert werden (Foy
et al., 2002). Es wird angenommen, dass die zytoplasmatische Domane von HER2/neu immunogener
ist als der extrazelluldre Teil des Proteins, was sich dadurch erklaren lieBe, dass der intrazelluldre Teil
den zirkulierenden Immunzellen nicht so gut zuganglich ist und daher auch weniger Toleranz
induziert. Um das Problem der Toleranz zu umgehen, sollten also méglichst Proteinuntereinheiten,
Proteinabschnitte oder modifizierte Proteine in die Vakzinierungsstrategie integriert werden.
Dendritische Zellen spielen bei der Induktion der zelluldren bzw. humoralen Immunitdat eine
entscheidende Rolle, da durch sie Antigene den spezifischen T-Zellen prasentiert und zusatzlich
kostimulatorische Signale geliefert werden. Daher basieren viele Vakzinierungsstudien auf der Idee,
die Kapazitat der DC fiir therapeutische Zwecke zu nutzen und diese extern mit Tumorantigenen zu
beladen. Die erste Immunisierung mit DC in Krebspatienten wurde 1996 verdffentlicht (Hsu et al,
1996). Patienten, die an einem follikularen B-Zelllymphom litten, wurden mit autologen DC behandelt,

die Uber Leukaphorese direkt aus dem Blut gewonnen und ex vivo mit rekombinantem Protein beladen
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wurden. In drei von vier Patienten konnten tumorspezifische Immunantworten detektiert werden.
Diese ermutigenden Ergebnisse und die reproduzierbaren Protokolle, die zur Herstellung groBer
Mengen an DC aus entweder CD34" Vorlauferzellen oder CD14" Monozyten entwickelt werden
konnten, sprechen fiir einen Einsatz der DC in der Immuntherapie. Die Beladung der /in vitro
generierten unreifen DC kann mit Peptiden, Proteinen, autologen oder allogenen Tumorzelllysaten
erfolgen. Zusatzlich berichtet die Literatur von genmodifizierten DC, die mit tumoraler cDNA oder
mRNA transfiziert werden bzw. von dem Einsatz von so genannten Hybriden aus DC und Tumorzelle
(Avigan, 2004; Homma et a/,, 2005).

Um antigenspezifische Immunantworten, die durch die beschriebenen Vakzinierungsmethoden
induziert werden, weiter zu verstarken, werden zusatzliche Faktoren wie Zytokine eingesetzt. Die
Kombination der DNA-Immunisierung mit IL-12 und auch die Integration dieses Zytokins bei der
Immunisierung mit DC kdnnen den therapeutischen Effekt gegen einen etablierten Tumor deutlich
verbessern (Boggio et al, 1998; Homma et al., 2005). Analog bewirkt auch Kombination von Peptiden
bzw. Proteinen mit z. B. GM-CSF einen Vorteil gegeniiber der Immunisierung ohne das zusatzliche
Zytokin (Murray et al, 2002; Foy et al, 2001). Eine weitere Mdglichkeit, die Immunogenitat zu
erhdéhen und Toleranz zu brechen, ist die Modifikation der applizierten Peptide oder Proteine. Durch
xenogene Immunisierung mit einem immunogenen Fremdantigen beispielsweise kdnnen kreuzreaktive
Immunantworten gegen das Selbstantigen ausgelést werden, wenn sich die Epitope in Fremd- und
Selbstproteinen (berschneiden. Diese Strategie zeigte sich erfolgreich bei der Induktion von
Immunantworten gegen vormals tolerogene Tumorantigene (Wei, 2002; Gallo et a/., 2005).

Alternativ bietet der Einsatz von Hsp:Peptid-Komplexen aus Tumorgewebe die Mdoglichkeit,
antitumorale Immunantworten zu induzieren. Wie in 3.6 beschrieben kénnen Hitzeschockproteine als
Chaperone tumorassoziierte Antigene einfangen, von antigenprasentierenden Zellen aufgenommen
und prozessiert werden, so dass tumorspezifische T-Zellen aktiviert werden kdnnen. Die erste
klinische Studie mit autologen Hsp:Peptid-Komplexen wurde mit dem Hitzeschockprotein gp96
durchgefiihrt (Janetzki et a/, 2000). In Studien der Phase II und III wurden Melanompatienten mit
autologen gp96:Peptid-Komplexen, die aus Tumorgewebe isoliert worden waren, immunisiert. Nach
mehrmaliger Behandlung zeigten die Patienten eine erhdhte Zahl Melanom-spezifischer zytotoxischer
T-Zellen und im Vergleich zu nicht behandelten Patienten eine erhdhte Lebenserwartung (Belli et al,
2002). Diese Erfolg versprechenden Ergebnisse lassen vermuten, dass der Einsatz von
Hitzeschockproteinen als zusétzliches Adjuvans des Immunsystems die antitumorale Immunantwort

verstarken kann. Somit wird ihnen groBe Bedeutung in der Immuntherapie beigemessen.

3.9 Ziele der Arbeit

Trotz der Tatsache, dass entartete Zellen vom korpereigenen Immunsystem erkannt und zerstort

werden, gelingt es vielen Tumorarten, der Immunabwehr auf lange Sicht zu entgehen und Metastasen
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zu bilden, so dass der klinische Erfolg bisheriger Immuntherapien eher gering ist. Die Herausforderung
klinftiger Ansatze ist, die Starke und Spezifitat der induzierten Immunantworten zu erhdéhen.

Ziel dieser Arbeit ist es, den immunologisch bedeutsamen Effekt der Hitzeschockproteine fir
Vakzinierungsstrategien gegen Tumoren auszunutzen. Hitzeschockproteine besitzen neben ihrer
Funktion als Chaperone die Fahigkeit, Immunantworten der angeborenen Immunitdt zu induzieren
und sie kénnen gebundene Antigene Uiber Mechanismen der Kreuzprasentation in den MHC-Klasse-I-
Prasentationsweg einschleusen, so dass eine adaptive Immunantwort ausgelést wird. Durch die
rekombinante Fusion eines Hitzeschockproteins mit einem Tumorantigen soll hier dieser Effekt genutzt
und eine antitumorale Immunitdt hervorgerufen werden. Das Modell sieht vor, dass die
rekombinanten Proteine (ber DC aufgenommen und prozessiert werden, so dass sie Uber die
Prasentation durch MHC-Klasse-I-Molekiile den spezifischen CD8" T-Zellen zugdnglich werden (Abb.
2). Als Modellantigen bzw. Tumorantigen wird das humane Protein HER2/neu gewahlt, das in 20 bis
30 % der Mammakarzinome Uberexprimiert wird und sich daher als Zielmolekil fir eine

Immuntherapie eignet.

Abbildung 2: Modell der Proteinladung
dendritischer Zellen und Aktivierung
spezifischer T-Zellen. DC werden mit den
rekombinanten Hsp-HER2/neu-Fusionsproteinen
beladen. Die Proteine werden von den DC
aufgenommen und prozessiert, so dass sie Uber
die Mechanismen der Kreuzprasentation in den
MHC-Klasse-I-Prasentationsweg eingeschleust
werden.  Antigenspezifische CD8" T-Zellen
kdnnen so aktiviert werden.

HER2/neu-
spezifische
CD8* T-

Hsp-HER2/neu
Fusionsproteine

[ Hsp__ JBERDINED

MHC-I:Peptid-
komplex

Kreuz-

prasentation DC

Im Wesentlichen sollen in dieser Arbeit zwei Aspekte behandelt werden, die bei der Entwicklung von
Tumorvakzinen auf der Basis von Hitzeschockproteinen bedeutsam sind. Zum einen soll der
Adjuvanzeffekt von vier verschiedenen Hitzeschockproteinen der Hsp70-Familie eingehend beleuchtet
werden. Dabei werden drei murine Hitzeschockproteine, mHsp70, mHsc70 und mHsp70L1 sowie das
mycobakterielle m.tub.Hsp70 gewahlt. Wahrend lber Hsp70, Hsc70 und m.fub.Hsp70 bekannt ist,
dass diese Proteine Peptide kreuzprasentieren und DC aktivieren kdnnen (Noessner et al., 2002), ist
Hsp70L1 weitaus weniger charakterisiert. Es wird vermutet, dass dieses Hitzeschockprotein ebenfalls
gute DC-Maturierungseigenschaften besitzt und eine Polarisierung der Immunantwort in eine zelluldre
Richtung (Ty1 Antwort) bewirkt (Wan et a/, 2004). Zur Untersuchung des Adjuvanzeffektes wird das
BALB/c-Mausmodell gewahlt, in denen Antigene iiber die MHC-Klasse-I-Molekiile K® oder D¢
prasentiert werden. Die in den Fusionsproteinen enthaltene HER2/neu-Sequenz umfasst die in der
Literatur beschriebenen KY-restringierten CD8* T-Zellepitope (Nagata et al, 1997). Nach der
Immunisierung dieser Tiere mit den verschiedenen Hsp-HER2/neu-Fusionsproteinen durch /in vivo

Zytotoxizitatsstudien soll tiberpriift werden, ob eine spezifische Immunantwort gegen das humane K%-
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restringierte HER2/neu-assoziierte Epitop TYLPTNASL induziert wird. Da im murinen System eine
gegen ein humanes Peptid gerichtete Immunantwort untersucht wird, welches also in der Maus als
fremd gilt, kann der adjuvante Hsp-Anteil der vier verschiedenen rekombinanten Fusionsproteine gut
verglichen werden. Zusatzlich zur Analyse der zytotoxischen Kapazitat induzierter CD8" T-Zellen, soll
der antitumorale Effekt der Fusionsproteine nach einer prophylaktischen bzw. therapeutischen
Immunisierung untersucht werden. Parallel sollen murine DC aus dem Knochenmark /n vitro mit den
Hsp-HER2/neu-Fusionsproteinen  beladen werden, um so den Maturierungseffekt der
Hitzeschockproteine untereinander zu vergleichen. Dabei soll eine verdnderte Expression der
Oberflachenmolekiile CD40, CD80 und CD86 analysiert werden. Zusatzlich zur DC-Reifung wird die
Kapazitat von HER2/neu-Fusionsprotein beladenen DC, HER2/neu-spezifische T-Zellen in vitro zu
restimulieren, untersucht werden.

Neben der Evaluierung des Adjuvanzeffektes soll untersucht werden, ob die Hitzeschockproteine in
Form rekombinanter Fusionsproteine als Vakzine zur Induktion einer HER2/neu-spezifischen
Immunantwort einsetzbar sind. Die Prifung dieser Fragestellung erfolgt in dem transgenen
Mausmodell HHD, in welchem statt der murinen D°- und Bom-Molekile ein humanisiertes HLA-A2-
Molekil mit humaner a1- und a2-Domane sowie einem humanen B,m in Kombination mit der murinen
a3-Doméne und der zytoplasmatischen Doméne exprimiert wird (HLA-A2.1/D°-hp,m; Pascolo et al.,
1997). In diesen Tieren kénnen HLA-A2-restringierte Antigene wie das HER2/neu-assoziierte CD8* T-
Zellepitop KIFGSLAFL prasentiert werden. Da die murine und humane Sequenz dieses Epitops
homolog ist, kann untersucht werden, ob die Immunisierung der HHD-Mduse mit den Hsp-
Fusionsproteinen eine Selbsttoleranz (berwindende Immunitdt auslost. KIFGSLAFL-spezifische
Immunantworten sollen wiederum anhand von in vivo Zytotoxizitdtsstudien bzw. IFNy-Sekretion
analysiert werden. Parallel zu diesem Mausmodell kann die Immunogenitdt der rekombinanten
Proteine gegen ein Selbstantigen auch im BALB/c-Modell untersucht werden, indem die
Immunantwort gegen das kdrpereigene, ebenfalls K%-restringierte TYLPANASL-Epitop (iberpriift wird.
Nach Abschluss der Untersuchungen dieser Fragestellungen wird eine Beurteilung der Qualitat der
Hitzeschockprotein vermittelten Immunantwort mdglich sein. Es soll eine Aussage dariber getroffen
werden konnen, in wieweit durch die Hitzeschockproteine die Immunogenitdt eines Fremdproteins

verbessert bzw. eine Immunitat gegen ein Selbstprotein hervorgerufen wird.
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4 Materialien

4.1 DNA

4.1.1 Vektoren

pBluescript II SK(+) 2961 bp, AmpR, T3/T7-Primer; Stratagene, USA

pRSETB 2887 bp, AmpR, T7-Promotor, Hexa-Histidin-Tag; Invitrogen,
Karlsruhe

pET21d(+) 5443 bp, AmpR, T7-Promotor, Hexa-Histidin-Tag; Novagen, USA

pVvL1393 9639 bp, Amp®, Polyhedrin-Promotor, Hexa-Histidin-Tag; Invitrogen,
Karlsruhe

pMT2mcs 5025 bp, AmpR, SV40-Promotor, Dr. J. Neefjes, Amsterdam

4.1.2 cDNA

pCMV SPORT6-huHER2/neu AmpR, CMV-Promotor; zur Verfiigung gestellt von RZDP,
Berlin/Heidelberg (BC080193)

pBSKS(+)-B4402-SPB AmpR, T3/T7-Promotor; zur Verfiigung gestellt von Alexandra
Kienast, DKFZ, Heidelberg

pcDNA3.1 m.tub.Hsp703s0-625; zur Verfligung gestellt von Dr. Paul Lehner, Cambridge, England

pYX-Asc-mHsp70 Amp®, zur Verfiigung gestellt von RZDP, Berlin/Heidelberg
(BC054782)

pCMV SPORT6-mHsc70 AmpR, zur Verfiigung gestellt von RZDP, Berlin/Heidelberg
(BC006722)

pCMV SPORT6-mHsp70-L1  AmpR, zur Verfiigung gestellt von RZDP, Berlin/Heidelberg
(BC002056)

pIE-pGal (clone 226) zur Verfligung gestellt von Dr. Martin Miiller, DKFZ, Heidelberg

4.1.3 Primer zur Genotypisierung der HHDII-Mduse

HLA-A0201 sense 134 (30mer) 5’ cta cag agc cta gca ggg tat cct tgg cag 3' [10 uM]
HLA-A0201 antisense 385 (33mer) 5’ ctc tga gtt tct gtg tga gtc cag gac atc 3’ [10 pM]

hup,m sense 964 (31mer) 5’ cat tga gac aga gcg ctt ggc aca gaa gca g 3' [10 puM]
hup,m antisense 1332 (36mer) 5’ gga tga cgt gag taa acc tga atc ttt gga gta cgc 3’ [10 uM]

4.1.4 Primer zur Klonierung der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine
m.tub.Hsp70-ct fwd (36mer) 5’ ccg agc tcg agg gag gtg aaa gac gtt ctg ctg ctt 3’
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m.tub.Hsp70-ct rev (36mer) 5’ cgc ttc cat gga atc agc cga gcc ggg gtg ggc 3’

mHsp70 fwd (36mer) 5’ ccg agc tcg agg atg gcc aag aac acg gcg atc ggc 3'
mHsp70 rev (36mer) 5’ cgc tec ggt acc atc cac cte ctc gat ggt ggg tcc 3’

mHsc70 fwd (36mer) 5’ ccg agc tcg agg atg tct aag gga cct gca gtt ggc 3’
mHsc70 rev (36mer) 5’ cgc ttc ggt acc atc cac ctc ttc aat ggt ggg gcc 3’
mHsp70-L1 fwd (36mer) 5’ ccg agc tcg agg atg gcg gcg atc ggc gtg cac ctg 3’
mHsp70-L1 rev (33mer) 5’ cgc ttc cat gga tgc aac ctc aac agt aat ggc 3’

SBP-adap fwd (81mer) 5’ cgc tta agc ttg atc agc tcg aga ggt acc atg gaa ttc gga tcc

gac gat aag acc acc ggc tgg agg ggc ggc 3'
SBP-adap rev (33mer) 5’ ggg ccc gtc gac ggg ctc cct ctg gec ctg ggg 3’

Diese Primer wurde von Herrn Weinig (DKFZ, Heidelberg) synthetisiert. Die Sequenzen der

eingebrachten Restriktionsschnittstellen in die Oligonukleotide der Hitzeschockproteine sind rot

gekennzeichnet. Die Konzentration der Oligonukleotide berechnete sich nach folgender Formel:
0D260 x VF x 100

= Konzentration in uM
Nukleotidzahl

4.1.5 DNA-Marker
Lambda/DNAEcoRI + HindIII MBI Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRuler DNA Ladder Mix MBI Fermentas, St. Leon-Rot

4.2 Peptide

4.2.1 CD8" T-Zellepitope

KIFGSLAFL huHER2/neu(seo.377), HLA-A2-restringiert
KVFGSLAFV HER2/neusgs-377) modifiziert, HLA-A2-restringiert
TYLPTNASL huHER2/neues-71y, H-2K%-restringiert
TYLPANASL MHER2/neus-71), H-2Kd-restringiert
PYVSRLLGI MHER2/neuso-7ss), H—2Kd—restringie|t
ILHNGAYSL huHER2/neu43s.413), HLA-A2-restringiert
ILHDGAYSL MHER2/neu(43s-413), HLA-A2-restringiert
ALCRWGLLL huHER2/neus.13), HLA-A2-restringiert
AWCRWGFLL mHER2/neu(s.13), HLA-A2-restringiert
ILKEPVHGV RT(HIV) (476-484), HLA-A2-restringiert

RKKRRQRRRLKIFGSLAFL tat(HIV)(49_57)'hUHERZ/neU(369.377)
RKKRRQRRRLTYLPTNASL tat(HIV)49-57-huHER2/neues-71)
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4.2.2 CD4" T-Helferepitope

LPPGAASTQVCTGTD huHER2/neu(i6-30), I-A%restringiert
TPPAYRPPNAPIL HBVcore(12s-140), I-Ab-restringiert
ISQAVHAAHAEINEAGR OVA323-339), I-A%restringiert

Alle Peptide wurden mittels Festphasensynthese nach der Fmoc/tBU-Strategie von Dr. R. Pipkorn

(DKFZ, Heidelberg) synthetisiert. Die Peptide wurden iber HPLC aufgereinigt, massenspektrometrisch

Uberpriift und in 100 % DMSO bei -20 °C aufbewahrt.

4.3 Enzyme und Antikorper

4.3.1 Enzyme

A) Restriktionsenzyme

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden ebenso wie die zugehérigen Puffer von MBI Fermentas

(St. Leon-Rot) oder New England Biolabs (Frankfurt) bezogen.

B) Ligase/Phosphatase/Polymerase
T4-Ligase [10 U/pl]

T4-DNA Polymerase [5 U/ul]

Calf Intestine Alkaline Phosphatase CIAP [1 U/ul]
Expand High Fidelity Polymerase [>3.5 U/pl]

C) zugehdorige Puffer

10x T4-DNA Ligase Puffer

5x T4-DNA Polymerase Puffer

10x CIAP Puffer

10x Expand High Fidelity Puffer mit MgCl,

4.3.2 Antikorper

A) Antikorper fiir die Zelloberflachenanalyse

Primdrantikorper

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
New England Biolabs (Frankfurt)
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Roche Diagnostics, Mannheim

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Roche Diagnostics, Mannheim

Marker Klon Verd. Spezies Isotyp, Hersteller
Maus IA/IE FITC 2G9 1:100 Ratte, monoklonal IgG,,, BD Biosciences
Maus CD3 APC 145-2C11 1:100 Hamster, monoklonal | IgG;, BD Biosciences
Human CD3 PE HIT3a 1:100 Maus, monoklonal 1gG,,, BD Biosciences

Maus CD8a FITC 53-6.7 1:100 Ratte, monoklonal 1gG,,, BD Biosciences
Maus CD8o. PE 53-6.7 1:100 Ratte, monoklonal 1gG,,, BD Biosciences
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Primdrantikorper

Marker Klon Verd. Spezies Isotyp, Hersteller
Maus CD8a PerCp 53-6.7 1:100 Ratte, monoklonal 1gG,,, BD Biosciences
Maus CD8a. APC 53-6.7 1:100 Ratte, monoklonal 1gG,,, BD Biosciences
Human CD8 FITC HIT8a 1:100 Maus, monoklonal IgG;, BD Biosciences
Maus CD11c PE HL3 1:100 Hamster, monoklonal | IgG;, BD Biosciences
Maus CD11c Biotin HL3 1:100 Hamster, monoklonal | IgG;, BD Biosciences
Maus CD40 PE 3/23 1:100 Ratte, monoklonal 1gG,,, BD Biosciences
Human CD45RA APC HI100 1:100 Maus, monoklonal IgG,y,, BD Biosciences
Maus CD80 PE 16-10A1 1:100 Ratte, monoklonal 1gG,,, BD Biosciences
Maus CD86 PE GL1 1:100 Ratte, monoklonal 1gG,,, BD Biosciences
Maus IFNy APC XMG1.2 1:50 Ratte, monoklonal IgG,, BD Biosciences
d ) C3H- 1gG,,, Dr. F. Momburg
Maus K K9-18 unverd. Hybridomiiberstand (DKF2)
Human HLA-A2 BB7.2 unverd. Hybridomiiberstand 19Gar, D(rblzl.:zl\;omburg
Trastuzumab . -
Human HER2/neu / Herceptin 1:50 humanisiert IgG;, Roche
Sekundarantikorper
Marker Klon Verdiinnung Spezies Isotyp, Hersteller
Maus IgG PE - 1:200 Ziege, polyklonal BD Biosciences
. : Southern Biotech.
Human IgG PE - 1:100 Ziege, polyklonal Assicoates, Inc.
. . Southern Biotech.
Human IgG Fc PE - 1:500 Ziege, polyklonal Assicoates, Inc.
Maus IgG (Fab")2 FITC - 1:100 Ziege, polyklonal Dianova
B) Antikorper fiir den Western Blot
Primdrantikorper
Marker Klon Verdiinnung Spezies Isotyp, Hersteller
. . IgG1, Gerd
Hiseg 13/45/31a 1:1000 Maus, monoklonal Moldenhauer (DKFZ)
T7 (MASMTGGQQMG) 69522-3 1:20000 Maus, monoklonal IgG2b, Novagen
. . Southern Biotech.
Human IgG; Fc HRP - 1:100000 Ziege, polyklonal Assicoates, Inc.
Sekundarantikérper
Marker Klon Verdiinnung Spezies Isotyp, Hersteller
Maus IgG-HRP - 1:5000 Ziege, polyklonal Pierce
Streptavidin-HRP - 1:20000 - Vector

4.4 Bakterienkultur

4.4.1 Bakterienstamme

XL1 Blue

BL21(DE3)pLysS

E. coli, K12 recAl, endAl, gyrA96, thil, hsdR17, supE44, relAl, lac F'
[proAB” lacl 9 laciAM15, Tn10(tet”)]; Stratagene, Heidelberg
E coli BF omp T, hsd SB (rs ms), gal dcm(DE3 ) pLysS (Cam®);

Invitrogen, Eggenstein
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BL21Star(DE3)pLysS

Rosetta2(DE3)

CamR®; Invitrogen, Eggenstein
E. coli BF omp T, hsd SB (rs mg), gal dcm(DE3) pRARE2 (Cam®);

Novagen, Schwalbach

4.4.2 Medien fiir Bakterien

LB-Medium
(pH 7.0)

SOB-Medium
(pH 7.0)

SOC**-Medium
(pH 7.0)

171 mM NacCl

0.5% Hefeextrakt (w/v)
1% Trypton (w/v)

50 pg/ml Ampicillin

8.6 mM NaCl

2.5 mM KCl

0.5% Hefeextrakt (w/v)
2% Trypton (w/v)

50 pg/ml Ampicillin

35 pg/ml Chloramphenicol

8.6 mM NaCl

2.5 mM KCl

0.5% Hefeextrakt (w/v)
2% Trypton (w/v)
0.5% Glukose (w/v)

LB-Agarplatten

SOB-Agarplatten

171 mM NaCl

0.5% Hefeextrakt (w/v)
1% Trypton (w/v)
1.5% Select Agar (w/v)
50 pg/ml Ampicillin

8.6 mM NaCl

2.5 mM KClI

0.5% Hefeextrakt (w/v)
2% Trypton (w/v)
1.5% Select Agar (w/v)
10 mM MgCl, + MgSO,
50 pg/ml Ampicillin

E. coli BF omp T, hsd SB (ry mg), gal dcm rne 131(DE3 ) pLysS

35 pg/ml Chloramphenicol

Alle Medien wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt und nach der pH-Einstellung bei 121 °C fir

30 min autoklaviert. Die Magnesiumsalze (siehe SOB-Medium), sowie die Glukose (siehe SOC-Medium)

als auch die Antibiotika wurden als sterile Lésungen nach dem Autoklavieren hinzugefigt.
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4.5 Eukaryontische Zellkultur

4.5.1 Eukaryontische Zelllinien

D2F2

D2F2/E2

HEK293T

T2-KY

SF9

Murine Mammakarzinomzelllinie aus BALB/c; Dr. R. Kiessling, Karolinska Institut,
Stockholm (Mahoney et al., 1985)

Murine Mammakarzinomzelllinie aus BALB/c, transfiziert mit humanem HER2/neu
unter G418 Selektion; Dr. R. Kiessling, Karolinska Institut, Stockholm (Wei et al,,
1999)

Humane embryonale Nierenzellinie; ATCC

Humanes B/T-Zellhybridom, TAP-defizient, stabil transfiziert mit H-2K? unter G418
Selektion; Dr. F. Momburg, DKFZ, Heidelberg

Immortalisierte Insektenzelllinie aus Ovarzellen von Spodoptera frugijperda; Dr. M.
Miiller, DKFZ, Heidelberg

4.5.2 Medien fiir eukaryontische Zellkultur

A) Grundmedien
RPMI 1640 (pH 7.1)

D-MEM (pH 7.1)

D-PBS (pH 7.2)

B) Zellmedien
HEK293T

D2F2

D2F2/E2

T2-K¢

SF9

BMDC-Medium

Pulver (Gibco) a 10 | ddH,0
2.83 M NaHCO;

Pulver (Gibco) a 10 | ddH,0
4.4 M NaHCO;

Pulver (Gibco) a 10 | ddH,0
0.00025% Phenolrot (w/v)

D-MEM + 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 1 % Pyruvat, 50 pM B-Mercapto-
ethanol

D-MEM + 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 1 % Pyruvat, 100 U/ml Penicillin/
Streptavidin, 50 uM B-Mercaptoethanol

D-MEM + 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 1 % Pyruvat, 100 U/ml Penicillin/
Streptavidin, 50 uM B-Mercaptoethanol, 0.8 mg/ml G418

RPMI + 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 1 % Pyruvat, 50 uM B-Mercapto-
ethanol, 0.5 mg/ml G418

TMN-FH (Sigma) + 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin/
Streptavidin

Grace with L-Glu (Sigma) + 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin/Streptavidin,
0.035 % Natriumbicarbonat (w/v) [pH 6.15]

RPMI + 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin/Streptavidin, 50 uM

B-Mercaptoethanol, 10 % F1/16-Uberstand (zur Verfiigung gestellt von
Martin Wiihl, DKFZ)
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Restimulationsmedium
B-Mercaptoethanol

T-Zellmedium

RPMI + 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin/Streptavidin, 50 uM

RPMI + 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin/Streptavidin, 50 uM

B-Mercaptoethanol, 10 mM Hepes

Wie bei den Medien fir die Kultivierung von Bakterien, wurden auch hier die Medien mit deionisiertem

Wasser angesetzt und nach der pH-Einstellung sterilfiltriert. Geneticin (G418) wurde als Stammldsung

in sterilem D-PBS angesetzt, aliquotiert und bei — 20 °C aufbewahrt.

4.6 Mausstamme

BALB/c
HHD 11

Inzuchtlinie, H-29, eigene Zucht, DKFZ, Heidelberg
Transgene Linie, H-2D/B,m Doppelknockout, transgen fiir HLA-A2.1/D"-

hB,m (zur Verfligung gestellt von Dr. F. Lemonier, Institut Pasteur, Paris)

4.7 Kitsysteme

AEC Chromogen Kit

BCA™ Protein Assay Reagent Kit

BD Cytofix/Cytoperm™ Plus (incl. GolgiStop™) Kit
Detoxi-Gel AffinityPak Pre-packed Columns

Maus IFNy ELISPOT Ready Set Go Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit

QIAprep® Spin Midiprep Kit

QIAprep® Spin Maxiprep Kit

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Pierce Perbio Science, USA

BD Bioscience, Heidelberg

Pierce Perbio Science, USA

eBioscience Inc., USA

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Super Signal® West Dura Extended Duration Substrate  Pierce Perbio Science, USA

4.8 Materialien und Gerate

4.8.1 Verbrauchsmaterialien

AffinityPak™ Detoxi-Gel™ Endotoxin Removing Gel

Autoradiographie Stift
Bakterienkulturschalen (96 mm)
Chromatographiesaule Econo
Deckglaschen

Dialysekammern (MWCO: 10000 Da)

Pierce Perbio Science, USA
Scienceware, Bel-Art Products, USA
Greiner, Frickenhausen

Bio-Rad, Miinchen

Eschenbach, Nirnberg

Pierce Perbio Science, USA
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Einmalspritzen (5, 10, 20, 50 ml)
Einmalspritzen mit Spardorn (1 m)

Elispot 96 Lochplatte (MAHAS4510)

FACS Réhrchen (1.3 ml)

Filterréhrchen (5 ml)

Glaskapillaren

Kulturréhrchen (5 ml)

Hamilton Mikroliterspritze

Kanilen (20G, 0.9x40 mm)

Kanilen (27G, 0.4x20 mm)

Klvetten

Kulturplatte, unbeschichtet (6 Loch)
Leucosep Filterréhrchen (50 ml)

Limolus Amebocyte Lysate (LAL) Test Kartuschen
MACS Separationssdulen LS

Neubauer Zahlkammer

Nitrozellulose Blotting Membran (Immobilon-P)
Objekttrager

PP-Testréhrchen (50/15 ml)
Schraubdeckelréhrchen Cryo (2 ml)
Spritzenvorsatze MILLEX-HA (0.22, 0.45 pum)
Steritop Flaschenfilter (0.22 pm)
Wagepapier MN 226

Whatman Papier

Zellfilter (40 pm)

Zellschaber

Zellkulturschalen (10 cm, 14 cm)
Zellkulturplatten (6-/24-/48-/96-Loch)
Zellkulturflaschen (25, 75, 150 cm?2)

4.8.2 Gerate

AutoMACS

Biofuge fresco

Brutschrank Hera Cell 240
Brutschrank zur Insektenkultur
Cytospin 2

Dampfsterilisator Varioclav Typ 25T

Eismaschine Wessamat

BD Biosciences, Heidelberg

Braun, Melsungen

Miilipore Corporation, USA

Greiner bio-one, Frickenhausen

BD Biosciences, Heidelberg
Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen
BD Falcon, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Miinchen

BD Biosciences, Heidelberg

Braun, Melsungen

Greiner bio-one, Frickenhausen

BD Falcon, Heidelberg

Greiner, Frickenhausen

Charles River Laboratories, Frankreich
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kénigshofen
Millipore Corporation, USA
Langenbrinck, Emmendingen

TPP, Trasadingen, Schweiz

Nalgene, USA

Millipore Corporation, USA

Millipore Corporation, USA
Machery-Nagel, Diiren

Schleicher & Schuell, Dassel

BD Biosciences, Heidelberg

TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Kendro, Langenselbold

Kendro, Langenselbold

Heraeus Instruments, Osterode
Shandon,

H+P Labortechnik AG, OberschleiBheim

Zugck, Leimen
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Elektrophorese-Kammer Miniprotean 3 Cell
Elektrophorese-Kammer Protean II xi Cell
Elektrophorese-Kammer B1A, B2
Endosafe-PTS

FACScan / FACSCalibur

Feinwaage AE163

Kihlzentrifuge Biofuge fresco

Kiihl- und Gefrierschranke

Lumi-Imager

Magnetriihrer MR 3002, MR 2000
Mikroskop Axiovert 40 C

Mikroskop Axioplan 2 imaging

PCR-Block Peltier Thermal Cycler PTC-200
pH Meter 766 Calimatic

Photometer GENESYS 10uv
Schittelinkubator Certomat HK

Schittler GFL 3015

Semi-dry Blotter SD 1

Spannunggerate Consort E835
Sterilbank HeraSafe

Rollenmischgerat RM 5-40

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Centrifuge 5415 D
Ultraschallgerat Sonofier 250

UV Flachenstrahler

Victor 1420 Multilabel Counter

Vortexer Vortex-Genie 2

Waage HF-3000G

Wasserbad HAAKE SWB25

Zentrifuge Avanti J-25, Rotor JLA-10.500
Zentrifuge Minifuge 2, Rotor 2705, 3470
Zentrifuge Omnifuge 2.0 RS, Rotor 2250

4.9 Chemikalienliste

Aceton
Acrylamid (RotiphoreseR Gel 30)
Agar-Agar/Kobe I pulv.

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Miinchen

OWI Separation Systems, Niederlande
Charles River Laboratories, Frankreich
BD Biosciences, Heidelberg

Mettler, GieBen

Kendro, Langenselbold

Liebherr (Ochsenhausen)

Roche Boehringer Diagnostics, Mannheim
Heidolph, Schwabach

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

MJ Research Inc., USA

Knick, Berlin

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Satorius BBI Systems, Géttingen
Omnilab, Schweiz

cti (Idstein)

OWI Separation Systems, Niederlande
Kendro, Langenselbold

CAT Ingenieurbiiro, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Branson, USA

Konrad Benda, Wiesloch

PerkinElmer Optoelectronics, USA
Scientific Industries Inc., USA

A&D Company, Japan

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Beckman Coulter, Krefeld

Kendro, Langenselbold

Kendro, Langenselbold

Fluka, Buchs (Schweiz)
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
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Agarose Ultra Pure
6-Amino-capronsaure
Aminoethylcarbazol (AEC)
Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin Natriumsalz (Amp)
B-Mercaptoethanol

Biocoll

Biotin

BRL Bethesda Research Laboratories, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bromphenolblau
Calciumchlorid (CaCl,x2H,0)

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Carboxyfluorescein-diacetat-succinimidyl-ester (CFSE) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Chloramphenicol

Concanavalin A (ConA)

Coomassie Brilliant Blue R
Desoxyribonukleotidtriphosphat (dNTP)
DiamondBac Baculovirus DNA
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylformamid (DMF)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
D-MEM

D-PBS

Endotoxin-freies H,0

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fotales Kadlberserum (FCS)

Geneticin (G418)

Gelatine

Glukose

Glutamin (100x)

Glyzerin

Glycin

Grace-Medium [mit L-Glu, ohne Bicarbonat]
Harnstoff

Hefeextrakt

Hepes

Imidazol

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Gerbu, Gaiberg

Bioron, Ludwigshafen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Neolab, Heidelberg

Gibco BRLR Life Technol. GmbH, Karlsruhe
Gibco BRLR Life Technol. GmbH, Karlsruhe
Charles River Laboratories, Frankreich
Fluka, Buchs (Schweiz)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Gerbu, Gaiberg

Biochrom, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco BRLR Life Technol. GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Gerbu, Gaiberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka, Buchs (Schweiz)

Gerbu, Gaiberg

Gerbu, Gaiberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Isopropanol
Isopropyl-p-D-thiogalactosid (IPTG)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCOs)
Lysozym
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, + 2xH,0)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgCl, + 7xH,0)
Methanol

Milchpulver, fettfrei

Natriumazid (NaNs)

Natriumacetat (NaAc)
Natriumcarbonat (Na,COs)
Natrium-Deoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natronlauge

Ni-NTA-Agarose

PBS, LPS frei (pH 7.2)
Penicillin/Streptavidin (100x)
Phenolrot

Ponceau-S-Rot

Precision Plus Protein Standard
Propidiumiodid

Proteaseinhibitor Cocktail

Proteinase K

Protein-A-Sepharose

Pyruvat

Rinderserumalbumin (BSA)

RPMI 1640

Salzsaure (HCI)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Streptavidin-Agarose

TEMED

TMN-FH Medium

Tris/Trizma Base
Trypanblau-Lésung

Trypsin

Fluka, Buchs (Schweiz)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
e.a.thomas chemikalien, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs (Schweiz)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Neolab, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
VWR, Darmstadt

Qiagen GmbH, Hilden

Gibco BRLR Life Technol. GmbH, Karlsruhe
Gibco BRLR Life Technol. GmbH, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bio-Rad, Miinchen

Fluka, Buchs (Schweiz)

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Gibco BRLR Life Technol. GmbH, Karlsruhe
VWR, Darmstadt

Gerbu, Gaiberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka, Buchs, Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Trypton

Triton X-114

Tween20

Venimmun
Wasserstoffperoxid (H,0,)
X-Vivo20

Xylencyanol

Zitronensaure

AppliChem, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sanofi-Aventis, Frankfurt

AppliChem, Darmstadt

Cambrex, Belgien

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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5 Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion zahlt zu den wichtigsten Methoden der Molekularbiologie. Durch dieses
Verfahren konnen kleinste Mengen spezifischer DNA-Sequenzen nachgewiesen bzw. amplifiziert
werden. Das Prinzip der PCR ist die enzymatische Vermehrung eines DNA-Abschnittes zwischen zwei
Oligonukleotidprimern, die gegenlaufig an komplementdre DNA-Strange gebunden sind (Knippers,
1997). Mittels PCR konnte die cDNA der Hitzeschockproteine oder des SBP-Tags amplifiziert sowie
zusatzliche Restriktionsschnittstellen eingefiigt werden, die in der Klonierungsstrategie vorgesehen
waren. Die PCR wurde jeweils in einem Gesamtvolumen von 50 ul in 1/10 Vol. Expand High Fidelity
Puffer (mit 15 mM MgCl), 2.6 U Expand High Fidelity Polymerase und 0.1 mM dNTP (Bioron)
durchgefiihrt. Von den forward und reverse Primern wurden je 300 nM eingesetzt. Die Menge an DNA
template variierte zwischen 0.2 und 0.5 pg. Die PCR Reaktion startete mit der Denaturierung der DNA
bei 94 °C zunachst fir 3 min, dann fiir 30 sec. Das Annealing wurde bei 55 °C fiir 35 sec und die
Amplifikation bei 72 °C fiir 45 sec durchgefiihrt. Dieser Zyklus wiederholte sich 10 Male, wobei die
Annealing Temperatur sich pro Zyklus jeweils um 1 °C reduzierte. AnschlieBend folgten 20 Zyklen mit
einer Denaturierung bei 94 °C fir 30 sec, einem Annealing bei 45 °C flir 35 sec und einer
Amplifikation bei 72 °C fiir 45 sec. Die Endelongation erfolgte bei 72 °C fiir 6 min.

Fiir die Genotypisierung der HHD Mause wurde folgende PCR durchgefiihrt: 5 pl der 1:10 in ddH,0
verdiinnten DNA aus Schwanzbiopsien wurden mit 5 U Tag-Polymerase (NEB), 1/10 Vol. Tag-
Polymerase Puffer (NEB), 0.7 nM dNTP (Bioron) und jeweils 1.3 pM der sense und antisense Primer
angesetzt. Die Denaturierung der DNA wurde bei 94 °C zunachst flir 5 min, dann fir 1 min
durchgefiihrt. Das Annealing fand bei 59 °C fiir 30 sec und die Amplifikation bei 72 °C flir 1 min statt.
Nach 35 dieser Zyklen folgte die Endelongation fiir 5 min bei 72 °C.

5.1.2 Restriktionsverdaus

A) Praparativer Verdau der Plasmid- bzw. PCR-DNA

Fir den praparativen Verdau wurde 250-2000 ng DNA eingesetzt, welche mit je 7.5-30 U Enzym fir
90-180 min bei 37 °C verdaut wurden. Jeder Ansatz beinhaltete wie auch im Folgenden jeweils 1/10
Vol. der zugehérigen Enzympuffer. Die Restriktionsenzyme, sowie die Puffer wurden von MBI

Fermentas bezogen.
B) Analytischer Verdau nach einer Ligation

Fiir den analytischen Verdau wurde 50-100 ng DNA eingesetzt, welche mit 2.5-10 U Enzym verdaut
wurde. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 60-90 min.
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C) Sequentieller Verdau der DNA

Einige Restriktionsenzyme, deren optimale Temperatur- und Pufferbedingungen nicht identisch waren,
konnten nicht parallel eingesetzt werden. Hier wurde stattdessen ein sequentieller Verdau
durchgefiihrt. Wiederum erfolgte die Inkubation bei 37 °C fiir 90 min.

D) fill in Reaktion

Fir eine Ligation zwischen zwei unterschiedlich verdauten DNA Schnittstellen mussten jeweils die
DNA-Enden aufgefiillt werden. Um DNA-Doppelstrange mit glatten Enden (b/lunt end) zu erzeugen,
wurde die verdaute DNA mit 5 U T4-DNA Polymerase (NEB), 100 pM dNTP (Bioron), 1x T4-DNA
Polymerase Puffer zunachst fiir 20 min bei 11 °C und danach fiir weitere 10 min bei 75 °C inkubiert,

um die DNA Polymerase zu inaktivieren.

5.1.3 Agarosegelelektrophorese

6x DNA-Probenpuffer 0,1 % (w/v) Bromphenolblau
0,1 % (w/v) Xylencyanol
15 % (v/v) Glyzerin

Laufpuffer (1XTAE), pH 8.5 40 mM Tris/HCI, pH 7.4

5 mM NaAc

1 mM EDTA
Zur GroBenbestimmung der DNA-Fragmente wurden die PCR Produkte sowie die Restriktionsverdaus
im Agarosegel untersucht (1-2 %, je nach erwarteter FragmentgroBe). Dazu wurde die DNA mit 1/6
Vol. 6x DNA-Probenpuffer versetzt und zum GroBenvergleich 5 pl des DNA-Markers
Lambda/EcoRI+HindIII (MBI Fermentas) bzw. 10 ul des Markers GeneRuler DNA Ladder Mix (MBI
Fermentas) geladen. Die DNA wurde bei 0.8 V pro cm Lauflange aufgetrennt. Das Agarosegel wurde
anschlieBend fiir 10 min in einem Ethidiumbromid-Bad (2.5 pg/ml in TAE-Puffer) gefarbt und

wiederum fiir 10 min in ddH,0 entfarbt.

5.1.4 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

Nach den praparativen Verdaus wurde die gewlinschte DNA-Bande aus dem Gel herausgeschnitten
und mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) gereinigt. DNA-Fragmente, die nach einer PCR
erhalten und mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut wurden, konnten ebenfalls mit
dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) gereinigt werden.

5.1.5 DNA-Ligation

Die Vektoren, in die die DNA-Fragmente kloniert werden sollten, wurden nach dem Restriktions-

verdau am 5’-Ende dephosphoryliert. Dazu wurden sie mit jeweils 0.5 pg CIAP (MBI Fermentas) pro
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ug Vektor inkubiert. Bei 5"-Uberhdngen erfolgte die Inkubation bei 37 °C fiir 30 min, bei glatten und
3'-Uberhéngen fiir 15 min bei 37 °C und anschlieBend fiir 15 min bei 56 °C.

Um flir die Ligation ein optimales Verhaltnis von Vektor zu Insert zu erhalten, wurden die Mengen der
verwendeten Insert- und Vektorfragmente mit folgender Formel abgeschatzt:

Vektor [ng] x Lange des Inserts [kb]

x 3 = Insert [ng]
Lange des Vektors [kb]

Die Ligationsansatze von insgesamt 20 ul (add ddH,0) enthielten je 10 U T4-Ligase (MBI Fermentas)
und 1/10 Vol. 10x T4-Puffer. Kontrollansatze wurden identisch angesetzt, allerdings ohne das Insert.
Die Ligation erfolgte bei 16 °C fiir 4 h bzw. (iber Nacht.

5.1.6 DNA-Fillung, Konzentrationsbestimmung und Sequenzierung

A) Fallung der DNA

Die nach der Ligation erhaltenen DNA Produkte wurden mit 1/10 Vol. 3 M NaAc, pH 5,2 und 2,5 Vol.
100% EtOH gefallt. Dazu wurden die Proben {iber Nacht bei -20 °C inkubiert, anschlieBend bei 16000
x g in einer Tischzentrifuge (Kendro) bei 4 °C fiir 20 min zentrifugiert und dann zweimal mit je 1 ml
70% EtOH gewaschen (5min, 16000 x g, Kendro). Das DNA-Pellet wurde bei RT getrocknet und in 10-
50 pl ddH,0 resuspendiert. Um sterile DNA zu gewinnen, wurde die DNA nach einem 20 minitigen
Zentrifugationsschritt mit sterilem 70 % EtOH gewaschen und anschlieBend in steriles ddH,O

aufgenommen.

B) DNA-Konzentrationsbestimmung

Am UV-Spektrometer (Thermo Fisher Scientific) konnte die DNA-Konzentration bestimmt werden
(A260 nm). Dabei entspricht 1 ODy 50 pg/ml dsDNA, 40 pg/ml ssDNA, bzw. 33 pg/mi
ssOligonukleotiden. Zur Messung wurde die DNA 1:200 in H,O verdinnt. Neben der DNA-
Konzentration wurde auch die Reinheit (A260/A280 nm) ermittelt. Der Quotient einer sauberen DNA

Praparation sollte bei ~ 1.8 liegen.

C) DNA-Sequenzierung
Zur Uberpriifung der DNA-Sequenzen wurden die nach der Ligation erhaltenen DNA Produkte geféllt
wie in 5.1.6 A beschrieben und gelost in 10 pl ddH,0 bei MWG-BIOTECH (Ebersberg) sequenziert.

5.1.7 Herstellung von chemokompetenten Bakterien

Die Bakterien wurden entweder aus einer Ubernachtkultur oder aus dem Glyzerinstock auf eine
LB/Amp-Platte ausgestrichen und diese bei 37 °C iber Nacht inkubiert. Fiir die Herstellung von
chemokompetenten Rosetta2(DE3), BL21(DE3)pLysS und BL21Star(DE3)pLysS wurden LB-Platten mit

zusatzlicher Chloramphenicolresistenz verwendet. Am Folgetag wurde eine einzelne Kolonie gepickt
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und in 20 ml LB-Medium (ber Nacht geschiittelt (Satorius, 300 rpm). Mit 1 ml dieser Vorkultur wurde
eine 200 ml LB-Kultur angeimpft. Nachdem eine ODgy von ungefédhr 0.6 erreicht worden war, wurden
600 ml vorgewarmtes LB-Medium hinzugefligt und die Kultur fiir weitere 20 min bei 37 °C geschiittelt
(Satorius, 300 rpm). Zur Ernte wurde die Kultur fiir 10 min bei 4 °C und 4500 x g (Minifuge 2, Kendro)
in 50 ml PP-Testrohrchen (TPP) abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 250 ml eiskaltem 100
mM CaCl, resuspendiert und fir 1 Stunde auf Eis inkubiert, ehe die Suspension erneut unter
identischen Bedingungen abzentrifugiert wurde. Das Pellet wurde in 5 ml eiskaltem 100 mM CaCl, mit
10 % Glyzerin aufgenommen, zu je 200 pl aliquotiert und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die

Bakterien wurden bei -70 °C aufbewahrt.

5.1.8 Transformation von E. colifiir die Klonierung

Fir eine Transformation von £. co/i mit Plasmid DNA wurden 50 pl chemokompetente XL1 Blue auf Eis
aufgetaut und mit 0.1-1 pg der Plasmid DNA (in 20 pl) zunachst fiir 20 min auf Eis, dann fir 90 sec
bei 42 °C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend auf eine LB/Amp-Platte ausplattiert und Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.1.9 Plasmidisolation aus E. coli

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 8.0

1 mM EDTA
A) Minipraparation von DNA
Die gewachsenen Klone wurden gepickt und in 4 ml LB/Amp Uber Nacht bei 37°C geschittelt
(Satorius, 300 rpm). Zur Isolierung der Plasmid DNA wurde das QIAprep® Spin Minjprep Kit von
Qiagen verwendet. Dazu wurden 3 ml der Ubernachtkultur schrittweise in 1,5 ml Reaktionsrohrchen
Uberfihrt und fir 2 min bei 16000 x g zentrifugiert (Eppendorf). Das Pellet wurde in 250 pl
Resuspensionspuffer P1 resuspendiert, mit weiteren 250 pl Lysispuffer P2 versetzt und durch
mehrmaliges invertieren gemischt. AnschlieBend wurden 350 pl des Equilibrierungspuffer N3
hinzugefiigt und wiederum durch Invertieren gemischt. Der Ansatz wurde fiir 10 min bei 16000 x g
(Eppendorf) zentrifugiert und der Uberstand auf die QIAprep Séule tiberfiihrt. Nach einer einminiitigen
Zentrifugation bei 16000 x g (Eppendorf) wurde das Filtrat verworfen, die Saule mit 750 pl Puffer PE
gewaschen und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Saule leer zentrifugiert, um restliche
Flissigkeit zu entfernen. Zur Elution der DNA wurde die Saule fir 1 min bei RT mit 150 pl TE Puffer
inkubiert und diese flir 2 min bei 16000 x g (Eppendorf) abzentrifugiert.

B) Maxipraparation von DNA
Um groBere Mengen DNA zu gewinnen, wurde zunachst 1 Klon in einer 3 ml LB/Amp Vorkultur fiir 6-8

h bei °C geschiittelt (Satorius, 300 rpm) und dann in eine 400 ml Kultur Gberflihrt, welche Gber Nacht
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bei 37 °C inkubiert wurde. Die Bakterienernte erfolgte bei 4 °C und 6000 x g fir 15 min (Avanti J-25,
Beckman; Rotor JLA-10.500). Zur Plasmidisolierung wurde das QIAprep” Spin Maxiprep Kit von Qiagen
verwendet. Dazu wurde das Bakterienpellet in 10 ml Puffer P1 resuspendiert, nach Zugabe von 10 ml
Puffer P2 durch Invertieren gemischt und anschlieBend fiir 5 min auf Eis inkubiert. Weitere 10 ml
Puffer P3 wurden hinzugefligt, das Reaktionsgefall durch Invertieren gemischt und nach einer 20-
minttigen Inkubation auf Eis fiir 30 min unter obigen Bedingungen zentrifugiert. Die Saule wurde vor
dem Probenauftrag mit 10 ml QBT-Puffer equilibriert. Nachdem das Lysat (iber die Saule gelaufen
war, wurde zweimal mit jeweils 30 ml QC-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 10 ml QF-Puffer
in ein frisches ReaktionsgefaB. Durch Zugabe von 10.5 ml Isopropanol wurde die eluierte DNA gefallt
und konnte durch eine Zentrifugation fir 1 h unter obigen Bedingungen pelletiert werden. Die gefallte
DNA wurde mit 5 ml 70 % EtOH gewaschen, wiederum zentrifugiert und dann bei RT getrocknet.

AnschlieBend wurde die DNA in 400 ul TE-Puffer aufgenommen und geldst.

5.2 Proteinbiochemische Methoden

5.2.1 Lagerung und Kultivierung von E. coli zur Proteinexpression

XL1 Blue, die zur Klonierung dienten, wurden stets in LB-Medium kultiviert. Fir Rosetta und BL21
wurde flr die Vorkultur SOB-Medium, ansonsten ebenfalls LB-Medium gewahlt. Zur Aufbewahrung
wurden die transformierten Bakterien mit 15 % Glyzerin gemischt, in flissigem Stickstoff eingefroren

und dann bei -70 °C gelagert.

5.2.2 Transformation von E. coli

Fiir die Expression der rekombinanten Proteine in £. co/i wurden die Bakterienstamme Rosetta2(DE3),
BL21(DE3)pLysS und BL21Star(DE3)pLysS verwendet. Zur Transformation wurden 100 pl der
chemokompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 0.1-1 pg Plasmid-DNA (in 3 pl) zunachst fir
30 min auf Eis, dann fiir 45 sec bei 42 °C inkubiert. Bevor 1 ml Soc**-Medium hinzugefiigt wurde,
wurden die Bakterien auf Eis nach dem Hitzeschock abgekiihlt. AnschlieBend schiittelten die Zellen bei
400 rpm, 37 °C (Thermomixer, Eppendorf) im Reaktionsréhrchen fiir 45 min. Von diesem Ansatz
wurden 50 pl auf eine SOB/Amp/Cam-Platte ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.2.3 Expression der Hitzeschockfusionsproteine in E. coli

Fiir die Testexpression wurde ein Klon zunachst in 2 ml SOB/Amp/Cam (ber Nacht bei 37 °C inkubiert
und dann in 25 ml SOB/Amp/Cam Uberfiihrt, so dass die optische Dichte (ODgy) auf einen Wert von

0.1 eingestellt wurde. Nachdem die ODgq auf 0.6 gestiegen war, wurde die Genexpression mit 1 mM
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IPTG induziert und fir Expressionsuntersuchungen stiindlich eine 1 ml Probe abgenommen. Die
Bakterien wurden fiir 2 min bei 16000 x g (Eppendorf) geerntet und bei -20 °C aufbewahrt.

Fiir die Produktion der Fusionsproteine im 400 ml MaBstab wurde zundchst eine 25 ml Vorkultur
(SOB/Amp/Cam) Uber Nacht bei 37 °C geschiittelt (Sartorius, 300 rpm), welche am Folgetag mit 400
ml LB/Amp/Cam auf eine ODgy von 0.1 verdiinnt wurde. Sobald eine ODgyy von 0.6 erreicht wurde,
erfolgte die Induktion der Genexpression mit 1 mM IPTG fiir 4 h bei 37°C. Die Bakterien konnten
geerntet werden, indem die Kultur fiir 20 min bei 6000 x g und 4 °C abzentrifugiert wurde (Avanti J-
25, Beckman; Rotor JLA-10.500). Nach der Bestimmung des Feuchtgewichts, wurden die Zellen bis

zur Lyse und Aufreinigung bei -20 °C aufbewahrt.

5.2.4 Lyse der Bakterien

Lysepuffer 0.1 % Tween20

300 pg/ml Lysozym

in PBS, pH 8.0
Die gewonnenen Bakterien der 400 ml Kultur wurden zunachst in 25 ml Lysepuffer resuspendiert und
fir 1.5 h bei RT unter leichtem Drehen inkubiert (RM 5-40, CAT). AnschlieBend wurde dem Lysat
Harnstoff und Kochsalz zu gesetzt, um eine Endkonzentration von 8 M Harnstoff bzw. 150 mM NaCl zu
erhalten. Das Gemisch wurde weitere 30 min bei RT unter Drehen inkubiert, bis sich das Salz und der
Harnstoff geldst hatten. AnschlieBend wurden die Zellen per Ultraschall aufgeschlossen (6 x 30 sec,
Sonofier 250, Branson; Output Control 4, Duty Cycle 50 %). AnschlieBend wurde das Lysat bei 4 °C
fir 30 min bei 11000 x g zentrifugiert (Avanti J-25, Beckman; Rotor JLA-10.500). Der Uberstand
wurde dekantiert und bis zur Aufreinigung bei -20 °C aufbewahrt. Die obigen Schritte wurden solange
wiederholt, bis eine vollsténdige Lyse der Bakterienpellets erreicht werden konnte.
Fir den ZellaufschluB der Bakterienpellets fiir die Testexpression wurde eine mechanische Zelllyse per
Hitzeschock angewandt. Dazu wurden die Bakterien in 20 mM Phosphatpuffer pH 7.7 resuspendiert
und durch Wechselbédder in flissigem Stickstoff bzw. 42 °C warmem Wasser aufgeschlossen.
AnschlieBend wurde das Lysat durch Zentrifugation fiir 4 min bei 4 °C und 16000 x g (Eppendorf)

abgetrennt und bis zur Analyse bei -20 °C aufbewahrt.

5.2.5 Aufreinigung der Proteine iiber Affinitatschromatographie

A) Nickelaffinitatschromatographie

Waschpuffer 1 (pH 8.0) 100 mM NaH,PO,
10 mM Tris
8 M Harnstoff
150 mM NadCl
1 % Triton X-114

Waschpuffer 2 (pH 6.3) 100 mM NaH,PO,
10 mM Tris
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8 M Harnstoff
150 mM NadCl

40 mM Imidazol

1 % Triton X-114

Waschpuffer 3 (pH 7.8) 25 mM Tris
150 mM NaCl
0.4 % Triton X-114
0.4 % Tween20

Elutionspuffer (pH 8.0) 200 mM Imidazol

2.5 mg/ml Proteaseinhibitor-Cocktail

in Endotoxin-freiem PBS
Die Aufreinigung der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine erfolgte per Nickelaffinitatschromatographie
unter denaturierenden Bedingungen. Dazu wurde eine Chromatographiesaule (Bio-Rad) mit 3 ml 50 %
Ni-NTA-Agarose (Qiagen) bestlickt und mit 12 ml des Waschpuffer 1 (dies entspricht dem 4fachen
Saulenvolumen) equilibriert. Das Lysat wurde zweimal (ber die Saule gefiihrt und der Durchlauf
aufgefangen. Gewaschen wurde jeweils mit einem vierfachen Saulenvolumen: zweimal mit
Waschpuffer 1, dann dreimal mit Waschpuffer 2. Zur Endotoxinabreicherung wurden die an die Saule
gebundenen Proteine mit einem Liter Waschpuffer 3 gewaschen, ehe sie durch die Zugabe von 300 ml
Endotoxin-freiem PBS, pH 7.2 renaturiert wurden. Die Elution mit Elutionspuffer erfolgte in 10

Fraktionen zu je 0.5 ml. Die eluierten Proteine wurden bei 4 °C aufbewahrt.

B) Protein-A-Sepharose Affinitatschromatographie

Die ZellkulturGiberstdnde wurden an verschiedenen Tagen gesammelt und bis zur Aufreinigung bei -20
°C aufbewahrt. Die Proteinaufreinigung erfolgte bei 4 °C bzw. auf Eis. Dazu wurde eine
Chromatographiesaule (Bio-Rad) mit 500 pl 50 % Protein-A-Sepharose bestlickt, welche zuvor mit D-
PBS gewaschen und dann fiir 30 min in 10 ml D-PBS/10 % FCS inkubiert wurde, um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen. Die Matrix wurde anschlieBend in die Saule Uberfiihrt, mit 50 ml D-PBS
equilibriert, ehe der aufgetaute Zelliiberstand mittels Gravitation Uber die Saule gefiihrt wurde. Um ein
Verstopfen der Saule zu vermeiden, musste der Zelliiberstand zuvor noch filtriert werden (0.22 um,
Steritop). AnschlieBend wurde die Saule mit 50 ml D-PBS gewaschen. Zur Proteinelution mit 50 mM
Zitronensaure pH 2.9 wurden 15 Fraktion zu je 450 pl gesammelt. Zur Neutralisation war in die
Reaktionsgefale zu Beginn je 50 ul 1 M Tris/HCl pH 8.0 vorgelegt worden. Die Fraktionen wurden bis
zur Analyse im SDS Gel bei 4 °C aufbewahrt. Um das Saulenmaterial erneut verwenden zu kénnen,
wurde es in 50 % TBS 0.1 % NaN; bei 4 °C gelagert. Vor einer neuen Aufreinigung wurde die Matrix
fir 2 min in 50 mM Zitronensaure pH 2.9 inkubiert, damit alle gebundenen Proteine abgewaschen

werden konnten. AnschlieBend konnte das Saulenmaterial wie oben beschrieben eingesetzt werden.

C) Gelfiltration

SBB (pH 8.0) 150 mM NadCl
10 mM Tris
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Zur Aufreinigung der Proteine entsprechend ihrer GroBe mittels Gelfiltration wurden die Proben
zunachst fir 10 min bei 4 °C und 16000 x g (Kendro) abzentrifugiert. Die HPLC-Apparatur und die
Sdule (HiLoad 16/60, Superdex 200, prep grade) wurden von Jirgen Kretschmer (DKFZ) zur
Verfiigung gestellt. Zunachst wurden alle Zuldufe und Pumpen der HPLC mit 0.45 pm gefiltertem SBB-
Puffer gespdlt und die Saule mit dem 5fachen Saulenvolumen (600 ml) lber Nacht equilibriert. Dabei
betrug die Flussrate 0.5 ml/min bei einem maximalen Druck von 3 bar. Der Probenauftrag erfolgte
durch Injektion mit einer Spritze. Bei einer Flussrate von 1 ml/min wurden Fraktionen von je 2 mi

gesammelt, die spater im SDS-Gel untersucht wurden.

D) Streptavidin-Agarose

LSSBB (pH 8.0) 150 mM NaCl
10 mM Tris
2 mM Biotin

HSSBB (pH 8.0) 1 M NaCl

10 mM Tris

2 mM Biotin
Fiir die Aufreinigung der Proteine mittels Streptavidin-Agarose im Batchverfahren wurden die nach der
Nickelaffinitatschromatographie erhaltenen Eluate mit 100 pl des zuvor gewaschen Materials fiir 30
min bei 4 °C inkubiert. Die Streptavidin-Agarose wurde dreimal mit je 1 ml SBB-Puffer gewaschen und
fir 5 min bei 16000 x g abzentrifugiert. Die Elution der Proteine erfolgte mit 100 pl LSSBB-Puffer
bzw. 100 pl HSSBB-Puffer.

E) Methoden zur Endotoxinabreicherung

Neben der in 5.2.5 A beschriebenen Methode, Endotoxin direkt auf der Chromatographiesaule
abzureichern, wurden noch zwei weitere Methoden eingesetzt.

Mittels einer Polymixin-B-Saule (Detoxi-Gel AffinityPak Pre-packed Columns, Pierce) sollte das eluierte,
dialysierte Protein LPS abgereichert werden. Dazu wurde die Sdule zunachst regeneriert, indem sie
finfmal mit je 1 ml 1% Natrium-Deoxycholat gewaschen wurde. AnschlieBend folgten 3 Waschschritte
mit je 1 ml Endotoxin freiem H,O (Charles River Laboratories). Nach der Equilibrierung der Saule mit
pyrogenfreiem PBS (Gibco) wurde das Protein geladen, fiir ca. 1 h auf der Saule inkubiert, ehe es
wiederum mit LPS freiem PBS eluiert wurde. Fiir eine optimale Endotoxinabreicherung wurde der
beschriebene Vorgang insgesamt 5 Mal durchgefiihrt.

Als zweite Methode zur LPS-Abreicherung wurde Triton X-114 eingesetzt. Dazu wurde das dialysierte
Protein mit 1 % Triton X-114 versetzt. Beides wurde grindlich miteinander vermischt und
anschlieBend fiir 5 min auf Eis inkubiert. Dann wurde erneut gemischt und fiir 5 min bei 37 °C
inkubiert. Nun entstand eine triibe Lésung, welche fiir 1 min bei 37 °C und 16000 x g zentrifugiert
wurde (Biofuge fresco, Kendro). Hierbei entstand eine Phasentrennung, wobei die obere wassrige
Phase, welche das Protein enthielt, abgenommen wurde. In der unteren organischen Phase befand
sich das Triton X-114 und gebundenes LPS. Das abgetrennte Protein wurde erneut mit Triton X-114

versetzt und der Vorgang wurde wie beschrieben wiederholt.
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5.2.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

6x SDS-Probenpuffer 62.5 mM Tris, pH 6.8
20 % Glycerin
2 % SDS (w/v)
714 mM B-Mercaptoethanol
0.025 % Bromphenolblau (w/v)

Laufpuffer SDS-PAGE 25 mM Tris, pH 8.3
192 mM Glycin
0.1 % SDS (w/v)

Trenngel (12%) 12 % (v/v) Rotiphorese
0.375 M Tris, pH 8.8
1 % SDS (w/v)
0.9 % APS (w/v)
0.1 % TEMED (v/v)

Trenngel (10 %) 10 % (v/v) Rotiphorese
0.375 M Tris, pH 8.8
1 % SDS (w/v)
1 % APS (w/v)
0.04 % TEMED (v/v)

Sammelgel (5 %) 5 % (v/v) Rotiphorese

125 mM Tris, pH 6.8

0.1 % SDS (w/v)

0.1 % APS (w/v)

0.01 % TEMED (v/v)
Zur Proteinauftrennung nach Laemmli (1970) wurde entweder ein Standardgel (16 x 16 cm Trenn-
gelgroBe) mit 10%-igem Trenn- und 5%-igem Sammelgel, oder ein Minigel (8.6 x 6.8 cm) mit 12%-
igem Trenn- und 5%-igem Sammelgel gewahlt. Das Trenngel wurde zwischen die Glasplatten in der
jeweiligen Trennvorrichtung (Miniprotean 3 Cell fiir Minigele, Protean II xi Cell fir Standardgele, Bio-
Rad) gegossen und mit Isopropanol berschichtet. Nachdem auch das Sammelgel ausgehartet war,
wurden die Proben geladen. Von den einzelnen Elutionsfraktionen, sowie vom Lysatliberstand und
dem Probendurchlauf wurden jeweils 20 pl fiir 5 min bei 96 °C in 6x SDS-Probenpuffer aufgekocht.
Fiir den GréBenvergleich der Proteinbanden wurde 5 ul Marker (Precision Plus Protein Standard, Bio-
Rad) aufgetragen. Die Proteinauftrennung in den Standardgelen erfolgte bei 180 mA und 90 V fiir 16

h, die Minigele wurden bei 150 V fiir 1-1.5 h aufgetrennt.

5.2.7 Detektion der eluierten Proteine

A) Detektion der Proteine mittels Coomassie-Farbung

Coomassie-Farbelésung 40 % Methanol (v/v)
12 % Essigsaure (v/v)
0.16 % Coomassie Brilliant Blue R (w/v)

Entfarbelésung 40 % Methanol (v/v)
12 % Essigsaure (v/v)
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Zur Anfarbung der Proteine mit Coomassie Blau wurde das SDS-Polyacrylamidgel 1 h bei RT in der
Farbeldsung inkubiert. Um die Proteinbanden gegeniiber dem Hintergrund deutlich sichtbar zu
machen, musste das Gel anschlieBend fiir 30 min in der Entfarbelésung, dann fiir mehrere Stunden in

ddH,0 entfarbt werden. Zur Dokumentation wurden die Gele eingescant.

B) Detektion der Proteine mittels Ponceau-Rouge-Farbung
Ponceau-Rouge-Farbelosung 0.2 % Ponceau-S-Rot (w/v)

3 % Essigsaure (v/v)
Die Farbung der geblotteten Nitrozellulosemembran diente zur schnellen Uberpriifung des
Proteintransfers beim Western Blot. Zur Anfarbung der Proteine wurde die Nitrozellulose 2 min bei RT
in der Ponceau-Rouge-Farbelésung geschwenkt (GFL 3015, Omnilab) und anschlieBend in ddH,O
entfarbt.

C) Detektion der Proteine mittels Western Blot

PBS (pH 7.2) 130 mM NaCl
2.6 mM KCl
15 mM KH,PO,
4 mM NazHPO4

PBS/Tween 0.05 % (v/v) Tween20 in PBS, pH 7.2
Blockpuffer 2 % (w/v) Milchpulver in PBS/Tween
konz. Anodenpuffer (pH 10.4) 300 mM Tris

Anodenpuffer (pH 10.4) 25 mM Tris

Kathodenpuffer (pH 9.4) 25 mM Tris
40 mM 6-Amino-capronsaure

Um die Proteine spezifisch nachweisen zu kénnen, wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Dazu musste
zunachst die Nitrozellulosemembran (Millipore) fiir 1 min in Methanol getrankt und anschlieBend fir
10 min in ddH,O inkubiert werden. Fir ein Standardgel (16 x 16 cm) wurde ein Aufbau wie folgt
gewahlt: auf die Anode der Apparatur (Semi-dry Blotter SD 1, cti) wurden 6 Whatman Filterpapiere
getrankt in konzentrierten Anodenpuffer gelegt, auf diese weitere 3 Whatman Filterpapiere, die mit
Anodenpuffer benetzt wurden. Dann wurde die vorbereitete Nitrozellulose aufgelegt, auf welche das
SDS-PAGE Gel folgte. AbschlieBend wurden 3 in Kathodenpuffer getrankte Whatman Filterpapiere mit
der Kathode verbunden. Beim Aufbau musste darauf geachtet werden, dass die einzelnen Schichten
moglichst exakt libereinander zu liegen kamen und vorhandene Luftblasen entfernt wurden. Der
Transfer erfolgte bei einer konstanten Spannung von 50 V fir 1.5 h. Minigele (8.6 x 6.8 cm) wurden in
derselben Apparatur transferiert, der Aufbau war identisch, auBer, dass auf die ersten 6 Whatman
Filterpapiere verzichtet werden konnte. Hier erfolgte der Transfer flir 30 min bei einer Spannung von
16 V. Damit unspezifische Bindungen abgesattigt wurden, musste die Nitrozellulose nach dem Blotten
fir 1 h bei RT oder lber Nacht bei 4 °C in Blockpuffer geschwenkt werden (GFL 3015, Omnilab).

Danach wurde der Blot in PBS/Tween fiir 15 min bei RT gewaschen und konnte anschlieBend fiir 1 h
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bei RT mit dem Erstantikdrper inkubiert werden (verdinnt in Blockpuffer). Nach dreimaligem Waschen
mit PBS/Tween fiir jeweils 5 min wurde der Blot fiir 1 h bei RT mit dem an Peroxidase gekoppelten
Zweitantikérper inkubiert (ebenfalls verdiinnt in Blockpuffer). AnschlieBend wurde wiederum dreimal
fir jeweils 5 min mit PBS/Tween und einmal mit PBS gewaschen, ehe die ECL Substratreaktion
durchgefiihrt werden konnte. Dazu wurde der Blot fiir ca. 1 min in Super Signal® West Dura Extended
Duration Substrate (Pierce) inkubiert, in eine Klarsichthille verpackt und die Banden des
Proteinmakers mit einem fluoreszierenden Stift nachgefahren (Autoradiography Pen, Bel Art Products).

Die Detektion der chemilumineszierenden Proteinbanden erfolgte an einem Lumi-Imager (Roche).

5.2.8 Dialyse der eluierten Proteine
Dialysepuffer 1x PBS (LPS-frei) pH 7.2

Nach der Anfarbung der Proteine mittels Coomassie-Farbung konnten die positiven Elutionsfraktionen
vereinigt und in eine Dialysekammern (Pierce; MWCO: 10000 Da) Uberfiihrt werden. Die Dialyse
erfolgte unter Rihren iber Nacht bei 4 °C. Das Verhaltnis von Probenvolumen zu Dialysepuffer betrug
1:200.

5.2.9 Konzentrations- bzw. Endotoxingehaltsbestimmung und Proteinlagerung

A) Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des BCA™ Protein Assay Reagent Kit (Pierce) bestimmt. Als
Standard diente hier BSA, fiir die Eichgerade wurden Konzentrationen von 0 bis 2 mg/ml eingesetzt.
Verdiinnungen wurden analog zur Proteinprobe in LPS-freiem PBS (Gibco) gemacht, die Messung
erfolgte nach einer 30 minitigen Inkubation bei 37 °C im ELISA Reader bei 562 nm (Victor 1420
Multilabel Counter, PerkinElmer). Anhand der Standardgeraden konnte die Konzentration in den

Proteinproben ermittelt werden.

B) Bestimmung des Endotoxingehalts

Die quantitative Bestimmung des Endotoxingehalts in den dialysierten Proteinproben erfolgte mittels
Endosafe-PTS (Charles River Laboratories). Dieses System basiert auf dem Limulus-Amoebozyt-Lysat
(LAL) unter Anwendung eines kolorimetrischen Tests. Dadurch kann bakterielles Endotoxin quantitativ
nachgewiesen werden. In einer Kartusche, die das LAL-Reagenz, das chromogene Substrat und den
Kontrollstandard enthédlt, wird das Endotoxin enzymatisch umgesetzt und der Farbumschlag
photometrisch bei 385-410 nm gemessen. Die Proteinproben wurden fiir die Messung in Endotoxin
freiem H,O 1:40 verdiinnt und je 25 pl in die vier Vorrichtungen der Kartusche pipettiert. Die Messung

und Errechnung des Endotoxingehalts in EU/ml erfolgte automatisch.
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C) Aufbewahrung der Proteine
Nach der Konzentrations- und Endotoxingehaltsbestimmung der Proteine, wurden die ReaktionsgefaBe
beschriftet und bei 4 °C aufbewahrt. Die Proben wurden stets steril behandelt, d. h. nur unter der

Zellkulturbank geéffnet.

5.3 Zellbiologische Methoden

5.3.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Trypsin/EDTA 0.05 % Trypsin
0.65 mM EDTA
(in PBS)
Trypanblau-Farbelésung 25 % Trypanblau-Lésung (in PBS)

Alle Zelllinien, die im Folgenden beschrieben sind, wurden bei 37 °C, 5 % CO, und gesattigtem
Wasserdampf kultiviert (Hera Cell 240, Kendro). Die Insektenzellen SF9 dagegen wurden bei 28 °C
kultiviert. Die entsprechenden Medien fir die einzelnen Zelllinien sind 4.5.2 B zu entnehmen. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in 75 cm® Flaschen, zur Expansion wurden 150 cm?® Flaschen
verwendet (TPP). Suspensionszellen wie T2-K® wurden verdiinnt, indem je nach Zelldichte ein Teil des
Mediums mit frischem ersetzt wurde. Adhdrente Zellen wie z. B. HEK293T mussten zunachst
trypsinisiert werden. Dazu wurde das Medium vollstdndig abgenommen und gegen steril filtriertes
Trypsin/EDTA ausgetauscht (3 ml in 75 cm? 6 ml in 150 cm? Flaschen). Nachdem die Zellen
vollsténdig abgelost waren, wurden sie in ein steriles Testrohrchen (TPP) Uberfiihrt, flir 5 min bei 716
x g abzentrifugiert (Minifuge 2, Kendro, Rotor 2705) und je nach Zelldichte 1:10 oder 1:20 in frisches
Medium aufgenommen. Um die Zellzahl zu bestimmen wurde eine Neubauer Zahlkammer (Marienfeld)
verwendet. Dazu wurden die Zellen in Trypanblau-Farbelésung verdiinnt, welches die Unterscheidung
von lebenden und toten Zellen ermdglicht. Unter Berlicksichtigung des Verdinnungsfaktors (VF)
errechnet sich die Zellzahl wie folgt:

Zellzahl in alle vier GroBquadraten x VF x 104 Zellen

4 ml

5.3.2 Einfrieren und Auftauen von eukaryontischen Zellen

Einfriermedium 40 % RPMI (v/v)

50 % FCS (v/v)

10 % DMSO (v/v)
Um Zellen einzufrieren, wurden je 5 x 10° Zellen fiir 5 min bei 716 x g abzentrifugiert (Minifuge 2,
Kendro, Rotor 2705) und in 1 ml Einfriermedium aufgenommen. Zur Aufbewahrung wurden 1.5 ml

Schraubdeckelréhrchen (Cryo, Nalgene) gewadhlt. Die Zellen wurden bei — 70 °C aufbewahrt, bei
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langerfristiger Lagerung wurden sie in den Stickstofftank (-138 °C) dberfiihrt. Zur erneuten
Kultivierung der Zellen wurden diese im Schraubdeckelrohrchen bei 37 °C aufgetaut, in ein
Testrohrchen mit vorgewarmtem Zellkulturmedium Gberfiihrt und das Konservierungsmedium per
Zentrifugation unter obigen Bedingungen entfernt. Die Zellen wurden in frisches vorgewarmtes

Medium aufgenommen und in eine 75 cm? Flasche ausgest.

5.3.3 Transfektion von eukaryontischen Zellen

A) Transfektion von HEK293T
2 X HBS, pH 7.0 1.5 mM Na,HPO,

55 mM Hepes

274 mM NaCl
In eine 14 cm Zellkulturschale (TPP) wurden 4 x 10° Zellen ausgesit. Das Gesamtvolumen an Medium
betrug 20 ml pro Schale. Am Folgetag waren die Zellen konfluent und konnten transfiziert werden.
Dazu wurde zunachst das Kulturmedium in den Schalen gewechselt und dann ein Transfektionsansatz
mit einem Gesamtvolumen von 5 ml pro Schale vorbereitet: 40 ug DNA wurden mit 2.25 ml auf 37 °C
vorgewarmtem sterilem ddH,0 aufgefiillt und durch Vortexen vermischt. AnschlieBend wurden 250 pl
2 M CaCl, hinzugefiigt und fiir 5 min bei 37 °C inkubiert. Dieser Ansatz wurde mit sterilfiltriertem und
vorgewarmtem 2 x HBS auf 5 ml aufgefiillt, flir 10 min bei 37 °C inkubiert und dann tropfenweise in
das Medium Uberfiihrt. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt und die Zellen bis zur Ernte

des Zellliberstandes kultiviert.

B) Transfektionskontrolle in HEK293T

FACS-Puffer 1 % FCS (v/v)
15 mM NaNs3
in D-PBS

Substratpuffer 5 % AEC (v/v)

0.1 % Hy0, (v/v)

in 0.1 MNaAc [AEC und NaAc wurden zundchst filtriert, 0.22 pm]
Fiir die Transfektionskontrolle wurden 2.5 x 10° Zellen in eine 6 Loch-Zellkulturplatte (TPP) in einem
Gesamtvolumen von 5 ml ausgesat. Der Transfektionsansatz wurde wie oben beschrieben angesetzt,
lediglich die Mengen wurden jeweils auf 1/10 verringert, so dass pro Loch 500 pl des Ansatzes
hinzugefiigt wurden. Die Transfektionskontrolle diente dazu, die Zellen an den jeweiligen Erntetagen
auf ihre Transfektion bzw. die Expression des gewiinschten Proteins zu Uberpriifen. Dazu wurden die
Zellen durch Pipettieren von der Platte abgelost, in 100 pl PBS aufgenommen und mittels
Zentrifugation fiir 5 min bei 70 rpm auf einen Objekttrager gebracht (Cytospin 2, Shandon). Die Zellen
wurden nach dem Trocknen fiir 10 min in eiskaltem Aceton fixiert, wiederum getrocknet und dann fiir
10 min in PBS gewdssert. Die Farbung der transfizierten Zellen auf den Objekttragern erfolgte mit in
FACS-Puffer verdiinntem Peroxidase-gekoppeltem Antikérper fir 30 min. Bevor die

Antikdrperverdiinnung auf die Zellen pipettiert werden konnte, musste zundchst die restliche
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Flissigkeit vollstéandig abgesaugt werden. Nachdem die Objekttrager in PBS gewaschen und die
Flissigkeit entfernt wurde, konnte die Substratreaktion erfolgen. Dazu wurde ein Tropfen von 50 pl
des Substratpuffers auf die Zellen pipettiert und nach 10 min wieder abgewaschen. Die getrockneten
Objekttrager wurden mit Gelatine und Deckgldschen versiegelt, sodass unter dem Mikroskop die

Transfektion Gberpriift werden konnte.

C) Transfektion von SF9

Grace-Medium 10 % FCS (v/v)
100 U/ml Penicillin/Streptavidin
0.35 g/l Natriumbicarbonat
pH 6.15
sterilfiltriert (0.22 ym)

Prazipitationspuffer 25 mM Hepes
125 mM CaC|2
140 mM NaCl
pH 6.8/6.9/7.0/7.1
sterilfiltriert (0.22 pm)

Farbeldsung 1 ml X-Gal Lésung
770 pg/ml X-Gal (in B-Gal Losung)

Fir die Transfektion der Insektenzellen SF9 musste zundchst das Grace-Medium und der
Prazipitationspuffer frisch hergestellt werden. Um den optimalen pH Wert des Prazipitationspuffers zu
bestimmen, wurde der Puffer mit vier verschiedenen pH Werten hergestellt. Fir den Puffertest
wurden in vier 25 cm? Flaschen (TPP) jeweils 4 x 10° SF9-Zellen ausgesit. Am Folgetag waren die
Zellen konfluent und das Kulturmedium (TMN-FH) wurde abgesaugt. Dann wurden die Zellen einmal
mit 2 ml Grace-Medium gewaschen und anschlieBend in 1 ml Grace-Medium aufgenommen. Zu den
Zellen wurde nun 10 pg der Test DNA (pIE-BGal) in 1 ml des jeweiligen Prazipitationspuffers
tropfenweise hinzugegeben. Dabei musste die Kulturflasche stédndig geschwenkt werden. Nach einer
5-stiindigen Inkubation bei 28 °C wurde der Transfektionsansatz abgenommen, die Zellen zweimal mit
TMN-FH Medium gewaschen und schlieBlich in 10 ml TMN-FH Medium aufgenommen. Nach 3 Tagen
der Inkubation bei 28 °C wurde der Zelliberstand abgesaugt und die Zellen zweimal mit D-PBS
gewaschen, ehe sie in 1 ml eiskaltem Methanol fiir 1 min fixiert wurden. Nach erneutem Waschen
wurde dann 1 ml der Farbelosung zugefiigt und die Zellen fiir mehrere Minuten inkubiert bis eine
Farbung sichtbar wurde. Zellen, die erfolgreich transfiziert wurden, zeigten eine deutliche Blaufarbung.
So konnte fiir die weiteren Transfektionen der beste Prazipitationspuffer ermittelt werden.

Fir die Transfektion der SF9-Zellen mit der DNA der Hitzeschockfusionsproteine wurden wiederum pro
Ansatz eine 25 cm?® Flasche mit jeweils 4 x 10° SF9-Zellen ausgesét. Wie oben beschrieben wurden die
Zellen gewaschen und in Grace-Medium aufgenommen. 6 g der DNA wurden zusammen mit 0.3 ug
der Baculovirus DNA (Sigma) in ein ReaktionsgefaB Uberfihrt und mit 1 ml des optimalen
Prazipitationspuffers gemischt. Unter Schwenken wurde dieses Gemisch tropfenweise auf die Zellen
getropft und dann fir 5 h bei 28 °C inkubiert. Wie in der Testtransfektion wurden die Zellen

anschlieBend gewaschen und die schlieBlich in 10 ml TMN-FH fiir 7 Tage liegend inkubiert.
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5.3.4 Proteinexpression in eukaryontischen Zellen

A) Expression der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine und MHC-Klasse-I-Fc-Dimere in
HEK293T

Fir die Produktion von Proteinen in HEK293T-Zellen wurden in eine 14 cm Zellkulturschale (TPP) 4 x
10° Zellen ausgesét und wie in 5.3.3 A beschrieben transfiziert. Die Ernte des Zelliiberstandes zur
Aufreinigung der sekretierten Proteine erfolgte an Tag 3 und 6 nach der Transfektion. Dazu wurde das
Kulturmedium abgenommen, fiir 5 min bei 716 x g abzentrifugiert (Minifuge 2, Kendro, Rotor 2705)

und der klare Uberstand bis zur Aufreinigung bei — 20 °C aufbewahrt.

B) Expression der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine in SF9

Um Proteine in SF9 Zellen zu exprimieren, wurden sie wie in 5.3.3 C beschrieben transfiziert. Nach
einer 7-tagigen Inkubation bei 28 °C in 10 ml TMN-FH wurden sie passagiert. Dazu wurde am Vortag
eine 25 cm? Flasche mit jeweils ca. 4 x 10° SF9-Zellen ausgesat und auf diese, nachdem das Medium
abgesaugt worden war, 8 ml der Zellen aus der vorigen Flasche gegeben. Da SF9-Zellen semiadharent
wachsen, mussten sie mit einem Zellschaber (TPP) vorsichtig gelést werden. Die passagierten Zellen
wurden fur 1.5 h bei RT unter leichtem Schwenken inkubiert, dabei setzten sich die Zellen ab, so dass
anschlieBend der Uberstand abgesaugt und 10 ml frisches TMN-FH Medium zugefiigt werden konnte.
Die Flaschen wurden wieder fiir eine Woche bei 28 °C inkubiert, ehe die zweite Passage folgte, die
analog zur ersten durchgefiihrt wurde. Nach wiederum 7 Tagen wurden die Zellen das dritte Mal
passagiert, dieses Mal in eine 75 cm? Flasche mit insgesamt 25 ml Medium. In der vierten und letzten
Passage wurden 20 ml der Zellen in eine 150 cm? Flasche {berfiihrt und fiir eine Woche in 50 ml
Medium kultiviert. Die Durchfiihrung der Passage erfolgte jeweils analog zur ersten. Am Ende der
vierten Passage wurden die Zellen durch Abschaben vorsichtig abgeldst, flir 10 min bei RT und 716 x
g abzentrifugiert und bis zur Aufreinigung bei 4 °C aufbewahrt. 1 ml dieses Zelliiberstandes wurde bei

— 70 °C als Backup gelagert.

5.3.5 Durchflusszytometrische Untersuchungen von eukaryontischen Zellen

A) Farbung von Zelloberflachenmolekiilen

FACS-Puffer 1 % FCS (v/v)
0.015 M NaNs
in D-PBS

Blockierungslésung 5 % Venimmun (v/v)

in FACS-Puffer
Um den Aktivierungszustand eukaryontischer Zellen zu untersuchen, wurde das Fuorescence
Activated Cell Sorting (FACS) angewandt. Hierbei kdnnen mittels Antikdrpern, welche mit einem
fluoreszierenden Farbstoff konjugiert sind, die einzelnen Zelloberflaichenmolekiile oder auch
intrazellulare Molekiile spezifisch hachgewiesen werden. Fiir die Farbungen wurden die Antikérper mit

den Farbstoffen Fluorescein (FITC; Emissionsmaximum bei 519 nm), R-Phycoerythrin (PE;
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Emissionsmaximum bei 578 nm), Allophycocyanin (APC; Emissionsmaximum bei 660 nm), Peridinin-
Chlorophyll-Proteinkomplex  (PerCP; Emissionsmaximum bei 675 nm) oder Alexa 647
(Emissionsmaximum bei 669 nm) verwendet. Antikérper, die biotinyliert waren bzw. kein Konjugat
trugen, wurden entweder mit Fluorochrom konjugiertem Streptavidin oder mit einem sekundaren
fluoreszenzmarkiertem Antikérper gefarbt. Um unspezifische Bindungen der Antikérper an Fc-
Rezeptoren zu verhindern, wurden diese mit einer Blockierungsldsung fiir 15 min auf Eis abgesattigt.
Sollten mehrere Oberflachenmolekiile auf einer Zelle angefarbt werden, wurden die Antikorper in einer
Farbung kombiniert. Streptavidin und auch die sekundaren Antikérper wurden stets in einem zweiten
Schritt auf den Zellen inkubiert, nach der Farbung mit den Erstantikérpern. Die Verdiinnungen
variierten je nach Antikdrper zwischen 1:100 und 1:500 und sind dem Abschnitt 4.3.2 A zu
entnehmen. Fir die Farbung wurden die Zellen jeweils fiir 30 min unter Lichtabschluss auf Eis in
einem Volumen von 50 pl inkubiert. Um lebende Zellen von den toten unterscheiden zu kdénnen,
wurde Propidiumiodid (PI) in die Farbung integriert. Dies war allerdings nur bei nicht fixierten Zellen
moglich. PI wurde in Zytotoxizitdtsstudien 1 pg/ml bzw. bei Oberflachenfarbungen in einer
Konzentration von 0.3 pg/ml eingesetzt und direkt vor der Messung auf die Zellen gegeben. Die
Messung erfolgte in FACS RoOhrchen (Greiner) an den Gerdten FACScan oder FACSCalibur (BD
Bioscience). Zur Datenverarbeitung und Datenauswertung wurde die Software Cell-Quest Pro (BD

Bioscience) bzw. FlowJo (Tree Star, Ashland, USA) verwendet.

B) Farbung von intrazelluldren Molekiilen

Fiir die Farbung intrazelluldrer Molekiile mussten die Zellen fixiert werden. Hierbei wurde das BD
Cytofix/Cytoperm Plus Kit (BD Bioscience) verwendet. Sollten zusatzlich noch Oberflachenmolekiile
angefarbt werden, so wurde dies vor der Zellfixierung durchgefiihrt wie oben beschrieben. Nach der
Farbung wurden die Zellen in Perm/Waschlésung gewaschen, dann flir 20 min auf Eis unter
Lichtabschluss mit je 100 pl Cytofix inkubiert und anschlieBend wiederum mit Perm/Waschldsung
gewaschen. Danach konnten mit einem fluoreszierenden Antikérper die intrazellularen Molekiile
angefarbt werden (30 min auf Eis, im Dunkeln). Im Anschluss wurden die Zellen mit FACS-Puffer
gewaschen und in einem Volumen von 50 pl fiir die Farbung in ein FACS Rdhrchen (Greiner)
Uberflhrt.

C) Farbung der Zellen iiber das MHC-Klasse-I1:Peptid-IgG;-Fc-Dimer

Fir die Farbung der PBMC bzw. BMMC mit dem in HEK293T-Zellen exprimierten MHC-Klasse-1:Peptid-
IgG;-Fc-Dimer wurde das Protein zundchst mit 10 pg/ml Peptid fir 30 min bei RT beladen. Die
Inkubation des Peptid beladenen Dimers auf den Zellen erfolgte in 96 Lochplatten in unterschiedlichen
Konzentrationen fiir 30 min auf Eis. Im Anschluss wurde das Dimer analog 5.3.5 A (ber
Sekundérantikdrper angefarbt. Die zusatzliche Farbung weiterer Oberflachenmolekiile der T-Zellen ist

ebenfalls 5.3.5 A zu entnehmen.
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5.3.6 Peptidbindungsassay

Um die Bindung einzelner Peptide an das MHC-Klasse-I-Molekiil H2-K? zu testen, wurden in eine 96-
Lochplatte jeweils 1 x 10° T2-K%Zellen pro Loch in 200 pl T2-K%-Medium verteilt. Zusatzlich zu 100
ng/ml humanem B,Mikroglobulin (,m) wurden unterschiedliche Peptidkonzentrationen zugefiigt. Nach
einer Inkubation von 20 Stunden bei 37 °C wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 716 x g und 4
°C fiir 5 min abzentrifugiert (Minifuge 2, Kendro, Rotor 2705). Die Stabilisierung von H2-K¢ wurde

durch spezifische Farbung des Zelloberflachenmolekiils wie in 5.3.5 A beschrieben untersucht.

5.3.7 Isolierung von mononukledren Zellen aus humanem Blut und Knochenmark

A) Praparation der PBMC und BMMC aus Buffy Coats

Blut- und Knochenmarksspenden von HER2/neu-positiven Mammakarzinompatientinnen konnten Uber
Dr. Philipp Beckhove (DKFZ) aus der Frauenklinik Heidelberg bezogen werden. Material von gesunden
Spendern wurde aus dem Institut fiir klinische Transformationsmedizin und Zelltherapie (IKTZ,
Heidelberg) erhalten. Um mononukledre Zellen aus dem Blut bzw. Knochenmark (PBMC bzw. BMMC)
von humanen Spendern zu gewinnen, wurde eine Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll-
Histopaque durchgefiihrt. Dazu wurden zunachst spezielle 50 ml FalcongefaBe mit Filter (Leucosep,
Greiner) mit 15 ml Ficollldsung (Biocoll, Biochrom) befiillt und bei 716 x g und 25 °C fir 5 min
abzentrifugiert (Minifuge 2, Kendro, Rotor 2705). Nach der Zentrifugation befand sich die Ficolllésung
unterhalb des Filters. Dann wurden jeweils 20 ml der Blut- bzw. Knochenmarksprobe vorsichtig in das
Roéhrchen pipettiert und mit RPMI (inklusive 10 mM Hepes und 100 U/ml Penicillin/Streptavidin) auf 50
ml aufgefillt. Die darauf folgende Zentrifugation fiir 20 min bei 716 x g und 25 °C fand ohne Bremse
statt, um den entstehenden Gradient wahrend des Bremsvorgangs nicht zu zerstéren. Mononukledre
Zellen konnten durch vorsichtiges Absaugen mit einer Glaskanile aus der weiBlichen Zwischenschicht
entnommen werden, wobei darauf geachtet werden musste, keine Erythrozyten aus der darunter
liegenden Schicht zu Gberfiihren. Die PBMC bzw. BMMC wurden dreimal mit D-PBS bei 716 x g und 25
°C fur 5 min gewaschen und anschlieBend in X-Vivo20 Medium Uberflhrt. Die Zellen wurden bis zur

Analyse in 6-Lochplatten kultiviert.

B) HLA-Typisierung der Spenderproben

Zur Typisierung der Proben wurden jeweils 5 x 10° PBMC bzw. BMDC in FACS-Puffer gewaschen (716
x g und 25 °C fiir 5 min, Minifuge 2, Kendro, Rotor 2705) und fiir 15 min auf Eis mit 5 % Venimmun
in FACS-Puffer inkubiert, um unspezifische Bindungen abzuséttigen. Die spezifische Detektion des
HLA-A2-Oberflachenmolekiils erfolgte mit 50 ul des BB7.2 Hybridomiiberstandes (anti-HLA-A2) fiir 30
min auf Eis. Nachdem die Zellen wie oben beschrieben gewaschen wurden, folgte die Inkubation mit
dem FITC-konjugierten Zweitantikorper Ziege-anti-Maus-IgG-(Fab"), (Dianova) fiir 30 min auf Eis. Die
Messung wurde wie in 5.3.5 A beschrieben am FACSCalibur durchgefiihrt.
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5.3.8 Kultivierung und Stimulation von murinen BMDC aus dem Knochenmark

Die BMDC wurden wie in 5.4.7 beschrieben isoliert. Zur Kultivierung bei 37 °C sollten jeweils 5 x 10°
der aus dem Knochenmark gewonnenen Zellen in eine 6-Lochplatte mit 5 ml BMDC-Medium pro Loch
ausgesat werden. Da BMDC zundchst an der Kulturschale anhaften, sich aber wahrend ihrer
Ausreifung ablosen, wurde hier keine herkdmmliche Zellkulturplatte verwendet. Stattdessen wurden
unbeschichtete Platten verwendet, so dass die normalerweise gewilinschte homogene Anhaftung der
Zellen hier nicht stattfand. Zwei Tage nachdem die Zellen ausgesat worden waren, wurde die Halfte
des Mediums vorsichtig ausgetauscht, so dass der Plattenboden nicht beriihrt bzw. die Zellen nicht
aufgewirbelt wurden. Am vierten Tag wurde die Prozedur wiederholt, wobei hier der Zelliberstand
vorsorglich abzentrifugiert wurde (5 min bei 4 °C und 402 x g; Minifuge 2, Kendro, Rotor 2705), um
Zellen, die sich bereits abgelést hatten nicht zu verlieren. Die Stimulation der BMDC mit
rekombinantem Fusionsprotein fand fiir 48 Stunden von Tag 6 bis Tag 8 statt. Hierzu wurde zunachst
der Zelliiberstand komplett abgenommen und gegen 2 ml frisches BMDC-Medium ausgetauscht, wobei
wiederum darauf geachtet wurde, die Zellen so wenig wie mdglich zu beriihren. Zu diesen 2 ml wurde
dann das entsprechende Protein, bzw. als Kontrolle LPS (Sigma), in verschiedenen Mengen
hinzugegeben und bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden an Tag 8 geerntet, in FACS-Puffer Uberfiihrt,
so dass sie wie in 5.3.5 beschrieben auf die Expression ihrer Oberflachenmarker untersucht werden
konnten.

5.3.9 In vitro Restimulation von T-Zellen

A) Kurzzeitige in vitro Restimulation der T-Zellen zur IFNy-Sekretion

Um T-Zellen zu restimulieren, wurden zundchst aus der Milz bzw. den drainierenden Lymphknoten wie
in 5.4.5 beschrieben Einzelzellsuspensionen hergestellt. Die Suspension einer Milz wurde in 1 ml
Restimulationsmedium aufgenommen, was eine Zellkonzentration von ungefahr 10® Zellen/ml ergab.
Je 100 pl der Zellsuspension (10’ Zellen) wurden in eine 96-Lochplatte pipettiert. Die Zellsuspension
der Lymphknoten wurde komplett entsprechend der Probenzahl zu je 100 ul pro Loch auf die Platte
verteilt. Zu den Zellen wurden wiederum 100 pl des Restimulationsmediums dazugegeben, entweder
mit Brefeldin A allein (1:1000; BD Cytofix/Cytoperm™ Plus Kit, BD Bioscience), oder zusétzlich mit 10
Hg/ml Concanavalin A bzw. 10 pug/ml des zu untersuchenden Peptids. Die Zellen wurden anschlieBend
bei 37 °C fir 4 bis 6 Stunden inkubiert. Die Farbung der Oberfldchenmolekiile bzw. der intrazelluldren

Molekiile erfolgte wie in 5.3.5 beschrieben.

B) Mehrtagige /n vitro Restimulation der T-Zellen zur IFNy-Sekretion

Fiir eine Akkumulation der spezifischen T-Zellen wurden jeweils 2 x 107 Zellen aus der Milz in
Restimulationsmedium mit 1 pM Peptid aufgenommen. Die Restimulation fand in einer 25 cm3
Kulturflasche aufrecht stehend statt. Zellen aus den Lymphknoten wurden in 48-Lochplatten kultiviert.

Dabei wurden alle gewonnen Zellen in 1 ml des Restimulationsmediums mit 1 pM Peptid
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aufgenommen. Kontrollgruppen erhielten nur das Medium ohne Peptidzugabe. Nach fiinftégiger Kultur
wurden die Zellen geerntet (5 min bei 4 °C und 716 x g, Minifuge 2, Kendro, Rotor 2705) und wie in

5.3.5 beschrieben untersucht.

5.3.10 Nachweis der T-Zellaktivitat im ELISPOT

Waschpuffer 0.05 % Tween20
in PBS

Die T-Zellaktivitat in Form von IFNy Sekretion nach der Stimulation durch Protein-beladene BMDC
wurde im Elispot (Enzyme linked immune spot technigue) untersucht. Dazu wurden zunadchst T-Zellen
aus der Milz und den drainierenden Lymphknoten von immunisierten BALB/c gewonnen und wie in
5.3.9 B beschrieben in vitro restimuliert. Die Beladung der BMDC mit 5 pM Protein ist 5.3.8 zu
entnehmen. Fiir die letzten 24 Stunden der Proteininkubation wurden die BMDC zusatzlich mit 1 pg/ml
LPS maturiert. Bevor BMDC und T-Zellen kokultiviert werden konnten, mussten die speziellen Elispot
96-Lochplatten (Miilipore) mit dem Detektionsantikdrper vorbehandelt werden. Fir die Durchfiihrung
des Elispot wurden alle Reagenzien aus dem Maus IFNy ELISPOT Ready Set Go Kit (eBioscience)
verwendet, die entsprechenden Verdiinnungen der Antikérper und Verdiinnungsreagenzien sind der
Produktbeschreibung zu entnehmen. Die Bindung des anti-Maus-IFNy Antikdrpers erfolgte zu je 100 pl
pro Loch iiber Nacht bei 4 °C. Am Folgetag wurde die Platte zweimal mit je 200 pl Bindungspuffer pro
Loch gewaschen und schlieBlich in RPMI Restimulationsmedium fiir eine Stunde bei RT blockiert (200
ul pro Loch). Fiir die Kokultur wurden pro Loch 1 x 10° T-Zellen und 2 x 10* BMDC in einem
Totalvolumen von 200 pl in RPMI Restimulationsmedium pro Loch eingesetzt, was einem Verhaltnis
von T-Zelle zu BMDC von 5 zu 1 entspricht. Nach 40-stiindiger Kokultur wurde die Platte dreimal dem
Waschpuffer gewaschen, ehe der Detektionsantikdrper (anti-Maus-IFNy-Biotin) fiir zwei Stunden bei
RT inkubiert wurde. Fiir alle Waschschritte wurde ein Volumen von 200 pl pro Loch eingesetzt. Im
Anschluss wurde die Platte viermal mit Wachpuffer gewaschen, wobei die Ldsung jeweils fiir eine
Minute bei RT inkubiert wurde. Dann wurde das Avidin-gekoppelte Enzym, Avidin-HRP, fiir 45 min bei
RT auf den Zellen inkubiert (100 pl pro Loch). AnschlieBend folgten drei weitere Waschschritte mit
Waschpuffer bzw. ein zweimaliges Waschen mit PBS ohne Tween. Im Anschluss wurde das Substrat
AEC Chromogen Kit (Sigma) zugeben, wobei die Durchfiihrung der einzelnen Schritte hier ebenfalls
der Produktbeschreibung zu entnehmen ist. Die Inkubation des Substrats erfolgte bei RT im Dunkeln
bis eine deutliche Violettfarbung der positiven Kontrolle detektierbar war. Die Reaktion wurde durch
Waschen mit deionisiertem Wasser abgestoppt und die Platte Gber Nacht an der Luft getrocknet. Die
Auswertung der Spotanzahl erfolgte am Axioplan 2 /imaging mit Hilfe des Programms KS EliSpot

Version 4.9 von Zeiss.
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5.4 Methoden zur Arbeit mit Mausen

5.4.1 Zucht und Haltung der Tiere
Die hier verwendeten Mduse wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen im zentralen

Tierlabor des Deutschen Krebsforschungszentrums in Heidelberg gehalten.

5.4.2 DNA-Isolation aus Schwanzbiopsien transgener Mausen

Gewebepuffer 100 mM Tris
200 mM NaCl
5 mM EDTA
0.2 % SDS (w/v)
pH 8.5

TE-Puffer 100 mM Tris

10 mM EDTA

pH 8.0
In dieser Arbeit wurde unter anderem mit der transgenen Mauslinie HHDII (H-2D/B,m
Doppelknockout, transgen fiir HLA-A2.1/D°-hp,m; Dr. F. Lemonier) gearbeitet. Obwohl alle
Nachkommen homozygot fiir das Transgen sein sollten, wurde dennoch die Expression der Molekiile in
den einzelnen Mausen per PCR Uberpriift. Dazu wurde Jungtieren im Alter von ungefahr 6 Wochen ein
0.5 cm langes Stiick der Schwanzspitze abgetrennt und in 700 pl Gewebepuffer zusammen mit 10 ug
Proteinase K Uber Nacht bei 56 °C unter leichtem Schiitteln bei 300 rpm verdaut (Thermomixer
comfort, Eppendorf). Am darauf folgenden Tag wurden die Proben bei 16000 x g und RT fiir 5 min
abzentrifugiert (Centrifuge 5415 D, Eppendorf) und der Uberstand in eine neues ReaktionsgefaB
Uberflihrt. Die DNA wurde durch Zugabe von 0.6 Volumenteilen Isopropanol gefallt und konnte mit
Hilfe einer Glaskapillare (Marienfeld) gefischt werden. Der DNA-Faden blieb dabei an der Kapillare
haften und wurde in zunachst 70 %, dann 100 % Ethanol gewaschen und anschlieBend an der Luft
getrocknet. Die DNA wurde anschlieBend zusammen mit der Kapillare in ein Reaktionsgefal3 mit 100 pl
TE-Puffer Uberfiihrt und darin bei 64 °C fiir 30 min geldst. Die Untersuchung der DNA mittels PCR

wurde durchgefiihrt wie in 5.1.1 beschrieben.

5.4.3 Injektionen bei Mausen

Die Immunisierungen der Mause mit Peptid bzw. Protein erfolgte jeweils subkutan. Dabei wurde das
Peptid bzw. die verschiedenen Proteine zuvor mit CpG und dem T-Helferepitop in LPS-freiem PBS
(Gibco) gemischt. Die einzelnen Mengen variierten je nach Experiment und sind dem Ergebnisteil zu
entnehmen. In der Regel wurden die Tiere zweimal im Abstand von 7 Tagen immunisiert. Fir /n vivo
Zytotoxizitdtsanalysen wurden die fluoreszenzmarkierten Zielzellen intravends in die Schwanzvene der

Tiere appliziert. Tumorzellen wurden stets subkutan appliziert. Die GruppengroBe betrug bei /n vivo
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Zytotoxizitdtsanalysen je 3 Tiere pro Gruppe, fiir Tumorversuche wurden jeweils 5 Tiere pro Gruppe

untersucht.

5.4.4 Organentnahme bei Mausen

Fir die Entnahme der Lymphknoten bzw. der Milz wurden die Mause durch Begasung mit CO, oder

durch zervikale Dislokation getdtet.

5.4.5 Herstellung von Einzelzellsuspensionen aus Milzen und Lymphknoten

Wie in 5.4.4 beschrieben wurden die Tiere getétet und Milz bzw. Lymphknoten entnommen. Die
Organe wurden nach der Entnahme sofort in eine 6-Lochplatte mit D-PBS Uberfiihrt und wahrend der
Prozedur auf Eis inkubiert. Um Einzelzellsuspensionen der Milz herzustellen, wurde sie mit einem
SpritzenstoBel in einem Zellfilter (40 um) zerdriickt und anschlieBend mittels einer Kaniile (27G, 0.4 x
20 mm) homogenisiert. Lymphknoten wurden zwischen zwei Objekttragern zerrieben und mit D-PBS
abgespiilt. AnschlieBend konnten die Zellen in Kultur genommen werden, dazu wurden sie fiir 5 min
bei 4 °C und 402 x g abzentrifugiert (Minifuge 2, Kendro, Rotor 2705) und in das entsprechende
Medium bzw. D-PBS resuspendiert. Im Falle von /n vivo Zytotoxizitatsanalysen wurde die
Zellsuspensionen ebenfalls abzentrifugiert und in FACS-Puffer mit Propidiumiodid aufgenommen (siehe
5.3.5A).

5.4.6 Lyse der Erythrozyten

ACK-Puffer 0.15 M NH4CI

10 mM KHCO;

0.1 mM EDTA

pH 7.3
Fir die Analyse von Milzzellen im FACS mussten fiir die Messung stdrende Erythrozyten lysiert werden.
Dazu wurden aus den Milzen wie in 5.4.5 beschrieben Einzelzellsuspensionen hergestellt und pro Milz
in 2 ml ACK-Puffer fir 5 min bei RT inkubiert. Die Erythrozytenlyse wurde durch Waschen mit D-PBS

abgestoppt.

5.4.7 Entnahme von Knochenmark und Isolation von BMDC

Fiir eine Kultur von dendritischen Zellen (DC) aus dem Knochenmark wurde den Mausen Femur und
Tibia freiprapariert. Die Knochen wurden fiir wenige Sekunden in 70 % Ethanol gewaschen und dann
in steriles D-PBS (iberfiihrt. Da eine Kultur angelegt werden sollte, musste nach der Praparation steril
gearbeitet werden. Um die Zellen zu isolieren, wurden die Knochen jeweils an den Enden
aufgeschnitten und mit Hilfe einer Kanile (20G, 0.9x40 mm) mit D-PBS solange gespiilt, bis das
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Knochenmark herausgeschwemmt wurde. Es konnte durch mehrmaliges Pipettieren homogenisiert
werden. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 5 min bei 4 °C und 402 x g abzentrifugiert (Minifuge 2,
Kendro, Rotor 2705) und konnten dann in das entsprechende Medium aufgenommen und ausgesat
werden (siehe 5.3.8).

5.4.8 In vivo Zytotoxizitdtsanalysen

Zur Analyse der zytotoxischen Effektoreigenschaften von T-Zellen /n vivo wurden BALB/c-Maduse, wie
in 5.4.3 beschrieben, immunisiert, damit eine antigenspezifische Immunantwort induziert wird. Eine
Woche nach der letzten Immunisierung wurde den Mdusen antigenbeladene und fluoreszenzmarkierte
Zielzellen aus einer syngenen Maus intravends in die Schwanzvene appliziert. Diese Zielzellen wurden
aus Milzen gewonnen, aus denen wie in 5.4.5 beschrieben Einzelzellsuspensionen hergestellt wurden.
Dabei musste fiir jedes Versuchtier die Halfte einer Milz einer syngenen Spendermaus gerechnet
werden. Nach der Lyse der Erythrozyten (siehe 5.4.6) wurden die Zellen in D-PBS aufgenommen,
filtriert (40 pm, BD Falcon) und zu zwei gleichen Teilen in D-PBS aufgenommen mit einer
Konzentration von 2 x 10’ Zellen pro ml. Die eine Halfte wurde mit 1 pM des zu untersuchenden
antigenen Peptids fiir 15 min bei 37 °C beladen, wahrend die andere Halfte der Zellen unbeladen
blieb. Um die Zellen fiir die Untersuchung im FACS sichtbar zu machen, wurden sie mit CFSE (5,6-
Carboxyfluorescein-diacetat-succinimidyl-ester; Sigma), einem fluoreszierenden Farbstoff markiert.
CFSE wurde in einer Stammkonzentration von 5 mM in DMSO bei -20 °C aufbewahrt. Fur die
Markierung wurde die Zellfraktion, die mit Peptid beladen wurde, mit einer Konzentration von 1.5 uM
CFSE (CFSE™) fiir 15 min bei RT im Dunkeln gefirbt. Die nicht beladenen Zellen wurden mit 0.15 uM
CFSE (CFSE") unter identischen Bedingungen gefarbt. Wurden zwei Antigene parallel untersucht,
mussten die vereinigten Milzzellen der Spendermause in drei Teile geteilt werden. Eine Fraktion blieb
wiederum unbeladen, die anderen beiden wurden mit dem ersten bzw. zweiten Peptid wie oben
beschrieben beladen. Fiir die Farbung wurden die unbeladenen Zellen mit 0.5 uM CFSE (CFSE™)
gefarbt, die Peptid beladenen Zellfraktionen mit 3 pM (CFSE™) bzw. 0.08 uM CFSE (CFSE"). Durch die
verschiedenen Konzentrationen konnten die unterschiedlich beladenen Zellfraktionen im FACS
auseinander gehalten werden. Nach der Farbung wurden die Zellen einmal mit RPMI / 10 % FCS,
dann zweimal mit D-PBS gewaschen. Die Zentrifugation der Zellen erfolgte dabei stets bei 402 x g fiir
5 min bei 4 °C (Minifuge 2, Kendro, Rotor 2705). Zum Abschluss mussten die Zellen filtriert (40 pm,
BD Falcon), gezahlt und dann 1:1, bzw. 1:1:1 gemischt werden. Von diesem Gemisch wurde den
immunisierten Mausen sowie den PBS-injizierten Kontrollmausen dann wie oben beschrieben ungefahr
20 x 10° Zielzellen appliziert. Nach 16 bis 20 Stunden wurden die Versuchstiere getétet, Milz und
Lymphknoten prapariert und aus diesen Organen wie in 5.4.5 beschrieben Einzelzellsuspensionen
hergestellt. Die Zellsuspensionen wurden unter obigen Bedingungen abzentrifugiert und in FACS-
Puffer mit 1 pg/ml Propidiumiodid aufgenommen. Die Messung erfolgte im FACScan (BD Bioscience),
die Datenauswertung konnte mit der Software Cell-Quest Pro (BD Bioscience) durchgefiihrt werden.

Zur Berechnung der antigenspezifischen Zytotoxizitdt wurden die unterschiedlich stark gefarbten

60



Methoden

Zellen gezahlt und der CFSE Quotient der antigenspezifischen zu unbeladenen Zellen errechnet:
Zellzahl CFSE™ / Zellzahl CFSE® bzw. Zellzahl CFSE™ / Zellzahl CFSE™ und Zellzahl CFSE® / Zellzahl
CFSE™. Parallel wurde der Quotient aus Zellzahl CFSE" / Zellzahl CFSE® der PBS-immunisierten Mause
gebildet und der Mittelwert errechnet. Die antigenspezifische zytotoxische Aktivitdt ergibt sich durch
folgende Formel: 100 — (100 x Quotientimunisiert) / Mittelwert Quotientpgs

Der erhaltene Wert spiegelt die prozentuale antigenspezifische Zytotoxizitat /7 vivo wider.

5.4.9 Uberwachung von Tumorwachstum in BALB/c-Mausen

Den M&usen wurden 5 x 10° Tumorzellen in 100 pl D-PBS subkutan an die rechte Flanke appliziert.
Das Tumorwachstum wurde jeden zweiten bis dritten Tag mit Hilfe einer Schieblehre gemessen. Fiir
die Berechnung des Tumorvolumens konnte folgende Formel angewandt werden:

V = 0.5 x Lange x Breite?
Das Tumorwachstum wurde bis zu einer GréBe von ca. 3 cm3 verfolgt, dann wurden die Tiere wie in
5.4.4 beschrieben getotet.
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6 Ergebnisse

6.1 Klonierung der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine

Der Herstellung der Hitzeschockfusionsproteine lag die Idee zugrunde, vier verschiedene
Hitzeschockproteine (Hsp) kombiniert mit einem Tumorantigen als Vakzine einzusetzen und den
Adjuvanseffekt der einzelnen Hitzeschockproteinanteile zu vergleichen. Die Proteine sollten im
Mausmodell eingesetzt werden. Um keine Kreuzreaktivitdit gegen xenogene Hitzeschockproteine
hervorzurufen, wurden drei murine Hitzeschockproteine gewahlt (mHsp70, mHsc70, mHsp70L1) und
diese mit dem C-terminalen Teil von Mycobakterium tuberculosis Hsp70 [ m.tub.Hsp70(ct)] verglichen.
Als Tumorantigen diente das in Brustkrebspatientinnen hdufig iberexprimierte HER2/neu. Von der
humanen DNA wurde ein Teilabschnitt gewahlt (HER2/neuygq.579), der das CD8* Epitop KIFGSLAFL und
ein weiteres CD8" Epitop ILHNGAYSL enthélt. Beide Epitope sind HLA-A2-restringiert, werden also von
humanen MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert. Damit diese humanen A2-restringierten Epitope auch in
Mausen prasentiert werden kdnnen, wurde das HHDII-Mausmodell gewdhlt. HHDII-Mduse besitzen
keine eigenen MHC-I-Molekiile (K°/DP) mehr, sondern sind transgen fiir ein humanisiertes MHC-I-
Molekiil. Dieses besteht aus der humanen al- und a2-Untereinheit aus dem HLA-A2-Molekil und
einem humanen B,-Mikroglobulin (B.m). Lediglich die a.3-Domane der schweren Kette ist murin, was
flr die Bindung des murinen CD8-Molekiils erforderlich ist.

Fir die Klonierung dieser Fusionsproteine wurden zwei verschiedene Expressionsvektoren gewahit
(PRSETB und pET21d), welche sich durch die Position des Hexa-Histidin-Tags (Hisg) in den multiple
cloning sites unterscheiden. Dadurch wurde der His-Tag einerseits N-terminal an das rekombinante
Protein kloniert (pRSETB) bzw. an den C-Terminus des Proteins gesetzt (pET21d). Der Einfluss der
Position des His-Tags auf die spatere Proteinaufreinigung konnte so untersucht werden. Die
Herstellung der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine bzw. der einzelnen HER2/neu- und
Hitzeschockproteine umfasste mehrere Klonierungsschritte. Die in Abbildung 3A fiir die Konstrukte in
pRSETB dargestellte Strategie sah vor, zunachst das fiir die spatere Detektion wichtige Streptavidin-
bindende Peptid (SBP) in den Expressionsvektor pRSETB zu klonieren. AnschlieBend wurden die
Hitzeschockproteine (ber einen Zwischenvektor (pBSKS®) hinzugefiigt. Zur Herstellung der
Fusionsproteine wurde das Fragment der humanen HER2/neu DNA (HER2/neu,q9.579) €benfalls in den
SBP enthaltenden Expressionsvektor kloniert. In einem letzten Schritt wurden die Hitzeschockproteine
an das HER2/neu-SBP Konstrukt in pRSETB angefiigt, so dass das Protein am N-Terminus mit dem
His-Tag beginnt, gefolgt vom Hitzeschockprotein bzw. HER2/neu-Fragment. Das Streptavidin-
bindende Peptid schlieBt das Protein am C-Terminus ab. Die Klonierung der rekombinanten Proteine in
den Expressionsvektor pET21d verlief analog. Die Abfolge der einzelnen Proteinteile ist hier identisch,
jedoch bildet der His-Tag das C-terminale Ende des Proteins hinter dem SBP (Abb. 3B).
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A hHER2/neu B
HIS; spp GHERZ [299-579] HER2 [299-579]
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SBP HER2
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie. Fiir die Klonierung der
Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine wurde zunachst das Streptavidin-bindende Peptid (SBP) in den
Expressionsvektor pRSETB eingebracht (A). Dabei wurde das SBP C-terminal hinter den His-Tag
kloniert (1.). Ein Fragment der humanen HER2/neu DNA (HER2/neuygs.579) wurde aus pCMVSport6
zwischen den His-Tag und SBP eingefligt (2.). Ebenso wurden die vier verschiedenen
Hitzeschockproteine [mHsp70, mHsc70, mHsp70L1 und m.tub.Hsp70(ct)] als PCR-Produkte aus dem
Klonierungsvektor pBSKS* entnommen und an SBP angefiigt (3.). Um Fusionsproteine zu erhalten,
mussten anschlieBend die einzelnen Hitzeschockproteine N-terminal vor das HER2/neu-Fragment
eingebracht werden (4.). Die Klonierung der Fragmente in den Expressionsvektor pET21d verlief
analog. Im Gegensatz zu den Konstrukten in pRSETB liegt hier der His-Tag am C-Terminus des
Proteins (B).

6.1.1 Klonierung der His-Hsp-HER2/neu-SBP-Fusionsproteine in pRSETB

A) Klonierung des Streptavidin-bindenden Peptids in pRSETB

Die DNA des Streptavidin- SBP [156 bp] aus Abbildung 4: Klonierung des

bindenden  Peptids (SBP) pBSKS*/B4402-5BP SBP in PpRSETB. Der Vektor

BamHIX W sall } pBSKS* wurde mit BamHI und Sall
fill in

wurde mit den gedffnet und die Schnittstellen mit

T4-Polymerase  aufgefillt.  Der
Expressionsvektor pRSETB wurde
mit Bsp1191 gedffnet und ebenfalls

Restriktionsenzymen  BamHI

Bsp1191
IS,

und Sall aus dem Vektor

pBSKS* entnommen und sollte pRSETB auf eine blunt end Ligation
in den mit Bsp1191 gedffneten [3049 bp] vorbereitet. Nach der Ligation

ergab sich ein Vektor der GroBe
Vektor pRSETB eingefiligt 3049 bp.

werden (Abb. 4). Um eine blunt end Ligation zu ermdglichen, wurden die Schnittstellen der Fragmente
mit der T4-Polymerase behandelt. Nach der Ligation ergab sich ein Vektor der GréBe 3049 bp. Da das
SBP Fragment nach der Ligation in beiden Leserichtungen im Vektor vorliegen kann, wurde die
Ligation Uber einen Kontrollverdau mit BamHI Gberpriift. Dabei zeigten sich, sofern das Insert in der

Leserichtung des Promotors vorliegt, drei Fragmente von 40, 156 und 2853 bp (hier nicht gezeigt).
63



Ergebnisse

B) Klonierung der Hitzeschockproteine in pBSKS*

Um die fir die weitere Klonierung nétigen

[1947 bp] B

. . A
Schnittstellen zu erhalten, mussten zundchst [1962 bp]

[1548 bp]

\ /NcoI /

Xhol «—— Eco32I

Oligonukleotide generiert werden. Mit diesen

Primern wurde die cDNA der

Hitzeschockproteine tiber PCR amplifiziert und

zusatzliche Restriktionsschnittstellen am 5°

pBSKS+
und 3’ Ende angefligt. Die PCR-Produkte fiir [~4880 bp]

mHsp70 und mHsc70 konnten nun mit den

[~4480 bp]

Enzymen Xhol und KpnI geschnitten und in - B - ;
Abbildung 5: Klonierung der Hsp in pBSKS".

den entsprechend verdauten Vektor pBSKS™  Den Hitzeschockproteinen wurden zundchst (ber
Kloniert werden (Abb. 3A). Dabei ergab sich P,CR weitere Re:strlkt|onsschn|FtsteIIen an das .5 und
_ . ) 3’ Ende angefiigt, welche eine Klonierung in den
eine VektorgroBe von 4888 bp flir mHsc70  vVektor pBSKS* erméglichte. Hsp70 und Hsc70

bzw. 4874 bp fiir mHsp70. Das PCR-Produkt wurden jeweils mit XhoI und KpnI (A), Hsp70L1 mit
XholI und EcoRI verdaut (B).
fir mHsp70L1 wurde mit Xhol und

NcoI/Eco321I in pBSKS* eingebracht, was eine VektorgroBe von 4480 bp ergab (Abb. 5B). Durch einen
Kontrollverdau mit XhoI, Ncol und Kpnl bzw. eine Sequenzierung der Vektoren konnten die

Schnittstellen bestatigt werden.

C) Klonierung der Hitzeschockproteine in pRSETB-SBP

Das PCR-Produkt von m.tub.Hsp70(ct) wurde mit den Restriktionsenzymen Xhol und Ncol verdaut
und konnte dann direkt in den SBP enthaltenden Vektor pRSETB kloniert werden (Abb. 6A). Die
Ligation ergab einen Vektor der GroBe 3796 bp. Mit Hilfe einer Sequenzierung wurden die
Schnittstellen Gberpriift. Die restlichen drei Hitzeschockproteine wurden entsprechend ihrer neuen
Restriktionsschnittstellen mit XhoI, KpnI bzw. NcoI/Eco32I aus dem Klonierungsvektor pBSKS*
ausgeschnitten und in pRSETB-SBP Uberfiihrt. Dabei wurden die Hitzeschockproteine jeweils C-
terminal hinter den His-Tag in den Vektor eingebracht (Abb. 6A und 6B). Uberpriift wurde die Ligation

durch einen Kontrollverdau mit den entsprechenden Restriktionsenzymen.

Abbildung 6: Klonierung der Hsp
} aus pBSKs*( jn pRSETB. Analog zu den anderen

Hitzeschockproteinen wurde auch das
PCR-Produkt von m.tub.Hsp70(ct) mit
den Xhol und Ncol/Eco32I verdaut
und direkt in pRSETB-SBP (berfihrt
(A). Die in pBSKS" enthaltenen Hsp
wurden mit den entsprechenden
[3796 bp] [E'}gEIB] Restriktionsenzymen  ebenfalls  in
[4567bp] P pRSETB kloniert. Dabei wurden die
Hitzeschockproteine zwischen den His-
Tag und das SBP eingefiigt (A und B).

[783 bp]
[aus pBSKS*]
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D) Klonierung des HER2/neu-Fragments in pRSETB-SBP

Die cDNA der humanen HER2/neu Sequenz lag in pCMVSport6 vor. Fiir die Klonierung sollte ein
Teilstiick der DNA verwendet werden, welches die beiden CD8" T-Zellepitope KIFGSLAFL und
ILHNGAYSL enthalt. Dieses Fragment wurde mit den Enzymen AhdI und BsaWI aus dem Vektor
pCMVSport6 herausgeschnitten und sollte in den mit EcoRI gedffneten Vektor pRSETB-SBP kloniert
werden (Abb. 7). Die Schnittstellen wurden mit der T4-Polymerase fiir eine blunt end Ligation
vorbereitet. Da das Insert nach der Ligation in beide Leserichtungen eingebaut werden kann, musste
die Orientierung des HER2/neu-Fragments mit Hilfe eines Kontrollverdaus Uberpriift werden. Der
enzymatische Verdau mit EcoRI bestatigt, dass das Insert tatsdchlich in den Vektor pRSETB-SBP
eingebaut wurde, der Verdau mit BglII zeigt durch die Fragmente von 238 bp und 3660 bp die richtige

Orientierung an.

KIFGSLAFL + ILHNGAYSL Abbildung 7: Klonierung von

Nach der Ligation — HER2/neu in pRSETB-SBP. Das
. _ hHER2/neu 590 579; aus pCMVSport6 | HER2/neu-Fragment wurde mit Ahdl

ergab  sich  ein > und BsaWI aus pCMVSport6
Vektor der GroBe \ / }ﬁ,,,-,, herausgeschnitten und Gber eine
blunt end Ligation in den mit EcoRI

3898 bp, wobei das
HER2/neu-Fragment

gedffneten  Vektor  pRSETB-SBP
einkloniert. Nach der Ligation ergab
sich ein Vektor der GréBe 3898 bp.
[3898 bp] Die Orientierung des Fragments,
das zwischen His-Tag und SBP
kloniert lag, wurde mittels BgIII
Verdau gepriift.

zwischen den His-
Tag und SBP kloniert

wurde.

E) Klonierung der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine in pRSETB-SBP

Fir den letzten Schritt der Klonierung zur Herstellung der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine wurden die
Hitzeschockproteine mHsp70, mHsc70 und mHsp70L1 mit den Restriktionsenzymen Xhol und KpnI
bzw. XhoI und Ncol aus dem Klonierungsvektor pBSKS™ herausgeschnitten. Die DNA von m.tub.Hsp70
wurde mit Xhol und Ncol direkt aus pRSETB entnommen (Abb. 8). Der Vektor pRSETB-HER2/neu-
SBP wurde mit den entsprechenden Restriktionsenzymen gedffnet, so dass die Hitzeschockproteine C-
terminal hinter den His-Tag und vor den N-Terminus des HER2/neu Fragments einkloniert werden
konnten. Dabei ergab sich flir pRSETB-m.tub.Hsp70-HER2 eine VektorgréBe von 4645 bp, fiir pRSETB
mHsp70L1-HER2 5416 bp und fiir die Vektoren pRSETB-mHsp70-HER2 bzw. pRSETB-mHsc70-HER2
eine GroBe von 5810 bzw. 5830 bp.

Abbildung 8: Klonierung der

A [aus pRSETB-SBP] B } aus pBSKS* Hsp-HER2/neu Fusions-

[aus pBSKS+] proteine. Die Hsp wurden aus

den Vektoren pBSKS* bzw. im

/ / Falle von m.tubHsp70 aus

\ HER2/neu \ HER2/neu pRSETB mit XhoI und Ncol (A)

bzw. Xhol und Kpnl (B)
herausgeschnitten und in den
entsprechend gedffneten Vektor
[4645 bp] [~5820 bp] pRSETB-HER2/neu-SBP  kloniert.
[5416 bp] Dabei wurden die Hitzeschock-
proteine zwischen His-Tag
HER2/neu-Fragment eingebracht.
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6.1.2 Klonierung der Hsp-HER2/neu-SBP-His-Fusionsproteine in pET21d

A) Klonierung des Streptavidin-bindenden Peptids in pET21d

Um die fur die Klonierung ndtigen Abbildung 9: Klonierung

. . SBP [174 bp] .
Schnittstellen zu erhalten, mussten zunachst des SBP in pET21d. Das
BAIX™ Y salll P

PCR-Produkt SBP mit den
neu generierten  Schnitt-
einer PCR wurde die cDNA eines leicht stellen wurde mit Sall und
BamHI Xhol Bcll verdaut und Uber blunt
end Ligation in den Xhol und
BamHI gedffneten Vektor
pET21d kloniert. Dabei wurde
das SBP N-terminal vor den
His-Tag eingebracht.

Oligonukleotide generiert werden. Mittels \ /

verkiirzten Streptavidin-bindenden Peptids
(SBP) amplifiziert und zusatzliche
Restriktionsschnittstellen an den Enden [5553 bp]

angefligt. Das PCR-Produkt wurde mit Sall

und BclI verdaut und in den BamHI und
Xhol gedffneten Vektor pET21d eingefiigt (Abb. 9). Die Ligation ergab ein Vektor der GroBe 5553 bp.
Das Streptavidin-bindende Peptid wurde so in den Vektor kloniert, dass es in 5’ Richtung vor dem His-

Tag liegt.

B) Klonierung der Hitzeschockproteine in pET21d-SBP

Fir die Klonierung der Hitzeschockproteine in pET21d wurde die DNA von mHsp70 und mHsc70 aus
dem Vektor pBSKS™ mit den Restriktionsenzymen Xhol und KpnI herausgeschnitten und in den
ebenso gedffneten Vektor pET21d-SBP Uberfiihrt (Abb. 10A). Dabei ergab sich eine VektorgroBe von
7473 bzw. 7491 bp fiir pET21d-mHsp70-SBP bzw. pET21d-mHsc70-SBP. Die DNA der beiden anderen
Hitzeschockproteine wurde aus dem Vektor pRSETB durch Restriktionsverdau mit XhoI und BamHI in
pET21d-SBP kloniert. Nach der Ligation ergab sich fir pET21d-m.{ub.Hsp70-SBP ein Vektor der GroBe
6309 bp, fiir pET21d-mHsp70L1-SBP eine GroBe von 7080 bp (Abb. 10B). Die Hitzeschockproteine

wurden N-terminal vor das SBP kloniert.

A

B
aus pBSKS+
} }aus PRSETE Abbildung 10: Klonierung der

Hsp in pET21d-SBP. Die DNA
von mHsp70 und mHsc70 wurde
aus pBSKS™ bzw. mit den
Restriktionsenzymen Xhol und
KpnI in den Vektor pET21d-SBP

oA HIS, uberflihrt (A). M.tub.Hsp70 sowie

mHsp70L1 konnten durch Xhol

[~7480 bp] [6309 bp] und BamHI Verdau von pRSETB in
[7080 bp] PET21d-SBP kloniert werden (B).

Die Hsp wurden jeweils vor den
N-Terminus des SBP kloniert.

C) Klonierung des HER2/neu-Fragments in pET21d-SBP
Die Klonierung der humanen HER2/neu DNA in den Vektor pET21d wurde analog zu der Klonierung in
pRSETB durchgefiihrt (6.1.1 D). Wiederum wurde das HER2/neu-Fragment verwendet, das die

66



Ergebnisse

beiden CD8" T-Zellepitope KIFGSLAFL und ILHNGAYSL enthélt. Nach der blunt end Ligation ergab sich

eine VektorgréBe von 6402 bp, wobei das HER2/neu-Fragment N-terminal vor SBP kloniert wurde.

D) Klonierung der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine in pET21d-SBP

Fir die Herstellung der Hitzeschockfusionsproteine wurde die DNA von mHsp70, mHsc70 und
mHsp70L1 aus dem in 6.1.1 B beschriebenen Vektor pBSKS* entnommen. Dazu wurden im Falle von
mHsp70 und mHsc70 die Restriktionsenzyme Xhol und Kpnl, fiir mHsp70L1 Xhol und Ncol
verwendet. Der Vektor pET21d-HER2/neu-SBP wurde entsprechend gedffnet, so dass die
Hitzeschockproteine N-terminal vor das HER2/neu-Fragment kloniert wurden (Abb. 11A). Dabei
wurden Vektoren der GréBe 8343 bp flir mHsc70, 8322 bp fiir mHsp70 bzw. 7929 bp fiir mHsp70L1
erhalten. Um ein Fusionskonstrukt von m.tub.Hsp70(ct) klonieren zu kdénnen, musste der Vektor
pET21d-m.tub.Hsp70(ct)-SBP zunachst mit den Enzymen Ncol und Bpull02I geschnitten werden.
Dabei entfiel das Hitzeschockprotein, SBP und der His-Tag. Dieses Fragment wurde durch HER2/neu,
SBP und den His-Tag aus dem Vektor pET21d-HER2/neu-SBP durch identischen Restriktionsverdau
ersetzt. In einem letzten Schritt wurde m.fub.Hsp70(ct) wiederum aus pET21d mit Ncol
herausgeschnitten und in den durch vorige Ligation erhaltenen Vektor kloniert (Abb. 11B). Diese
Ligation ergab einen Vektor der GroBe 7158 bp, wie bei den anderen Hitzeschockproteinen wurde
m.tub.Hsp70(ct) N-terminal vor das HER2/neu-Fragment kloniert.

Durch die in 6.1.1 und 6.1.2 beschriecbenen Klonierungsschritte konnten jeweils vier
Hitzeschockfusionsproteine, sowie die einzelnen Hitzschockproteine bzw. HER2/neu-Proteine mit
einem zusatzlichen Streptavidin-bindenden Peptid und einem Histidin-Tag hergestellt werden.
Abbildung 12 bietet einen Uberblick iber den Aufbau der einzelnen Konstrukte und deren

MolekiilgroBen.

A B

} aus pBSKS+
HER2/neu S\BE‘ HISg [aus pET21d]

N

\ / I SBP N
W, HER2/neu %a HIS,

[aus pET21d]

HER2/neu

SBP

ET21d SBP
[E833o bp] I[’GE?'ISZE'D‘]' _— I[,7E11-82|::|:]| HIS,
[7929]
HIS,

Abbildung 11: Klonierung der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine in pET21d. In den Vektor
pET21d-HER2/neu-SBP wurde durch Restriktionsverdau mit XhoI und KpnI die DNA von mHsp70 bzw.
mHsc70 eingefligt, was einen Vektor der GréBe 8343 bzw. 8322 bp ergab. Die DNA von mHsp70L1
wurde mit den Enzymen Xhol und Ncol eingefligt (7929 bp) (A). Um m.tub.Hsp70(ct) an das
HER2/neu-Fragment  anzufligen, wurde aus pET21d-m.tub.Hsp70-SBP  zunachst das
Hitzeschockprotein, sowie das SBP und der His-Tag herausgeschnitten und gegen HER2/neu-SBP-His
ersetzt. In diesen Vektor wurde durch Verdau mit Ncol m.fub.Hsp70(ct) N-terminal vor HER2/neu
wieder eingefiigt, was eine VektorgréBe von 7158 bp ergab (B).
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A_ [
HIS, m.tubHsp70(ct) HER2/neu . SBP 68.0 kDa
|
e [
HIS mHsp70 HER2/neu - SBP 110.9 kDa
—— [
HIS mHsc70 HER2/neu . SBP 111.9 kDa
R
—— [
HIS mHsp70L1 HER2/neu (,o,. SBP 95.8 kDa
I
[
HIS; HER2 05,5 SBP 41.3 kba
| ] P
HIS, m.tub.Hsp70(ct) SBP 36.6 kDa
I
—— o
HIS mHsp70 SBP 79.8 kDa
|
S Hsc70 SBP 80.6 kDa
HI mHsc 3 . .
——— Abbildung 12: Schematische
—— [
HIS mHsp70L1 SBP 64.2 kDa Darstellung der Hsp-HER2/neu,g-
szo-Fusionsproteine mit HLA-A2-
B N s _ R — 66.1 kDa I_Epltopen_. Im I_Expressmnsvektor pRSETB
== ——— liegen die einzelnen Fragmente in
z mHsp70 HER2/neu SBP HISE 111.0 kDa folgender Reihenfolge vor: am N-
= mHsc70 HER2/neu %Bp | HIs. 1117kpa | Terminus beginnt das Protein mit dem
- I et . .
— His-Tag, gefolgt von den einzelnen
X7, mHsp70Ll  HERZ/NEU posiser WSBELHISs,  954kDa | itzeschockproteinen und einem
Fragment von HER2/neu. Den Abschluss
T7 HER2 1205575,  SBP  HIS, 39.2 kDa bildet hier das Streptavidin-bindende
Peptid am C-Terminus (A). Im Vektor
— T . .
T7 m.tubHsp70(ct) _SBP _ HIS, 33.0 kba pET21d ist die Abfolge von Hsp,
= mHsp70 Sep Hie. 77.9kpa HER2/neu  und SBP. anang._ Im
— — Gegensatz zu pRSETB liegt der His-Tag
B mHsC70 Rl LS, 787K0m hier C-terminal vom SBP. N-Terminal
77" “mHsp7oL1 | SBP | HIS, 62.3 kDa vom Hsp liegt ein T7-Tag, der durch den
pET21d-Vektor vorgegeben wird (B).

6.1.3 Klonierung der Hsp-HER2/neu-SBP-His-Fusionsproteine mit K*-Epitopen

Parallel zu HHDII-Mausen sollten die Hitzeschockfusionsproteine auch in Wildtyp BALB/c-Mdusen
eingesetzt werden. Bei diesen Konstrukten musste beachtet werden, dass die Antigenerkennung hier
iber das MHC-Klasse-I-Molekiil H-2K? stattfindet. Aufgrund dessen konnten fiir die Immunisierungen
von BALB/c-Mausen nicht die in 6.1.1 und 6.1.2 beschriebenen Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine
eingesetzt werden. Stattdessen wurden Proteine hergestellt, die verschiedene K%-restringierte CD8*
Epitope enthalten. Fiir ein erstes Set an Proteinen wurden die beiden Epitope TYLPTNASL3.7; und
PYVSRLLGI;gy.788 gewahlt, die in der DNA Sequenz ungefahr 2100 Basenpaare auseinander liegen. Da
ein Fusionsprotein, das ein HER2/neu-Fragment mit beiden Epitopen enthalt, sicherlich zu groB fiir
eine Expression in £. coli gewesen ware, wurden als HER2/neu-Antigenanteil lediglich die beiden CD8*
Epitope TYLPTNASLg.;; und PYVSRLLGI,g.788 in Reihe kloniert, so dass ein Tandemepitop (TE)
entstand (HER2/neutg, Abb. 13A). In einem zweiten Set an Fusionsproteinen wurde wiederum das
CD8" Epitop TYLPTNASL¢: 7; als Antigen verwendet. Hier sollte das Epitop aber im Proteinkontext

belassen werden. Somit wurde ein 110 Aminosaure groBes HER2/neu-Fragment gewahlt (HER2/neuy.
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136, Abb. 13B), welches das CD8" Epitop TYLPTNASLe;.7; enthélt. Zusatzlich zu diesen Fusionsproteinen
wurde ein weiteres HER2/neu Protein (HER2/neu;.i3¢) hergestellt, das auBer TYLPTNASL noch ein
weiteres CD8* Epitop (ALCRWGGLLLs43) und ein CD4*T-Helferepitop enthalt (LLPPGAASTQVCTGTD;s.
30, Abb. 13B). Aus klonierungstechnischen Griinden konnten an HER2/neu;.;3s keine
Hitzeschockproteine fusioniert werden. In einem weiteren Set wurde zusatzlich ein N-terminales
zellpenetrierendes Peptid aus dem HIV-tat-Protein an die Hsp-HER2/neuys.136-Fusionsproteine
angefligt, das eine verbesserte Proteinaufnahme ermdglichen sollte (Abb. 13C). Die Fusionsproteine
entsprechen vom Aufbau her den in 6.1.2 beschriebenen Konstrukten. Sie wurden in den
Expressionsvektor pET21d kloniert und enthalten jeweils eines der vier verschiedenen
Hitzeschockproteine, gefolgt von entweder dem Tandemkonstrukt aus den beiden CD8" Epitopen oder
der beschriebenen HER2/neu-Sequenz. Am C-Terminus enden die Proteine mit dem Streptavidin-
bindenden Peptid und Hexa-Histidin-Tag. Abbildung 13 veranschaulicht den Aufbau der Hsp-

HER2/neu-[K%]-Fusionsproteine. Die Klonierungen wurden von PD Dr. Frank Momburg durchgefiihrt.

Abbildung 13: Schema-
- [ —— =
A 37 . tubsprocc TLigs 7% PYVpre0 761 SBP__ HIS, 35.0 kpa | tische Darstellung der
- —— Hsp-HER2/neu-
17 mHsp70 TYLis 713, PYV 750 785) SBP HIsE 79.9 kpa | Fusionsproteine mit K°-
— T R Epitopen- Fur das
7 mHsc70  T¥hieazt PYVizsoges SBP HIS; ~ 80.7 kDa EALB/Gc-System wurden
| I T rei ru en an Fusions_
irA mHsp70L1  T¥ljes.701,% PYVize0.785  SBR | HISe, 64.3 kDa proteinerFl) IDkonstruier‘c: Im
ersten Set sind die
B m» oo 7Ot e —— e— 47.9 kD verschiedenen Hsp mit
B b e () el 255 e Lo =2 kbDa zwei K%-restringierten
[ ] T e + .
7 mHsp70 HER2/neu SBP  HIS, 90.2kpa | CD8 T-Zellepitopen
= _== (TYLPTNASL, PYVSRGLLI)
Iz mHsc70 HER2/neu,,. SBP  HIS,  91.0 kDa fusioniert (A). Das zweite
- [ —— —— Set enthalt das Epitop
J7. mHsp70LL L HERZ/neUpeazs wSBRLMISs,  755kDa | TYIPTNASL im  DNA
Kontext (HERZ/neU26.136).
Y P
T7 HER2.c 10 | SBP  HIS, 20.5 kDa Zum  Vergleich ~ wurden
— — zwei  HER2/neu-Proteine
HER2,, .. SBP  HIS 20.8 kDa mit unterschiedlicher
— Lange hergestellt (B). Als
_ drittes Set an Proteinen
C {at m.tubHsp70(ct)  HER2/neu e SBP _ HIS, 48.0 kDa wurde an die Hsp-
= T T e, HERz/neu26-136 eine N-
tat mHsp70 HER2/neu,,;. WoBP HIS;  90.4 kDa terminale Translokations-
— [P R sequenz (tat) angehangt
tat Hsc70 HER2/neu;, 155 SBP  HIS .
= i - woBPLHI3, 91-2kDa ©. Alle Konstrukte
tat  mHsp70L1 HER2/neusase, W SBPL IS,  75.7 kpa wurden in den
_ Expressionsvektor pET21d
T T —— kloniert und enthalten am
LY [0 Ry ] 20.6 kDa C-Terminus SBP und einen
His-Tag.
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6.1.4 Klonierung der Fusionsproteine zur Expression in Eukaryonten

Eine Expression in £. coli bringt zwar [ T ———— m———
HA1 flagA Hsp70 ER2 SBP HIS

generell hohe  Ausbeuten  der |&E5E - = ww— e

rekombinanten Proteine, hat aber den HA1 ML/“‘*“QW_ SBP  HIS,

| ]

Nachteil, dass diese mit bakteriellem HA1 ﬂa A Hsp70 SBP _HIS,

Lipopolysacchrid  (LPS)  verunreinigt  aphildung 14: Schematische Darstellung der Hsp-

sind. Fir Immunisierungen in Mdusen = HER2/neu fiir die Expression in SF9 und HEK293T.
Fir das eukaryontische Expressionssystem wurden
Fusionsproteine generiert, die am N-Terminus ein
unbedingt frei von LPS sein, bzw. darf ~ Sekretionssignalpeptid des Influenza Virus (HA1L)
enthalten, gefolgt von einem flagA-Tag. Darauf folgen die
verschiedenen Hitzeschockproteine und das HER2/neu,go.
LPS-induzierte Immunantworten  sy-Fragment. Am C-Terminus enden die Proteine
wiederum mit SBP und His-Tag.

muss das hergestellte Protein aber

nur geringe Spuren enthalten, da sonst

ausgelost werden und keine klaren

Aussagen mehr Uber die Immunogenitdt der Fusionsproteine getroffen werden kdnnen. Daher sollten
die Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine nicht nur in £ coli exprimiert werden, sondern parallel auch in
zwei eukaryontischen Expressionssystemen, den HEK293T-Zellen und den Insektenzellen Spodoptera
frugiperda (SF9). Der Vorteil ist hier, dass die produzierten Proteine keine Verunreinigungen durch
bakterielles Lipopolysacchrid (LPS) aufweisen. Daher wurde die DNA der einzelnen Fusionsproteinteile
flr die Expression in HEK293T-Zellen in den Vektor pMT2mcs kloniert bzw. fiir die Herstellung in SF9
in den Baculovirus Transfervektor pVL1393 unter Kontrolle des Polyhedrin-Promotors kloniert. Dabei
wurde die grundsatzliche Struktur der Fusionsproteine mit C-terminalem SBP und His-Tag beibelassen.
Zusatzlich wurde am N-Terminus ein ER-Signalpeptid aus dem Hamagglutinin des Influenza Virus
(HA1) angefiigt, das die spatere Sekretion der exprimierten Proteine in das extrazelluldre Medium
ermdglicht. Fir eine Detektion der Proteine befindet sich C-terminal des Signalpeptids ein flagA-Tag.
Abbildung 14 veranschaulicht den Aufbau der Fusionsproteine. Die Klonierungen wurden von PD Dr.

Frank Momburg durchgefihrt.

6.1.5 Klonierung der MHC:Peptid-Dimere

Fir die Detektion der HER2/neu-spezifischen T-Zellen wurden sogenannte MHC:Peptid-Dimere
hergestellt. Diese Molekiile werden aus zwei Einzelproteinen gebildet, die aus einem MHC-Klasse-
I/B,m-Dimer mit fusioniertem Peptid und einem humanen IgG;-Fc-Fragment bestehen. Nach der
Expression in HEK293T-Zellen kdnnen beide Proteine liber Schwefelbriicken zwischen den Ketten des
Fc-Teils dimerisieren. Die Konstrukte der Dimerketten, die PD Dr. Frank Momburg herstellte, wurden
in den Vektor pMT2mcs kloniert und enthalten am N-Terminus das Sekretionssignalpeptid des
Influenza Virus (HA1), gefolgt von einem HLA-A2 bzw. K%-restringierten CD8" Epitop (KIFGSLAFL oder
TYLPTNASL). Dieses Peptid ist iber einen Spacer mit der cDNA des humanen B,-Mikroglobulin (f,m)
verbunden, worauf wiederum nach einem Spacer die Domanen o1, a2 und a3 der schweren Kette des
MHC-Klasse-I Molekiils folgen (HLA-A2 bzw. K¢). Den C-terminalen Abschluss des Konstrukts bildet
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das Fc-Fragment des humanen IgG; Antikorpers. In Abbildung 15 ist der Aufbau der Dimere

dargestellt.
A ——— T
HAl1 | KIFGSLAFL spacer huEam spacer HLA-A2 ecto hulgG, Fc
I e
——— T
HA1 TYLPTNASL spacer huEam spacer_ H-2Kd ecto hulgG, Fc
| I
B

Abbildung 15: Schematische
Darstellung der MHC:Peptid-
Dimere. Fir die Herstellung der
Dimere wurde an das N-terminale
Sekretionssignalpeptid HA1l das
CD8* T-Zellepitop KIFGSLAFL oder
TYLPTNASL Kkloniert. Verbunden
Uber einen Spacer folgte das
humane B,m und nach einem
Spacer die HLA-A2 bzw. K%
Ectodomane (A). Uber die Fc-
Kette des humanen IgG;
Antikodrpers, die den C-Terminus
des Proteins bildet, kénnen zwei
Proteinketten Dimere bilden (B).

Abschnitt 6.1 stellt den Aufbau der verschiedenen Fusionsproteine dar, die aus den vier
Hitzeschockproteinen m.tub.Hsp70, mHsp70, mHsc70 und mHsp70L1 und dem
Tumorantigen HER2/neu generiert wurden. Zur spateren Proteinaufreinigung dient ein N-
bzw. C-terminaler Hexa-Histidin-Tag. Es wurden Fusionsproteine mit unterschiedlich
MHC-restringierten CD8"* T-Zellepitopen konstruiert, die im Mausmodell HHD oder BALB/c
eingesetzt werden konnen. Weiterhin wurden die Konstrukte fiir eine Expression in E. coli
bzw. in eukaryontischen Insektenzellen SF9 in die entsprechenden Vektoren kloniert.
Zusatzlich zu den Hitzeschockfusionsproteinen wurden MHC:HER2/neu-Peptid-Dimere

generiert, die eine Detektion der HER2/neu-spezifischen T-Zellen ermdglichen sollen.

6.2 Expression der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine

6.2.1 Testexpression in BL21(DE3)pLysS

Fir die Herstellung der Fusionsproteine in £. col sollte zunachst in einem kleinen Kulturansatz die
Expression Uberpriift werden. Dabei stellte sich die Frage, ob das eukaryontische Protein in Bakterien
Uberhaupt exprimierbar ist bzw. ob es ausgeschleust wird oder intrazelluldr vorliegt. Es wurde der
Bakterienstamm BL21(DE3)pLysS gewahlt, der fiir die Expression T7-regulierter Gene optimiert wurde.

Die Expressionsvektoren pRSETB und pET21d besitzen 3’ des T7 Promotors ein lac-Operator Element,
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das die Regulation der Genexpression ermdglicht. Im nicht-induzierten Zustand bindet ein Repressor
an die DNA im Bereich des Promotors und Operators, so dass eine Bindung der Polymerase und somit
eine Genexpression verhindert wird. Erst nach der Zugabe des Induktors IPTG, welcher an den
Repressor bindet, fallt dieser ab und gibt den Promotor fiir die T7 RNA Polymerase frei, so dass die
Transkription erfolgen kann. Die Expression der T7 RNA Polymerase wird ebenfalls durch IPTG
induziert, wodurch die Bildung des rekombinanten Proteins normalerweise streng reguliert wird. Das
T7 Lysozym, dass Uber einen zusatzlichen Chloramphenicol resistenten Vektor (pLysS) im Bakterium
kodiert wird, bindet an die T7 RNA Polymerase und blockiert somit die Transkription des Zielmolekiils
im nicht-induzierten Zustand (Mofatt und Studier, 1987). Um nun die Expression in BL21 zu
Uberpriifen, wurde ein Klon der transformierten Bakterien im kleinen MaBstab kultiviert und ab dem
Zeitpunkt der Induktion stiindlich eine Probe zur Untersuchung der Genexpression entnommen. Der
ZellaufschluB erfolgte mechanisch mittels mehrerer Einfrier- und Auftauzyklen, wobei auch hier wieder
das bakterielle T7 Lysozym eine Rolle spielt, welches eine spezifische Bindung in der
Peptidoglykanschicht der Bakterienzellwand zerstdrt und somit die Zelllyse erleichtert (Inouye et al,
1973). Eine Farbung der Proteine mit Streptavidin-Peroxidase lieB die spezifische Detektion der
rekombinanten Fusionsproteine (ber deren Streptavidin-bindendes Peptid (SBP) zu. Bei allen

getesteten Bakterienklonen zeigte sich, dass die Proteine vorrangig intrazellular, also im
Bakterienpellet zu finden sind und nur sehr schwach im Zelliberstand detektiert werden kénnen. Dies
deutet auf eine Aggregation der rekombinanten Proteine und der Bildung von Inclusion Bodies hin,
was fir die spatere Aufreinigung berlicksichtigt werden musste. Die Proteindetektion zum Zeitpunkt

der IPTG Zugabe (,0h") zeigte, dass auch im nicht-induzierten Zustand eine konstitutive

A Pellet Uberstand
Oh 1h 2h 3h 4h 5h  Ch th 2h 3h 4h 5h
150 kDa | e
e e W PG
100KDa S Hsp70-HER2 /NeUqq 579 [110.9 kDa]
B Pellet Uberstand
Oh 1h 2h 3h 4h 5h Oh 1h 2h 3h 4h 5h
150 kDa .-- "..-
100kDz | @ Hsc70-HER2 /neu,gq 579 [111.9 kDa]
o Pellet Uberstand
Rl B Rl R0 K B Abbildung 16: Testexpression der
100KDE | e we oD His-Hsp-HER2/neuyg9.579-SBP-
e ——— - = =
75 kDa| e Hsp70L 1-HER2 /Netiyq. 579 Fusionsproteine in BL21(E3)pLysS.
- o b [95.8 kDa] Die Proteine Hsp70-HER2/neu,g9.579 (A),
D Pellet Uberstand Hsc70-HER2/neug9.579  (B), Hsp70L1-
Oh th 2h 3h 4h 5h Oh 1h 2h 3h 4h 5h HER2/neuz90.579 (C) und HER2/neusgo.579
(D) konnten in den Bakterien BL21
S0 kDa = exprimiert werden. Dabei zeigte sich,
e - dass die Geninduktion eine maximale
37 kD — ; HER2/N€Usaq 57 Proteinexpression nach 4 bis 5 Stunden
[41.3 kDa] bewirkt und die Proteine vorrangig
intrazellular akkumulieren.
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Proteinexpression vorlagt, die aber durch eine Induktion deutlich gesteigert werden konnte (Abb. 16).

Nach 4 bis 5 Stunden wurde ein Plateau erreicht und die Proteinmenge stieg nicht mehr weiter an.

Anhand dieser Vorversuche konnte eine Proteinexpression in BL21 etabliert werden, die eine Induktion
der Genexpression fir 4 bis 5 Stunden vorsah. Das Protein wurde nicht in das Kulturmedium

sezerniert, war daher unléslich und musste speziell aufgereinigt werden.

6.2.2 Aufreinigung der His-Hsp-HER2/neu-SBP-Fusionsproteine

Die Fusionierung des Hexa-Histidin-Tags und des Streptavidin-bindenden Peptids (SBP) an die Hsp-
HER2/neu Proteine sollte nicht nur eine spezifische Detektion ermdglichen, sondern auch eine
Aufreinigung der rekombinanten Proteine (ber diese Tags erlauben. Die Strategie sah vor, die
Proteine Uber den His-Tag mittels Nickel-Affinitatschromatographie spezifisch zu binden. Der N-
terminale His-Tag ermdglicht Uber den Imidazolring des Histidins die Bindung an die reaktiven
Gruppen des Tragermaterials, wahrend Fremdproteine, die keine Affinitdt zu Nickel besitzen,
ausgewaschen werden. Durch Imidazol kdnnen die spezifisch gebundenen rekombinanten Proteine
eluiert werden. Um eine Aufreinigung der Fusionsproteine zu erzielen, mussten zundchst einige
Parameter definiert werden. Aufbauend auf die Daten der Testexpression (6.2.1) wurde die
Genexpression fir vier Stunden induziert, ehe die Kultur geerntet und das Bakterienpellet fiir die
Proteinaufreinigung lysiert wurde. Um die Zellen optimal aufzuschlieBen, wurde nicht nur die
mechanische Lyse durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen angewandt, sondern eine enzymatische
Lyse mittels Lysozym mit dem mechanischen Zellaufschluss per Ultraschall kombiniert. Ein Vergleich
der Ausbeuten machte deutlich, dass durch diese Methode wesentlich hdéhere Mengen des

gewiinschten Proteins erzielt werden konnten (nicht gezeigt). In den Vorexperimenten wurde

L DL W1 W2 W3 El E2 E3 E4 £5 B0 E7 Es | Abbildung 17: Etablierung der

100 kDa Aufreinigung mittels Nickel-
Affinitdatschromatographie.
75 kDa Anhand des Proteins HER2/neu,go.

579 wurde das Aufreinigungs-
protokoll optimiert. Der Vergleich

50 kD des Lysats (L) mit dem Durchlauf
(DL) im Coomassie-Gel zeigte, dass

B et einige der bakteriellen Proteine

37 kDa| T R nicht an die Sdule binden, sondern

direkt abgetrennt werden. Durch
mehrere  Waschschritte konnten
weitere Proteine ausgewaschen
werden (W1-3). In den
' Elutionsfraktionen (E1-8) wurde
—-—— hauptsachlich HER2/neu [41.3

"

25 kDa |4

50 kD | o kDa] eluiert, das im Western Blot
DL W1 W2 W3 Bl BE2E3 B4 ES B6 B/ B8 || mittels  Peroxidase-gekoppeltem
. — Streptavidin spezifisch detektiert

37 kDa | e anti-SBP || werden konnte.
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festgestellt, dass die Proteine intrazellular als Inclusion Bodies aggregierten. Um diese nun
aufzuschlieBen und die Proteine fir die Affinitdtschromatographie in den I6slichen Zustand zu
Uberfiihren, wurden denaturierende Aufreinigungsbedingungen gewahlt und sowohl der Lyse- als auch
die Waschpuffer enthielten 8 M Harnstoff, der fiir seine denaturierenden Eigenschaften bekannt ist. Es
war davon auszugehen, dass auch bakterielle Proteine unspezifisch bzw. lber den Imidazolring
einzelner Histidine an die Nickelsaule binden wirden. Daher musste der Waschpuffer soweit optimiert
werden, dass mdoglichst viele dieser Kontaminationen ausgewaschen wurden und die gewiinschten
Proteine mit hoher Reinheit eluiert werden konnten. So enthielt der Waschpuffer geringe
Konzentrationen an Imidazol, sowie die Detergenzien Triton X-114 und Tween20 und eine leicht
erhdhte Salzkonzentration. Des Weiteren wurde bei pH 6.3 gewaschen, was ebenfalls die Stringenz
erhdhte und fiir ein Auswaschen der Fremdproteine sorgte. Zur Renaturierung der an die Sdule
gebundenen Proteine diente ein Salzpuffer mit einem pH von 8.0. Die Elution der Fusionsproteine
konnte mit einer Imidazolkonzentration von 200 mM erreicht werden. Die Fraktionen nach der
Aufreinigung sind in Abbildung 17 exemplarisch flir HER2/neu,q9.57¢ dargestellt. Wahrend im Lysat (L)
das rekombinante Protein bei der erwarteten GréBe von 41.3 kDa zu detektieren war, zeigte der
Durchlauf (DL) bereits eine deutliche Abschwachung dieser Bande, was darauf hindeutet, dass das
Protein HER2/neu an die Sdule gebunden hatte. In den Waschfraktionen W1 bis W3 konnten
bakterielle Fremdproteine ausgewaschen werden, so dass in den Elutionsfraktionen hauptsachlich das
rekombinante Protein zu finden war, das durch Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin spezifisch

detektiert werden konnte. Allerdings wurden auch

andere, vorrangig kleinere Proteine, eluiert und 8- CEFECEE L EEEEE
verunreinigten die Probe. Diese Beobachtungen - -
konnten auch bei der Aufreinigung der restlichen |100KDa =M MW &L || Ll
Fusionsproteine gemacht werden (Abb. 21, linke xle E

Spalte). Alle Konstrukte konnten mittels Nickel- :
S0kDa| ==
Affinitdtschromatographie aus dem Bakterienlysat ' t 1 I B

aufgereinigt  werden (nicht gezeigt fir His- 37kDa | e

m.tub.Hsp70(ct)-SBP), wobei densitometrische “ .
Untersuchungen ergaben, dass jeweils eine Reinheit s .: ‘

25 kD .
Die A * " antiHise|| .  anti-SBP

von 20-60 % vorlag (nicht gezeigt).

Verunreinigungen waren vom Molekulargewicht meist ~ Abbildung 18: Uberpriifung der
. ] . ) ) Eluate nach N- bzw. C-terminalen
kleiner als die rekombinanten Proteine und konnten im Abbauprodukten. Anhand des

Western Blot durch Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin Proteins Hsp70L1-HER2/neusgo.579 [95.8
. ) kDa] wurden die nach der Nickel-
nicht nachgewiesen werden. Daher wurde vermutet, Affinitatschromatographie  erhaltenen

dass es sich um C-terminale Abbauprodukte bzw.  Eluate im Western Blot Gber den His-

. . . Tag bzw. SBP angefarbt. Die Detektion
Translationsabbrecher handelte. Um dies zu prifen, des His-Tags zeigte neben dem

wurden Elutionsfraktionen im Western Blot parallel auf ~ rekombinanten Protein viele weitere

- - . Fragmente, wahrend sich Uber SBP
Histidin- bzw. Streptavidin-spezifische Abbauprodukte ausschlieBlich Hsp70L1-HER2/neUzos.s7

getestet. In Abbildung 18 wird deutlich, dass iiber den ~ anfarben lieB.
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anti-Histidin Antikdrper auBer dem rekombinanten Protein (hier gezeigt fiir Hsp70L1-HER2/neu,g9.579,
95.8 kDa) viele weitere kleinere Proteine gefdrbt werden konnten, wohingegen die Detektion des
Streptavidin bindenden Peptids nur eine Proteinbande auf der Hohe des Fusionsproteins ergab. Somit
wurde die Vermutung bestatigt, dass die Proteine nur unvollstandig translatiert bzw. im Bakterium
oder wahrend der Aufreinigung C-terminal abgebaut werden und diese Proteinfragmente tber den
noch vorhandenen His-Tag mit eluiert werden. Da das Streptavidin-bindende Peptid am C-Terminus
der Abbauprodukte fehlt, sollten diese im zweiten Aufreinigungsschritt mittels Streptavidin-Agarose
entfernt werden. Dazu wurden die Eluate nach der Nickel-Affinitatschromatographie im
Batchverfahren an Streptavidin-Agarose gebunden, mehrmals gewaschen und schlieBlich mit Biotin
eluiert. Die Reinheit wurde mittels Coomassieféarbung und die Spezifitdt durch die Detektion des SBP
ermittelt (Abb. 19). Dabei wurde deutlich, dass zwar ein Teil des Proteins eluiert werden konnte, ein
GroBteil aber nicht an die Streptavidin-Agarose band, so dass auch eine Proteinbande im Durchlauf zu
sehen ist. Im Coomassie-Gel traten zwar wenige kontaminierende Proteinbanden auf, da die Banden
aber insgesamt eine nur geringe Intensitat aufwiesen und bei einer héheren Proteinkonzentration die
Kontaminationen besser detektierbar waren, konnte keine Aussage Uber eine verbesserte Reinheit
getroffen werden. Proteinkonzentrationsmessungen ergaben, dass wahrend der Prozedur eine
erhebliche Proteinmenge verloren ging. Die Eluate nach der Nickel-Affinitdtschromatographie hatten
einen Proteingehalt von 1.531 mg/ml, wohingegen nach der Aufreinigung Gber SBP lediglich noch 189
Hg/ml zu messen waren.

Dieser hohe Verlust des rekombinanten Proteins veranlasste uns, diesen zweiten Aufreinigungsschritt
nicht mehr weiter zu verfolgen. Stattdessen sollten die C-terminalen Abbauprodukte (ber eine
Gelfiltration (durchgefiihrt von Jirgen Kretschmer, DKFZ) von den Fusionsproteinen getrennt werden.
Dieses Chromatographieverfahren beruht darauf, dass groBe Molekiile wie die rekombinanten Proteine
im Ausschlussvolumen des Sdulenmaterials eluieren, wahrend kleinere Proteine, wie z. B. die
Abbauprodukte, in die Poren des Gelfiltrationsmaterials eindringen und dadurch zeitversetzt eluieren.
Die Analyse der Eluate nach der Gelfiltration ergab, dass zwar die Fusionsproteine enthalten waren,
aber die Verunreinigungen nicht entfernt werden konnten (nicht gezeigt). AuBerdem wurden die
Eluate stark verdinnt, so dass fiir /n vivo oder in vitro Experimente sehr hohe Volumina an Protein
eingesetzt werden miissten. Daher konnte auch diese Methode zur Abtrennung der Abbauprodukte
nicht verwendet werden.

Abbildung 19: Sekundire Aufreinigung von
DLW VEWLE, E DEVUVIEIEE B HER2/neu iiber das C-terminale SBP. Die nach
- .4 der Nickel-Affinitdtschromatographie erhaltenen
100 kDa - positiven Eluate von HER2/neuygs.579 Wurden gepoolt
75 kDa - und an Streptavidin-Agarose Kiigelchen gebunden.
Sowohl die Coomassiefarbung als auch der Western
SO kDa| - Blot zeigten, dass das Protein zwar eluiert werden
N - - kann (E1), ein Teil aber nicht an die Partikel
37 kDa - gebunden hat, so dass im Durchlauf (DL) ebenfalls
Protein detektiert wurde.
25 kDa -
- anti-SBP
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Um die Stringenz der Bindung an die Nickelsdaule weiter zu erhéhen und damit eine bessere Reinheit
der Proteine im ersten Aufreinigungsschritt zu erzielen, wurde der Waschpuffer mit Glycerin versetzt,
die Salzkonzentration erhdht und die Imidazolmenge variiert. Zusatzlich wurde der Elutionspuffer mit
Proteaseinhibitoren versetzt, damit die Proteindegradation wahrend der Aufreinigung minimiert
werden konnte. AuBerdem wurde statt BL21(DE3)pLysS der Bakterienstamm BL21Star(DE3)pLysS zur
Proteinexpression eingesetzt, in dem durch eine Mutation im /e Gen eine erhohte mRNA Stabilitat
gewahrleistet ist und somit eine vollstandige Translation der Proteine erreicht werden soll. Jedoch

fuihrten alle diese MaBnahmen nicht zur erhofften Verbesserung der Proteinreinheit.

Die Aufreinigung der Fusionsproteine mit N-terminalem His-Tag konnten demnach mittels

Affinitatschromatographie angereichert werden, die Eluate enthielten aber stets C-terminale
Abbauprodukte, die weder durch zusatzliche Aufreinigungsverfahren, noch durch eine Verminderung

der Proteindegradation oder eine stringentere Reinigung entfernt werden konnten.

6.2.3 Aufreinigung der Hsp-HER2/neu-SBP-His-Proteine iiber Nickel-Affinitats-
chromatographie

Parallel zu den Hitzeschockfusionsproteinen mit N-terminalem Hexa-Histidin-Tag waren auch
Konstrukte hergestellt worden, die den His-Tag am C-Terminus enthielten (6.1.2). Wie in 6.2.2
gezeigt, lieferte die Aufreinigung der Proteine mit N-terminalem Histidin aufgrund vieler C-terminaler
Abbauprodukte bzw. unvollstandig translatierter Proteinfragmente nur eine unzureichende Reinheit
der rekombinanten Proteine. Ein Positionswechsel des His-Tags sollte dies entscheidend verbessern,
da Uber ein C-terminales Histidin nur noch vollsténdig translatierte Molekiile und N-terminale
Abbauprodukte aufgereinigt werden. Analog zu 6.2.2 wurden die transformierten Bakterien BL21 zur

Proteinexpression fir vier Stunden

induziert und nach der Ernte mittels Hep7OL1 Hsc70  Hsp70 Hsp70L1 Hsc70  Hsp?o
. s SBE il S BE s Bl B Bls e Bl
Ultraschall  aufgeschlossen.  Die =
100 kDa =z
Proteine Hsp70, Hsc70 und Hsp70L1l | 72 KDa| e
. . . S0 kDa | e
wurden im Bakterienlysat und im 37 kDa | -
Durchlauf nach der 55 kD3 | e
Affinitatschromatographie  auf N- ~e anti-Hisg | | - anti-T7

bzw. C-terminale Proteinfragmente

untersucht (Abb. 20). Dabei diente
am C-Terminus der His-Tag und am
N-Terminus ein vom Vektor pET21d
vorgegebener T7-Tag zur Detektion.
Die «T7-Farbung ergab mehrere

Proteinbanden im Western Blot, was

Abbildung 20: Uberpriifung der Lysate von Hsp-SBP-His-
Fusionsproteinen nach N- bzw. C-terminalen Abbau-
produkten. Die Bakterienlysate und Durchlaufe nach der Nickel-
Affinitatschromatographie der Proteine Hsp70 [77.9 kDa], Hsc70
[78.7 kDa] und Hsp70L1 [62.3 kDa] wurden im Western Blot
Uber den N-terminalen T7-Tag bzw. das C-terminale SBP
angefarbt. Die Detektion des T7-Tags zeigte neben den
rekombinanten Proteinen einige weitere Fragmente, wahrend
sich Uber den His-Tag ausschlieBlich das jeweilige
Hitzeschockprotein anfarben lieB.
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wiederum auf C-terminale Abbauprodukte und Translationsabbrecher schlieBen ldsst. Uber den His-
Tag dagegen wurde in allen getesteten Konstrukten nur eine Proteinbande detektiert, welche der
GroBe des jeweiligen rekombinanten Proteins entsprach. Um zusatzlich die Mdoglichkeit der
unvollstandigen Translation zu minimieren, wurde statt BL21 der Bakterienstamm Rosetta(DE3) zur
Proteinexpression eingesetzt. Dieses Bakterium enthalt auf einem weiteren Chloramphenicol-
resistenten Plasmid die Gene flr verschiedenen tRNAs, die in Prokaryonten selten verwendet werden.
Da hier eukaryontische Proteine in £. coli exprimiert werden sollten und diese Proteine einige der in £
coli seltenen Codons enthalten, kénnte dies die Ursache fiir eine unvollstédndige Translation sein.

Die Gegeniberstellung der Eluate der einzelnen Fusionsproteine mit N- bzw. C-terminalem His-Tag in
Abbildung 21 zeigt, dass durch die Klonierung des Hexa-Histidin-Tags an den C-Terminus der Proteine
die Reinheit nach der Nickel-Affinitdtschromatographie deutlich erhéht werden konnte. Die Zahl der
kontaminierenden Proteinbanden war in den Eluaten der Fusionsproteine mit C-terminalem Histidin
stark reduziert. Densitometrische Messungen dieser Proteine ergaben Reinheiten von durchschnittlich
70 bis 90 %. Die Ausbeuten lagen je nach Protein zwischen 0.2 und 1 mg/ml, wobei generell héhere
Mengen bei den kleineren Fusionsproteinen erhalten wurden.

Das Protein His-m.tub.Hsp70(ct)-SBP konnte zwar exprimiert werden, jedoch gelang es nicht, es
analog zu den anderen rekombinanten Proteinen zu eluieren. Grund dafiir war eine niedrigere Affinitat

des Proteins zur Nickelsdule. Im Gegensatz zu den anderen Fusionsproteinen wurde m.tub.Hsp70(ct)

L DL E, E,E.E, Ee B E, By EqEyq L DL E E,E,E, B E.E, By EoEyp
150 kDa 150 kDa
Y
100 kDa - 132 tga = -
75kDa| - S |
S0 kDa
50 kDa -— —
37 kDa - e
37 kDa -
‘_ 3 A ey B
His-Hsp70-HERZ /NelUyqq_579-SBP Hsp70-HER2 /NeUyqq_579-5BP-His
L DLE, E,E,E, B E.E; EoEqEyg L DLE E E E B E.E, EEoEyp
100 kDa
100 kDa 75kDa|s P ——
75 kDa - - -
- 50 kDa A
50 kDa s7kDa|
37 kDa
C > - D
His-Hsp70-SBP Hsp70-SBP-His

Abbildung 21.1: Vergleich der Reinheit der Hsp70-HER2/neujgg.579-
Fusionsproteine mit N- bzw. C-terminalem His-Tag. In den Elutionsfraktionen von
Hsp70-HER2/neu,g9.579-SBP-His  (B) bzw. Hsp70-SBP-His (D) sind deutlich weniger
Fremdproteine zu detektieren, als in den entsprechenden Konstrukten mit N-terminalem
Histidin (A und C).
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Abbildung 21.2: Vergleich der Reinheit der Hsc70- und Hsp70L1-HER2/neu;g.
s79-Fusionsproteine mit N- bzw. C-terminalem His-Tag. Nach der Nickel-Affinitats-
chromatographie zeigen die Proteine Hsc70-HER2/neujgs.579-SBP-His (F) und Hsp70L1-
HER2/neuyg9.579-SBP-His (J) bzw. die einzelnen Hitzeschockproteine Hsc70-SBP-His (H)
und Hsp70L1-SBP-His (L) deutlich weniger Fremdproteine in den Eluaten als die
entsprechenden Konstrukte mit N-terminalem Histidin (E, G, I und K).
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Abbildung 21.3: Vergleich der Reinheit von
HER2/neusg9.57¢ und m.tub.Hsp70(ct)-
HER2/neuyg99.579 mit N- bzw. C-terminalem 100 kDa
His-Tag. Die Elutionsfraktionen von  ocypa| -
HER2/neu,q9.579-SBP-His ~ (N)  zeigen eine
verbesserte Reinheit gegeniiber dem gleichen =qkps
Protein mit N-terminalem Histidin (M). Das & &
gleiche gqilt fir das Protein m.tub.Hsp70(ct)- 37kDa D -
HER2/neUsse.s75 (O und P). M.tubHsp70(ct) .-
konnte nur als C-terminales His-Fusionsproteine
(Q) aufgereinigt werden, so dass hier kein 25kDa 0
Vergleich der Reinheit méglich ist. M. tbHsp70-SBP-His

L DLE, E, By E, Es E, E, B By By

durch niedrige Imidazolkonzentrationen im Waschpuffer bereits ausgewaschen. Erst bei der
Aufreinigung der Proteine aus den Bakterien Rosetta(DE3) konnte das spezifische
Aufreinigungsprotokoll fiir m.tub.Hsp70(ct) etabliert werden, so dass Abbildung 21 auch nur das

Fusionsprotein mit C-terminalem His-Tag zeigt.

Der Positionswechsel des Histidin-Tags vom N- an das C-terminale Ende der rekombinanten Proteine
ermdglichte eine deutliche Verbesserung der Proteinreinheit von 20 bis 60 % auf 70 bis 90 %. C-
terminale Abbauprodukte bzw. unvollstdndig translatierte Molekiile konnten durch die C-terminale
Position des His-Tags abgereichert werden. Daher wurden auch die fiir das BALB/c-Mausmodell
benétigten Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine mit den K%-Epitopen mit ausschlieBlich C-terminalem
Histidin hergestellt und analog mittels Nickel-Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Die Reinheit
dieser Proteine lag wiederum bei durchschnittlich 80 % (Daten nicht gezeigt). Die Proteinausbeuten

lagen je nach Molekiil zwischen 0.2 und 1 mg/ml.
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6.2.4 Abreicherung des bakteriellen Lipopolysaccharids in den eluierten Proteinen

Die Expression der in 6.2.2 und 6.2.3 aufgereinigten Fusionsproteine erfolgte in Prokaryonten. Dieses
Expressionssystem hat den prinzipiellen Nachteil, dass bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) die
rekombinanten Proteine verunreinigt. Fir den Einsatz der Molekile im Mausmodell ist eine
Kontamination durch LPS unerwiinscht, da das Immunsystem unspezifisch stimuliert wird und so nur
schwer Ruckschlisse auf die Immunogenitdt des eingesetzten Fusionsproteins gezogen werden
kdnnen.

Um das LPS aus den Proteinlésungen zu entfernen, wurden verschiedene Verfahren getestet.
Zundchst sollte eine Saule (Detoxi-Gel) mit immobilisiertem Polymixin B verwendet werden. Das
antimikrobielle Polypeptid Polymixin B neutralisiert die biologische Aktivitdt des LPS, indem es an das
Lipid A des bakteriellen Lipopolysaccharids bindet. Entgegen der Beschreibung des Herstellers waren
die Eluate nach der Behandlung noch immer mit LPS kontaminiert. AuBerdem konnte nach dem
Saulenauftrag das Protein kaum noch eluiert werden, so dass dieses Verfahren nicht weiter verfolgt
wurde. Eine zweite Methode sah vor, LPS {ber eine Phasentrennung mittels nicht-ionischer
Detergenzien zu entfernen. Dabei wurde Triton X-114 als Detergenz verwendet, das bei Temperaturen
unter 20 °C mit wassrigen Lésungen mischbar ist, bei Temperaturen (iber 20 °C aber eine nicht-
wassrige Phase bildet. Dieses Phanomen macht man sich zunutze, um an Detergenz gebundenes LPS
aus den Proteinlésungen zu entfernen (Aida und Pabst, 1999). Ein entscheidender Nachteil dieser

Methode war, dass der

Restgehalt an Triton X-114, der A B C D E FGCH I ]
laut  Literaturangaben  bei ' —— 75 kD | — -,

) . 75 kDa (W88 == 50 kDa |- -
ungefahr 0.018 % liegen sollte, 50 kD | e =7 kD -—
ausreichte, um Zellen, die /in | 27kDa '.-' 25 kDa I

- - ~-
vitro mit den LPS- 25 kD | . 20 kDa
abgereicherten Proteinen 10 kDa

—
stimuliert wurden, zu lysieren. ==
-

SchlieBlich wurde eine Methode | 7°KD2| =G

shit, in der die Proteine | o - W
gewahlt, in der die Proteine | __, & -
noch an der Nickelsdule mit
einem Triton X-114  Abbildung 22: Uberpriifung der Reinheit und Spezifitit

enthaltenden Puffer gewaschen  der Dialysate. Die Reinheit und Integritat der dialysierten LPS
_ abgereicherten Proteine konnte mittels Coomassiefarbung bzw.

wurden.  Dieses  Verfahren  durch Farbung des SBP im Western Blot analysiert werden. Hier
erméglichte ein Abwaschen des sind die Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine mit K%-restringierten
Epitopen flir das BALB/c-Modell dargestellt. Hsp70-HER2/neu+

kontaminierenden LPS, ohne (799 kDa, A), Hsc70-HER2/neure (80.7 kDa, B),
dass das Protein verloren ging. m.tub.Hsp70(ct)-HER2/neurg  (35.0 kDa, C), Hsp70L1-
HER2/neurr (64.3 kDa, D), HER2/neu;.z¢ (20.8 kDa, E),

Nach einer Elution der Proteine  HER2/neuys.136 (20.5 kDa, F), Hsp70-HER2/neuss.13 (90.2 kDa,
mit LPS-freiem PBS und deren G), HsC70-HER2/neuy.13s (91 kDa, H), m.tub.Hsp70(ct)-

HER2/neuys.13¢ (47.9 kDa, I), Hsp70L1-HER2/neuys-13¢ (79.5 kDa,
Dialyse gegen LPS-freies PBS 7).
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konnten Proteinausbeuten von 0.2 bis 1 mg/ml erhalten werden. Die Messung des verbliebenen
Endotoxingehalts ergab Werte von 0.004 bis 0.07 EU/ug Protein. Die nach der Dialyse erhaltenen
Proteinlésungen wurden im Coomassie-Gel und Western Blot auf ihre Reinheit bzw. Integritat
Uberpriift, hier dargestellt anhand der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine mit K%-restringierten Epitopen
flir das BALB/c-Mausmodell (Abb. 22).

6.2.5 Expression der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine in Eukaryonten

Die Hitzeschockfusionsproteine sollten zusdtzlich zur Expression in £. coli auch in eukaryontischen
Expressionssystemen wie den HEK293T-Zellen bzw. SF9-Insektenzellen hergestellt werden. Zwar
werden in eukaryontischen Zellen im Vergleich zu Prokaryonten geringere Mengen des rekombinanten
Proteins produziert, es findet aber keine Verunreinigung der Proben durch bakterielles
Lipopolysaccharid statt. Um die Expression in HEK293T-Zellen zu priifen, wurden die Zellen auf einen
Objekttrager zentrifugiert. Durch Anfarbung des SBP bzw. His-Tags konnte die intrazellulare
Expression des rekombinanten Proteins nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Untersuchungen des
Zellliberstandes, des Zellpellets und intrazellularer Bestandteile nach der Zelllyse machten deutlich,
dass trotz des N-terminalen ER-Signalpeptids (HA1l) das rekombinante Protein nicht in den
Zelliberstand sekretiert wurde bzw. dort nicht detektiert werden konnte. Daher wurden die Zellen
durch mechanische Lyse per Ultraschall aufgeschlossen und das Lysat analog zum prokaryontischen
System mittels Nickel-Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Die Fusionsproteine wurden lediglich im
Lysat und Durchlauf nachgewiesen, konnten aber nicht an die NiNTA gebunden bzw. eluiert werden
(nicht gezeigt). Da aber eine Expression des Proteins festgestellt wurde und dieses in den lysierten
Zellen auch detektiert werden konnte, wird vermutet, dass in HEK293T-Zellen nur unzureichende
Mengen an Protein produziert werden, die mit den hier verwendeten Methoden nicht aufgereinigt
werden konnten. Aus diesem Grund wurde die Expression der Fusionsproteine in HEK293T nicht
weiter verfolgt.

Die Proteinexpression in Insektenzellen hat gegeniber anderen eukaryontischen Expressions-
systemen den Vorteil, relativ hohe Ausbeuten an rekombinantem Protein zu liefern. Die Strategie sah
vor, das gewilinschte Gen iber einen Transfervektor zusammen mit der linearisierten Baculovirus DNA
in SF9-Zellen zu transfizieren, wo die Rekombination des Baculovirus erfolgt. Um den Virustiter und
damit die Menge des produzierten rekombinanten Proteins zu erhéhen, wurden die Zellen mehrmals
passagiert. Wie auch im HEK293T System enthielten die Konstrukte am N-Terminus ein
Sekretionssignalpeptid (HA1), das die Sekretion des Proteins ins Zellmedium ermdglichen sollte. Um
die Expression zu testen, wurden Viren mit verschiedenen Fusionsproteinen hergestellt. Die
Untersuchung der Zellpellets und Zelliiberstéande zeigte, dass nicht alle rekombinanten Proteine in SF9
exprimierbar waren. Damit die Bandenintensitat vergleichbar ist und Riickschliisse auf die intra- oder
extrazelluldre Proteinakkumulation geschlossen werden kdnnen, wurden prozentual identische

Volumina vom Pellet bzw. Uberstand auf das Gel geladen. Wie erwartet zeigten untransfizierte SF9-
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Wl A B C D E F Abbildung 23: Testexpression der Hsp-
HER2/neuyq9.579-Fusionsproteine in SF9-

SW P SHPSHPSHNPSHPSWNPSWNFP . . .
& . Insektenzellen. Die Expression der Proteine
. = m.tub.Hsp70(ct) (36.6 kDa, A), Hsp70 (79.8 kDa,
100 kDa| & B), Hsc70 (80.6 kDa, C), m.tub.Hsp70(ct)-
7SkDal =5 . HER2/neuxss7s (68.0 kDa, D), Hsp70-
' HER2/neug9.57%9 (110.9 kDa, E) und Hsc70-
SokDa| e - i HER2/neuyees79 (111.9 kDa, F) in SF9-Zellen
" wurde im Western Blot durch Farbung des C-
37 kDal| = A terminalen His-Tags Uberpriift. Dabei wurde das
i . . Zellpellet und der Uberstand untersucht. Als
anti HIS Kontrolle wurden untransfizierte Zellen (Wildtyp,

| - 81| WT) analog analysiert.

Zellen (Wildtyp) kein Histidin-spezifisches Signal im Western Blot. Die Proteine Hsp70, Hsc70 und
m.tub.Hsp70 waren sowohl im Zellpellet als auch im Uberstand nachweisbar, die jeweiligen
Fusionsproteine dagegen konnten nur im Pellet detektiert werden (Abb. 23). Des Weiteren treten bei
Hsp70 und Hsc70 Degradationsprodukte auf, bei denen es sich aufgrund der Anfarbung (iber den His-
Tag um N-terminale Abbauprodukte handeln muss. Da die Expression von Hsp70 in SF9-Zellen im
Vergleich zu anderen Proteinen am stdrksten war, wurde dieses Protein fiir eine Testaufreinigung
gewahlt. Das rekombinante Protein sollte analog zum prokaryontischen Expressionsmodel mittels
Nickel-Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden. Da hier keine Einschlusskdrperchen wie in £.
coli auftreten sollten, wurden native Aufreinigungsbedingungen gewahlt. Abbildung 24A zeigt, dass
unter diesen Bedingungen kein Protein eluiert werden kann. Stattdessen wird Hsp70 bei der
erwarteten GréBe von 79.8 kDa im Durchlauf detektiert, so dass vermutet wird, dass die Affinitat des
Proteins an die Nickelsaule nur gering ist. Zusétzlich zeigt sich wie bereits bei der Testexpression
durch die Anfarbung Uber den His-Tag im Western Blot eine Doppelbande im Durchlauf, was
wiederum auf N-terminale Abbauprodukte schlieBen lasst. Allerdings scheint im Pellet eine starkere
Degradation des Proteins stattzufinden als im Uberstand, da die im Zellpellet detektierte Bande
deutlich intensiver ist. Die Elution der Proteine aus dem lysierten Pellet ergab eine schwache
Proteinbande in der Elutionfraktion E4. Die spezifische Detektion (iber den His-Tag zeigte allerdings,
dass es sich aufgrund der MolekiilgréBe hier um ein Degradationsprodukt handeln muss. Durch native
Aufreinigungsbedingungen konnte somit kein vollstandiges Protein eluiert werden.

Da vermutet wurde, dass der Histidin-Tag im nativen Protein geringere Affinitdt zur Nickelsaule
besitzt, sollte zuséatzlich die Affinitdtschromatographie unter denaturierenden Bedingungen getestet
werden. Dazu wurde der Uberstand der Zellen zundchst gegen den entsprechenden
Aufreinigungspuffer dialysiert, damit durch aquimolare Konzentrationen an Salzen und Harnstoff eine
bessere Bindung erfolgen kann. Der Uberstand wurde zur Aufreinigung gewahlt, da hier aufgrund der
vorigen Ergebnisse weniger Degradationsprodukte erwartet wurden als im Zellpellet. Die Darstellung
im Coomassie-Gel zeigt wiederum keine Elution des Proteins. Lediglich im Zelliiberstand und Dialysat
(D) konnten mittels spezifischer Farbung Uiber den His-Tag Proteinbanden detektiert werden, die dem
rekombinanten Protein und zusatzlichen N-terminalen Abbauprodukten entsprechen. Da unter

denaturierenden Bedingungen (Abb. 24B) das Protein vor der Saulenbindung detektiert werden
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Abbildung 24: Aufreinigung von Hsp70 aus SF9 unter nativen und denaturierenden
Bedingungen. Das Protein Hsp70 (79.8 kDa) wurde unter nativen (A) und denaturierenden
Bedingungen (B) mittels Nickel-Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Die Detektion erfolgte im
Coomassie-Gel bzw. Uber spezifische Anfarbung des His-Tags im Western Blot. Sowohl nach nativer
als auch nach denaturierender Aufreinigung konnte das Protein Hsp70 nicht eluiert werden. Es
wurde sowohl im Zellpellet als auch im Zelliberstand zusatzlich zu einem N-terminalen
Degradationsprodukt detektiert. Zur Kontrolle wurden nicht-transfizierte SF9-Zellen parallel
untersucht (WT).

konnte, im Durchlauf (DL) aber nicht mehr auftrat, wurde die Sdulenmatrix zusatzlich untersucht
(nicht gezeigt). Doch auch die Analyse der Matrix zeigte keine Proteinbindung. Daher wird vermutet,
dass insgesamt die Menge des exprimierten Proteins in SF9-Insektenzellen sehr gering war und

moglicherweise durch Aggregation wahrend der Dialyse Verluste auftraten.

in SF9-

Insektenzellen mittels Nickel-Affinitatschromatographie hergestellt werden. Als Griinde hierfiir kdnnen

Somit konnten die Hsp-Fusionsproteine weder im HEK293T-Expressionsmodel noch
einerseits ein niedriges Expressionsniveau sowie schlechte Affinitat der rekombinanten Proteine an das

verwendete Saulenmaterial aufgefiihrt werden.

6.2.6 Expression der MHC:Peptid-Dimere in HEK293T-Zellen

Zur Detektion HER2/neu-spezifischer T-Zellen wurden, wie in 6.1.5 beschrieben, MHC:Peptid-Dimere
kloniert. Aus der humanen HER2/neu-Sequenz wurden zwei CD8" T-Zellepitope gewahlt: das HLA-A2-
restringierte KIFGSLAFL und das H2-K%-restringierte TYLPTNASL. Zur Expression der Fusionsmolekiile
wurden HEK293T-Zellen transfiziert und sowohl das lysierte Zellpellet als auch der Zelliberstand
mittels Affinitdtschromatographie an Protein-A-Sepharose aufgereinigt. Die Uberpriifung der Reinheit
erfolgte im Coomassie-Gel, die spezifische Detektion der Dimere wurde durch Anféarbung mit einem
Ziege-anti-human-IgG-Peroxidase Antikérper im Western Blot erreicht. Abbildung 25A zeigt, dass das
ungefahr 85 kDa groBe KIFGSLAFL-Dimer hauptsachlich in den Zelliiberstand sekretiert wird und mit
den ersten beiden Elutionsschritten von der Sdule eluiert werden kann. Es treten zusatzliche
Proteinbanden auf, die aber im Western Blot Uber den IgG;-Fusionsteil nicht angefarbt werden

kdnnen. Da im Zellpellet dagegen nur geringe Mengen des Dimers detektiert wurden, sollte fiir die
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Aufreinigung des TYLPTNASL-Dimers der Zellliberstand verwendet werden. Hier konnte wiederum das
Protein bereits in den ersten beiden Elutionsfraktionen von der Sdule gewaschen werden. Die
spezifische Detektion des konstanten Teils von IgG; zeigt neben den 85 kDa Banden, die den Dimeren
entsprechen, auch Abbauprodukte mit einer GréBe von ungefahr 30 kDa (Abb. 25B und 25C). Unter
Berlicksichtigung der Fremdproteine wurde die Konzentration der Dimere ermittelt. Nach der Dialyse
der Proteine wurde fiir das KIFGSLAFL-Dimer eine Konzentration von 170 pg/ml ermittelt und fiir das

TYLPTNASL-Dimer konnte eine Konzentration von 2 mg/ml erreicht werden.
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20 Abbild 25 E i d
- ildung : xpression er
7510 | <5 D MHC:Peptid-Dimere in HEK293T-
S0 kDa| e Zellen. Zelliberstéande und Zelllysate von
27 kDa transfizierten HEK293T-Zellen  wurden
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Abschnitt 6.2 beschreibt die Expression der Fusionsproteine und die Etablierung
verschiedener Expressionssysteme. Die Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine konnten
erfolgreich in den Bakterien BL21 hergestellt werden. Hier zeigte sich, dass die
Positionierung des Hexa-Histidin-Tags an den N-Terminus des Proteins fiir die
Aufreinigung unvorteilhaft war, da viele Degradationsprodukte bzw. unvolistiandig
translatierte Proteine parallel aufgereinigt wurden, welche iiber zusdtzliche
Aufreinungsschritte wie die Gelfiltration oder Streptavidin-Agarose nicht entfernt werden
konnten. Auch der Versuch, die Stringenz zu verbessern, erhohte die Reinheit der His-
Hsp-HER2/neu Proteine von 20-60 % nicht. Die C-terminale Positions des His-Tags

dagegen verbesserte die Reinheit auf 70-90 %. Die erreichten Proteinausbeuten von 0.2-

84



Ergebnisse

1 mg/ml korrelierten mit der MolekiilgroBe, wobei gréBere Proteine stets in geringerer
Menge erhalten wurden. Die Messung des bakteriellen Endotoxins LPS ergab Werte von
0.004-0.07 EU/pug rekombinantes Protein. Die Herstellung der Hsp-HER2/neu Proteine in
eukaryontischen Zellen wie HEK293T oder SF9 schlug aufgrund eines zu geringen
Expressionsniveaus und technischer Probleme bei der Nickel-Affinitatschromatographie
fehl. Dagegen konnten die MHC:HER2/neu-Peptid-Dimere aus dem Zelliiberstand von
HEK293T-Zellen mittels Protein-A-Sepharose aufgereinigt werden, wobei

Proteinkonzentrationen von 0.2-2 mg/ml erzielt wurden.

6.3 Induktion einer HER2/neu-spezifischen Immunantwort durch die Hsp-
HER2/neu-Fusionsproteine /in vivo

6.3.1 Etablierung der HER2/neu-spezifischen Immunantwort in BALB/c

Ein Teil der rekombinanten Hitzeschockfusionsproteine wurden zur Immunisierung von BALB/c-
Mdusen eingesetzt. Ziel war es, eine HER2/neu-spezifische Immunantwort zu generieren, wobei die
Adjuvanswirkung der vier verschiedenen Hitzeschockproteine untereinander verglichen werden sollte.
Wie in 6.1.3 beschrieben waren fiir das BALB/c-Model Proteine konstruiert worden, welche die beiden
Kd-restringierten CD8"* T-Zellepitope TYLPTNASLg3.7; bzw. PYVSRLLGIg0.78s der humanen HER2/neu-
Sequenz (HER2/neure) enthalten. Die Immunisierung der Tiere mit den humanen Epitopen wiirde eine
Evaluierung des Adjuvanzeffektes der verschiedenen Hitzeschockproteine erlauben. Um die
Immunogenitdt der Fusionsproteine beurteilen zu kdnnen, sollte zunachst durch eine Immunisierung
mit entsprechenden synthetischen Peptiden eine HER2/neu-spezifische Immunantwort etabliert
werden.

Die Strategie sah vor, die Mause dreimal im Abstand von sieben Tagen subkutan mit jeweils 100 ug
der diesen beiden Epitopen entsprechenden synthetischen Peptiden zu immunisieren. Da eine alleinige
Immunisierung mit den CD8" T-Zellepitopen ohne Adjuvans nicht Erfolg versprechend ist, wurden die
Peptide mit inkomplettem Freund-Adjuvans (IFA) gemischt. Ein weiterer Faktor, der fir die
Immunogenitat der Peptide entscheidend ist, sind adaquate Signale durch CD4* T-Helferzellen. Durch
die Kombination eines zytotoxischen T-Zellepitops mit T-Helferepitopen kann die antigenspezifische
IFNy-Sekretion signifikant erhoht werden (Zaks und Rosenberg, 1998). Daher wurde ein HER2/neu
generiertes T-Helferepitop Th\HER2 (HER2/neu;s.39, LPPGAASTQVCTGTD), bzw. ein T-Helferepitop aus
Ovalbumin T,OVA (OVAsz3.339, ISQAVHAAHAEINEAGR) mit den CD8* T-Zellepitopen kombiniert. Die
Messung der antigenspezifischen Immunantwort erfolgte hier durch die Farbung des intrazellularen
IFNy nach Aktivierung der CD8" Zellen. Dazu wurde den Tieren eine Woche nach der letzten
Immunisierung die Milz und die drainierenden Lymphknoten entnommen und Zellsuspensionen
hergestellt. Nach kurzzeitiger /n vitro Restimulation mit einem der Peptide und Inhibierung des Golgi-

Apparates konnte das intrazelluldr akkumulierte IFNy in den Zellen Uber fluoreszenzmarkierte
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Antikoérper nachgewiesen werden. Abbildung 26 zeigt, dass nach dreimaliger Peptidimmunisierung
sowohl in Milzzellen als auch in Zellen der drainierenden Lymphknoten eine spezifische Immunogenitat
gegen TYLPTNASL, nicht aber gegen PYVSRLLGI detektiert werden konnte. Die Kombination der CD8*
Peptide mit dem OVA-generierten T-Helferepitop T,OVA verbesserte die Immungenitdt des Peptids
TYLPTNASL deutlich im Vergleich zu dem Helferepitop T,HER2 aus HER2/neu.

A Intrazelluldre IFNy-Farbung in Milzzellen (ex vivo)
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TYLPTNASL- PYVSRLLGI- unspezifisch Abbildung 26: Etablierung der
spezifisch spezifisch HER2/neu-spezifischen T-Zell-
Immunantworten antworten in BALB/c-Mausen.

BALB/c-Mause wurden dreimal im
Abstand von 7 Tagen subkutan mit
A den CD8" T-Zellepitopen TYLPTNASL
(ex vivo) und PYVSRLLGI in Kombination mit

B Intrazellulare IFNy-Farbung in Lymphknotenzellen
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SN @PBS (1) spezifische IFNy-Produktion konnte
58 031 mPBS(2) in der Milz (A) und den
L <02 drainierenden  Lymphknoten  (B)
g 014 detektiert werden. T,OVA besitzt
2 o einen starkeren Helfereffekt als

ThHER2. Gegen PYVSRLLGI konnte
keine spezifische Immunantwort
induziert werden.

TYLPTNASL-spezifisch PYVSRLLGI-spezifisch

Immunantworten

Die Frage, warum keine PYVSRLLGI-spezifische IFNy-Produktion in zytotoxischen T-Zellen gemessen
werden konnten, sollte durch einen Vergleich der Affinitaten der K%-Epitope auf T2-K%-Zellen geklart
werden. Hierbei handelt es sich um ein humanes TAP-defizientes B/T-Zellhybridom, das stabil mit dem
murinen MHC-Klasse-I-Molekiil H-2K? transfiziert ist. In diesen Zellen kénnen aufgrund der TAP-
Defizienz im ER keine endogenen Peptide auf MHC-Klasse-I geladen werden. MHC-Klasse-I-Molekiile
weisen ohne gebundenes Peptid nur eine geringe Stabilitdt auf, so dass leere MHC-Molekiile rasch
endozytiert werden. T2-K%-Zellen eignen sich daher dafiir, die Bindung exogener Peptide auf H-2K°
und damit deren Stabilisierung an der Zelloberflaiche zu untersuchen. Die Zellen wurden fiir 20
Stunden bei 37 °C mit unterschiedlichen Mengen an Peptid inkubiert. AnschlieBend konnte {iber den
K-spezifischen (K9-18) und einen sekunddren fluoreszenzmarkierten Antikdrper die Zunahme der
Peptid-stabilisierten H-2K-Molekiile auf den T2-K%-Zellen gemessen werden (Abb. 27). Der Vergleich
der Peptide machte deutlich, dass durch eine steigende Konzentration an PYVSRLLGI die Menge an

detektierbaren H-2K%-Molekiilen nicht gesteigert werden konnte. Dagegen wurde das MHC-Klasse-I-
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Molekil bei der Zugabe des Peptids TYLPTNASL bis 10 pM zunehmend stabilisiert und konnte an der
Zelloberflache detektiert werden. Dies lasst die Vermutung zu, dass PYVSRLLGI im Gegensatz zu
TYLPTNASL eine wesentlich geringere Affinitdt zu H-2K® und daher auch eine schlechtere

Immunogenitat besitzt.

Abbildung 27: Affinitdtsanalyse
Affinitit der K“-restringierten HER2/neu-Peptide der K°-Peptide auf T2-K". T2-K’-
Zellen wurden fir 20 Stunden mit
= den Peptiden TYLPTNASL,
8 | PYVSRLLGI i TYLPANASL und PYVSRLLGI inku-
] ;m:zi:t [ biert. Die Stabilisierung des H-2K%-
Molekiils durch die Peptide wurde
4 : mittels eines fluoreszenzmarkierten
Antikorpers im FACS gemessen. Die
Bindung von TYLPTNASL erhéht die
0 L Zahl der H-2K%Molekiile, wahrend
0 05 1 5 10 25 50 100 PYVSRLLGI eine geringe Affinitat zu
Peptidkonzentration [uM] H-2K? besitzt und daher nur wenig

stabilisierend wirkt.

10

Relative Zunahme der MFI

Ein weiterer Grund neben diesem Affinitdtsunterschied kdnnte aber auch die Tatsache sein, dass
PYVSRLLGI ein Selbstpeptid der Maus ist. Fiir die Herstellung der Proteine wurde stets die humane
Sequenz von HER2/neu verwendet. Wahrend sich die humane HER2/neu-Sequenz im Epitop
TYLPTNASL in einer Aminosaure von der murinen Sequenz unterscheidet (TYLPANASL), ist die
Peptidsequenz PYVSRLLGI in Mensch und Maus vollkommen identisch. Parallel zu den beiden in den
Fusionsproteinen vorkommenden CD8" T-Zellepitopen wurde auch die Affinitdt des murinen Peptids
TYLPANASL auf T2-K%-Zellen gepriift. In Abbildung 27 wird deutlich, dass TYLPTNASL im Vergleich
zum murinen Peptid TYLPANASL eine geringere Stabilisierung des H-2K-Molekiils bewirkt, aber
dennoch deutlich affiner als das Peptid PYVSRLLGI ist.

Somit konnte in BALB/c-Mausen eine HER2/neu-spezifische Immunantwort induziert werden. Durch
Peptidimmunisierung gelang die Induktion einer TYLPTNASL-spezifischen, nicht aber einer
PYVSRLLGI-spezifischen CD8* T-Zellreaktivitat.

6.3.2 Etablierung der Proteinimmunisierung in BALB/c

Nachdem die Aktivierung HER2/neu-spezifischer T-Zellen nach einer Peptidimmunisierung in BALB/c-
Mausen etabliert worden war, sollte ein Protokoll zur Immunisierung mit den rekombinanten
Hitzeschockfusionsproteinen erarbeitet werden. Die Proteinimmunisierung wurde in diesem
Mausmodell etabliert, da eine ausreichende Anzahl von BALB/c-Mdusen zur Verfligung stand. Als
Modellprotein wurde m.tub.Hsp70(ct)-HER2/neur: gewahlt, das die beiden K%-restringierten CD8* T-
Zellepitope TYLPTNASL und PYVSRLLGI als Tandemepitop beinhaltete. Von diesem rekombianten

Protein konnten hohe Mengen hergestellt werden, so dass dieses zur Etablierung der
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Proteinimmunisierung gewahlt wurde. Die Mause wurden mit 500 pmol des Fusionsproteins in
Kombination mit 100 nmol CD4" T-Helferepitop T,OVA im Abstand von sieben Tagen subkutan
immunisiert. Der immunogene Effekt des LPS-depletierten Fusionsproteins sollte nach einer
Primdrantwort sowie einer weiteren Restimulation in Kombination mit verschiedenen Adjuvanzien
untersucht werden. Der Proteinansatz wurde dazu entweder 1:1 in komplettem Freund-Adjuvans
(CFA) bzw. mit je 50 pg LPS bzw. dem Oligonukleotid CpG gemischt. Die verbleibende LPS-
Kontamination in der applizierten Proteinlésung betrug 14 pg pro 500 pmol Protein (0.013 EU/ug bzw.
0.01 EU/pI).

Wahrend fiir die in 6.3.1 beschriebene Peptidimmunisierung die intrazelluldre IFNy-Produktion der
spezifischen T-Zellen als Nachweis der Funktionalitat der CD8* T-Zellen diente, wurde hier die
zytotoxische Aktivitat der T-Zellen /n vivo Gberpriift. Dazu wurden den Tieren eine Woche nach der
letzten Behandlung antigenbeladene fluoreszenzmarkierte Milzzellen intravends verabreicht. Diese
Zellen dienten als Zielzellen und sollten durch aktivierte antigenspezifische T-Zellen getotet werden.
Die Abnahme der fluoreszierenden Zellen spiegelt die zytotoxische Aktivitat der HER2/neu-spezifischen
CD8* T-Zellen wider. Nach einer 16-stiindigen Inkubation wurden die Tiere geopfert, um die Milz und
die drainierenden Lymphknoten zu untersuchen. Bereits nach einer einmaligen Immunisierung der
Tiere mit dem Protein m.{ub.Hsp70(ct)-HER2/neure konnte in den Lymphknoten eine TYLPTNASL-
spezifische Zytotoxizitdt detektiert werden. Die Kombination des Proteins mit unterschiedlichen
Adjuvanzien zeigte keinen deutlichen Unterschied in Bezug auf die Immunogenitdt des Proteins, wobei
die antigenspezifische Zytotoxizitat der CD8* T-Zellen bei 24.6 % fiir CFA, 19.6 % fiir LPS und 34.9 %
fir CpG lagen (Abb. 28A). Tendenziell zeigte diese Primarantwort, dass in den Lymphknoten durch die
Kombination des Proteins mit dem Adjuvans CpG die beste T-Zellstimulation erreicht wurde. Diese
Vermutung wurde durch eine Restimulation der Tiere mit dem rekombinanten Protein und dem
jeweiligen Adjuvans bestatigt (Abb. 28B). Hier wurde deutlich, dass die Kombination des Proteins mit
CpG eine TYLPTNASL-spezifische Zytotoxizitét auf 50.3 % erzielte, wahrend in den mit LPS
immunisierten Madusen keine T-Zellaktivitdt detektierbar war. Komplettes Freund-Adjuvans (CFA)
konnte nach einer weiteren Immunisierung die zytotoxische T-Zellfunktion zwar auf 37.3 % erhéhen,
die Immunantwort blieb aber unter der des Proteins kombiniert mit CpG.

Die Zytotoxizitat in der Milz blieb generell unter den Werten der Lymphknoten. Nach der
Primarimmunisierung waren in keinem der Ansatze in der Milz T-Zellaktivitdten zu messen (nicht
gezeigt). Durch eine Restimulation der Tiere mit Protein in Kombination mit CpG konnte eine
TYLPTNASL-spezifische Zytotoxizitdt von 28.2 % erreicht werden (Abb. 28C). Das Protein induzierte
aber weder mit LPS, noch in Kombination mit CFA zytotoxische T-Zellen, was wiederum zeigte, dass
CpG im direkten Vergleich zu den getesteten Adjuvanzien den starksten Adjuvanseffekt besaB. Nach
einer weiteren Restimulation, also nach insgesamt drei Immunisierungen, konnte in keinem der
Ansatze, weder in den Lymphknoten noch in Milzzellen, eine gesteigerte Immunantwort gegen
TYLPTNASL beobachtet werden (nicht gezeigt).

Analog zu 6.3.1 wurden die Kontrolltiere auch mit dem Peptid TYLPTNASL und T,OVA in IFA

immunisiert, um zu Uberpriifen, ob durch eine Peptidimmunisierung neben der IFNy-Produktion auch
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A M.tub. Hs p70(ct)-HER2/ne u-induzierte TYLPTNASL-s pezifische Abbildung 28: Etablierung der
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eine zytotoxische T-Zellfunktionalitat erzielt werden kann. Nach einmaliger Applikation trat in den
Lymphknoten eine antigenspezifische Zytotoxizitat von 39.7 % (Abb. 28A), in der Milz von 16.5 % auf

(nicht gezeigt). Eine Steigerung der Werte durch eine Restimulation wie nach einer Immunisierung mit
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m.tub.Hsp70(ct)-HER2/neure in Kombination mit CpG konnte hier nicht beobachtet werden (Abb.
28B).

Das Protein m.tub.Hsp70(ct)-HER2/neure beinhaltete neben dem CD8" T-Zellepitop TYLPTNASL auch
das Epitop PYVSRLLGI. Wahrend in m.fub.Hsp70(ct)-HER2/neurs immunisierten Mdusen gegen
TYLPTNASL eine deutliche Immunantwort detektierbar war, konnte gegen PYVSRLLGI weder in der
Milz noch in den Lymphknoten eine zytotoxische T-Zellaktivitdt nach einer Primdrimmunisierung bzw.

zusatzlicher Restimulation gemessen werden (Abb. 28D und 28E).

Die Etablierung der Proteinimmunisierung in BALB/c zeigte, dass durch die Kombination des
rekombinanten Hitzeschockfusionsproteins m.tub.Hsp70(ct)-HER2/neurz mit einem Adjuvans analog
zur Peptidimmunisierung eine TYLPTNASL-spezifische Immunantwort induziert werden kann. Durch
einen Vergleich verschiedener Adjuvanzien stellte sich heraus, dass CpG am potentesten wirkt und
wurde daher in den weiteren Proteinimmunisierungen eingesetzt. Da Immunantwort nach einer
Restimulation deutlich starker war als die Primarantwort, wurden die Mause flir die weiteren
Untersuchungen jeweils zweimal im Abstand von sieben Tagen immunisiert, ehe die Analyse erfolgte.
Das T-Zellepitop PYVSRLLGI wirkte im Gegensatz zu TYLPTNASL weniger immunogen, wodurch keine

spezifischen Immunantworten detektiert werden konnten.

6.3.3 Vergleich der Immunogenitat der Hsp-HER2/neu;:-Fusionsproteine in
BALB/c

Nachdem eine Proteinimmunisierung in BALB/c-Mdusen etabliert werden konnte, sollte die
Immunogenitat aller vier LPS-abgereicherten Hitzeschockfusionsproteine, die die beiden K9-
restringierten CD8* T-Zellepitope TYLPTNASL und PYVSRLLGI enthielten, miteinander verglichen
werden. Analog zu dem in 6.3.2 etablierten Protokoll wurden BALB/c-Mause mit 500 pmol des
jeweiligen Proteins in Kombination mit 100 nmol des Helferepitops T,OVA und 50 ug CpG an Tag 0
und Tag 7 subkutan immunisiert. Wiederum wurde die antigenspezifische Zytotoxizitat der T-Zellen in
Milzzellen und drainierenden Lymphknoten /n vivo untersucht. Die restliche LPS Kontamination pro 500
pmol des verabreichten Proteins betrug 10 bis 50 pg LPS (0.005-0.027 EU/ug). Bei drei der vier
hergestellten Fusionsproteine konnte in den Lymphknoten eine TYLPTNASL-spezifische Immunantwort
induziert werden. Dabei loste das Protein Hsp70-HER2/neurs mit 43.5 % die hdéchste spezifische
Zytotoxizitdt aus, gefolgt von Hsc70-HER2/neure mit 42.7 % und m.tub.Hsp70-HER2/neure mit 25.1 %
(Abb. 29A). Das Protein Hsp70L1-HER2/neurz war im direkten Vergleich zu den anderen
rekombinanten Proteinen nur schwach immunogen, da hier nur eine Zytotoxizitat von 11.8 % erreicht
wurde. Als Positivkontrolle wurde parallel mit 100 nmol TYLPTNASL immunisiert. Das Peptid in
Kombination mit 50 pg CpG induzierte analog zu den vorigen Experimenten, in denen IFA als
Adjuvans eingesetzt wurde, eine antigenspezifische Immunantwort. Der Vergleich mit den Hsp-
HER2/neure-Fusionsproteinen zeigte, dass die Proteine Hsp70-HER2/neurg und Hsc70-HER2/neure

eine starkere antigenspezifische T-Zellaktivitdt auslésten als das Peptid. Das Protein m.{ub.Hsp70-

90



Ergebnisse
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Abbildung 29: Etablierung der
Proteinimmunisierung in BALB/c.
BALB/c-Mause wurden mit 500 pmol der
angegebenen rekombinanten Fusions-
proteine Hsp-HER2/neurs bzw. 100 nmol
TYLPTNASL-Peptid jeweils in
Kombination mit 100 nmol T,OVA und
50 pg CpG subkutan an Tag 0 und Tag 7
immunisiert. Eine Woche nach der
letzten Applikation wurde die
antigenspezifische T-Zellzytotoxizitdt /n
vivo in  Milz und Lymphknoten
untersucht. Die Detektion der
TYLPTNASL-spezifischen Immunantwort
zeigte, dass das Protein Hsp70-
HER2/neurg mit 43.5 % in den
Lymphknoten und 38 % in der Milz die
hochste spezifische Zytotoxizitat
ausloste, gefolgt von Hsc70-HER2/neu
mit 42.7 % in den Lymphknoten und
29.3 % in der Milz. Das Protein
m.tub.Hsp70-HER2/neure induzierte
gegen TYLPTNASL in den Lymphknoten
eine Immunantwort von 25.1 % und in
der Milz 169 ©%. Das Vvierte
Fusionsprotein ~ (Hsp70L1-HER2/neurg)
wirkte dagegen schwach immunogen,

hier konnten keine Zytotoxizitaten
detektiert  werden. Das Peptid
TYLPTNASL, das analog appliziert

wurde, l6ste ebenfalls eine spezifische
Immunantwort aus, die allerdings mit
16.9 % in den Lymphknoten und 12.9 %
in der Milz schwacher war als die der
Proteine. Eine Kreuzreaktivitat gegen
das murine Epitop TYLPANASL konnte
durch keine Immunisierung erreicht
werden.

HER2/neure besaB in diesem Ansatz eine zum Peptid vergleichbare Immunogenitat. Die Untersuchung

der T-Zellantworten in Milzzellen ergab generell geringere Werte als in den Lymphknoten, wobei das

Verhdltnis der Immunogenitdat der einzelnen Proteine untereinander analog zu den in den

Lymphknoten erhaltenen Werten war (Abb. 29B). Um die Immunogenitat der Fusionsproteine

eindeutig auf die im HER2/neu-Fusionsteil enthaltenen Epitope zuriickzufiihren, wurden die einzelnen

Hitzeschockproteine ohne HER2/neu-Anteil ebenfalls analysiert. Die Abbildungen 29A und 29B zeigen,

dass wie erwartet keines der Hitzeschockproteine eine TYLPTNASL-spezifische Immunantwort

auslésen konnte.

Fir die Klonierung der Hitzeschockfusionsproteine wurde die humane HER2/neu-Sequenz verwendet.

Da sich das humane TYLPTNASL-Peptid in nur einer Aminosdaure von der murinen Sequenz

unterscheidet (TYLPANASL), sollte untersucht werden, ob durch eine Immunisierung mit humanem

Protein auch eine Kreuzreaktivitdt gegen das murine CD8* T-Zellepitop induziert werden konnte.

Daher wurde parallel die zytotoxische T-Zellaktivitdt gegen TYLPANASL-beladene Zielzellen bestimmt
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(Abb. 29D und 29E). In allen Ansatzen wurden antigenspezifische Zytotoxizitdten von unter 10 %
detektiert, was nicht als signifikante Immunantwort gewertet wurde. Daher muss davon ausgegangen
werden, dass durch die Immunisierung mit den TYLPTNASL enthaltenden Fusionsproteinen bzw. mit
dem TYLPTNASL-Peptid keine Kreuzreaktivitdt gegen das murine Selbstpeptid TYLPANASL ausgeldst
werden konnte.

Der Vergleich der einzelnen Hsp-HER2/neure-Fusionsproteine verdeutlichte, dass in Kombination mit
CpG als Adjuvanz drei der vier getesteten Proteine eine TYLPTNASL-spezifische Immunitat in BALB/c-
Mdusen auslosten. Hsp70-HER2/neurs und Hsc70-HER2/neurs besaBen dabei eine starkere
Immunogenitét als m.fub.Hsp70-HER2/neur und  Hsp70L1-HER2/neurs, welches keine
antigenspezifische T-Zellreaktivitat induzierte. Im Vergleich zu 100 nmol Peptid konnte durch die
Immunisierung der Tiere mit 500 pmol Hsp70-HER2/neurs und Hsc70-HER2/neure eine starkere
Immunantwort hervorgerufen werden. Allerdings gelang es weder durch eine Peptid-, noch eine

Proteinimmunisierung eine Kreuzreaktivitdt gegen das murine Epitop TYLPANASL zu induzieren.

6.3.4 Titration des Adjuvans CpG

Die rekombinanten Hitzeschockfusionsproteine m.tub.Hsp70-HER2/neur, Hsp70-HER2/neurs und
Hsc70-HER2/neure induzierten wie in 6.3.3 gezeigt in Kombination mit 50 pg CpG eine TYLPTNASL-
spezifische Immunantwort in BALB/c. Um die Immunogenitat auf die Fusionsproteine zuriickzufiihren,
wurde die Menge des Adjuvans CpG variiert. Dazu wurden die Tiere mit 500 pmol des jeweiligen
Proteins alleine bzw. in Kombination mit 0.5, 5 oder 50 pg CpG subkutan immunisiert. Zusatzlich
wurde wie in den vorigen Ansdtzen 100 nmol des Helferepitops T,OVA zugefiigt. Der Restgehalt an
LPS in den applizierten Proteinlésungen lag bei 22.5 pg fir m.tub.Hsp70-HER2/neu (0.02 EU/ug), bei
33.1 pg fir Hsp70-HER2/neu (0.013 EU/ug) und bei 26.0 pg fir Hsc70-HER2/neu (0.01 EU/ug) pro
Injektion. Nach zwei Immunisierungen wurde wiederum die TYLPTNASL-spezifische Immunantwort in
Form einer T-Zellzytotoxizitdt /n vivo gemessen. In Abbildung 30A sind die antigenspezifischen
Immunantworten in den drainierenden Lymphknoten nach Immunisierung mit den einzelnen Proteinen
gegeniibergestellt. Es fallt auf, das die TYLPTNASL-spezifische zytotoxische T-Zellantwort, die durch
die Proteinimmunisierung mit einer hohen CpG-Dosis erreicht wurde, durch eine mittlere Dosis von 5
Mg weiter gesteigert werden konnte. Diese Tendenz konnte bei allen Proteinen beobachtet werden.
Das Protein Hsp70-HER2/neure induzierte auch in Kombination mit geringen Adjuvansmengen (0.5 ug)
eine messbare Immunantwort von 26.1 %, wohingegen m.tub.Hsp70-HER2/neurs und Hsc70-
HER2/neu+ hier nicht mehr immunogen wirkten. Es zeigte sich, dass die Proteine ohne zusatzliches
CpG keinen immunostimulatorischen Effekt besitzen und daher keine antigenspezifische Zytotoxizitat
messbar war.

Der Effekt des CpG wurde auch in Kombination mit 100 nmol bzw. 500 pmol des synthetischen
Peptids untersucht. Die Mause wurden dazu analog mit dem CD8" T-Zellepitop TYLPTNASL, 100 nmol

ThOVA und unterschiedlichen Mengen an CpG immunisiert. Wahrend bei der Proteinimmunisierung die
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A TYLPTNASL-spezifische Inmunantwort in den Lymphknoten durch Protein-, bzw.
70 Peptidimmunisierung mit unterschiedlichen CpG Konzentrationen
60 | . .
[}]
S 50 * 8
2 404 o
ER nle -~ < F S 3 o $
25 20 * o d Ad s o
o8 ol ¥ $ ¢!l * ¢ o °
Dy o0 = i $ + 4
<35 -10]
E h>l’ -20 *
4 -30 ; ; ; : ; ; ; ; ; ; ; ; ;
= 50pg S5upg 05pg Opg|50pg Spg 0.5pg Opg (S0pg Spg 0.5pg Opg (S50pg S5pg 0.5pg Opg| PBS
CpG CpG CpG CpG| CpG CpG CpG CpG| CpG CpG CpG CpG| CpG CpG CpG CpG
100 nmol TYLPTNASL  m.tub.Hsp70-HER2+¢ Hsp70-HER2+e Hsc70-HER2+¢
B TYLPTNASL-spezifische Inmunantwort in Milzzellen durch Protein-, bzw.
o Peptidimmunisierung mit unterschiedlichen CpG Konzentrationen
<
8= 70
£ X 60
N T 50 . hd
28 40
0 = L 4
43 30 ¢ e _ 2
7] 20 + — Py
<3 10 [$ + 4 315 3 - $ 3 PR
E S o0 4 i + o &
o N o $
-20 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
t 50ug 5pug 05 Opg|50pg 5pug 05 Opg|50pg 5pyg 05 Opg|50pg 5pg 05 Opg| PBS
CpG CpG Hug CpG | CpG CpG ug CpG | CpG CpG ug CpG | CpG CpG Hug  CpG
CpG CpG CpG CpG
100 nmol TYLPTNASL ~ m.tub.Hsp70-HER2+¢ Hsp70-HER2+¢ Hsc70-HER2+¢
C YLPTNASL-cpexifische | cwort in den Lymohknot Abbildung 30: Titration des
~-spezirische Immunantwort in den Lymphknoten - e
durch Peptidimmunisierung mit unterschiedlichen CpG Ad]uvans _CPG' BALB/C_Mause
2 Konzentrationen wurden mit 500 pmol der
2 — 100 angegebenen Fusionsproteine bzw.
E X . .
N g0 4 dem TYLPTNASL-Peptid in
Hyd . . .
_lv}‘-‘ﬁ 60 Kombination mit T,OVA und
N . . Lo
2 ,§ 40 | s unterschiedlichen ~ Mengen  an
E;& 20 | 'f + s e e e | e Adjuvans (50, 5, 0.5, 0 pg CpG)
E 0 : : : : : ‘ subkutan an Tag 0 und Tag 7
Ovg b9 OOKg Okg | kg Ok O-C’fp ho Oqig FBS immunisiert. Die antigen-
i i i i i i spezifische T-Zellzytotoxizitat
100 nmol TYLPTNASL 500 pmol TYLPTNASL wurde an Tag 14 /n vivo in Milz
D TYLPTNASL-spezifische Inmunantwort in Milzzellen durch und Imephkn_()Fen unt_ersuc_ht. D_Ie
Peptidimmunisierung mit unterschiedlichen CpG Konzentrationen Proteinimmunisieru ng induzierte in
° den Lymphknoten in Kombination
9 — 100 mit 50 pg CpG eine mit 100 nmol
& X . . .
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CoG_ CpG GG CpG | GG CpG GG CpG immunogene Effekt von

mengen (5 ug) schwacher ist als der der Proteine ist (A und C). Bei niedrigen CpG Konzentrationen
besaB Hsp70-HER2/neutz noch eine Immunogenitdt, wahrend sowohl das Peptid als auch die
anderen Fusionsproteine keine T-Zellantworten mehr auslésen konnten (A). In der Milz war ein
analoger Trend zu beobachten, wobei die prozentualen T-Zellzytotoxizitdten geringer waren als in
den Lymphknoten (B und D).
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héchste Immunantwort mit 5 pg CpG erhalten wurde, konnte bei der Peptidimmunisierung eine
Korrelation von abnehmender Adjuvansmenge mit einer schwacher werdenden TYLPTNASL-
spezifischen Immunantwort beobachtet werden. Es féllt auf, dass die geringere Peptidmenge (500
mol) eine bessere Immunogenitat besaB als 100 nmol des Peptids (Abb. 30C und 308D). Die mittlere
Zytotoxizitdt von 32.2 % in den Lymphknoten, die durch 100 nmol Peptid und 50 pug CpG erreicht
werden konnte, war mit der Immunogenitat der Proteine unter denselben Bedingungen (50 ug CpG)
vergleichbar. Aquimolare Peptidmengen (500 pmol) induzierten im Vergleich zu den Proteinen in
Kombination mit 50 pg CpG eine starkere Immunantwort (54.6 % in der Milz und 59.6 % den
Lymphknoten, Abb. 30C und 30D).

Es wurde aber auch deutlich, dass bei 5 pg CpG die erhaltene TYLPTNASL-spezifische Immunantwort
durch die Proteine mit 35.2 % fiir m.t{ub.Hsp70-HER2/neurg, 41.6 % fiir Hsp70-HER2/neur und 42.4
% flir Hsc70-HER2/neuts héher war, als die des Peptids, wenn es bei 100 nmol und zusammen mit 5
bzw. 50 pg CpG eingesetzt wird. Verglichen mit der geringeren Peptidmenge zeigte sich, dass die
Proteine in Kombination mit 5 ug CpG eine leicht erhéhte bzw. im Fall von m.fub.Hsp70-HER2/neure
eine analoge Immunogenitat aufwiesen.

Parallel wurden auch die Immunantworten in Milzzellen untersucht. Generell wurden hier wiederum
schwachere T-Zellantworten gemessen. Der in Lymphknoten beobachtete Effekt der CpG-Mengen auf

die Immunogenitat der Proteine zeigte sich aber auch in Milzzellen (Abb. 30B).

Anhand dieser Daten kann analog zu den in 6.3.3 erhaltenen Ergebnissen festgestellt werden, dass
die Hitzeschockfusionsproteine Hsp70-HER2/neuts und Hsc70-HER2/neurs in BALB/c-Mausen starker
immunogen wirkten als m.tubHsp70-HER2/neure. Die Stirke der HER2/neu-spezifischen
Immunantwort der Fusionsproteine war CpG-abhangig und zeigte in Kombination mit mittleren CpG-
Dosen (5 pg) hohere Werte als bei hohen CpG-Mengen (50 pg). Ohne das Adjuvans allerdings

konnten  die  Fusionsproteine  keine

Tabelle 1: Vergleich der Immunogenitdt der Hsp-

Fusionsproteine mit TYLPTNASL in Abhdngigkeit der
heraus, dass die Fusionsproteine in |CpG- und Antigenmenge

Immunantwort induzieren. Es stellte sich

Abhangigkeit von der applizierten Antigen- TYLPTNASL Hsp-Fusionsproteine
und  Adjuvansmenge eine  starkere 50 g CpG 100 nmol = 500 pmol
Immunogenitdt besaBen als das analog 500 pmol > 500 pmol

_ _ ) 5 g CpG 100 nmol < 500 pmol
verabreichte Peptid, was in Tabelle 1 500 pmol < 500 pmol

veranschaulicht wird.

6.3.5 Titration der Hitzeschockfusionsproteine

In 6.3.4 wurde festgestellt, dass die Menge des applizierten Peptids TYLPTNASL Einfluss auf die
Immunogenitat hatte. Um eine Dosisabhangigkeit der Proteinimmunisierungen zu tberpriifen, wurden

BALB/c-Mause mit unterschiedlichen Proteinmengen zusammen mit dem Helferepitop T,OVA und CpG
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zweimal im Abstand von sieben Tagen subkutan immunisiert. Der Restgehalt an Endotoxin in den
Proteinldsungen lag zwischen 2.5 und 28.0 pg pro Injektion (0.012-0.027 EU/ug). Da die Kombination
mit 5 pg im CpG Titrationsexperiment die starkste Immunantwort ausléste, wurde diese mittlere
Adjuvansmenge fir die Immunisierungen gewahlt. Die in Abbildung 31 dargestellten Daten zeigten
auBer fiir das Protein Hsp70-HER2/neu keine eindeutige Dosisabhangigkeit. Hier nahm sowohl in den
Lymphknoten als auch in der Milz die TYLTPNASL-spezifische Zytotoxizitat mit steigender
Proteinmenge zu. Im Falle von Hsc70-HER2/neurs zeigte die Immunisierung mit 500 pmol die
schwachste Immunantwort, wohingegen mit 100 pmol und noch verstarkt mit 250 pmol Protein eine
héhere Zytotoxizitdt erreicht wurde. Bei m.tub.Hsp70-HER2/neur: lieB sich eine tendenzielle
Dosisabhangigkeit erkennen, da mit 500 pmol eine hdéhere Immunantwort erreicht wurde als

vergleichsweise mit geringeren Proteinmengen. Das Protein Hsp70L1-HER2/neurs zeigte wiederum

A TYLPTNASL-spezifische Imnmunantwort in Lymphknotenzellen nach Titration der
° 100 Hsp-HER2/ne utg-Fusionsproteine
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Abbildung 31: Titration der Hsp-HER2/neuy:-Fusionsproteine in BALB/c-Mdusen. Die
Mause wurden mit unterschiedlichen Mengen an Protein bzw. Peptid in Kombination mit 100 nmol
ThOVA und 5 pg CpG subkutan immunisiert. Die antigenspezifische T-Zellzytotoxizitdt wurde an Tag
14 nach zweimaliger Immunisierung /n vivo in Lymphknoten (A) und in der Milz (B) untersucht.
Wahrend bei Hsp70-HER2/neurs eine klare Dosisabhangigkeit zu erkennen war, zeigte die
Immunisierung mit Hsc70-HER2/neure bei niedrigen Proteinmengen die starkste Immunantwort.
Sowohl bei m.tub.Hsp70-HER2/neu+: als auch beim Peptid TYLPTNASL zeigte sich eine tendenzielle
Dosisabhangigkeit, da mit 500 pmol die starkste Zytotoxizitat erreicht wird. Das Protein Hsp70L1-
HER2/neurs besaB keine Immunogenitat.
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keinerlei Immunogenitit, was die Ergebnisse aus 6.3.3 bestétigt. Ahnlich konnte auch bei der
Peptidimmunisierung mit Peptidmengen unter 500 pmol keine Immunantwort induziert werden. Ein
Vergleich der TYLPTNASL-spezifischen T-Zellaktivitdten nach der Protein- bzw. Peptidimmunisierung
machte deutlich, dass in Kombination mit 5 pg des Adjuvans CpG die Proteine m.tub.Hsp70-
HER2/neurg, Hsp70-HER2/neurs und Hsc70-HER2/neurs immunogener waren als dquimolare Mengen
des Peptids, was bereits in 6.3.4 gezeigt werden konnte. Bei der Immunisierung mit geringen Mengen
(100 pmol und 250 pmol) zeigte sich, dass Hsc70-HER2/neurs im Vergleich zu den (dbrigen

Fusionsproteinen immunogener wirkte.

6.3.6 Vergleich der Immunogenitat der Hsp-HER2/neuy¢-136-Fusionsproteine

Analog zu den bisher untersuchten Hitzeschockfusionsproteinen mit zwei hintereinander gestellten K¢-
T-Zellepitopen (HER2/neurg) wurden auch Proteine hergestellt, die ein langeres Fragment aus der
humanen HER2/neu-Sequenz enthielten (HER2/neuy.i35). Ausgehend von dem etablierten
Immunisierungsprotokoll wurden BALB/c-Mause zweimal im Abstand von einer Woche mit 500 pmol
der Proteine in Kombination von 5 pug CpG und 100 nmol des T-Helferepitops T,OVA subkutan
immunisiert. Unter diesen Bedingungen zeigten die zuvor untersuchten Fusionsproteine die héchste
Immunogenitat. Die noch verbleibende Kontamination durch Endotoxin betrug bei den Proteinen
HER2/neu;.13¢ und tat-HER2/neuye 136 0.89 bzw. 0.58 ng LPS pro appliziertem Protein (1.37 bzw. 0.9
EU/ug) und lag damit hoher als bei den restlichen Proteinen, die einen Restgehalt von 3.1 bis 84.0 pg
pro Immunisierung aufwiesen (0.005-0.057 EU/ug).

Die Analyse der Milzzellen bzw. der drainierenden Lymphknoten zeigte, dass dhnlich zu den vorigen
Ergebnissen das Protein Hsc70-HER2/neuye.13¢ mit 30.8 % die hochste T-Zellantwort induzierte im
Vergleich zu den anderen Fusionsproteinen und eine starkere Immunogenitat besal als 500 pmol des
Peptids, das als Kontrolle eingesetzt und analog appliziert wurde (Abb. 32A). Auch m.t{ub.Hsp70-
HER2/neu,s.13¢ wirkte immunogen, wahrend das Protein Hsp70-HER2/neuje.13s mit 16.3 % eine
schlechtere Immunantwort ausldste als das dquivalente Konstrukt mit den beiden K¢-Epitopen wie in
6.3.4 beschrieben. Wiederum konnte das Fusionsprotein Hsp70L1-HER2/neu,e.13¢ im Vergleich zu den
anderen Proteinen keine TYLPTNASL-spezifische T-Zellantwort induzieren. Die Kontrollproteine
HER2/neu,s.136 bzw. HER2/neu; 136, die keinen Hitzeschockfusionsanteil besitzen, konnten weder in der
Milz noch in den drainierenden Lymphknoten der immunisierten BALB/c-Mause eine TYLPTNASL-
spezifische Immunantwort auslésen.

Als weitere Kontrolle wurde das HER2/neuysi3s Protein mit zusatzlichem N-terminalen
Zellpenetrierungspeptid tat analysiert (tat-HER2/neuy.13¢). Das tat-Peptid sollte zur verbesserten
Proteinaufnahme beitragen. Abbildung 32 zeigt, dass eine TYLPTNASL-spezifische Immunitdt von 17.7
% in den Lymphknoten und 17.8 % in der Milz erreicht werden konnte (Abb. 32). Parallel zur
TYLPTNASL-spezifischen Immunantwort wurde auch eine TYLPANASL-spezifische T-Zellaktivitat
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analysiert. In keinem der Ansatze jedoch war eine Kreuzreaktivitdt gegen TYLPANASL detektierbar

(nicht gezeigt).

Die Hsp-HER2/neuye 136-Fusionsproteine induzierten also grundsétzlich eine TYLPTNASL-spezifische
Immunogenitdt in BALB/c-Mausen, wenngleich diese schwacher war als die der Hsp-HER2/neure-

Fusionsproteine.

A TYLPTNASL-spezifische Imnmunantwort in Lymphknotenzellen nach
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Abbildung 32: Immunisierung von BALB/c-Mdusen mit Hsp-HER2/neuys 136
Fusionsproteinen. BALB/c-Mause wurden mit 500 pmol der Proteine bzw. 500 pmol TYLPTNASL-
Peptid in Kombination mit 100 nmol T,OVA und 5 pg CpG subkutan an Tag 0 und Tag 7
immunisiert. Die TYLPTNASL-spezifische T-Zellzytotoxizitdit wurde an Tag 14 /n vivo in
Lymphknoten (A) und Milz (B) untersucht. Das Protein Hsc70-HER2/neu,s.13¢ induzierte im Vergleich
zu den Ubrigen Proteinen die starkste Immunantwort, gefolgt von m.tub.Hsp70-HER2/neuye.136.
Hsp70-HER2/neuys-13¢ und Hsp70L1-HER2/neu,s 135 waren deutlich weniger immunogen. Auch die
HER2/neu-Proteine ohne den Hsp-Fusionsanteil konnten keine TYLPTNASL-spezifische
Immunantwort induzieren. Im Gegensatz dazu loste tat-HER2/neuss.13¢ eine mit m.tub.Hsp70-
HER2/neuy.13¢ Vergleichbare Immunantwort aus.

6.3.7 Etablierung der HER2/neu-spezifischen Immunantwort in HHD-Mausen

Parallel zum BALB/c-Modell sollte auch in HHD-Mdusen eine HER2/neu-spezifische Immunantwort

durch eine Peptidimmunisierung etabliert werden. Als Peptid wurde hier das in den Hsp-HER2/neu-
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Fusionsproteinen enthaltene HLA-A2-restringierte CD8* T-Zellepitop KIFGSLAFL (HER2/neusss.377)

verwendet. Die Strategie sah vor, die Mause subkutan mit 100 nmol KIFGSLAFL zu immunisieren und

die Milzzellen nach 10 Tagen fiir 5 weitere Tage /n vitro zu restimulieren. Analog zum BALB/c-Modell

wurde auch hier das Peptid in Kombination mit 100 nmol des T-Helferepitops aus dem Hepatitis-B-

Virus (ThHBVe) und inkomplettem Freund-Adjuvans injiziert. Ein ebenfalls HLA-A2-restringiertes

CD8* T-Zellepitop aus der Reversen Transkriptase des Human Immunodeficiency Virus (HIV-RT)

wurde als Kontrollpeptid verwendet und analog zu je 100 nmol in HHD-Mause injiziert. Abbildung 33A

zeigt, dass in Mdusen, die mit KIFGSLAFL bzw. HIV-RT immunisiert wurden, peptidspezifische

Immunantworten induziert werden konnten. In Kontrolltieren, die mit PBS immunisiert wurden, konnte

diese T-Zell-spezifische IFNy-Produktion nicht detektiert werden. Nach fiinftagiger Restimulation /n
vitro mit 1 yM KIFGSLAFL bzw. mit 1 uM des Kontrollpeptids HIV-RT konnte die Frequenz der
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Abbildung 33: Etablierung der
HER2/neu-spezifischen T-
Zellantworten in HHD-Mausen.
HHD-Mause wurden mit 100 nmol
des CD8" T-Zellepitops KIFGSLAFL
subkutan in Kombination mit 100
nmol des T-Helferepitops ThHBVore
1:1 in IFA immunisiert. Als
Kontrollpeptid  wurde  HIV-RT
analog immunisiert. Die
Peptidimmunisierung induzierte
eine antigenspezifische Immun-
antwort ex vivo (A), die nach 5-
tagiger Jn vitro Restimulation
weiter verstarkt wurde. Wahrend
der Restimulation fand kein /n vitro
priming statt, da keine HIV-RT-
spezifische  IFNy-Produktion in
KIFGSLAFL restimulierten T-Zellen
detektiert werden konnte, sondern
nur eine KIFGSLAFL-spezifische
(B). Umgekehrt zeigten Milzzellen
aus HIV-RT immunisierten Mausen
nach einer Restimulation mit HIV-
RT eine antigenspezifische
Immunantwort, aber keine gegen
KIFGSLAFL (C).
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antigenspezifischen T-Zellen um das 6 bis 10fache gesteigert werden (Abb. 33B und 33C). Umgekehrt
wurde keine Immunantwort gegen das zweite Peptid induziert, es trat also kein in vitro priming ein.
Die kurzzeitige Restimulation der Milzzellen mit dem Antigen Concanavalin A (Con A) diente der
Funktionalitdtskontrolle der T-Zellen. In allen Restimulationsansatzen mit Con A war eine IFNy-

Produktion der T-Zellen zu beobachten, was zeigt, dass diese funktionell waren.

Analog zum BALB/c-Mausmodell gelang es somit auch in HHD-Mausen eine HER2/neu-spezifische

Immunantwort durch eine Peptidimmunisierung zu induzieren.

6.3.8 Vergleich der Immunogenitat der Hsp-HER2/neu,g9.579-Fusionsproteine in
HHD-Ma&usen

Parallel zu den Immunisierungen in BALB/c wurden auch Hitzeschockfusionsproteine fiir das
Mausmodell HHD hergestellt. Diese Fusionsproteine enthielten eine HER2/neu-Teilsequenz
(HER2/neuygo.579), die das HLA-A2-restringierte CD8" T-Zellepitop KIFGSLAFL beinhaltet. Das Protein
Hsc70-HER2/neu,q9.579 konnte in einer fir die Immunisierung nur unzureichenden Konzentration
hergestellt werden, so dass auf die Untersuchung dieses Proteins im HHD-System verzichtet wurde.
Um die Immunogenitat die Proteine m.{ub.Hsp70-HER2/neu,q9.579 und Hsp70-HER2/neusge.s79 zU
Uberpriifen, wurde das in BALB/c-Mdusen etablierte Immunisierungsprotokoll angewandt und die
Mause mit 500 pmol Protein in Kombination mit 50 pg CpG und 100 nmol CD4" T-Helferepitop zweimal
im Abstand von einer Woche subkutan immunisiert. Als Helferepitop wurde hier eine Sequenz aus dem
Hepatitis-B-Virus (TyHBVe) eingesetzt. Die Bestimmung des Restgehalts an LPS in den applizierten
Proteinlésungen ergab Werte von 9.4 bis 96.0 pg LPS pro Injektion (0.002-0.019 EU/upg). Wie in
Abbildung 33 gezeigt, konnte durch eine Immunisierung mit dem KIFGSLAFL-Peptid eine spezifische
Immunantwort induziert werden. Daher wurde als Kontrolle 100 nmol des Peptids analog appliziert.
Die Zellen aus der Milz bzw. den drainierenden Lymphknoten wurden 7 Tage nach der letzten
Immunisierung anhand der intrazelluldren IFNy-Farbung bzw. Uliber einen Zytotoxizitatstest auf
antigenspezifische T-Zellaktivitat Gberprift.

Wahrend nach der Peptidimmunisierung wie erwartet in den Lymphknoten mit 1.9 % und in der Milz
mit 1 % eine KIFGSLAFL-spezifische IFNy-Sekretion detektierbar war, zeigten weder die
Fusionsproteine m.tub.Hsp70-HER2/neu,99.579 UNd Hsp70-HER2/neu,q9.579, Noch die unfusionierten
Hitzeschockproteine oder HER2/neu,qs.579 alleine eine erkennbare spezifische Immunantwort (Abb. 34A
und 34B). Verglichen wurde die antigenspezifische T-Zellantwort mit unbeladenen Zellen (unspezifisch)
bzw. mit Zellen, die mit einem irrelevanten Peptid mit identischer HLA-Restriktion kurzzeitig stimuliert
worden waren (HIV-RT-spezifisch). Die Untersuchung der KIFGSLAFL-spezifischen T-Zellzytotoxizitaten
in der Milz zeigte wiederum keinerlei Reaktivitat der T-Zellen nach einer Immunisierung mit den
Fusionsproteinen, HER2/neu oder den Hitzeschockproteinen alleine, wahrend nach der Applikation des

Peptids eine T-Zellantwort von 19.5 % zu messen war (Abb. 34D). In den Lymphknoten dagegen
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konnte fiir das Protein m.tub.Hsp70-HER2/neuygs.579 €ine mit dem Peptid vergleichbare Zytotoxizitat
von 21.5 % gemessen werden, was nicht mit den Daten der IFNy-Farbung in Ubereinstimmung ist.

Eine Reproduktion der durch m.tub.Hsp70-HER2/neu;g9.579

induzierten KIFGSLAFL-spezifischen

Immunantwort gelang nicht, ebenso konnten die antigenspezifischen T-Zellantworten der beiden

getesteten Fusionsproteine durch andere Adjuvanzien wie Titermax oder komplettes Freund-Adjuvans

nicht gesteigert bzw. induziert werden (nicht gezeigt). Daher stellte sich im HHD-Modell anders als im
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Abbildung 34: Immunisierung von
HHD-Mausen mit Hsp-HER2/neu,qg.
s79-Fusionsproteinen. HHD-Mause
wurden mit 500 pmol der Proteine bzw.
100 nmol KIFGSLAFL-Peptid in
Kombination mit 100 nmol T,HBV und
50 pg CpG subkutan an Tag 0 und Tag 7
immunisiert. Die  antigenspezifische
IFNy-Sekretion wurde ex vivo und die T-
Zellzytotoxizitéat /n vivo an Tag 14 in
Lymphknoten und Milz untersucht.
Durch die IFNy-Farbung konnte nur nach
der Peptidimmunisierung eine
KIFGSLAFL-spezifische ~ Immunantwort
detektiert werden. Weder m.tub.Hsp70-
HER2/neu;g9.579, noch Hsp70-
HER2/neu,g9.579 induzierten eine
spezifische Immunitat (A und B). Auch
die Untersuchung der T-Zellzytotoxizitat
zeigte  kein  Signal nach  der
Immunisierung mit Hsp70-HER2/neuygs.
579, Wahrend wie erwartet das Peptid
eine spezifische Antwort ausléste. Im
Fall von m.tub.Hsp70-HER2/neu,q9.579
konnte zwar in den Lymphknoten ein
KIFGSLAFL-spezifisches Signal detektiert
werden, nicht aber in Milzzellen (C und
D).
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BALB/c-Modell heraus, dass die Hitzeschockfusionsproteine keine ausreichende Immunogenitat
besaBen, um eine messbare HER2/neu-spezifische Immunantwort auszuldsen.

Da von dem Peptid KIFGSLAFL 100 nmol und damit die 200fache Menge im Vergleich zum Protein
eingesetzt wurde, sollte in einem neuen Ansatz die Peptid-, sowie die Proteinmenge variiert werden.
Damit konnte Uberpriift werden, ob die Menge der Proteine in den vorigen Experimenten zu gering war
und daher keine T-Zellaktivtat ausgelést wurde. HHD-Mause wurden mit 500 pmol bzw. 5 nmol des
Proteins m.tub.Hsp70-HER2/neu,g9.579 bzw. mit 500 pmol und 100 nmol KIFGSLAFL in Kombination mit
100 nmol TyHBVyre und 50 pg CpG im Falle des Peptids bzw. 5 uG CpG im Falle der Proteine subkutan
immunisiert. Der Endotoxinrestgehalt betrug 21 pg pro 500 pmol des Proteins m.tub.Hsp70-
HER2/neu,g9579 (0.01 EU/Hg). Am Tag 10 nach der Immunisierung wurden die drainierenden
Lymphknoten und die Milz entnommen, um die Zellen Uber finf Tage /in vitro mit 1 pyM KIFGSLAFL zu
restimulieren. Die antigenspezifische IFNy-Sekretion dieser Zellen ist in Abbildung 35 dargestellt. Es
zeigte sich, dass sowohl 500 pmol des Peptids als auch dieselbe Menge an Protein keine
Immunogenitadt besitzen. Auch die 10fache Menge an m.t{ub.Hsp70-HER2/neuyq9.579 (5 nmol) konnte
keine KIFGSLAFL-spezifische Immunantwort auslésen. 100 nmol des Peptids dagegen induzierten wie

erwartet eine spezifische IFNy-Sekretion in den CD8" T-Zellen der Milz und der Lymphknoten.

Somit gelang es im HHD-Modell nicht, durch die Hsp-Fusionsproteine eine HER2/neu-spezifische
Immunogenitat zu induzieren, wahrend im BALB/c-Modell unter &quivalenten Immunisierungs-

bedingungen antigenspezifische Immunantworten gemessen werden konnten.

wurde es in geringerer Dosis

T -
1.5
Ogi “ i _ appliziert. Fir das Protein dagegen
o] ‘ ‘ ‘ — mmamn | | konnte weder bei 500 pmol noch bei

A Intrazelluldre IFNy—Férbung in Milzzellen nach 5-tégiger in Abl:!lldl.!ng 35: ve_rgleICh untgr-
vitro Restimulation mit KIFGSLAFL schiedlicher Protein- und Peptid-
s 4 mengen in HHD-Md&usen. Die
T 35— unspesfech _ antigenspezifische Aktivitat der CD8*
S .2 T mKIFGSLARL spesifisch T-Zellen aus der Miz und den
z > | Lymphknoten wurde nach einmaliger
5 15 Immunisierung  mit  m.{ub.Hsp70-
;—: 0;: HER2/neu,g9.579 in Kombination mit 5
8 5] Mg CpG bzw. mit KIFGSLAFL in
5 nmol 500 prmol 500 prrol 100 nmol PBS Kombination mit 50 pg CpG und 100
m.tuz;szpm- m.tugg:zp70- KIFGSLAFL KIFGSLAFL nmol ToHBVore und f'L'lnfta'giger n
vitro Restimulation mit 1 pM Peptid
mittels intrazelluldrer IFNy-Férbung
B Intrazel'llul.'a're IFNyI—Férbun:q in Ly.mphk.notenzellen nach 5- untersucht. Es zeigte sich, dass das
E tagiger in vitro Restimulation mit KIFGSLAFL Peptid bei einer Dosis von 100 nmol
§ s sowohl in der Milz (A) als auch in den
§ 4% |munspezifisch T Lymphknoten (B) eine KIFGSLAFL-
g 35 |— WKIFGSLAFL spedifisch spezifische Immunantwort induzierte,
£ 25 | T diese Immunogenitdt aber verlor,
5
E3
[
2 5 nrmol 500 prmol 500 prmol 100 nmol PBS 5 nmol eine antigenspezifische IFNy-
S} m.tub.Hsp70-  m.tub.Hsp70- KIFGSLAFL KIFGSLAFL .
HERD HERD Sekretion beobachtet werden.

101



Ergebnisse

6.3.9 Erhohung der HER2/neu-spezifischen Immunitiat in HHD-Mdusen durch
Peptidmodifikationen

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass im HHD-Mausmodell mit den Hsp-HER2/neu,gq.579-
Fusionsproteinen keine messbare KIFGSLAFL-spezifische Immunantwort induziert werden konnte. Die
Immunisierung der Mause mit dem Peptid selbst dagegen ergab sowohl in Milzzellen als auch in den
drainierenden Lymphknoten eine spezifische T-Zellantwort. Neben der im Vergleich zum Peptid
geringeren Proteindosis kénnte ein weiterer Grund fiir die Ineffizienz der Proteine die homologe
Sequenz des Antigens sein. Analog zum K%restringierten CD8* T-Zellepitop PYVSRLLGI, das neben
TYLPTNASL als HER2/neu-spezifisches Antigen in den Fusionsproteinen fiir das BALB/c-Modell
eingesetzt wurde, war auch das aus der humanen Sequenz verwendete HLA-A2 Epitop KIFGSLAFL
homolog zur murinen Sequenz.

Zur Untersuchung, in wieweit die Sequenzhomologie die Immunogenitat der Peptide beeinflusste,
wurden HHD-Mause mit KIFGSLAFL (HER2/neusgs377) und zwei weiteren HLA-A2-restringierten CD8*
T-Zellepitopen aus der humanen HER2/neu-Sequenz immunisiert (ILHNGAYSL, HER2/neusss.44> und
ALCRWGLLL, HER2/neus.3). Die murinen Sequenzen dieser Peptide zeichnen sich durch einen
Aminosdureaustausch an einer bzw. zwei Positionen in den Epitopen aus (IHLDGAYSL bzw.
AWCRWGELL). 100 nmol der humanen bzw. murinen CD8" T-Zellepitope wurden zusammen mit 100
nmol TyHBVe und 50 pg CpG subkutan appliziert (Abb. 36). Zellen aus der Milz und den
Lymphknoten wurden an Tag 10 nach der Immunisierung fiir 5 Tage /n vitro mit 1 pM des jeweiligen
Peptids restimuliert und auf antigenspezifische IFNy-Sekretion iberpriift. Es zeigte sich, beziiglich des
Peptids IHLNGAYSL, dass sowohl mit der humanen als auch mit der murinen Sequenz in HHD-Mausen
eine antigenspezifische Immunantwort induziert werden konnte (Abb. 36A). Im Gegensatz dazu trat
bei der Immunisierung mit ALCRWGLLL eine peptidspezifische T-Zellantwort auf, wahrend das murine
Peptid AWCRWGEFLL diese nicht induzieren konnte.

Der Vergleich der Immunantworten dieser Peptide mit KIFGSLAFL machte deutlich, dass die
HER2/neu-spezifische IFNy-Sekretion, die durch ILHNGAYSL bzw. ALCRWGLLL ausgeldst wurde,
geringer als die durch KIFGSLAFL induzierte Immunantwort war, was zeigt, dass KIFGSLAFL trotz der
Homologie zur murinen Sequenz die starkste Immunogenitat besitzt. Um eine mdgliche Steigerung der
KIFGSLAFL-spezifischen Immunantwort zu erreichen, wurde ein modifiziertes Epitop eingesetzt, das
an Position 2 und 9 statt Isoleucin bzw. Leucin ein Valin enthalt (Vertuani et al, 2004). Die
Abbildungen 36B und 36C zeigen, dass durch diese Peptidmodifikation nicht nur eine starke
KVFGSLAFV-spezifische T-Zellantwort, sondern auch eine starke Immunantwort zur murinen Sequenz
KIFGSLAFL erzielt werden konnte. Diese KIFGSLAFL-spezifische Immunitat wurde auch nach der
Immunisierung mit einem verlangerten KIFGSLAFL-Peptid erreicht, welches N-terminal zusatzlich die
tat-Translokationssequenz enthielt. Es zeigte sich, dass diese Peptidmodifikation einerseits eine hohe
KIFGSLAFL-spezifische Immunantwort induzierte, aber auch umgekehrt KVFGSLAFV-spezifische T-
Zellen aktivierte. Der Vergleich mit der durch das homologe Peptid induzierten Immunantwort machte
deutlich, dass die KIFGSLAFL-spezifische T-Zellantwort in HHD-Mausen durch modifizierte Peptide in
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der Milz um das 16fache (KVFGSLAFV) bzw. um das 30-fache (tat-KIFGSLAFL) und in den

Lymphknoten um das 6 bis 8fache gesteigert werden konnte.

Analog zu den Ergebnissen im HHD-Mausmodell sollte auch im BALB/c-System die Modifikation des

CD8* T-Zellepitops TYLPTNASL durch eine N-terminale vorangestellte tat-Translokationssequenz in

Bezug auf die Peptid-induzierte Immunantwort untersucht werden. Dazu wurden die Tiere mit 100

nmol bzw. 500 pmol des jeweiligen Peptids in Kombination mit 100 nmol T,OVA und 50 pg CpG im

Abstand von 7 Tagen zweimal subkutan immunisiert und die spezifische T-Zellzytotoxizitdt eine Woche

nach der letzten Immunisierung /n vivo untersucht. Die in Abbildung 37 gegenibergestellten

antigenspezifischen T-Zellantworten zeigen, dass wie bereits in 6.3.4 dargestellt, die Immunisierung
mit 500 pmol TYLPTNASL im Gegensatz zu 100 nmol des Peptids eine starkere T-Zellzytotoxizitat

induzierte (Abb. 37A).

Die zusatzliche tat-Translokationssequenz am Peptid steigerte diese

Immunantwort entgegen der Beobachtungen im HHD-Mausmodell nicht. In den Lymphknoten konnte

mit einer T-Zellzytotoxizitat von 18.7 % bei einer Menge von 100 nmol zwar eine TYLPTNASL-

spezifische T-Zellaktivitdt detektiert werden, diese war aber deutlich geringer als die des Peptids
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Abbildung 36: Immunisierung
von HHD-Mausen mit
modifizierten Peptiden. Zur

Untersuchung der Auswirkung der
Sequenzhomologie bzw. von
Peptidmodifikationen auf die
Immunogenitat der Peptide wurden
HHD-M&use mit 100 nmol des CD8*
T-Zellepitops in Kombination mit 100
nmol TyHBV.e und 50 pg CpG
subkutan immunisiert. An Tag 10
wurden die Zellen aus Milz und
Lymphknoten fiir 5 weitere Tage mit
1 uM des spezifischen Peptids /n vitro
restimuliert. Die Untersuchung der

antigenspezifischen  IFNy-Sekretion
zeigte eine peptidspezifische
Immunantwort durch  KIFGSLAFL

sowie durch die humanen Peptide
IHLNGAYSL und ALCRWGLLL (A).

Auch die murine Sequenz
IHLDGAYSL konnte eine
peptidspezifische T-Zellantwort

ausltésen. Modifikationen des Peptids
KIFGSLAFL ermdglichten zusatzlich

zur  Immunantwort gegen das
modifizierte  Peptid auch  die
Induktion einer KIFGSLAFL-

spezifischen Immunitat. Dabei stiegt
die spezifische T-Zellantwort im
Vergleich zur Immunisierung mit dem
homologen Peptid in der Milz um das
16 bzw. 30fache (B) und in den
Lymphknoten um das 6 bis 8fache

(€).
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alleine, wenn es mit 500 pmol eingesetzt wurde (37.7 %). In der Milz zeigte sich, dass 100 nmol des
tat-Peptids mit 16.7 % eine vergleichbare Immunitat induzierte wie 500 pmol TYLPTNASL (Abb. 37B).
500 pmol des tat-modifizierten Peptids ldsten keine antigenspezifische Immunantwort aus. Ebenso
wenig konnten die tat-modifizierten Peptide eine Immunitdt gegen das murine Epitop TYLPANASL

induzieren (nicht gezeigt).

Somit wurde deutlich, dass die in HHD-Mausen induzierte HER2/neu-spezifische Immunogenitat durch

Peptidmodifikationen deutlich erhéht werden konnte, wahrend dies im BALB/c-System nicht gelang.

A TYLPTNASL-spezifische Imnmunantwort in B TYLPTNASL-spezifische Inmunantwort in Milzzellen
Lymphknotenzellen nach einer Immunisierung mit nach einer Immunisierung mit modifiziertem Peptid
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Abbildung 37: Immunisierung von BALB/c-Madusen mit modifizierten Peptiden. BALB/c-
Mause wurden mit 100 nmol bzw. 500 pmol des CD8* T-Zellepitops TYLPTNASL mit oder ohne die
zusatzliche N-terminale tat-Translokationssequenz in Kombination mit 100 nmol T,OVA und 50 ug
CpG subkutan an Tag 0 und Tag 7 immunisiert. Eine Woche nach der letzten Immunisierung wurde
die antigenspezifische T-Zellzytotoxizitdt /7 vivo in der Milz und den drainierenden Lymphknoten
untersucht. Die durch 500 pmol TYLPTNASL in den Lymphknoten induzierte spezifische T-Zellantwort
von 37.7 % konnte durch die Modifikation des Peptids nicht gesteigert werden (A). In der Milz zeigte
eine Immunisierung mit 100 nmol des tat-modifizierten Peptids eine mit 500 pmol TYLPTNASL
vergleichbare T-Zellantwort von 16.7 % (B).

In Abschnitt 6.3 wurde gezeigt, dass sowohl im BALB/c-Mausmodell als auch in HHD-
Mausen HER2/neu-spezifische Immunantworten gegen die humanen Epitope TYLPTNASL
bzw. KIFGSLAFL induzierbar sind. Fiir eine erfolgreiche Peptidimmunisierung wurde
neben dem CD8* T-Zellepitop ein CD4* T-Helferepitop bendtigt und ein zusatzliches
Adjuvans wie IFA oder CpG. Zur Evaluierung der verschiedenen Hitzeschockproteine
hinsichtlich ihres Adjuvanzeffektes wurden Fusionsproteine untersucht, die zwei in Reihe
klonierte K%-restringierten CD8* T-Zellepitope aus der humanen HER2/neu-Sequenz
enthielten. Drei der vier untersuchten Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine induzierten eine
antigenspezifische Immunantwort gegen das Modellantigen TYLPTNASL, wenn sie in
Kombination mit dem Helferepitop und CpG verabreicht wurden. Die unfusionierten
Hitzeschockproteine hatten keinen immunogenen Effekt. Die Adjuvansmenge spielte bei
der Immunogenitat der Proteine eine entscheidende Rolle, da die T-Zellantwort bei einer
mittleren CpG-Menge (5 pg) stiarker war als bei hohen Dosen (50 pg). Umgekehrt
korrelierte beim synthetischen Peptid die Immunogenitat mit der CpG-Menge. Der direkte
Vergleich zeigte, dass die Proteine Hsp70-HER2/neu;z und Hsc70-HER2/neuqe
immunogener waren als m.tub.Hsp70-HER2/neuyg, wahrend durch Hsp70L1-HER2/neuq
keine T-Zellaktivitat induziert werden konnte. Alle drei immunogenen Proteine zeigten
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bei 500 pmol eingesetzter Proteinmenge eine stirkere antigenspezifische Immunantwort
als 100 nmol des Peptids. In Kombination mit 5 pg CpG besaBen Hsc70-HER2/neuye und
Hsp70-HER2/neu wiederum eine stirkere Immunogenitat verglichen mit 500 pmol des
Peptids, wahrend m.tub.Hsp70-HER2/neu eine mit dem Peptid vergleichbare
Immunantwort induzierte. Bei geringen Adjuvansmengen (0.5 pg) zeigte das Protein
Hsp70-HER2/neu;r den besten stimulatorischen Effekt. Die effektive Induktion einer
TYLPTNASL-spezifischen Immunantwort durch Hsc70-HER2/neu konnte auch mit einem
analogen Fusionsprotein, das die HER2/neu-Sequenz 26-136 enthalt, bestdtigt werden.

In HHD-Mausen gelang die Induktion einer spezifischen T-Zellantwort gegen das
Selbstepitop KIFGSLAFL, dessen Sequenz im humanen und murinen System identisch ist,
durch die Immunisierung mit Peptid, jedoch nicht durch die Hitzeschockfusionsproteine.
Die Applikation von sequenzmodifizierten Peptiden ermoglichte eine Steigerung der
antigenspezifischen Immunantwort. Die Induktion einer gegen das Selbstpeptid
(TYLPANASL) gerichteten Immunantwort gelang im BALB/c-Modell weder durch eine
Immunisierung mit Peptid oder den Hsp-Fusionsproteinen, noch durch

Peptidmodifikationen.

6.4 Induktion einer Hsp-HER2/neu-Fusionsprotein vermittelten anti-

tumoralen Immunantwort in BALB/c-Mausen

Im vorigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Hitzeschockfusionsproteine Hsp70-HER2/neu,
Hsc70-HER2/neurs und m.fub.Hsp70-HER2/neux eine HER2/neu-spezifische Immunantwort in
BALB/c-Mausen ausldsten. In vivo bzw. ex vivo wurde eine antigenspezifische T-Zellzytotoxizitat und
IFNy-Produktion in CD8* T-Zellen detektiert. Im Folgenden wurde untersucht, ob diese durch die
Proteine induzierte Immunitdt ausreicht, um in BALB/c-Mausen das Wachstum von HER2/neu

exprimierenden Tumoren zu verhindern.

6.4.1 Uberpriifung der Tumorzelllinie D2F2/E2 auf HER2/neu-Expression

Die Zelllinie D2F2/E2 ist eine murine Mammakarzinomzelllinie aus BALB/c, die mit humanem
HER2/neu transfiziert wurde und inzwischen als etabliertes Transplantationstumormodell in BALB/c-
Mdusen eingesetzt wird (Piechocki et al, 2001). Um zu dberprifen, ob die Zelllinie das
Membranmolekiil HER2/neu Uberexprimiert, wurden durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt.
Die spezifische Farbung der Oberflachenmolekiile zeigte, dass die Transfektante D2F2/E2 im Vergleich
zur parentalen Zelllinie D2F2 HER2/neu deutlich tberexprimiert (Abb. 38B). Auch das MHC-Klasse-I-
Molekiil H-2K® wird in diesen Zellen stérker exprimiert als in D2F2 (Abb. 38A). Als Kontrolle wurden
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die Zellen jeweils mit den Sekundarantikdrpern alleine angefarbt, dabei zeigten sich keine
Hintergrundsignale.

Abbildung 38: Zelloberfiachen-
analyse der Transfektante
D2F2/E2. Zur Uberpriifung der
HER2/neu-Uberexpression in  der
Mammakarzinomzelllinie D2F2/E2
wurde die Oberflachenexpression
durchflusszytometrisch  nachgewiesen.
Wahrend auf der parentalen Zelllinie
100 101 102 103 10 100 10" 102 10% 10* | D2F2 das Protein HER2/neu nicht
Maus aK? + Ziege-a—~Maus-PE Herceptin + Ziege-a—Human-PE detektiert werden konnte, wurde es in
Sekundirantikérperkontrolle D2F2/E2 stark exprimiert. Das MHC-
D2F2 Klasse-I-Molekiil H-2K® wurde auch in
D2F2/E2 D2F2/E2 starker exprimiert als in D2F2.

>

Zellzahl
Zellzahl

6.4.2 Inhibition des Tumorwachstums in BALB/c durch prophylaktische
Immunisierung mit den Hsp-HER2/neu-Fusionsproteinen

A) Antitumorale Wirkung der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine

Die Fragestellung, ob durch prophylaktische Immunisierung der BALB/c-Mduse mit den
Hitzeschockfusionsproteinen das Wachstum der D2F2/E2-Tumoren verhindert bzw. verzégert werden
kann, wurde zundchst am Protein m.fub.Hsp70-HER2/neus bearbeitet. Die Tiere wurden mit 500
pmol dieses Proteins bzw. 100 nmol des Peptids TYLPTNASL in Kombination mit 100 nmol des CD4*
T-Helferepitops T,OVA zweimal im Abstand von 7 Tagen subkutan immunisiert. Der Restgehalt an LPS
in der Proteinprobe betrug 28 pg Endotoxin pro 500 pmol appliziertes Protein (0.038 EU/ug). Finf
Tage nach der letzten Immunisierung wurden die Tumorzellen D2F2/E2 bzw. der parentale Tumor
D2F2 ebenfalls subkutan appliziert und das Tumorwachstum Uber 43 Tage verfolgt. Wahrend, wie
erwartet, die mit PBS injizierten Mause nach zirka 7 Tagen einen messbaren Tumor ausbildeten, der
nach 23 Tagen auf ein maximales Volumen von 600 mm?® auswuchs, zeigten {iber die gesamte
Beobachtungsdauer keine der mit m.tub.Hsp70-HER2/neu immunisierten Mause einen Tumor (Abb.
39A). In der Mausgruppe, der das Peptid verabreicht wurde, zeigte eine von fiinf Mdusen ein
Tumorwachstum. Die parentale Tumorzelllinie D2F2 dagegen konnte im Wachstum nicht behindert
werden, weder durch die Protein- noch durch die Peptidimmunisierung. Abbildung 39B zeigt, dass die
Tumoren in allen drei Gruppen ein vergleichbares Wachstum aufwiesen.

In Abschnitt 6.3.4 konnte gezeigt werden, dass die Fusionsproteine in Kombination mit 5 pg des
Adjuvans CpG einen starkeren immunstimulatorischen Effekt besaBen als in Zusammenhang mit 50 ug.
Daher wurde fiir die Untersuchung aller vier Hitzeschockfusionsproteine in Bezug auf ihre antitumorale
Wirkung jeweils 500 pmol des Proteins kombiniert mit 5 pg des Adjuvans eingesetzt. Das restliche LPS
in den Proteinlésungen lag bei einem Wert zwischen 4.4 und 19.0 pg pro Injektion (0.005-0.038
EU/ug). Da, wie in 6.3.4 beschrieben, auch festgestellt wurde, dass 500 pmol des Peptids effektiver
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Abbildung 39: M.tub.Hsp70-

A Tumorwachstum von D2F2/E2 nach prohylaktischer . R g
Immunisierung mit m.tub. Hsp70-HER2/neurg HER2/neure induzierte Inhibition
_ Zgg o500 pol miubFBp70- - des Tu_morwachstuTs von
T 700 HER2 + 2049 oG | T T QZFZ/EZ in BI-_\LB/c-Mausen. D!e
% 60 s049Cpo » Tiere wurden mit 500 pmol Protein
g o™ bzw. 100 nmol TYLPTNASL in
5 300 £ Kombination mit 100 nmol T,OVA und
E 200 /Vl/ — pad 50 ug CpG zweimal im Abstand von 7
0leo—o—o" Tagen subkutan immunisiert. 5 Tage
0 2 5 7 9 12 14 16 19 21 23 22 26 30 33 36 40 43 nach der letzten Immunisierung
Zeit nach der Tumorinokulation [Tage] erfolgte die Applikation von 5 x 105
Tumorzellen. Mause, die nur PBS
erhalten hatten, entwickelten wie
B Tumorwachstum von D2F2 nach prohylaktischer e_rwartet nach ungefahr einer Woche
Immunisierung mit m.tub. Hsp70-HER2/neue einen tastbaren Tumorl der nach 22
900 Tagen auf eine GréBe von zirka 600
E?gg L oo O | = mm’ angewachsen war. Alle Méuse,
S 600t die mit m.tub.Hsp70-HER2¢
2 ool 1 immunisiert wurden, waren vor einem
2 300 - I/f/' Tumorwachstum (iber einen Zeitraum
§ = o 2 von 43 Tagen geschiitzt. Bei den
Obe oo e o & o Peptid-immunisierten Mausen zeigte
0 2 5 7 9 12 14 16 19 21 23 22 26 30 33 36 40 43 ein Tier eine Tumorentwick|ung (A)
Zeit nach der Tumorinokulation [Tage] Weder TYLPTNASL noch m. z‘ub.Hsp70-
HER2: verhinderten das Wachstum

des parentalen Tumors D2F2 (B).

als 100 nmol waren, sollte dieser Mengenvergleich auch hier untersucht werden. Die Proteine bzw.
Peptide wurden zusammen mit 100 nmol des Helferepitops T,OVA und 5 pg CpG bzw. ohne Adjuvans
an Tag 0 und 7 subkutan appliziert. Wiederum 5 Tage nach der letzten Immunisierung wurden die
Tumorzellen D2F2/E2 ebenfalls subkutan injiziert und das Tumorwachstum verfolgt. Abbildung 40A
zeigt, dass die Proteine Hsp70-HER2/neuts und Hsc70-HER2/neurs ohne zusatzliches Adjuvans eine
deutliche antitumorale Wirkung besaBen. Im Vergleich zu 100 nmol Peptid wurde durch die
prophylaktische Immunisierung mit den Proteinen das Wachstum des Tumors D2F2/E2 (ber einen
Zeitraum von 41 Tagen signifikant verlangsamt (P = 0.017 fiir Hsp70-HER2/neurg; P = 0.016 fiir
Hsc70-HER2/neure). In Kombination mit 5 pg CpG konnte durch Hsc70-HER2/neure das reprimierte
Tumorwachstum nochmals gesteigert werden, so dass eine Signifikanz von £ = 0.0003 erreicht wurde.
Der antitumorale Effekt des Proteins Hsp70-HER2/neurs konnte mit CpG nicht verbessert werden. Das
Protein ohne zusétzliches Adjuvans induzierte bereits ein deutlich verlangsamtes Tumorwachstum (P =
0.02). Die Kombination von 100 nmol TYLPTNASL mit 5 pg CpG konnte das Wachstum des Tumors
D2F2/E2 in BALB/c nicht verhindern oder verlangsamen (Abb. 40B). Im Unterschied dazu konnten 500
pmol des Peptids, wenn es mit Adjuvans verabreicht wurde, ahnlich zu m.tub.Hsp70-HER2/neure das
Tumorwachstum bis Tag 22 deutlich inhibieren (P = 0.002 fiir TYLPTNASL; P = 0.003 fir
m.tub.Hsp70-HER2/neurg) (Abb. 40D). Interessanterweise zeigte auch Hsp70L1-HER2/neurs einen
signifikanten antitumoralen Effekt, wobei analog zu Hsc70-HER2/neurs der antitumorale Effekt des
Proteins durch zusatzliches CpG weiter erhéht wurde (P = 0.004 ohne CpG; P = 0.0001 mit CpG). Fir
m.tub.Hsp70-HER2/neure ohne CpG konnte keine Verlangsamung des Tumorwachstums beobachtet
werden, ebenso wenig wie fir 500 pmol TYLPTNASL (Abb. 40C). Der antitumorale Effekt des Peptids
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in Kombination mit 5 pg CpG verlief in den ersten 24 Tagen der Wachstumskontrolle analog zu den
Proteinen m.tub.Hsp70-HER2/neurs bzw. Hsp70L1-HER2/neurs. Nach weiteren 13 Tagen (an Tag 37)
konnte aber in den Peptid behandelten Mausen eine mittleres Tumorvolumen von ungefdhr 2000 mm?
gemessen werden, was mehr als doppelt so gro war, als das der Protein behandelten Tiere (Abb. 40
D).

B) Antitumorale Wirkung der Hsp-HER2/neu,6.136-Fusionsproteine

Der antitumorale Effekt der Hitzeschockfusionsproteine sollte auch mit den HER2/neu,s.135-fusionierten
Konstrukten analysiert werden. Analog zu den vorigen Experimenten wurden die Tiere zunachst zu
zwei Zeitpunkten im Abstand von 7 Tagen mit jeweils 500 pmol des Proteins bzw. 500 pmol
TYLPTNASL-Peptid in Kombination mit 100 nmol T,OVA entweder ohne Adjuvans oder mit 5 pg CpG
subkutan immunisiert. Der Restgehalt des Endotoxins in den Proteinldsungen lag bei einem LPS-Wert
zwischen 3.1 und 63.0 pg (0.005-0.9 EU/ug) pro Injektion. 5 Tage nach dieser prophylaktischen
Immunisierung wurden die Tumorzellen ebenfalls subkutan appliziert und das Tumorwachstum
verfolgt. In Verbindung mit dem Adjuvans CpG zeigten alle Hsp-HER2/neue 136-Fusionsproteine im
Vergleich zu den PBS injizierten Mausen eine signifikante Verlangsamung des Tumorwachstums (P <
0.001) und damit ein damit langeres Uberleben (Abb. 41A und 41B). In diesem Zusammenhang wurde
als Kontrolle nicht das Peptid TYLPTNASL, sondern das unfusionierte Protein HER2/neus.13¢ verwendet.
Ebenso wie die Hitzeschockfusionsproteine zeigte auch HER2/neuye 136 in Kombination mit CpG einen
signifikanten antitumoralen Effekt nach prophylaktischer Immunisierung. Dieser Effekt trat ebenfalls
nach einer Immunisierung dieses Proteins ohne das Adjuvans CpG auf, wenn auch weniger deutlich (P
= 0.0037). Sowohl Hsp70-HER2/neu,s.13¢ als auch Hsc70-HER2/neuye 136 zeigten auch ohne CpG noch

ein verlangsamtes Tumorwachstum, welches aber nicht signifikant war (Abb. 41C).

C) Antitumorale Wirkung der tat-Hsp-HER2/neu,¢.136-Fusionsproteine

In Abschnitt 6.3.6 konnte bereits gezeigt werden, dass die N-terminale Translokationssequenz (tat)
eine starkere HER2/neu-spezifische T-Zellzytotoxizitdat hervorrief als das gleiche Protein ohne diese
zusatzliche Sequenz (Abb. 32). Zur Untersuchung, ob die tat-Sequenz auch Einfluss auf den
antitumoralen Effekt der HER2/neu-Fusionsproteine nimmt, wurden wiederum BALB/c-Mduse mit je
500 pmol Protein bzw. Peptid wie oben beschrieben prophylaktisch immunisiert. Dabei wurde auf die
zusatzliche Injektion des CpG verzichtet. Die Messung des LPS-Gehalts in den Proteinldsungen ergab
einen Wert von 48 pg pro 500 pmol tat-Hsc70-HER2/neu,e.135, Was im Bereich der sonstigen Werte fiir
die rekombinanten Proteine lag. Bei den Proteinen tat-Hsc70-HER2/neuys.13¢ bzw. tat-HER2/neuys.136
allerdings wurden mit 381 pg bzw. 547 pg weitaus hdhere LPS-Kontaminationen gemessen. Der
Vergleich der Tumorwachstumskurven in Abbildung 41D zeigt, dass im Gegensatz zum Peptid die
Proteine tat-Hsp70-HER2/neuys 135 und tat-Hsc70- HER2/neu,s.13¢ bis Tag 17 nach der Injektion der
Zellen das Tumorwachstum signifikant verzégerten (P = 0.0015 fir tat-Hsp70-HER2/neuy.13¢ bzw. P =
0.0006 fir tat-Hsc70-HER2/neuys 135). Auch bei tat-HER2/neuys 135 konnte im Vergleich zu den PBS

Mausen eine deutliche Verlangsamung des Tumorwachstums festgestellt werden (P = 0.0018). Das
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Peptid selbst konnte die Ausbildung des Tumors nicht signifikant verlangsamen, was mit den Daten
aus Abbildung 41C korreliert.

A Tumorwachstum von D2F2/E2 nach prohylaktischer Inmunisierung Abbildung 40: Vergleich der
mit den Hsp70-HER2/neurg und Hsc70-HER2/neurg antitumoralen Wirkung der
6000 Hsp-HER2/neu,e-Fusions-
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C Tumorwachstum von D2F2/E2 nach prohylaktischer Imnmunisierung eine signifikante Verlangsamung
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A Tumorwachstum von D2F2/E2 nach prophylaktischer Inmunisierung
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Abbildung 41: Vergleich der
antitumoralen Wirkung der
Hsp-HER2/neuye.136-Fusions-
proteine nach prophylak-
tischer Immunisierung. Nach
zweimaliger prophylaktischer
subkutaner Immunisierung mit
500 pmol Protein bzw.
TYLPTNASL in Kombination mit
100 nmol T,OVA und 5 pg CpG
bzw. ohne Adjuvans erfolgte die
Applikation von 5 x 10°
Tumorzellen. Zusammen mit dem
Adjuvans CpG induzierten die
Proteine  Hsp70-HER2/neuys.-136,
Hsc70- HER2/neuys-136, Hsp70L1-
HER2/neuy.13¢ und m.tub.Hsp70-
HER2/neu,s.13¢ €ine signifikante
Verlangsamung des  Tumor-
wachstums (P < 0.001) ebenso
wie das unfusionierte
Kontrollprotein ~ HER2/neuye.13¢.
Ohne CpG dagegen konnte nur
bei HER2/neuys.136 eine
signifikante Tumorverlang-
samung detektiert werden (P =
0.0037) (C). Die Proteine tat-

HERZ/neu26.136, tat'HSp70'
HER2/neuys.13¢ und tat-Hsc70-
HER2/neuy.13¢  zeigten  ohne
zusatzliches Adjuvans im
Vergleich zu 500 pmol Peptid ein
signifikant langsameres
Wachstum des Tumors in

BALB/c-Mausen (P = 0.0018 fiir
HERZ/neU26.136; P = 0.0015 fir
tat-Hsp70-HER2/neuys. 135 und P=
0.0006 fir tat-Hsc70-HER2/neus.

136) (D).

Diese Analysen zeigten, dass die verschiedenen Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine neben ihrer Fahigkeit,

antigenspezifische T-Zellzytotoxizitdt zu induzieren, auch eine prophylaktische antitumorale Wirkung in

BALB/c-Mausen aufwiesen. Wahrend die Tiere nach einer Peptidimmunisierung einen Tumor

entwickelten, konnte durch die Applikation der Proteine Hsp-HER2/neuts und Hsp-HER2/neuys.13¢ in
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Kombination mit CpG eine signifikante Tumorreprimierung erzielt werden. Auch ohne das zusétzliche
Adjuvans war bei Hsp70-HER2/neutg, Hsc70-HER2/neurg, tat-Hsp70-HER2/neu,s.135, tat-Hsc70-
HER2/neuy.13¢ und auch bei Hsp70L1-HER2/neur;, das bisher keine HER2/neu-spezifische
Immunogenitat entwickelt hatte, eine deutliche Verlangsamung des Tumorwachstums zu beobachten.
Allerdings zeigten auch die analogen HER2/neu-Proteine ohne den Hsp-Anteil einen mit den jeweiligen

Fusionsproteinen vergleichbaren prophylaktischen antitumoralen Effekt.

6.4.3 Rechallenge der tumorfreien BALB/c-Mduse nach prophylaktischer
Immunisierung mit den Hsp-HER2/neu:-Fusionsproteinen

Die prophylaktische Immunisierung von BALB/c mit m.{ub.Hsp70-HER2/neure in Kombination mit 50
Hg CpG verhinderte das Wachstum des Transplantationstumors D2F2/E2 in 5 von 5 Mausen (Abb.
39A). Die Frage, ob durch diese Immunisierung neben der primdaren Immunantwort auch T-Zell-
Gedachtnisantworten induziert werden, sollte anhand eines Rechallenge Experimentes geklart werden.
Dazu wurde den Tieren aus dem in Abbildung 39A dargestellten Experiment an Tag 27 nach der
ersten Injektion eine zweite Dosis Tumorzellen appliziert. Sowohl in den Protein-immunisierten
Mausen als auch in den Tieren, die durch eine Immunisierung mit 100 nmol TYLPTNASL und 50 pg
CpG zunachst keinen Tumor entwickelten, wurde eine Tumorentwicklung beobachtet (Abb. 42A). 4
von 5 Mausen, die mit Hsc70-HER2/neur immunisiert wurden, blieben bis Tag 41 nach der ersten
Tumorinjektion tumorfrei (Abb. 40B). Nach einer wiederholten Applikation von HER2/neu-

Uberexprimierenden Tumorzellen konnte allerdings kein Ausbleiben des Tumorwachstums festgestellt

A Wachstum von D2F2/E2 nach wiederholter Tumorinjektion in Abbildung 42: Wiederholte
m.tub. Hsp70-HER2/neurg bzw. TYLPTNASL immunsierten BALB/c Tumorinjektion in tumorfreien
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werden (Abb. 42B). Somit wurde durch eine prophylaktische Immunisierung mit den

Hitzeschockfusionsproteinen keine T-Zell-Gedachtnisantwort induziert.

6.4.4 Repression des Tumorwachstums durch therapeutische Immunisierung

Nachdem durch eine prophylaktische Immunisierung mit den Hsp-HER2/neure-Fusionsproteinen eine
signifikante Verlangsamung des Tumorwachstums D2F2/E2 in BALB/c zu beobachten war, sollte nun
die Immunogenitdt der Proteine in einem therapeutischen Ansatz untersucht werden. Dazu wurden
zunachst die Tumorzellen appliziert und nachdem der Tumor eine durchschnittliche GréBe von 20 bis
30 mm?® erreicht hatte, wurden die Tiere alle 2 bis 3 Tage subkutan mit 100 pmol Protein in
Kombination mit 20 nmol T,OVA und 10 pg CpG therapeutisch immunisiert. Die Berechnung des
Restgehalts an LPS pro 100 pmol Protein in den Proteinlésungen ergab Werte von 6.3 bis 18 pg fiir
Hsp70-HER2/neurg, Hsc70-HER2/neure (0.012-0.081 EU/ug) und m.tub.Hsp70-HER2/neure bzw. 226
pg fir Hsp70L1-HER2/neus (0.56 EU/ug). In Abbildung 43A zeigt sich, dass weder die siebenmalige

A Einfluss der therapeutischen Inmunisierung mit Hsp-HER2/neurg Abbildung 43: Therapeutische
Fusionsproteinen auf das Wachstum von D2F2/E2 in BALB/c Immunisierung mit den HSp'
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Applikation der Hitzeschockfusionsproteine noch die Immunisierung mit TYLPTNASL im Vergleich zur
Kontrollgruppe (PBS) eine Regression des etablierten Tumors bewirkte. In allen Tieren war ein
zunehmendes Tumorwachstum zu beobachten. Auch die Immunisierung mit 200 pmol m.{ub.Hsp70-
HER2/neu in Kombination mit wiederum 10 pg CpG (Abb. 43B) bzw. ohne zusatzliches Adjuvans (Abb.
43C) nahm keinen Einfluss auf die Tumorausbildung. Somit konnte durch therapeutische
Immunisierung mit den Hsp-HER2/neure-Fusionsproteinen keine Zurlickbildung eines etablierten
D2F2/E2 Tumors in BALB/c bewirkt werden.

In Abschnitt 6.4 wurde wie bereits in 6.3 beschrieben der Adjuvanzeffekt der
verschiedenen Hitzeschockproteinanteile in den Fusionsproteinen evaluiert, wobei hier
nun der antitumorale Effekt der Proteine untersucht wurde. Es zeigte sich, dass die
Hitzeschockfusionsproteine in BALB/c-Mausen einen HER2/neu-spezifischen
antitumoralen Effekt gegen einen Transplantationstumor entwickelten, welcher das
humane HER2/neu iiberexprimiert, wenn sie prophylaktisch appliziert wurden. Im Falle
der Fusionsproteine, die als HER2/neu-Anteil zwei K%-restringierte Epitope enthalten,
wurde beobachtet, dass die Proteine Hsp70-HER2/neur und Hsc70-HER2/neu ohne
Zugabe eines weiteren Adjuvans das Tumorwachstum bis Tag 41 signifikant
verlangsamten. Hsp70L1-HER2/neuy; konnte das Wachstum des Tumors bis Tag 22
signifikant hemmen, ohne dass ein zusdtzliches Adjuvans nétig war. M.tub.Hsp70-
HER2/neur besaB einen wachstumshemmenden Effekt in Kombination mit CpG. Das
verabreichte Peptid erreichte einen zundchst tumorreprimierenden Effekt nur durch die
zusatzliche Applikation von CpG.

Das Tumorwachstum eines bereits etablierten Tumors konnte durch therapeutische
Immunisierung weder mit den Fusionsproteinen noch mit Peptid zuriickgedrangt werden.
Ebenso wenig wurde durch die prophylaktische Immunisierung ein HER2/neu-
spezifisches immunologisches Gedachtnis entwickelt, das das Wachstum eines zweiten
Tumors verlangsamte bzw. dessen Regression bewirkt.

Die prophylaktisch applizierten Hitzeschockfusionsproteine, die mit dem HER2/neuyg 136~
Fragment fusioniert waren, bewirkten in Kombination mit einer mittleren Dosis CpG eine
signifikante Verlangsamung des Tumorwachstums. Wahrenddessen zeigten Hsp70-
HER2/neuys.136 und Hsc70-HER2/neu4c.136, die eine zusdtzliche N-terminale tat-Sequenz
enthielten, einen vergleichbaren antitumoralen Effekt, auch wenn sie ohne das Adjuvans
verabreicht wurden. Wahrend das Peptid, wie beschrieben, stets nur in Kombination mit
CpG tumorhemmend wirkte, konnten die Proteine HER2/neuys.136 bzw. tat-HER2/neuys-136
das Tumorwachstum nach prophylaktischer Immunisierung ohne Zugabe von CpG bis Tag

17 signifikant verlangsamen.
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6.5 Induktion einer HER2/neu-spezifischen Immunantwort durch die Hsp-
HER2/neu-Fusionsproteine in vitro

6.5.1 Maturierung von murinen dendritischen Zellen aus dem Knochenmark

Eine erfolgreiche Stimulation der antigenspezifischen T-Zellen setzt die Prdsentation des Antigens
durch dendritische Zellen (DC) und deren Reifung voraus. Um zu Uberpriifen, ob die
Hitzeschockfusionsproteine einen maturierenden Effekt besitzen, wurden dendritische Zellen aus dem
Knochenmark von BALB/c (BMDC) generiert und /n vitro kultiviert. Die Beladung mit 0.5 uyM der
Fusionsproteine folgte an Tag 6 bis Tag 8 der Kultur. Um die Abhangigkeit der DC-Reifung von der
Proteinmenge zu analysieren, wurden zusatzlich Zellen mit 1, 5 und 10 pM m.{ub.Hsp70-HER2/neu+e
bzw. 1.25 uM Hsp70-HER2/neure und Hsc70-HER2/neu+e inkubiert. Der Restgehalt des Endotoxins LPS
in den Proteinlésungen lag zwischen 11.3 pg und 5.9 ng pro 500 pmol der eingesetzten Proteinmenge
(0.002-0.563 EU/ug). In einem Kontrollansatz wurden die Zellen mit 1 pg/ml LPS stimuliert.

Die Oberflachenanalyse der BMDC nach 48-stiindiger Inkubation mit den Fusionsproteinen ist in
Abbildung 44 dargestellt. Es wurde deutlich, dass die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) des
kostimulatorischen Faktors CD80 durch Hsp70-HER2/neur und m.tub.Hsp70-HER2/neu+ signifikant
gesteigert werden konnte, wenngleich auch die LPS-induzierte BMDC-Reifung in einer starkeren CD80
Expression resultierte. Der Vergleich mit hdheren Konzentrationen an m.{ub.Hsp70-HER2/neu zeigte,
dass hier keine Dosisabhdngigkeit bestand.

CD86, ein weiteres kostimulatorisches Molekiil, wurde ebenfalls durch die Stimulation mit den
Proteinen m.tub.Hsp70-HER2/neu und Hsp70-HER2/neure verstdrkt exprimiert. Im Gegensatz zu
CD80 induzierten steigende Proteinkonzentrationen von m.t{ub.Hsp70-HER2/neure eine Erhéhung der
MFI um das Doppelte im Vergleich zur Mediumkontrolle. Die Inkubation der BMDC mit 5 pM
m.tub.Hsp70-HER2/neure erhdhte die Expression des Molekiils CD86 gleichermaBen wie 1 ug/ml LPS
im Kontrollansatz (Abb. 44A). Die Maturierung der BMDC mit 1.25 yM Hsp70-HER2/neuq flihrte zu
einer signifikanten Expressionsverstarkung von CD86 (Abb. 44C).

Beziiglich des Molekiils CD40 induzierten hohe Konzentrationen des Proteins m.{ub.Hsp70-HER2/neure
[5 uM], ahnlich wie die LPS-Kontrolle, eine signifikante Steigerung der MFI. Auch Hsp70-HER2/neu+e
konnte die Expression von CD40 erhdhen, wenngleich auch nicht signifikant (Abb. 44B). In einer
Konzentration von 1.25 uM induzierten die Proteine Hsp70-HER2/neuts und Hsc70-HER2/neur: eine
signifikante Erhéhung der CD40-Oberflachenexpression, ebenso wie 10 uM des Proteins m.tub.Hsp70-
HER2/neus, wahrend 5 uM dieses Proteins hier keine vergleichbare Expression induzierte (Abb. 44C).
Das Protein Hsp70L1-HER2/neurg, das in einer Konzentration von 0.5 UM eingesetzt wurde, schien
keinen maturierenden Effekt zu besitzen.

Diese Analysen zeigten, dass die Fusionsproteine m.tub.Hsp70-HER2/neurg, Hsp70-HER2/neu+ und
Hsc70-HER2/neurs einen BMDC-maturierenden Effekt hinsichtlich einer erhéhten Expression der
kostimulatorischen  Molekiile CD40, CD80 und CD86 besitzen, wenn sie in hohen
Proteinkonzentrationen eingesetzt werden. Hsp70L1-HER2/neurs dagegen besaB wie in den

Zytotoxizitdtsstudien keine immunstimulatorische Wirkung, da durch die Inkubation dieses Proteins
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auf BMDC keine verstarkte Expression der kostimulatorischen Oberflachenmolekiile induziert werden
konnte. Da der MFI insgesamt aber stets nur um knapp 100 % anstieg, bleibt es fraglich, ob die

Fusionsproteine hier eine physiologisch relevante Maturierung ausldsten.

A Maturierung von murinen BMDC durch Hsp-HER2/neug
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Abbildung 44: Zelloberflichenanalyse von BMDC nach Maturierung durch die Hsp-
HER2/neu-Fusionsproteine. BMDC wurden aus dem Knochenmark von BALB/c gewonnen und in
vitro mit unterschiedlichen Mengen an Hsp-HER2/neure-Fusionsproteinen bzw. 1 pg/ml LPS fiir 48
Stunden stimuliert. Das kostimulatorische Molekiil CD80 wurde durch die Proteine m.tub.Hsp70-
HER2/neure und Hsp70-HER2/neur signifikant verstarkt exprimiert. Eine Dosisabhangigkeit im Fall von
m.tub.Hsp70-HER2/neurs war dabei nicht zu erkennen (A). Das kostimulatorische Molekiil CD86 wurde
durch héhere Mengen an m.tub.Hsp70-HER2/neure verstarkt exprimiert, diese Beobachtungen konnten
allerdings nicht reproduziert werden (C). Eine Dosis von 1.25 uM des Proteins Hsp70-HER2/neure
induzierte dagegen eine signifikante Stimulation von CD86 (C). CD40 zeigte nach hohen Proteindosen
(5 UM m.tub.Hsp70-HER2/neurg bzw. 1.25 pM Hsp70-HER2/neurs und Hsc70-HER2/neute) eine
signifikante Verstarkung der Oberflachenexpression.
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6.5.2 In vitro-Restimulation der HER2/neu-spezifischen CD8* T-Zellen durch Hsp-
HER2/neure beladene BMDC

In einem ndchsten Schritt sollte die Kreuzprasentation der Hsp-HER2/neure-Fusionsproteine durch
BMDC gezeigt werden. Dazu wurden BALB/c-Mduse subkutan mit 500 pmol TYLPTNASL und 100 nmol
ThOVA in Kombination mit 5 pg CpG bzw. als Kontrolle mit PBS immunisiert. Sieben Tage nach der
Immunisierung wurden die Milz und die drainierenden Lymphknoten entnommen und /in vitro mit 1 uM
TYLPTNASL restimuliert, um HER2/neu-spezifische T-Zellen anzureichern. Parallel wurden BMDC
generiert und fiir 48 Stunden mit 5 pM m.tub.Hsp70-HER2/neure inkubiert (4 pg LPS pro 500 pmol
Protein; 0.002 EU/ug). Um eine Maturierung der BMDC zu garantieren, wurde den BMDC 24 Stunden
nach der Proteinzugabe 1 pg/ml LPS zugefiigt. Nach einem weiteren Tag wurden antigenspezifische T-
Zellen und Protein-beladene maturierte BMDC im Verhaltnis 5:1 (T-Zelle zu BMDC) fiir 40 Stunden
inkubiert. Dabei sollte das durch die aktivierten T-Zellen sekretierte IFNy an spezifische Antikorper auf
dem Plattenboden binden und Uber Sekundarantikbrper mittels einer Farbreaktion nachgewiesen
werden. Die Gegeniiberstellung der Peptid-restimulierten Milzzellen aus immunisierten bzw. PBS-
behandelten Mdusen in Abbildung 45 zeigte eine deutliche Aktivierung der TYLPTNASL-spezifischen T-
Zellen durch die Kokultivierung mit Peptidbeladenen BMDC. Unbeladene BMDC induzierten aber

ebenso eine Restimulation der antigenspezifischen T-Zellen, so dass keine Aussage Uber eine mdgliche

In vitro Restimulation von HER2/neu-spezifischen CD8" T-Zellen
mittels m.tub.Hsp70-HER2/neu+g beladenen BMDC (Elispot)

~
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Abbildung 45: In vitro Restimulation TYLPTNASL-spezfischer CD8* T-Zellen durch
Fusionsprotein beladenene BMDC. BALB/c-Mause wurden subkutan mit 500 pmol TYLPTNASL
in Kombination mit 100 nmol T,OVA und 5 ug CpG bzw. als Kontrolle mit PBS immunisiert. An Tag
7 wurden die Zellen aus der Milz und den drainierenden Lymphknoten /n vitro mit 1 pM
TYLPTNASL restimuliert. Parallel wurden BMDC aus BALB/c kultiviert und fiir 48 Stunden mit 5 uM
m.tub.Hsp70-HER2/neure und zusatzlich 1 pg/ml LPS beladen bzw. maturiert. Die Kokultivierung
der BMDC und T-Zellen fand fiir 40 Stunden in einem Verhaltnis von 5:1 (T-Zelle zu BMDC) statt.
Im Vergleich zu den T-Zellen aus PBS-injizierten Kontrollmdusen zeigten T-Zellen, die mit Peptid-
beladenen BMDC restimuliert wurden eine deutliche Aktivierung in Form einer IFNy-Sekretion. In
Bezug auf die Restimulation mit Protein-beladenen BMDC zeigte sich zwar auch ein Unterschied
zur PBS-Kontrolle Da aber ebenfalls eine hohe T-Zellstimulation von unbeladenen BMDC ausgeht,
ist eine Aussage Uber die Restimulation antigenspezifischer T-Zellen durch Protein-beladene BMDC
nicht mdglich.
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/n vitro Restimulation der TYLPTNASL-spezifischen CD8* T-Zellen durch m.tub.Hsp70-HER2/neure

beladene BMDC getroffen werden kann.

Die in Abschnitt 6.5 dargestellten Analysen zeigen, dass sowohl m.tub.Hsp70-HER2/neur
als auch Hsp70-HER2/neu: und Hsc70-HER2/neu: einen maturierenden Effekt besitzen,
so dass kostimulatorische Molekiile wie CD80 und CD86 sowie CD40 auf murinen BMDC
verstarkt exprimiert werden. Keines der Fusionsproteine konnte die BMDC-Reifung im
Vergleich zum Kontrollansatz mit 1 pg/ml LPS verbessern und es wurde deutlich, dass
hohe Mengen der rekombinanten Proteine nétig waren, um die Expression der
Oberflaichenmolekiile zu verstirken. Die Prozessierung der Hsp-HER2/neu-
Fusionsproteine und die Restimulation antigenspezifischer T-Zellen sollte in vitro durch
eine Kokultivierung von Protein-beladenen BMDC mit Milzzellen aus immunisierten
Mausen gezeigt werden. Bereits unbehandelte BMDC konnten T-Zellen in Form einer
IFNy-Sekretion aktivieren, so dass die in vitro Restimulation von TYLPTNASL-spezifischen
T-Zellen durch Protein-beladene BMDC in diesem System nicht untersucht werden

konnte.

6.6 Darstellung der HER2/neu-spezifischen T-Zellen durch die MHC:Peptid-

Fc-Dimere

Die Herstellung der MHC:Peptid-Fc-Dimere hatte zum Ziel, antigenspezifische T-Zellen im
Durchflusszytometer analog zu kommerziell erhdltlichen Tetrameren bzw. Pentameren sichtbar zu
machen. Nachdem die Generierung und Expression dieser Molekiile gelungen war, sollte in dieser
Arbeit die Farbung HER2/neu-spezifischer T-Zellen iberpriift werden, um so den Grundstein fiir die
Detektion weiterer spezifischer T-Zellen mittels dieser Dimere zu legen.

Wie in 6.2.6 beschrieben wurden die Proteine in HEK293T-Zellen exprimiert und konnten Uber die
konstante Region des IgG;-Fusionsteils liber Protein-A-Sepharose aufgereinigt werden. Zur Detektion
der HER2/neu-spezifischen T-Zellen in BALB/c wurde ein K9 TYLPTNASL-Fc-Dimer hergestellt. Parallel
war ein HLA-A2:KIFGSLAFL-Fc-Dimer generiert worden, das dem Nachweis HER2/neu-spezifischer T-

Zellen aus humanem Blut bzw. Knochenmark diente.

6.6.1 Detektion TYLPTNASL-spezifischer T-Zellen in BALB/c-Mausen

Um in BALB/c-Mausen HER2/neu-spezifische T-Zellen zu induzieren, wurden die Tiere mit 100 nmol
TYLPTNASL und 100 nmol T,OVA in Kombination mit 50 pg CpG bzw. als Kontrolle mit PBS subkutan
immunisiert. Die Zellen aus der Milz und den drainierenden Lymphknoten wurden nach einer Woche
fur 5 Tage /n vitro mit 1 uM TYLPTNASL restimuliert, bevor die spezifischen T-Zellen Gber die Bindung
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des K% TYLPTNASL-Dimers und sekundare fluoreszenzmarkierte Antikdrper nachgewiesen wurden. Der
Vergleich der Zellen aus der Peptid-immunisierten Maus mit T-Zellen aus der PBS-Kontrollmaus
machte deutlich, dass Uber das Dimer K%:TYLPTNASL-spezifische CD8" T-Zellen vorrangig in
vorbehandelten Mausen detektierbar waren, wahrend in nicht-immunisierten Tieren nur eine
schwache Hintergrundsfarbung auftrat (Abb. 46A). Die Titration des Dimers auf den murinen Zellen
zeigte, dass mit Ausnahme von 1 pg die Prozentzahl der nachgewiesenen CD8* TYLPTNASL-
spezifischen T-Zellen mit zunehmender Menge des eingesetzten Dimers proportional stieg. Allerdings
nahm durch héhere Dimerkonzentrationen auch die Hintergrundfarbung zu, so dass in der PBS-
Kontrolle scheinbar verstarkt TYLPTNASL-spezifische T-Zellen detektiert wurden.

Nachdem die Spezifitdt des Dimers in einer Peptid-immunisierten Maus gezeigt werden konnte, sollte
diese Detektionsmethode der antigenspezifischen T-Zellen auf mit Hsp-HER2/neu-Fusionsprotein
immunisierte Mduse (ibertragen werden. Da, wie in 6.3.3 gezeigt, das Protein Hsc70-HER2/neu+g in
BALB/c eine hohe TYLPTNASL-spezifische Immunantwort auslésen konnte, wurden BALB/c mit 500
pmol dieses Proteins und 100 nmol T,OVA in Kombination von 5 pg CpG immunisiert und nach 7
Tagen einmal restimuliert. Der Nachweis der HER2/neu-spezifischen T-Zellen erfolgte 1 Woche nach
der letzten Immunisierung ex vivo bzw. nach einer zusatzlichen /n vitro Restimulation mit 1 uM Peptid.
Wahrend in den Milzzellen ex vivo keine Detektion TYLPTNASL-spezifischer T-Zellen im Vergleich zu
den Zellen aus PBS-immunisierten Mausen maglich war (nicht gezeigt), konnten in den Lymphknoten
mit einer Dimermenge ab 0.1 pg antigenspezifische T-Zellen detektiert werden (Abb. 46B). Nach einer
in vitro Restimulation mit Peptid lieBen sich auch in den Milzzellen der Hsc70-HER2/neure
immunisierten Tiere Uber das Dimer TYLPTNASL-spezifische T-Zellen anfarben, wahrend in Zellen der
PBS-Maus nur Hintergrundssignal zu detektieren war (Abb. 46C). Abbildung 46D zeigt exemplarisch
die durchflusszytometrische Anfarbung TYLPTNASL-spezifischer CD8* T-Zellen aus den Lymphknoten
einer PBS- bzw. Hsc70-HER2/neurs-immunisierten Maus. Um sicherzustellen, dass T-Zellen fiir die
Analyse der Dimerspezifitdt untersucht wurden, wurde jeweils eine Region (R3) von lebenden CD3*
und CD8* T-Zellen festgelegt und der Prozentsatz der TYLPTNASL-spezifischen CD8* T-Zellen

bestimmt.

6.6.2 Detektion KIFGSLAFL-spezifischer T-Zellen aus humanen Spendern

Das HLA-A2:KIFGSLAFL-Fc-Dimer sollte dem Nachweis HER2/neu-spezifischer T-Zellen aus dem Blut
bzw. Knochenmark von HLA-A2-positiven Mammakarzinompatientinnen dienen, die einen HER2/neu-
Uberexprimierenden Tumor entwickelt hatten. Aus dem Blut und Knochenmark wurden mononukledre

Zellen gewonnen (PBMC: peripheral blood mononuclear cells; BMMC: bone marrow mononuclear
cells), die mit dem KIFGSLAFL-Dimer angefarbt wurden. Sowohl in den Zellen aus dem Blut als auch in
Knochenmarkszellen konnten mit Hilfe des KIFGSLAFL-Dimers spezifische CD8" T-Zellen detektiert
werden, wohingegen in den Zellen des gesunden HLA-A2 positiven Spenders durch die Dimerfarbung

nur ein schwaches Hintergrundssignal entstand (Abb. 47A und 47B). Eine Anhangigkeit der Detektion
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Abbildung 46: Detektion TYLPTNASL-
spezifischer T-Zellen mittels
K*:TYLPTNASL-Fc-Dimer. Zellen aus der
Milz und den drainierenden Lymphknoten
einer Peptid-immunisierten Maus (500 pmol
TYLPTNASL, 100 nmol T,OVA, 5 ug CpG)
bzw. einer PBS-Maus wurden an Tag 7
nach der Immunisierung fiir 5 Tage mit 1
MM  Peptid /n vitro restimuliert. Die
Farbungen der antigenspezifischen T-Zellen
mittels Dimer zeigten eine Detektion CD8*
TYLPTNASL-spezifischer T-Zellen in der
immunisierten Maus, wahrend in dem PBS-
behandelten Tier eine schwachere Farbung
auftrat (A). Eine tendenzielle Korrelation
der verwendeten Menge des Dimers mit der
Zahl der detektierten antigenspezifischen T-
Zellen war zu erkennen. In den
Lymphknoten der Hsp70-HER2/neure
immunisierten Mause (n=3) wurden ex vivo
7 Tage nach einer Restimulations-
immunisierung mit 500 pmol des Proteins
in Kombination mit 100 nmol T,OVA und 5
Mg CpG im Vergleich zu PBS-behandelten
Tieren (n=2)  TYLPTNASL-spezifische
aktivierte T-Zellen (dber das Dimer
detektiert (B). Milzzellen zeigten ebenfalls
antigenspezifische T-Zellen nach einer
zusatzlichen /n vitro Restimulation mit 1 uM
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antigenspezifischer T-Zellen von der verwendeten Dimermenge war nicht zu beobachten (Abb. 47A).
Zur spezifischen Anfarbung der CD8* KIFGSLAFL-spezifischen Geddchtnis-T-Zellen wurde das

Oberflachenmolekiil CD45RA in die Farbung integriert. Dieser Marker wird in zentralen Gedachtnis-T-

Zellen verstarkt exprimiert. Da diese Zellen hauptsdchlich im Knochenmark auftreten, zeigte die

Férbung KIFGSLAFL-spezifische CD8" T-Zellen mit hoher CD45RA Expression vorrangig

im

Knochenmark (Abb. 47B). Im Blut dagegen ist wie in der Kontrolle, den Zellen des gesunden

Spenders, eine Vermehrung der antigenspezifischen CD45RA™" exprimierenden CD8* T-Zellen nicht

sicher auszumachen.

A Detektion KIFGSLAFL-spezifischer CD8* T-Zellen mit

dem HLA-A2:KIFGSLAFL-Dimer

0.18
0.16

—

B PBMC (Patientin)
0O BMMC (Patientin)
@ PBMC (gesunder Spender)

o
<
3]
2
=
N _ 014
7 012
5 g 01
(7') E, 0.08 -
f_?_ - 0.06 -
4 0.04
+ 0.02
©
5 °
1 pg Dimer 2 g Dimer 2.5 pg Dimer

B 1 pg DIMER
+ 4+ gesunder Spender HER 2/neu* Marmrmakarzinompatientin
o HOD PBMC 1 ug .012 PEMC 1 ug dimer.002 BvMC Dimer 1 ug.018
g 0.02 % . [o-15% 0.17 949
= 0.. )
QL
1@ .-i'i:f'«';
22 B

L] >
193]
Qo 2 4 P
P 5 ;o
¥ & 10% 10! 102 10% 0% 100 10! 102 w0? w0* 00 s0! 10?100 0t
2 ,

CD8 FITC
C Detektion KIFGSLAFL-spezifischer CD8* T-Zellen mit
dem HLA-A2:KIFGSLAFL-Dimer

- 16 m PBMC (Patientin)
"5" < @ BMVC (Patientin)
o= @ PBMC (gesunder Spender)

c
O ¢ 1.2
w =
¥ 8§ 14
5
% ® 0.8 -
.,E, é 0.6
3 E 04 -
w 2 0.2+
-
o 0 -

1 pg Dimer

2 ug Dimer

2.5 pyg Dimer

Abbildung 47: Detektion
KIFGSLAFL-spezifischer T-
Zellen mittels HLA-

A2:KIFGSLAFL-Fc-Dimer. Aus
den Blut- und Knochenmarksproben
einer HLA-A2-positiven HER2/neu
Uberexprimierenden Mamma-
karzinompatientin wurden PBMC
und BMMC gewonnen. Durch die
Inkubation der CD8" T-Zellen mit
dem HLA-A2:KIFGSLAFL-Fc-Dimer
konnten HER2/neu-spezifischen T-
Zellen in den PBMC und BMMC der
Patientin angefarbt werden,
wahrend in den PBMC des
gesunden Spenders eine schwache
Hintergrundsfarbung auftrat (A, B).
Eine Korrelation der Dimermenge
mit der Zahl der detektierten
spezifischen T-Zellen wurde nicht

beobachtet. CD8* Gedachtnis-T-
zellen, die CD45RA in hohen
Mengen exprimieren, traten

hauptséchlich im Knochenmark der
Patientin auf (C).

Im Abschnitt 6.6 wurde gezeigt, dass sowohl im BALB/c-Modell als auch in humanen

Lymphozyten einer Patientin mit HER2/neu-iiberexprimierendem Mammakarzinom iiber

120



Ergebnisse

das K%“:TYLPTNASL- bzw. HLA-A2:KIFGSLAFL-Fc-Dimer HER2/neu-spezifische T-Zellen
nachgewiesen werden kdnnen. Kontrollfairbungen in PBS-immunisierten BALB/c-Mausen
bzw. in gesundem humanem Spendermaterial lassen die Vermutung zu, dass das die

Spezifitat des Dimers hoch genug ist, um antigenspezifische T-Zellen mittels dieser
Molekiile nachzuweisen.
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7 Diskussion

Einige Tumoren werden trotz ihrer Immunogenitdt vom Immunsystem nicht erkannt bzw. kdnnen ein
immunsuppressives Umfeld schaffen, so dass proinflammatorische tumorspezifische Immunantworten
unterdrickt werden. Verschiedene immuntherapeutische Studien zielen darauf ab, eine generell
vorhandene antigenspezifische Immunitdt zu verstarken, um so eine Tumorabwehr zu bewirken. Die
Umsetzung dieser Bemihungen, das Potential der kérpereigenen Immunabwehr fiir die Regression
des Tumor auszunutzen, fuBt auf unterschiedlichen Strategien, wie z. B. Immunisierungen mit dem
reinen Tumorantigen auf DNA-, Peptid- oder Proteinebene. Aber auch Vakzinierungsstudien mit
Hitzeschockprotein-Antigen-Komplexen zeigten recht viel versprechende antitumorale Immun-
antworten, so dass dem Einsatz dieser Proteine eine groBe Bedeutung in der Immuntherapie
beigemessen wird.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den postulierten kostimulatorischen Effekt der Hitzeschockproteine fiir
Vakzinierungen einzusetzen, die gegen das in Mammakarzinomen Uberexprimierte Tumorantigen
HER2/neu gerichtet waren. Hitzeschockproteine kénnen neben ihrer Fahigkeit, komplexierte Antigene
durch Mechanismen der Kreuzprasentation effektiv in den MHC-Klasse-I-Prasentationsweg
einzuschleusen, auch Immunantworten der angeborenen Immunitdt auslésen. Daher dienen sie
gleichermaBen als Initiator der adaptiven antigenspezifischen Immunantwort und kénnen durch ihren
adjuvanten Effekt die zelluldre Immunitat verstarken (Srivastava, 2002). Durch die rekombinante
Fusion der zu untersuchenden Hitzeschockproteine mit unterschiedlichen Fragmenten des HER2/neu
Proteins sollte einerseits der durch die verschiedenen Hitzeschockproteine vermittelte
kostimulatorische Effekt der Fusionsproteine evaluiert werden. Andererseits wurde die Kapazitat dieser
Fusionsproteine untersucht, eine gegen das korpereigene Protoonkogen HER2/neu gerichtete

Immunantwort zu induzieren und die Toleranz gegen das Selbstantigen zu brechen.

7.1 Generierung der Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine

Fir die Fusion des Tumorantigens HER2/neu wurden vier Mitglieder der Hsp70-Familie gewahlt,
namlich die murinen Proteine mHsp70, mHsc70 und mHsp70L1 sowie das C-terminale Fragment des
mycobakteriellen Hitzeschockproteins, m.tub.Hsp70(ct). In friiheren Studien konnte gezeigt werden,
dass sowohl eukaryontisches stressinduziertes Hsp70, als auch mycobakterielles Hsp70 die
Kreuzprasentation komplexierter exogener Peptide erleichtern und durch die zuséatzliche Maturierung
dendritischer Zellen die Immunantwort gegen diese gebundenen Antigene verstarken kann (Udono
und Srivastava, 1993; Tobian et al, 2004). Udono und Mitarbeiter (2001) zeigten, dass auch das
konstitutiv exprimierte Hitzeschockprotein Hsc70 diesen adjuvanten Effekt besitzt und als
Fusionsprotein zytotoxische CD8* T-Zellantworten gegen die fusionierten Antigene induziert. Das
vierte Hitzeschockprotein, mHsp70L1, das hier untersucht werden sollte, war im Vergleich weniger gut
charakterisiert. Durch friihere Studien wurde deutlich, dass dieses Hsp70-&hnliche Hitzeschockprotein

analog zu den anderen Hitzeschockproteinen an DC binden kann und eine Maturierung bzw.
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Stimulation dieser Zellen auslost. Hsp70L1 induzierte im Vergleich zu Hsp70 in DC eine erhdhte
Expression der proinflammatorischen Molekile IL-12p70, MIP-1a, MIP-18, RANTES und CCR7 und
bewirkte auBerdem eine Sekretion des T,1-polarisierenden Zytokins IP-10. So wurde vermutet, dass
Hsp70-L1 im Vergleich zu Hsp70 eine starkere T,1-Polarisierung der zelluldren Immunitdt induzieren
kann (Wan et al., 2004).

7.1.1 Die Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine mit C-terminalem Histidin-Tag kénnen
mit hoher Reinheit hergestellt werden

Es gelang Uber mehrere Klonierungsschritte, die verschiedenen Hitzeschockproteine N-terminal vor
das HER2/neu-Fragment zu setzen und diese rekombinanten Proteine in £. coli (BL21) zu exprimieren.
Erste Expressionsstudien ergaben, dass die Proteine vorrangig im unléslichen Sediment zu finden
waren (Abb. 16), was fir eine Aggregation der neu synthetisierten Proteine sprach. Dieses Phdnomen
der so genannten Einschlusskorperchen (/inclusion bodies) tritt haufig bei der Expression
eukaryontischer Proteine in einem prokaryontischen Expressionssystem auf. Die exprimierten Proteine
liegen in einem partiell gefalteten Zustand vor und gehen oftmals nur durch vollsténdige
Denaturierung in Losung. Da die Proteinausbeute aus den Bakterienliberstdnden zu gering war und
aggregierte  Protein-Einschlusskérperchen mit denaturierenden Reagenzien relativ einfach
aufgeschlossen werden kdnnen, wurden die Bakterienpellets fiir die Aufreinigung der rekombinanten
Proteine herangezogen.

Die Aufreinigung der Fusionsproteine sah eine Affinitatschromatographie Gber den Hexa-Histidin-Tag
vor. Dieses haufig angewandte Chromatographieverfahren beruht auf der Interaktion eines auf einer
Matrix immobilisierten Metallions mit den Seitenketten spezifischer Aminosduren. Der Imidazolring der
Aminoséure Histidin geht die stérkste Bindung mit dem hier verwendeten Nickelion (Ni**) ein (Porath
et al, 1975). Dieses Chromatographieverfahren konnte erfolgreich zur Aufreinigung von Proteinen
angewandt werden, die in sowohl in Bakterien (Chen und Hai, 1994) als auch in eukaryontischen
Expressionssystemen wie in Hefe, Saugerzellen oder Baculovirus-infizierten Insektenzellen hergestellt
wurden (Borsing et al, 1997; Janknecht et al, 1991; Kuusinen et al, 1995). Berichte Uber
Proteinaufreinigungen zeigen, dass in diesen rekombinanten Proteinen der His-Tag sowohl am N-
terminalen Ende angehangt wurde, aber auch am C-Terminus zu finden war. Die optimale
Positionierung des His-Tags ist daher pauschal nicht vorgegeben, sondern hangt vom jeweiligen
Protein ab (Terpe, 2003). Untersuchungen zur Position des His-Tags bezliglich der Reinheit der
erhaltenen rekombinanten Proteine zeigten, dass sowohl der N-terminale als auch der C-terminale His-
Tag eine Aufreinigung der Proteine mittels Affinitdtschromatographie ermdglichte, die Reinheit der
Proteine durch eine C-terminale Position des His-Tags aber deutlich anstieg. Der Vergleich der C- und
N-terminalen Abbauprodukte in Abbildung 18 und 20 machte deutlich, dass die Aufreinigung der
Proteine (iber den N-Terminus neben den rekombinanten Proteinen auch viele kleinere Abbauprodukte

bzw. unvollsténdig translatierte Proteinfragmente mit aufgereinigt wurden, wahrend Uber den C-
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Terminus nur das gewiinschte rekombinante Protein detektiert werden konnte. So wurden
Proteinreinheiten von 20 bis 60 % in den N-terminalen His-Fusionsproteinen erhalten, wahrend die C-
terminale Positionierung des His-Tags die Aufreinigung der Proteine mit einer Reinheit von 70 bis 90
% ermoglichte (Abb. 21).

Die Bindung rekombinanter, in £. coli exprimierter Proteine Uber ein C-terminales Streptavidin-
bindendes Peptid (SBP) an immobilisiertes Streptavidin wurde erfolgreich von Keefe und Mitarbeitern
beschrieben (2001). Ziel war es, die C-terminalen Abbauprodukte bzw. Translationsabbrecher in
einem zweiten Aufreinigungsschritt Gber das C-terminale Streptavidin-bindende Peptid abzutrennen.
Wir nehmen an, dass ein GroBteil der rekombinanten Proteine mit N-terminalem His-Tag, die nach
dem ersten Aufreinigungsschritt tiber die Nickel-Affinitdtschromatographie erhalten wurden, nicht an
die Streptavidin-Agarose gebunden hatte (Abb. 19). Messungen zeigten, dass die Proteinkonzentration
nach der Aufeinigung tber SBP nur einen Bruchteil der Proteinmenge darstellte, die direkt nach der
Nickel-Affinitatschromatographie erhalten wurde (1.5 mg/ml versus 0.2 mg/ml).

Eine zweite Option, die Proteinreinheit zu erhéhen, war die Auftrennung der Proteine hinsichtlich ihrer
GroBe Uber die so genannte Gelfiltration. Die Gelfiltration oder GréBen-Ausschlusschromatographie ist
eine Saulenchromatographie, die ausnutzt, dass die Partikel der Sdulenmatrix Poren definierten
Durchmessers haben. Somit kdnnen gréBere Molekiile, wie die rekombinanten Proteine, nicht in die
Poren eindringen und werden ausgeschlossen. Kleinere Molekiile, wie die Abbauprodukte, jedoch
diffundieren in die Poren hinein. Sie brauchen fiir den Durchlauf der Sdule wesentlich langer und
kdnnen so von den vollstandigen rekombinanten Proteinen abgetrennt werden. Es zeigte sich jedoch,
dass sich die kontaminierenden Proteinfragmente durch diese Methode nicht abreichern lieBen.
Aufgrund der hohen Verluste der rekombinanten Proteine durch die Bindung des C-terminalen SBP
einerseits und die starke Verdinnung der Proben nach der Gelfiltration andererseits wurden diese
zusatzlichen Aufreinigungsschritte nicht weiter verfolgt.

Weitere Versuche, die Reinheit der Proteine mit N-terminalem His-Tag durch eine Erhéhung der
Stringenz der Proteinbindung an die Nickel-Agarose zu verbessern, schlugen ebenfalls fehl. Auch
durch die Expression der rekombinanten Proteine in Rosetta(DE3) konnte die Reinheit nicht
entscheidend verbessert werden. Dieser Bakterienstamm verfiigt Gber einen zusatzlichen Vektor, der
fir mehrere in Prokaryonten selten vorkommende tRNAs kodiert, so dass die Expression
eukaryontischer Proteine verbessert wird. Es ist bekannt, dass in Prokaryonten aufgrund dieser
seltenen Codons die Translation eukaryontischer Protein oftmals vorzeitig zum Ende kommt (Komar et
al, 1999). Da trotz der Verwendung dieser Bakterien nach der Nickel-Affinitatschromatographie viele
Proteine mit einem kleineren Molekulargewicht im Vergleich zum vollstdndigen rekombinanten Protein
auftraten, wird angenommen, dass es sich hierbei weniger um unvollstandig translatierte
Proteinfragmente handelt, sondern eher um C-terminale Abbauprodukte.

Diese Beobachtungen machen deutlich, dass alle hier getesteten zusatzlichen Verfahren, die Reinheit
der nach der Nickel-Affinitatschromatographie erhaltenen Hitzeschockfusionsproteine mit N-
terminalem His-Tag zu erhéhen, nicht Erfolg versprechend waren. Da der Positionswechsel des His-

Tags vom N- an den C-Terminus jedoch eine deutliche Steigerung der Proteinreinheit erbrachte,
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schlieBen wir, dass fiir die Herstellung dieser rekombinanten Hitzeschockfusionsproteine eine C-

terminale Lokalisation des His-Tags von groBem Vorteil ist.

7.1.2 Die Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine sind Endotoxin-abgereichert

Die Herstellung der Fusionsproteine in £ coli machte eine Abreicherung des bakteriellen
Lipopolysaccharids (LPS) nétig. Einige der etablierten Methoden zur Abreicherung des Endotoxins wie
z. B. die Bindung an Polymixin B (Issekutz, 1983) oder die Phasentrennung iber das nicht-ionische
Detergenz Triton X-114 (Aida und Pabst, 1990) fiihrten aufgrund des Verlusts der rekombinanten
Proteine nicht zum Erfolg. Die direkte Behandlung der noch an die Nickelséule gebundenen
rekombinanten Proteine mit Triton X-114 mit anschlieBender Renaturierung konnte den
Endotoxingehalt der eluierten Proteine auf 0.004 bis 0.07 EU/ug rekombinantes Protein reduzieren.
Werte bis zu 0.005 EU/ug gelten als Endotoxin-frei, wahrend Proben bis 0.05 EU/ug als leicht LPS-
kontaminiert bezeichnet werden. Somit konnte durch die Expression der in £. coli hergestellten
rekombinanten Proteine groBtenteils LPS-freie bzw. leicht LPS-verunreinigte Proteine gewonnen

werden. Die Proteinausbeuten lagen je nach ProteingréBe zwischen 0.2 und 1 mg/ml.

7.1.3 Die Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine koénnen nicht in Eukaryonten
hergestellt werden

Die Expression eukaryontischer Proteine in Bakterien birgt trotz der generell hohen Ausbeuten einige
Nachteile. Die rekombinanten Proteine werden in £. co/i oftmals nicht korrekt gefaltet, so dass diese in
inaktiver Form vorliegen, oder es fehlen posttranslationale Modifikationen wie z. B. der Einbau
prosthetischer Gruppen, Phosphorylierungen und Glykosylierungen. AuBerdem akkumulieren die in
Bakterien exprimierten Proteine haufig in Einschlusskdrperchen, so dass ein denaturierendes
Aufreinigungsverfahren mit anschlieBender Renaturierung der Proteine notwendig wird (Geisse et al.,
1996). Ein Hauptnachteil der Expression rekombinanter Proteine in Prokaryonten ist jedoch die
Verunreinigung durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS). Diese negativen Aspekte der bakteriellen
Expressionssysteme kénnen durch die Verwendung von Eukaryonten umgangen werden. Zu den
eukaryontischen Expressionssystemen mit breiter Anwendung gehéren Zellkultursysteme von Sauger-
oder Insektenzellen sowie eukaryontische Mikroorganismen wie Hefen oder filamentdse Pilze. Das in
diesen Expressionssystemen exprimierte Protein wird in der Regel in I6slicher und aktiver Form
gebildet. Die Expression der Hitzeschockfusionsproteine in HEK293T-Zellen konnte zwar nachgewiesen
werden, Bemiihungen, diese rekombinanten Proteine aus dem Zelliiberstand bzw. den lysierten Zellen
aufzureinigen, scheiterten allerdings. Griinde hierflir waren wahrscheinlich einerseits die geringe
Expressionsrate, eventuell stattfindende Degradation bzw. eine schlechte Bindung der Proteine an das
Ni-NTA-Saulenmaterial. Die Proteinexpression in Insektenzellen hat gegeniiber anderen
eukaryontischen Expressionssystemen den Vorteil, relativ hohe Ausbeuten der rekombinanten Proteine

zu liefern. Testexpressionen ergaben, dass die Fusionsproteine in SF9-Insektenzellen vorrangig

125



Diskussion

intrazellular, aber auch extrazelluldr nachweisbar waren (Abb. 23). Allerdings wurde deutlich, dass die
getesteten Proteine sich deutlich in ihrer jeweiligen Expressionsmenge unterschieden. Analog zu den
HEK293T-Zellen gelang es weder durch native noch denaturierende Aufreinigungsbedingungen, die
Proteine nach der Nickel-Affinitdtschromatographie zu eluieren (Abb. 24). Untersuchungen der
Proteine Uber ihren C-terminalen His-Tag zeigten, dass sowohl wahrend der Testexpression der
Proteine Hsc70 und Hsp70 im Zelllysat als auch nach einer Aufreinigung von Hsp70 neben der
erwarteten Proteinbande eine weitere Bande kleineren Molekulargewichts auftrat, was auf N-
terminalen Abbau schlieBen lieB (Abb. 23 und 24). Wie auch im HEK293T-System wird vermutet, dass
diese proteolytische Proteindegradation zusammen mit einer eventuell nur geringen Menge an
exprimiertem Protein ein Grund fiir das Scheitern der Proteinaufreinigung aus SF9-Insektenzellen
gewesen sein konnte. AuBerdem wird angenommen, dass die Bindungskapazitat der gewahlten Matrix
zu gering war und eventuell durch die Wahl von Nickel-Sepharose anstatt der hier eingesetzten Nickel-
Agarose eine Bindung der Proteine aus Insektenzelliiberstand an die Matrix hatte verbessert werden

konnen.

7.2 Evaluierung des adjuvanten Hitzeschockproteinanteils in den Fusions-

proteinen

Ein Aspekt dieser Arbeit war der Vergleich der Immunogenitit der vier verschiedenen
Hitzeschockproteine hinsichtlich ihres Adjuvanseffektes in den Fusionsproteinen. Dazu wurden
Fusionsproteine hergestellt, die unter anderem das K-restringierte, HER2/neu-spezifische, humane
Epitop TYLPTNASL enthielten. Dieses Epitop wurde als dominantes K%-restringiertes CD8* T-Zellepitop
beschrieben (Nagata et a/, 1997) und eignet sich daher fiir Untersuchungen in BALB/c-Mausen. Das
hier verwendete humane Epitop TYLPTNASL unterscheidet sich in einer Aminosaure von dem murinen
Epitop TYLPANASL und ist somit fiir die Maus fremd. Daher kann durch die Analyse der
Immunantworten gegen dieses Modellantigen in der Maus eindeutig der adjuvante Effekt der

Hitzeschockproteinanteile in den Fusionsproteinen beurteilt werden.

7.2.1 BALB/c-Mause entwickeln nach einer Peptidimmunisierung eine HER2/neu-

spezifische Immunantwort

In einem ersten Schritt wurde die Peptidimmunisierung in BALB/c-Mausen etabliert, die als Referenz
der durch die Fusionsproteine induzierten Immunantworten dienen sollte. Bisherige
Immunisierungsstudien zeigten, dass nicht nur das Antigen von entscheidender Bedeutung ist,
sondern auch die Art des verwendeten Adjuvans, die Route und die Dosis der Immunisierung eine

wichtige Rolle bei der Auspragung der Immunantwort spielt (Comoy et a/ 1998; Leclerc und Ronco
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1998). Durch den Einsatz von geeigneten Adjuvanzien ist es mdglich, Immunantworten zu
beeinflussen und in eine bestimmte T,-Richtung zu polarisieren. Zusatzlich wurde gezeigt, dass
oftmals die alleinige Gabe des CD8" T-Zellepitops mit dem Adjuvans nicht ausreicht, sondern ein
zusatzliches CD4" T-Helferzellepitop enthalten sein muss, um antigenspezifische zytotoxische T-Zellen
zu generieren (Zaks und Rosenberg, 1998). Durch die Immunisierung der BALB/c-Mause mit dem
synthetischen Peptid TYLPTNASL in Kombination mit dem Adjuvans IFA und einem CD4" T-
Helferzellepitop konnte eine HER2/neu-spezifische Immunantwort induziert werden (Abb. 26).
Knutson und Mitarbeiter (2001) zeigten, dass eine Peptidimmunisierung mit einer HER2/neu-Sequenz,
die sowohl ein CD8* T-Zellepitop als auch eine Helfersequenz enthélt, die Frequenz und die
Zytotoxizitét der Peptid-spezifischen CD8* T-Zellen stark erhéht. Zwar konnte auch in dieser Arbeit die
Beobachtung gemacht werden, dass durch die Integration des HER2/neu-generierten Helferepitops
(HER2/neusg.39) eine TYLPTNASL-spezifische Immunantwort detektierbar war, aber im direkten
Vergleich war dieses Helferepitop weniger effektiv als ein fremdes T-Helferepitop aus Ovalbumin
(OVA333339) (Abb. 26). Da Tumorzellen weitestgehend keine MHC-Klasse-II-Molekiile exprimieren,
interagiert eine potentielle CD4" T-Helferzelle nicht direkt mit der Tumorzelle. Somit wird
angenommen, dass eine antigenprasentierende Zelle der T-Helferzelle nicht unbedingt ein Tumor-
generiertes Epitop prasentieren muss, sondern auch durch ein fremdes Antigen die notwendigen
Helferantworten induzieren kann. Diese Beobachtungen konnten auch von Wang und Mitarbeitern
(2003) gemacht werden. Sie zeigten ebenfalls, dass das hier verwendete aus OVA stammende T-
Helferepitop (OVAs;3-339) die Immunantwort gegen das HER2/neu Antigen TYLPTNASL deutlich

erhohen kann.

7.2.2 Zur Induktion einer HER2/neu-spezifischen Immunantwort durch die Hsp-
Fusionsproteine wird zusiatzliches Adjuvans benétigt

Nachdem durch die Peptidimmunisierungen gezeigt wurde, dass in BALB/c-Mausen eine
Immunantwort gegen das Modellepitop TYLPTNASL induziert werden kann, wurde in einem zweiten
Schritt die Immunisierung der Tiere mit den Fusionsproteinen etabliert. Da von m.tub.Hsp70(ct)-
HER2/neur: eine hohe Ausbeute erzielt worden war, wurde dieses Protein zur Etablierung der
Proteinimmunisierung gewdhlt. Um eine stabile Immunantwort durch die Fusionsproteine zu
induzieren, wurde das Protein in Kombination mit verschiedenen Adjuvanzien (LPS, CFA, CpG)
verabreicht. Die Konstrukte der Fusionsproteine Hsp-HER2/neuz umfassten kurze HER2/neu-
Sequenzen, welche die CD8* T-Zellepitope TYLPTNASL und PYVSRLLGI, aber keine CD4* T-
Helferepitope enthielten. Daher wurde der nétige Helfereffekt durch das synthetisch hergestellte T-
Helferepitop ThOVAs3.339, das in der Peptidimmunisierung zuvor etabliert worden war, in die
Immunisierungsstrategie integriert. Abbildung 28 zeigt, dass nach einer Immunisierung und
Restimulation der Tiere mit dem Fusionsprotein m.{ub.Hsp70(ct)-HER2/neure in Kombination mit CpG

die Immunogenitdt des Proteins im Vergleich zu den anderen getesteten Adjuvanzien (LPS und CFA)
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am starksten war. Das CpG-reiche Oligonukleotid ist ein TLR-9 Ligand und induziert nach der Bindung
an DC, B-Zellen oder Makrophagen die Sekretion vieler proinflammatorischer Zytokine wie z. B. IL-12.
Durch die erhéhte Expression kostimulatorischer Molekiile und die Aktivierung dendritischer Zellen
tragt CpG zur Induktion des adaptiven Immunsystems bei (Takeda et al, 2003). Daher wird dieser
TLR-Ligand heute erfolgreich als Adjuvans in verschiedenen Vakzinierungsstrategien eingesetzt
(Klinman, 2004). Das bakterielle Lipopolysaccharid (LPS) gram-negativer Bakterien bindet an den TLR-
4 und l6st damit die Freisetzung verschiedener proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNFa.
aus (Glauser et al, 1991). Da LPS demnach ahnlich wie CpG die Reifung dendritischer Zellen und
damit die Aktivierung spezifischer T-Zellen induziert, bleibt unklar, warum hier in diesem
Vakzinierungsansatz die Kombination des Fusionsproteins mit LPS weniger immunogen war als die
Immunisierung mit CpG. Wir vermuten, dass die verabreichte Dosis der Adjuvanzien eine Rolle spielte.
Das komplette Freund-Adjuvans (CFA) gilt als besonders starkes Adjuvans, das durch die langsame
Freisetzung des Antigens aus der mineral6lhaltigen Emulsion sehr effizient T-Zellantworten stimulieren
kann. Die enthaltenen abgetdteten Mycobakterien dienen der zusatzlichen Stimulation des
Immunsystems (iber TLR. Trotz der Tatsache, dass CFA ein hohes Adjuvanspotential besitzt, ist der
Einsatz dieses Reagenz aufgrund der Toxizitdat und der Gefahr einer chronischen Entziindung an der
Eintrittsstelle eher umstritten. Da die Verabreichung des Hitzeschockfusionsproteins m.{ub.Hsp70(ct)-
HER2/neure in Kombination mit CFA jedoch eine geringere Immunogenitat aufwies als das zusammen
mit CpG verabreichte Protein, wurde CpG als Adjuvans fiir weitere Vakzinierungsstudien mit den Hsp-
Fusionsproteinen gewahlt.

Die Gegeniberstellung der durch die vier verschiedenen Fusionsproteine bzw. der einzelnen
Hitzeschockproteine induzierten TYLPTNASL-spezifischen Zytotoxizitdt in der Milz und den
drainierenden Lymphknoten zeigte, dass, wie erwartet, keines der Hitzeschockproteine ohne T-
Zellepitop eine Immunogenitat besaB (Abb. 29). Durch den Vergleich der einzelnen Fusionsproteine
nach einer Immunisierung in Kombination mit dem Adjuvans CpG wurde eine deutlich héhere
Immunogenitét der Proteine mHsp70-HER2/neurs  und  mHsc70-HER2/neurs  gegeniiber
m.tub.Hsp70(ct)-HER2/neure erkennbar. Das murine Hsp70L1-HER2/neuts Protein dagegen schien
nicht immunogen genug zu sein, um antigenspezifische zytotoxische T-Zellen zu aktivieren. Diese
Beobachtungen stehen im Gegensatz zu den Erkenntnissen von Wan und Mitarbeitern (2004). Sie
konnten zeigen, dass dieses Hsp70-ahnliche Hitzeschockprotein komplexiert mit einem OVA-Peptid
antigenspezifische IFNy-sekretierende CD8" T-Zellen induzieren kann. Auch als Fusionsprotein zeigte
Hsp70L1 bereits einen immunogenen Effekt (Wu et a/, 2005). Jedoch muss beriicksichtigt werden,
dass die Vakzinierungsstrategie dieser Studie eine Beladung dendritischer Zellen mit dem
Fusionsprotein vorsah, was einen direkten Vergleich der Arbeiten erschwert.

Um die induzierte Immunantwort gegen das Modellantigen TYLPTNASL eindeutig auf die
Immunogenitdt der Fusionsproteine zurlickflihren zu kdnnen, wurde die Adjuvansmenge in den
applizierten Proteinlésungen titriert (Abb. 30). Dabei stellte sich heraus, das alle drei getesteten
Fusionsproteine (mHsp70-HER2/neurg, mHsc70-HER2/neurs und m.{ub.Hsp70-HER2/neure) zwar eine

deutliche Immunogenitat besitzen, wenn sie mit 50 pg CpG verabreicht werden, dass aber eine
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starkere Immunantwort in Kombination mit einer mittleren CpG-Dosis (5 pg) ausgelost wurde. Das
Fusionsprotein mHsp70-HER2/neu+e zeigte auBerdem bei einer sehr geringen Adjuvansmenge (0.5 ug)
noch eine Immunogenitdt, wahrend die restlichen Proteine in dieser Kombination keine HER2/neu-
spezifische Immunantwort mehr induzieren konnten. Da CpG durch die Interaktion (iber TLR-9 Zellen
des angeborenen Immunsystems aktiviert, wiirde man annehmen, dass eine hohe Adjuvansmenge
eine starke Aktivierung des Immunsystems und damit eine hohe antigenspezifische T-Zellantwort
bewirkt. Wurde das Antigen als Peptid dargeboten, war diese Proportionalitdt zwischen Adjuvansdosis
und Stérke der Immunantwort zu beobachten (Abb. 30). Wie erwartet, zeigte das synthetische Peptid
keinen immunogenen Effekt, wenn es ohne zusatzliches Adjuvans (CpG) verabreicht wurde. Bei der
Proteinimmunisierung dagegen war diese Korrelation zwischen CpG-Menge und Immunstdrke jedoch
nicht zu beobachten. Daher wird vermutet, dass die Darreichungsform des Antigens eine Rolle spielt.
Das synthetische Peptid bindet lediglich an die Zelloberflache der antigenprasentierenden Zellen,
induziert aber keine weiteren Veranderungen hinsichtlich des Aktivierungszustandes der DC. Die
Fusionsproteine dagegen werden von DC aufgenommen und prozessiert und induzieren dadurch,
wahrscheinlich vermittelt durch den Hitzeschockproteinanteil, eine Reifung der DC. Somit werden
kostimulatorische Molekile exprimiert und proinflammatorische Zytokine sezerniert, die eine
Aktivierung der adaptiven Immunantwort induzieren. Der zusatzliche Adjuvanzeffekt einer hohen CpG-
Dosis konnte in diesem Zusammenhang kontraproduktiv sein und die Immunantwort eher hemmen.
Wingender und Mitarbeiter (2006) konnten zeigen, dass hohe CpG-Mengen (50 pg) neben der
bekannten immunstimulatorischen Wirkung auch suppressiv auf die T-Zellproliferation und der
Aktivierung von T-Effektorzellen sein kénnen.

Bei CpG-Mengen unterhalb von 5 pg war die Immunogenitat der Fusionsproteine deutlich verringert
und die Proteine konnten ohne zusatzliches Adjuvans keine HER2/neu-spezifischen Immunantworten
induzieren. Entgegen der Erwartungen aus bisherigen Studien, stellte sich heraus, dass die
Immunogenitdt der hier eingesetzten rekombinanten Hitzeschockfusionsproteine nicht ausreichte, um
ohne Adjuvans eine adaptive Immunitat auszuldsen. Es muss allerdings bericksichtigt werden, dass in
jenen Studien keine Fusionsproteine eingesetzt, sondern zur Immunisierung Hsp:Peptid-Komplexe
verwendet wurden, die direkt aus dem Tumor gewonnen bzw. /n vitro rekonstituiert wurden (Tamura
et al., 1997; Blachere et al., 1997; Sato et al., 2001). In anderen Studien wurden Hsp-Fusionsproteine
vor der Immunisierung /n vitro auf BMDC geladen, so dass auch hier der direkte Vergleich nicht
moglich ist (Wu et a/, 2005). Ein weiterer Punkt flr die Diskrepanz zwischen der Literatur und der
hier beobachteten fehlenden Immunogenitat der Hsp-Fusionsproteine ohne zusatzliches Adjuvans
kdnnte die LPS-Verunreinigung sein. Wahrend der Endotoxingehalt in den Proteinlésungen in dieser
Studie zwischen 0.004 bis 0.07 EU pro ug rekombinantem Protein lag, wurde zuvor der LPS-Gehalt der
applizierten Hsp-Komplexe nicht exakt bestimmt. Andere Autoren immunisierten mit Proteinen, deren
restlicher Endotoxingehalt sich zwar auf vergleichbare Werte belief (Wan et al, 2004; Wu et al,
2005), die aber wie bereits erwahnt andere Vakzinierungsmethoden wahlten. Daher fallt ein direkter
Vergleich der hier untersuchten Proteine hinsichtlich ihrer Fahigkeit, eine Immunantwort zu

induzieren, mit friiheren Arbeiten schwer. Es wird vermutet, dass die Abreicherung des Endotoxins
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eine Rolle bei dem Verlust der Immunogenitét spielte. Dies wird untermauert durch die Ergebnisse
einer weiteren Arbeit, die zeigte, dass Endtotxin-depletierte Hsp-OVA-Fusionsproteine nach einer
Primarimmunisierung keine antigenspezifische T-Zellaktivitdt in Mausen ausldsen konnten. Erst durch
wiederholte Restimulation konnte eine Immunantwort gegen das Modellantigen detektiert werden
(Marincek, 2008).

7.2.3 Der Immunogenitatsvorteil der Hsp-Fusionsproteine gegeniiber dem Peptid
ist CpG-abhangig

Ein weiterer Punkt, der in dieser Arbeit untersucht werden sollte, war der Vergleich der
Fusionsproteine mit dem synthetischen Peptid. Die Peptidimmunisierung war zundchst mit einer
Peptidmenge von 100 nmol etabliert worden. Da von den Fusionsproteinen jedoch eine 200fach
geringere Menge eingesetzt wurde, musste auch diese Peptidmenge untersucht werden.
Interessanterweise stellte sich dabei heraus, dass 500 pmol des synthetischen Peptids eine
TYLPTNASL-spezifische zytotoxische Immunantwort wesentlich effektiver induzieren konnte als die
hohe Peptidmenge (100 nmol) (Abb. 30C und 30 D). Offensichtlich tritt hier ab einer gewissen
Antigenmenge eine Sattigung ein, bei der die Immunantwort nicht mehr gesteigert, sondern
geschwacht wird. Die Abhdngigkeit der Qualitat der T-Zellantwort von der Antigendosis wurde in der
Literatur mehrmals beschrieben. In vitro werden durch hohe Antigendosen eher CD8* T-Zellen, die
einen TCR mit einer niedrigen Aviditdt besitzen, aktiviert, wahrend geringe Antigenmengen eine
Stimulation hochaffiner CD8" T-Zellen bewirken (Alexander-Miller et al, 1996; Byers und Lindahl,
1999). Auch /n vivo konnte dieser Zusammenhang zwischen Antigendosis und T-Zellaviditat gezeigt
werden (Kim et al, 2006). Wir nehmen an, dass durch 100 nmol des verabreichten Peptids keine
TYLPTNASL-spezifischen T-Zellen mit hoher Aviditat induziert wurden und daher die Immunantwort
gegen dieses Antigen schwacher ausfiel als bei der 200fach geringeren Peptiddosis. Bei den Protein-
induzierten Immunantworten zeigte sich dagegen keine klare Dosisabhdngigkeit zwischen den
eingesetzten Mengen von 100, 250 und 500 pmol. Wahrend bei mHsp70-HER2/neurs mit steigender
Proteinmenge auch eine hohere Immunogenitdt beobachtet werden konnte, traf dies fir
m.tub.Hsp70-HER2/neurs und mHsc70-HER2/neurs nicht zu (Abb. 31). Ahnlich wie bei der
Peptidimmunisierung induzierte mHsc70-HER2/neure starkere Immunantworten bei einer geringeren
Antigendosis, was wiederum durch die Korrelation der Antigenmenge mit der T-Zellaviditat erklarbar
ware.

Beim Vergleich der durch das Peptid bzw. die Fusionsproteine induzierten Immunantworten wurde
wiederum eine Abhdngigkeit von der Adjuvansmenge deutlich. Es zeigte sich, dass in Kombination mit
hohen CpG-Mengen (50 ug) das Peptid, abhdngig von der jeweils eingesetzten Menge, eine starkere
(500 pmol) bzw. eine zu den Fusionsproteinen vergleichbare (100 nmol) Immunitat induzierte (Abb.
30). Bei einer mittleren CpG-Dosis (5 pg) dagegen erreichten die Hsp-Fusionsproteine eine starkere

Immunogenitdt als das Peptid. Der Herstellung der hier beschriebenen rekombinanten Proteine lag die
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Idee zugrunde, durch die Integration des Hitzeschockproteins eine parallel zur Antigenaufnahme
stattfindende Stimulation der DC auszuldsen. Daher sollten die Fusionsproteine im Vergleich zu den
Peptiden, die nur oberflachlich an die DC binden, aber keine Maturierung induzieren, eine starkere
Immunantwort auslésen kénnen. Da nun das synthetische Peptid jedoch eine zum Teil starkere
Immunogenitdt als die Hsp-Fusionsproteine besal und wie in 7.2.2 beschrieben die Proteine ohne
zusatzliches Adjuvans keine Immunogenitat besaBen, wird angenommen, dass der adjuvante Effekt
der Hitzeschockproteinanteile in den hier eingesetzten Fusionsproteinen entgegen friiherer
Beobachtungen nicht sehr stark war. Wir vermuten, dass die CpG-induzierte Aktivierung des
Immunsystems die adjuvante Wirkung der Hsp-Anteile in den Fusionsproteinen Uberdeckte, so dass
bei hohen CpG-Dosen kein Vorteil der Proteinimmunisierung festgestellt werden konnte. Bei
geringerer Adjuvansmenge dagegen kam anscheinend ein Adjuvanseffekt der Fusionsproteine
gegeniiber dem Peptid zum tragen. Die antigenprasentierenden Zellen wurden weniger stark durch
CpG stimuliert, so dass die durch das Peptid induzierte Immunantwort schwacher wurde. Die
Fusionsproteine wirkten anscheinend immunstimulatorisch auf die DC und zeigten so im direkten

Vergleich zu den Peptiden eine erhéhte Immunantwort.

7.2.4 Die Proteine Hsp70-HER2/neuyg;, Hsc70-HER2/neu;z und Hsp70L1-
HER2/neuys induzieren eine CpG-unabhiangige Tumorreprimierung nach
prophylaktischer Immunisierung

Neben der Evaluierung der Hsp-Fusionsproteine hinsichtlich ihrer Kapazitdt zytotoxische
antigenspezifische T-Zellen zu aktivieren, wurde auch der tumorprotektive Effekt der Fusionsproteine
untersucht. Dazu wurde das Wachstum der murinen Mammakarzinomzelllinie D2F2/E2 in BALB/c-
Mausen analysiert, in der das humane HER2/neu-Protein iberexprimiert wird (Piechocki et a/., 2001).
Um die antitumorale Immunogenitdt der Hsp-Fusionsproteine beurteilen zu kdnnen, wurden die Tiere
zunachst prophylaktisch immunisiert, wobei jeweils die in den In vivo-Zytotoxizitatsstudien etablierte
optimale Adjuvansmenge von 5 pg CpG eingesetzt wurde.

Analog zu den vorigen Beobachtungen zeigte sich, dass die héhere Peptidmenge von 100 nmol
wiederum einen nachteiligen Effekt auf die Induktion einer antitumoralen Immunantwort hatte. Die
Applikation der geringeren Peptidmenge (500 pmol) dagegen konnte das Tumorwachstum signifikant
verlangsamen (Abb. 40). Dieses Ergebnis unterstiitzt die vorige Vermutung, dass aufgrund des
Antigeniberschusses bei 100 nmol Peptid eher antigenspezifische T-Zellen mit einem TCR niedriger
Aviditat aktiviert werden, welche eine weniger starke Immunantwort ausldsen. Analog zur Peptid-
induzierten Tumorreprimierung konnte durch jedes der vier Hsp-Fusionsproteine nach
prophylaktischer Immunisierung in Kombination mit dem Adjuvans CpG das Wachstum des Tumors
D2F2/E2 signifikant verlangsamt werden (Abb. 40). Interessanterweise gelang dies auch durch die
Behandlung der Mduse mit dem Protein mHsp70L1-HER2/neurg, welches in den Zytotoxizitatsstudien

keinen Effekt aufwies. Zudem gelang es auch, durch die Applikation einiger Proteine ohne das
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zusatzliche Adjuvans CpG einen antitumoralen Effekt zu induzieren. Sowohl mHsp70-HER2/neure,
mHsc70-HER2/neurs als auch mHsp70L1-HER2/neurs verlangsamten das Tumorwachstum im
Vergleich zur Peptidimmunisierung signifikant. Da das Protein m.tub.Hsp70-HER2/neurs in
Kombination mit CpG das D2F2/E2-Wachstum zwar antitumoral wirkte, ohne das Adjuvans allerdings
keinen Effekt zeigte (Abb. 40C und 40D), wird vermutet, dass dieses Protein im direkten Vergleich zu
den restlichen Hsp-Fusionsproteinen eine geringere Immunogenitat im HER2/neu-System besaB. In
einem anderen Antigensystem (OVA) jedoch konnte gezeigt werden, dass gerade m.tub.Hsp70 im
Vergleich zu Hsp70, Hsp70L1 und Hsc70 eine starkere Immunantwort induziert, wenn es als
Fusionsprotein in Immunisierungsstudien verwendet wird (Marincek, 2008). Somit ist keine allgemeine
Aussage hinsichtlich des starksten adjuvanten Hitzeschockproteins mdglich und der Adjuvanzeffekt ist
daher abhangig vom jeweiligen Antigensystem.

Die in der hier vorliegenden Arbeit gemachte Beobachtung, dass drei der vier Hsp-Fusionsproteine
ohne zusatzliches Adjuvans (CpG) BALB/c-Mdusen eine antitumorale Immunitdt verleihen, korreliert
nicht mit den Daten der Zytotoxizitatsstudien, in denen keine antigenspezifische T-Zellaktivierung
durch die Proteine ohne CpG nachgewiesen werden konnten. Es stellt sich hier daher die Frage,
warum die Immunogenitat der Fusionsproteine ausreichte, um einen HER2/neu-iberexprimierenden
Tumor zu hemmen, wahrend die Aktivierung zytotoxischer antigenspezifischer T-Zellen nicht gelang.
Dabei kdnnten zum einen der Applikationsweg der Proteine und der Zeitpunkt der Injektion eine Rolle
spielen. In den Studien zur T-Zellzytotoxizitat wurden nach subkutaner Injektion die drainierenden
Lymphknoten und die Milz untersucht, wahrend im Tumorexperiment die Immunisierung subkutan
direkt an der Stelle erfolgte, wo spater die Tumorzellen appliziert wurden. Die Inokulation der
Tumorzellen erfolgte bereits fiinf Tage nach der letzten prophylaktischen Immunisierung, wohingegen
die antigenspezifische T-Zellaktivitdt im Abstand von einer Woche untersucht wurde. Es wird
angenommen, dass durch die prophylaktische Applikation der Fusionsproteine am Ort der spateren
Tumorinokulation eine Immunantwort induziert wurde, die zum Zeitpunkt der Tumorinjektion dort
zum Teil noch vorherrschte. Dabei konnten zunachst vorrangig Zellen des angeborenen
Immunsystems, wie z. B. die NK-Zellen, fiir die TumorabstoBung verantwortlich sein. Es wurde
gezeigt, dass die Proliferation und die zytotoxische Aktivitdt der NK-Zellen durch die Interaktion mit
Hsp70 stimuliert wird (Multhoff et a/, 1999; Gross et al, 2003). Antigenspezifische T-Zellen, die in
den Zytotoxizitdtsstudien ohne Adjuvans unter denselben Immunisierungsbedingungen nicht
detektiert werden konnten, spielten mdglicherweise eine untergeordnete Rolle. Die Tumorabwehr
kénnte also eher durch antigenunspezifische Immunantworten vermittelt werden, welche durch die
prophylaktisch verabreichten Fusionsproteine aktiviert wurden. Diese Hypothese kénnte auch erklaren,
warum das Protein mHsp70L1-HER2/neu einen antitumoralen Effekt besaB, aber keine
antigenspezifische  Zytotoxizitdt induzierte. Allerdings miissen auch HER2/neu-spezifische
Immunantworten bei der Tumorabwehr eine Rolle gespielt haben, da wir zeigen konnten, dass ein
Tumor, der HER2/neu nicht Giberexprimiert, unter denselben Bedingungen nicht abgewehrt wird (Abb.
39B).
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Im Hinblick auf die verabreichte Adjuvansmenge zeigte sich, dass, entgegen der Beobachtungen aus
den Zytotoxizitatsstudien, das Protein m.t{ub.Hsp70-HER2/neure in Kombination mit einer hohen CpG-
Dosis (50 pg) einen starkeren antitumoralen Effekt besaB als in Kombination mit einer mittleren CpG-
Menge (5 pg) (Abb. 39A). In allen Versuchtieren konnte Uber einen Zeitraum von 40 Tagen das
Tumorwachstum verhindert werden. Da aber auch die Peptid-immunisierten Kontrolltiere ein deutlich
verlangsamtes Tumorwachstum aufwiesen, wird vermutet, dass der hier beobachtete antitumorale
Effekt auf die hohe Adjuvansmenge zuriickzufiihren ist. Es ist bekannt, dass die Injektion von CpG NK-
Zellen, DC und Makrophagen an den Injektionsort lockt, diese aktiviert und die Induktion von Ty1-
stimulierenden Zytokinen wie IL-12 stimuliert (Carpentier et al, 1999). Zellen des angeborenen
Immunsystems zerstéren Tumorzellen und deren Antigene induzieren die Aktivierung spezifischer T-
Zellen. Da CpG zusatzlich auch den aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD, activation induced cell
death) in T-Zellen durch eine erhdhte Expression von antiapoptotischen Faktoren wie Bcl-X, und c-
FLIP verhindert, wird durch dieses Adjuvans neben der Aktivierung der angeborenen Immunitat
auBerdem die Proliferation der antigenspezifischen T-Zellen unterstiitzt (Davila und Celis, 2000; Davila
et al, 2002). Dieser antitumorale Effekt des CpG, der keine zusatzlich Gabe des Tumorantigens
fordert, konnte bereits in mehreren Studien gezeigt werden (Kawarada et a/, 2001; Baines und Celis,
2003; Krieg, 2004). Die durch CpG induzierte Tumorregression war zwar NK-Zellabhangig, aber
unabhéngig von T- oder B-Zellen (Krepler et al., 2004).

Eine prophylaktische Immunisierung spiegelt jedoch nicht die Begebenheiten vieler humaner Tumoren
wieder, bei denen eine Therapie erst nach der Tumorentstehung erfolgt. Daher sollte nach der
erfolgreichen Tumorreprimierung durch die prophylaktische Immunisierung einerseits der
therapeutische Effekt der Hsp-Fusionsproteine in einem bereits etablierten Tumor untersucht werden.
Andererseits wurde die T-Gedachtnis-Zellantwort in den prophylaktisch immunisierten Tieren
analysiert, die tiber mehrere Wochen keinen Tumor entwickelten. Eine lang anhaltende Immunitat ist
neben einer starken primaren tumorspezifischen Immunantwort essentiell, um die dauerhafte Abwehr
des Tumors zu garantieren. Die Untersuchungen ergaben allerdings, dass in keinem der primar
geschiitzten Tiere ein sekundarer Tumor abgewehrt werden konnte. Daher ist davon auszugehen,
dass die durch die Fusionsproteine induzierte Immunitdt nicht stark genug war, eine T-Zell-
Gedachtnisantwort zu bewirken.

In verschiedenen Studien konnte in Tiermodellen mit Transplantationstumoren oder auch in
autochthonen Tumormodellen ein Tumorriickgang bzw. verlangsamtes Tumorwachstum nach einer
therapeutischen Immunisierung beobachtet werden. In diesen Arbeiten wurden die Tiere einerseits
mit CD8" T-Zellepitopen in Kombination mit mehreren Adjuvanzien (GM-CSF, IFA, CpG) mehrmals
immunisiert (Gritzapis et al, 2006; Nava-Parada et a/, 2007) bzw. es wurde eine Vakzine auf DNA-
Ebene in Kombination mit systemisch verabreichtem IL-12 injiziert (Pannelini et a/ 2006). Die
mehrmalige Applikation der Hsp-Fusionsproteine zusammen mit 10 pg des Adjuvans CpG in BALB/c-
Mausen mit einem bereits etablierten D2F2/E2 Tumor konnte das Tumorwachstum allerdings nicht
beeinflussen. Auch durch das Peptid oder hohere Proteinmengen konnte keine Tumorregression

hervorgerufen werden (Abb. 43). Es wird angenommen, dass die durch die Hsp-Fusionsproteine
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induzierte HER2/neu-spezifische Immunogenitat hier nicht ausreichte, um den etablierten Tumor zu
bekdampfen. Grundsatzlich ist eine erfolgreiche therapeutische Therapie schwerer zu erreichen als ein
prophylaktischer Schutz, da das Tumorgewebe durch ein suppressives Milieu bereits einen ersten
Schutz gegen infiltrierende Immunzellen entwickelt. AuBerdem konnen Tumoren durch Mutationen
und dem Verlust der Antigene dem Angriff durch das Immunsystem entgehen. Das Protoonkogen
HER2/neu wird hauptsachlich in den ersten Phasen der Tumorentstehung bendtigt. Demnach ist
denkbar, dass eine geringere Expression dieses Antigens in spateren Phasen eine HER2/neu-
vermittelte Tumorabwehr verschlechtert (Lollini ef a/, 2006). Der Grund, dass in dieser Arbeit die
Reprimierung des Tumorwachstums nach therapeutischer Immunisierung nicht gelang, kénnte auch
mit der eingesetzten Adjuvansmenge erklart werden. Andere Studien zeigten einen deutlichen
Riickgang des Tumors wenn einerseits wie oben erwdhnt mehrere Adjuvanzien kombiniert wurden
und von CpG 100 pg eingesetzt wurden, was dem zehnfachen der hier verwendeten Adjuvansmenge
entspricht (Nava-Parada et a/, 2007).

7.2.5 Der Hsp-Anteil der Hsp-HER2/neuys.i136-Fusionsproteine zeigt keinen
Adjuvanseffekt

Zusatzlich zu den Hsp-HER2/neure-Fusionsproteinen mit den zwei Kd—restringierten CD8" T-
Zellepitopen wurden auch Fusionsproteine hergestellt, die das TYLPTNASL-Epitop in einem langeren
Kontext enthalten (Hsp-HER2/neuys.135). Diese Proteine wurden ebenfalls hinsichtlich ihres Hsp-
vermittelten Adjuvanseffektes untersucht. Dabei zeigte sich, dass diese langeren Fusionsproteine in
den Zytotoxizitatsstudien zwar eine T-Zellaktivierung auslésten, aber im Vergleich zum Peptid und den
kirzeren Fusionsproteinen eine deutlich geringere Immunogenitat besaBen (Abb. 32). Es fiel weiterhin
auf, dass das Protein mHsp70L1-HER2/neuye 135 keine Immunantwort ausldste. Da dies mit den
vorigen Beobachtungen korreliert, liegt die Schlussfolgerung nahe, dass Hsp70L1 im direkten
Vergleich zu den (ibrigen Hitzeschockproteinen die schwachste adjuvante Wirkung besitzt. Wiederum
zeigte sich bei diesem Fusionsprotein die Diskrepanz zwischen Zytotoxizitdtsstudie und Tumorstudie,
welches wie die (ibrigen Proteine nach prophylaktischer Immunisierung das Tumorwachstum
signifikant verlangsamte (Abb. 41a und 41B). Es wird, wie bereits diskutiert, angenommen, dass
mHsp70L1-HER2/neuye.13¢ hicht immunogen genug war, um antigenspezifische T-Zellen zu aktivieren,
die im Zytotoxizitatstest detektiert werden sollten. Nach der prophylaktischen Immunisierung jedoch
wird neben der adaptiven Immunitat auch das angeborene Immunsystem stimuliert, das zum
Zeitpunkt der Tumorinokulation noch vorherrscht, so dass die antitumorale Wirkung von Immunzellen
der angeborenen Immunitdt ausgehen konnte, die moglicherweise durch mHsp70L1-HER2/neuys 136
primar induziert wurden. Der antitumorale Effekt aller Hsp-HER2/neuye.136-Fusionsproteine ging nach
einer prophylaktischen Immunisierung ohne die zusatzliche Gabe des Adjuvans CpG allerdings
verloren. Dies untermauert die in den Zytotoxizitdtsstudien getroffene Schlussfolgerung, dass diese

Proteine im Vergleich zu den kirzeren Fusionsproteinen, die ohne zusatzliches Adjuvans das
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Tumorwachstum reprimieren konnten, deutlich weniger immunogen waren. Es bleibt unklar, ob die
Prozessierung der Proteine aufgrund unterschiedlicher Sequenzkontexte in den Hsp-HER2/neuye.136-
Fusionsproteinen weniger effektiv war als in den Fusionsproteinen Hsp-HER2/neurz mit
nachgestelltem Tandemepitop.

Eine wichtige Beobachtung war in diesem Antigensystem, dass das HER2/neuye 135-Kontrollprotein,
obgleich es keine zytotoxische antigenspezifische Immunitat ausloste (Abb. 32), in den
Tumorexperimenten denselben antitumoralen Effekt aufwies wie die entsprechenden Hsp-
Fusionsproteine (Abb. 41). Dies untermauert die Befunde einer anderen Arbeit, in der ein
m.tub.Hsp70-OVA Fusionsprotein mit rekombinantem Ovalbumin verglichen wurde und ebenfalls kein
Immunogenitatsvorteil des Fusionsproteins festgestellt werden konnte (Marincek, 2008). Dieses
Ergebnis stellt den Adjuvanseffekt der Hitzeschockproteine eindeutig in Frage und steht im
Widerspruch zu verdffentlichten Daten, die zeigen, dass das Fusionsprotein einen deutlichen
Immunogenitatsvorteil gegenliber dem aquivalenten Protein ohne den adjuvanten Hsp-Teil besitzt
(Wu et al., 2005).

Analog zu den Hsp-HER2/neuye.136 Proteinen wurden in BALB/c-Mausen auch Fusionsproteine getestet,
die eine zusatzliche N-terminale Zellpenetrierungssequenz (tat) enthielten. Die aus dem tat-Protein
des humanen Immundefizienz-Virus (HIV) stammende Sequenz ist fiir verschiedene Proteinfunktionen
des Proteins tat verantwortlich, aber hauptsachlich wegen der iber diese Sequenz vermittelten
zelluldren Aufnahme bekannt (Fawell ef al, 1994). Da in friilheren Studien gezeigt werden konnte,
dass dieses Peptid die Aufnahme von extrazellularen Proteinen erleichtert (Cao et al, 2002), sollte
hier untersucht werden, ob die rekombinanten Proteine mit der tat-Sequenz eine starkere HER2/neu-
spezifische Immunantwort auslésen koénnen. Durch das identische Tumorwachstum der tat-Hsp-
HER2/neu,s.136-Fusionsproteine im Vergleich zu dem Protein tat-HER2/neuye 135 (Abb. 41D) zeigte sich,
dass analog zu den Beobachtungen bei den Hsp-HER2/neuye.136-Fusionsproteinen, der Hsp-Anteil den
Proteinen keine hdhere Immunogenitdt verlieh. Da die Fusion der tat-Sequenz die antitumorale
Immunantwort der rekombinanten Fusionsproteine im Vergleich zu den Hsp-HER2/neu,s.136-Proteinen
ohne das zellpenetrierende Peptid deutlich verstarkte (ABB. 41C und Abb. 41D), wird angenommen,
dass die tat-Sequenz die zytoplasmatische Aufnahme der Proteine in DC verbessert. Die durch die tat-
Translokalisationssequenz erhohte Immunantwort wird ausfiihrlicher in 7.3.2 diskutiert.

Im Hinblick darauf, dass zwar einerseits die kurzen Hsp-TYLPTNASL-Fusionsproteine einen starkeren
immunogenen Effekt als das synthetische Peptid besaBen, andererseits die (tat)-Hsp-HER2/neuye 136-
Fusionsproteine aber keinen Vorteil gegeniiber dem unfusionierten (tat)-HER2/neu,s.136-Protein
darstellten, wird nun spekuliert, dass der immunologische Vorteil nicht auf den Hsp-Anteil, sondern
auf den Vorteil einer Proteinimmunisierung zuriickzufiihren ist. Andere Studien zeigten, dass eine
Immunisierung mit dem Modellantigen Ovalbumin, das als Fusionsprotein mit dem anti-DEC205
Antikorper vorliegt, eine starke lang anhaltende OVA-spezifische CD8* T-Zellantwort ausl6ste (Bonifaz
et al, 2004). Dieser durch das Protein verursachte Depoteffekt und die damit verkniipfte langere
Prasentation des Antigens kdnnte auch hier den Proteinen gegeniiber den Peptiden starkere

Immunogenitat verliehen haben.
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Da rekombinant hergestellte Proteine mit synthetischem Peptid verglichen wurden, muss der LPS-
Restgehalt in den Proteinlosungen mitberlicksichtigt werden. Zwar wurde das Endotoxin stets
abgereichert, so dass die Proteine als LPS-frei bzw. leicht LPS-kontaminiert angesehen werden
konnten, die verbliebene Konzentration kdnnte aber dennoch Einfluss auf die Immunogenitdt des
Proteins nehmen. Die Tatsache, dass die Rezeptoren TLR-4 und TLR-2 fiir die Hsp-induzierte DC
Maturierung vorgeschlagen wurden, lieBen erste Zweifel aufkommen, ob wirklich die
Hitzeschockproteine oder eher kontaminierende Endotoxine fiir die beobachteten adjuvanten Effekte
verantwortlich sind (Wallin et a/, 2002). Auch wenn in vielen der bisherigen Studien einige LPS-
bindende Reagenzien wie Polymixin B eingesetzt wurden, um das LPS zu neutralisieren, muss
dennoch von einem geringen Restgehalt ausgegangen werden. Es konnte auBerdem gezeigt werden,
dass stark Endotoxin abgereicherte Hitzeschockproteine ihren Adjuvanseffekt verlieren (Reed et al.,
2003; Marincek, 2008). Da das abgereicherte LPS alleine allerdings ebenfalls keine DC-Maturierung
induzieren konnte (Radsak et al, 2003), kam die Vermutung auf, dass die Hitzeschockproteine und
LPS einen synergetischen Effekt besitzen. Der von Warger und Mitarbeitern (2006) postulierte Effekt,
dass gp96 die Immunogenitat geringer Mengen des Endotoxin LPS und anderer TLR Liganden
verstarkt, kénnte sich auch auf andere Hitzeschockproteine libertragen lassen. Daher wére denkbar,
dass die Fusionsproteine durch die immer noch vorhandenen geringen LPS-Mengen einen

immunologischen Vorteil gegeniiber dem synthetisch hergestellten Peptid besitzen.

7.2.6 Die Hsp-HER2/neu:-Fusionsproteine zeigen einen maturierenden Effekt auf
dendritische Zellen

Zur Untersuchung des Adjuvanseffektes der rekombinanten Hsp-HER2/neure-Fusionsproteine wurden
murine BMDC mit den Proteinen inkubiert und die Zellen hinsichtlich ihrer Oberflachenexpression
untersucht. Verschiedene Studien zeigten, dass die Beladung unreifer DC mit Hitzeschockproteinen zur
Reifung und Stimulation dieser Zellen fiihrt (Asea et al., 2000; Kuppner et a/, 2001). Analog zu diesen
Daten induzierten die Proteine mHsp70-HER2/neurs, mHsc70-HER2/neurs und m.tub.Hsp70-
HER2/neu+e eine verstarkte Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80, CD86 und CD40 (Abb.
42). Diese Protein-induzierte BMDC-Maturierung war konzentrationsabhéngig. Ahnlich wie bei Kuppner
und Mitarbeitern (2001) wurde deutlich, dass hohe Mengen des Proteins m.tub.Hsp70-HER2/neure
einen LPS-ahnlichen stimulatorischen Effekt auf BMDC haben. Allerdings konnten nur von dem Protein
m.tub.Hsp70-HER2/neur: ausreichend hohe Ausbeuten erzielt werden, so dass die restlichen Hsp-
Fusionsproteine nicht in aquivalent hohen Konzentrationen getestet werden konnten. Das Protein
mHsp70L1-HER2/neurs zeigte keinen BMDC-maturierenden Effekt in vitro, was wiederum auf eine
geringere Immunogentitdt dieses Proteins im Vergleich zu den restlichen untersuchten Hsp-
Fusionsproteinen schlieBen lasst. Andere Studien dagegen konnten zeigen, dass dieses
Hitzeschockprotein einen DC-maturierenden Effekt besitzt (Wan et al., 2004). Es bleibt unklar, ob das

hier hergestellte Fusionsprotein eventuell aufgrund von Faltungsfehlern nicht die entsprechenden
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Rezeptoren auf den DC binden und diese somit aktivieren konnte oder die starke LPS-Abreicherung fiir
das Ausbleiben der DC-Maturierung verantwortlich war. Sowohl durch die Zytotoxizitats- als auch die
Tumorstudien liegt die Vermutung nahe, dass der immunogene Effekt der Hsp-Fusionsproteine
weniger auf den Hsp-Anteil, sondern eher auf ihren Proteincharakter zuriickzufiihren war. Daher
misste hier das Protein HER2/neu,s.135 Noch zusatzlich untersucht werden, um Rickschliisse auf den
Hsp-vermittelten maturierenden Effekt der Proteine zu ermdglichen. Verglichen mit anderen Arbeiten
induzierten die Hsp-Fusionsproteine auf den BMDC jedoch nur eine geringe Zunahme des MFI. Somit
bleibt es fraglich, ob die detektierte Expressionssteigerung hier tatsachlich eine physiologische

Relevanz besitzt.

7.3 Hsp-HER2/neu-Fusionsprotein vermittelte Induktion einer HER2/neu-

spezifischen Immunantwort gegen ein Selbstpeptid

Protoonkogene wie HER2/neu zeichnen sich durch ihre erhéhte Expression in Tumorzellen aus und
dienen daher als Targetmolekiil fir die Immuntherapie. Die Tatsache, dass HER2/neu ein
korpereigenes Protein ist, wirft das Problem der Selbsttoleranz auf. Da trotz der negativen Selektion
selbstreaktiver T-Zellen in vielen Mammakarzinompatientinnen HER2/neu-spezifische T-Zellen
detektierbar sind, ist klar, dass die klonale Deletion nicht absolut ist. Einige selbstreaktive T-Zellen
kénnen der zentralen Toleranz entkommen, werden aber durch Mechanismen der peripheren Toleranz
anergisch. Fir eine wirkungsvolle Immuntherapie gegen HER2/neu ist die Umgehung dieser Toleranz
essentiell und stellt in der Tat die gréBte Herausforderung in der Tumorvakzinierung dar.

Die in dieser Arbeit generierten Hsp-HER2/neue-Fusionsproteine wurden neben der in 7.2
beschriebenen Evaluierung hinsichtlich ihres immunogenen Hsp-Anteils auch in Bezug auf ihr Potenzial
gepriift, eine gegen das Selbstprotein HER2/neu gerichtete Immunantwort zu induzieren. Die
Aminosauresequenz des Epitops PYVSRLLGI ist in Maus und Mensch vollkommen identisch, so dass
die Verwendung der Fusionsproteine mit den K%-restringierten HER2/neu-generierten CD8* T-
Zellepitopen TYLPTNASL und PYVSRLLGI die Untersuchung dieser Fragestellung in BALB/c-Mdusen
zulieB. Zusatzlich wurde die Induktion einer gegen Selbst gerichteten Immunantwort in HHD-Mausen
untersucht. Hier wurden die Tiere mit Hsp-HER2/neu,q9.5,9 immunisiert, die ein HER2/neu-Fragment
mit dem dominanten CD8* T-Zellepitop KIFGSLAFL enthielten, das ebenfalls in Maus und Mensch

identisch ist.
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7.3.1 Eine gegen das Selbstprotein HER2/neu gerichtete Immunantwort kann
durch die Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine nicht induziert werden

Das aus HER2/neu stammende Peptid PYVSRLLGI wurde als CD8" T-Zellepitop beschrieben, gegen
das spezifische T-Zellen induziert werden kénnen. Die Immunisierung von Mausen mit diesem Peptid
bewirkte die Induktion antigenspezifischer Effektorzellen (Nagata et al, 1997). In der hier
vorliegenden Arbeit konnten jedoch keine PYVSRLLGI-spezifischen CD8* T-Zellen in BALB/c-Mdusen
induziert werden. Weder die Immunisierung mit dem synthetischen Peptid (Abb. 26), noch die
Applikation des Fusionsproteins m.tub.Hsp70-HER2/neure (Abb. 28D und 28E) aktivierte selbstreaktive
PYVSRLLGI-spezifische T-Zellen. Bei der Peptidimmunisierung wurde das Peptid PYVSRLLGI in
Kombination mit dem zweiten CD8* T-Zellepitop TYLPTNASL verabreicht. Da auch im rekombinanten
Protein beide Epitope enthalten waren, konnte so die Aktivierung PYVSRLLGI-spezifischer und
TYLPTNASL-spezifischer T-Zellen parallel untersucht werden. Einer der Griinde, warum keine
PYVSRLLGI-spezifischen T-Zellen induziert wurden, kdnnte in der Kombination beider Peptide in einer
Immunisierung liegen. Die so genannte Epitopkompetition (epitope competition) wurde /n vivo
erstmalig von Adorini und Mitarbeitern (1988) beschrieben, die zeigten, dass durch die Kombination
zweier T-Zellepitope, die an dasselbe MHC-Molekil binden, die T-Zellantwort gegen das in geringerer
Menge verabreichte Peptid signifikant geschwacht wird. Zwar wurden hier die Peptide PYVSRLLGI und
TYLPTNASL in aquimolarer Menge injiziert, dennoch ware es maoglich, dass die Konkurrenz der Epitope
um dasselbe MHC-Klasse-I-Molekiil die Bindung nur eines der beiden Peptide begiinstigen wiirde. Der
damit verbundene Affinititsunterschied beider Epitope zu den K%Molekiilen wurde in einem
Affinitatsvergleich analysiert. Dabei zeigte sich, dass das Epitop TYLPTNASL eine wesentlich starkere
Affinitdt zu K® besaB als das Peptid PYVSRLLGI (Abb. 27). Dieser Unterschied kdnnte ein weiterer
Grund dafir sein, dass keine gegen PYVSRLLGI gerichteten spezifischen T-Zellen detektierbar waren.
Zusatzlich muss die Homologie dieses Epitops zur murinen Sequenz beriicksichtigt werden. Das
applizierte humane Epitop TYLPTNASL unterscheidet sich in einer Aminosdaure von der murinen
Sequenz TYLPANASL, wahrend PYVSRLLGI in beiden Spezies vollsténdig identisch ist. Daher ist
moglich, dass PYVSRLLGI-spezifische T-Zellen tolerant sind und nicht aktiviert werden kdnnen. Die
Diskrepanz zwischen den hier erhaltenen und von Nagata und Mitarbeitern (1997) beschriebenen
Daten kénnte auBerdem auf den unterschiedlichen Immunisierungsstrategien beruhen. Wahrend hier
mit den Peptiden alleine bzw. mit dem Fusionsprotein immunisiert wurde, verwendeten Nagata und
Mitarbeiter (1997) Peptid-beladene Milzzellen bzw. HER2/neu-transfizierte Tumorzellen, die aufgrund
von zusatzlichen kostimulatorischen Molekilen offensichtlich ein starkeres immunogenes Potential
besaBen als die alleinige Verabreichung der Peptide bzw. des Fusionsproteins.

Neben der Aktivierung einer PYVSRLLGI-spezifischen Immunitdt wurde im BALB/c-Mausmodell auch
die potentielle Induktion einer gegen das Selbstpeptid TYLPANASL gerichteten Immunantwort
analysiert. Gritzapis und Mitarbeiter (2006) konnten zeigen, dass die Aktivierung von selbstreaktiven
T-Zellen durch eine Immunisierung mit einem HER2/neu-Selbstpeptid nicht mdglich war.

Immunisierten sie die Tiere allerdings mit einem xenogen veranderten Epitop, in ihrem Fall mit dem
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humanen Peptid, das sich in einer Aminosaure von dem murinen Epitop unterscheidet, so konnten sie
eine Kreuzreaktion zum murinen Selbstepitop induzieren. Aufgrund dieser Beobachtungen sollte
untersucht werden, ob auch das in den Fusionsproteinen enthaltene humane Epitop TYLPTNASL T-
Zellantworten induzieren kann, die sich gegen das murine Selbstepitop richten. Eine friilhere Studie
konnte genau dies zeigen, indem durch die Vakzinierung mit dem humanen Peptid TYLPTNASL sowohl
antigenspezifische T-Zellen aktiviert wurden, diese T-Zellen aber auch eine Kreuzreaktivitat zur
murinen Sequenz TYLPANASL besaBen (Nagata et al, 1997). Allerdings stellte sich in der hier
vorliegenden Arbeit heraus, dass weder die Peptidimmunisierung, noch die Immunisierung mit den
verschiedenen Hsp-HER2/neure-Fusionsproteinen eine Reaktivitat zu TYLPANASL induzierte (Abb. 29C
und 29D). Griinde, warum hier keine Kreuzreaktivitat erzielt wurde, kdnnten bei den unterschiedlichen
Adjuvanzien in den einzelnen Vakzinierungsstrategien liegen. Durch die Wahl eines zusatzlichen
Adjuvans wie GM-CSF, das eines der effektivsten DC-aktivierenden Zytokine ist (Disis et a/, 1996b;
Disis et a/, 1999), und mehrfacher Applikation des Antigens bzw. der Adjuvanzien (Gritzapis et al,
2006) konnte eventuell in zukiinftigen Experimenten eine Kreuzreaktivitdt durch die Hsp-
Fusionsproteine erzielt werden.

Parallel zum BALB/c-System wurde die Induktion einer gegen das Selbstprotein HER2/neu gerichteten
Immunantwort in dem transgenen Mausmodell HHD untersucht. Die Hsp-HER2/neuygg-s579-
Fusionsproteine enthielten das dominante HLA-A2-restringierte CD8* T-Zellepitop KIFGSLAFL. Die
Immunisierung der Tiere mit dem Peptid KIFGSLAFL induzierte selbstreaktive INFy-sekretierende CD8*
T-Zellen (Abb. 33). Dadurch wird deutlich, dass trotz der negativen Selektion nicht alle KIFGSLAFL-
spezifischen T-Zellen vernichtet werden, sondern diese aktiviert werden kdnnen, was friihere
Beobachtungen bestatigt (Murray et a/ 2002). Es zeigte sich jedoch, dass die Proteine m.tub.Hsp70-
HER2/neu,g9.579 und Hsp70-HER2/neusgs.579 im Gegensatz zur Peptidimmunisierung keine KIFGSLAFL-
spezifische Immunitdt auslosten (Abb. 34). Die Injektion geringerer Peptidmengen, analog zur
Proteinimmunisierung, induzierten ebenfalls keine HER2/neu-spezifischen T-Zellen mehr (Abb. 35).
Daher wird vermutet, dass die unterschiedliche Antigenmenge, die jeweils appliziert wurde, den Grund
fir die Immunogenitatsunterschiede zwischen Peptid und Protein bildet. Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Fusionsproteine im HHD-Maussystem nicht effizient genug
aufgenommen und prozessiert wurden, was eine weitere Ursache fiir die mangelnde Immunogenitat

der Hsp-Fusionsproteine in HHD-Mausen sein kdnnte.

7.3.2 Peptidmodifikationen erh6hen die Immunantwort gegen das Selbstepitop
KIFGSLAFL

Wahrend der klonalen Deletion werden vorrangig selbstreaktive T-Zellen mit einem hoch affinen TCR
aus dem T-Zellrepertoire entfernt oder aber diese autoreaktiven T-Zellen werden in der Peripherie
inaktiviert. Daher gilt es als schwierig, diese T-Zellen zur Induktionen einer gegen Selbst gerichteten

Immunantwort zu aktivieren. Stattdessen kam die Uberlegung auf, T-Zellen zu stimulieren, die
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ebenfalls das Selbstprotein HER2/neu erkennen, aber eine Reaktivitat gegen ein niedrig affines Epitop
besitzen (Scardino et al, 2001). Der Vergleich verschiedener HLA-A2-restringierter HER2/neu-
generierter CD8* T-Zellepitope unterschiedlicher Affinitat zeigte, dass durch die Immunisierung von
HHD-Mdusen mit den murinen HER2/neu-Peptiden KIFGSLAFL und ILHDGAYSL mit hoher bzw.
mittlerer Affinitat zum MHC-Molekiil eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen induziert werden konnte,
wahrend jedoch das niedrig affine HER2/neu Epitop AWCRWGFLL diese Immunogenitat nicht besa
(Abb. 36A). Somit konnten die Beobachtungen von Scardino und Mitarbeitern (2001), die zeigen, dass
eben dieses Peptid in HHD-Madusen eine HER2/neu spezifische Immunantwort induziert, hier nicht
bestatigt werden.

Da die hochste HER2/neu-spezifische Immunantwort durch die Applikation des Selbstpeptids
KIFGSAFL induziert werden konnte, wurde an diesem Epitop die Mdoglichkeit einer Erhéhung der
Immunantwort durch verschiedene Peptidmodifikationen untersucht. Durch den Austausch der
Aminosauren an Position 2 und 9 des Peptids, die den Anker fiir die Peptidbindung an die MHC-
Molekiile bilden, kann die Affinitdit zum MHC-Klasse-I-Molekiil verbessert werden (Vertuani et al,
2004). Die Immunisierung von HHD-Madusen mit dem synthetischen Peptid KVFGSAFV konnte die
spezifische Immunantwort gegen das dominante CD8* T-Zellepitop KIFGSLAFL im Vergleich zur
Immunisierung mit dem unveranderten Peptid deutlich erhdhen (Abb. 36B und 36C). Dies bestatigt
die Beobachtungen einer friiheren Studie, in der bereits gezeigt werden konnte, dass der Austausch
der Aminosauren Isoleucin und Leucin gegen Valin die Affinitdt des modifizierten Epitops an MHC
verbessert und damit eine starkere Immunogenitat gegen das Selbstepitop KIFGSLAFL erreicht wird
(Vertuani et al, 2004). Es wird vermutet, dass aufgrund der verbesserten Affinitat eine hohere
Stabilitédt des MHC:Peptid-Komplexes erreicht wird und damit die Wahrscheinlichkeit steigt, dass eine
antigenprasentierende dendritische Zelle den Lymphknoten erreicht und auf die spezifische T-Zelle
trifft. Obwohl diese Modifikationen die Ankerregionen des Peptids fiir die MHC-Bindung betrafen, die
TCR-Bindungsstelle aber unverdndert lieBen, besteht auch die Mdoglichkeit, dass neben der
Affinitatserhéhung zum MHC-Molekil auch die Aviditét des Komplexes zur T-Zelle und damit die
Immunogenitat des Peptids verbessert wird. Diese starkere T-Zellaviditat konnte indirekt durch einen
stabileren MHC:Peptid-Komplex erreicht werden, oder aber von Konformationsénderungen in der TCR-
Bindungsstelle riihren, welche durch die Veranderung der MHC-Ankermotive verursacht werden
(Vertuani et al., 2004).

Neben der Erhéhung der Affinitat zum MHC-Molekiil sollte der Einfluss einer N-terminalen tat-
Translokationssequenz im Hinblick auf eine erh6hte Immunogenitat des CD8" T-Zellepitops untersucht
werden. Dieses 11 Aminosaure lange Peptid des HIV-1 Transaktivator Proteins (tat) wurde als Zell-
penetrierendes Peptid beschrieben, das /in vitro und in vivo effizient die Aufnahme verschiedener
Molekiile durch die Plasmamembran vermitteln kann (Rinne et al, 2007). Es konnte gezeigt werden,
dass dieses Peptid an der Internalisierung von kleinen Peptiden (Lindsay, 2002), DNA (Sandgren et
al, 2002) und Proteinen (Fawell et al., 1994) beteiligt ist. Die Immunisierung der HHD-Mause mit dem
tat-verlangerten T-Zellepitop induzierte eine deutlich stérkere KIFGSLAFL-spezifische Immunantwort

als das unmodifizierte Peptid. Auch die durch den zuvor beschriebenen Aminosdureaustausch erhdhte

140



Diskussion

Immunogenitat von KVFGSLAFV konnte weiter verbessert werden (Abb. 36C und 36D). Das Peptid tat-
KIFGSLAFL muss zunachst prozessiert werden, um eine Antigenerkennung durch T-Zellen zu
ermdglichen. Es wurde gezeigt, dass die durch die tat-Sequenz vermittelte Aufnahme der
transportierten Molekiile iber Endozytose bzw. Makropinozytose erfolgt (Richard et a/, 2005; Wadia
et al, 2004). Daher vermuten wir, dass der Vorteil der Fusion des CD8" T-Zellepitops mit der tat-
Sequenz hinsichtlich einer starkeren Immunogenitat darin besteht, dass das Antigen vorrangig von
phagozytierenden Zellen wie den Makrophagen oder DC prozessiert und prasentiert wird. Wenn das
Peptid dagegen ohne die tat-Sequenz verabreicht wird, erfolgt die Bindung auf samtlichen Zellen, die
das HLA-A2-Molekdl exprimieren, so dass die Zahl der antigenbeladenen DC vergleichsweise geringer
ist und im direkten Vergleich eine geringere T-Zellaktivierung erfolgen kann.

Die im HHD-System beobachtete Erhéhung der Immunogenitat des CD8* T-Zellepitops KIFGSLAFL
durch die Zellpenetrationssequenz (tat) konnte im BALB/c-Modell nur teilweise reproduziert werden.
Eine Immunisierung der BALB/c-Mause mit dem rekombinanten Protein HER2/neu,s.13¢ induzierte eine
schwachere zytotoxische TYLPTNASL-spezifische T-Zellantwort als das aquivalente Protein mit einer N-
terminalen tat-Sequenz (tat-HER2/neuys.136) (Abb. 32). Im Tumorversuch wurde ebenfalls deutlich,
dass die tat-Proteine einen starkeren antitumoralen Effekt besitzen als die aquivalenten Proteine ohne
die zellpenetrierende Sequenz (Abb. 41C und 41D). Der direkte Vergleich des tat-TYLPTNASL Peptids
mit dem unmodifizierten Epitop jedoch zeigte keinen immunogenen Vorteil des verlangerten
Peptidkonstruktes (Abb. 37). Es bleibt unklar, warum die Immunogenitdt dieses Epitops auf
Peptidebene nicht gesteigert werden konnte. Mdglich ware, dass die verlangerten Peptide im BALB/c-
System vorrangig proteolytisch abgebaut wurden, so dass keine verstarkte Kreuzprasentation der

aufgenommenen Peptide erfolgte.

7.4 Einsatz der MHC-Klasse-I:Peptid-Fc-Dimere zur Detektion

antigenspezifischer T-Zellen

Die Untersuchung der nach der Peptid- bzw. Proteinimmunisierung aktivierten HER2/neu-spezifischen
CD8* T-Zellen basierte in den bisher diskutierten Experimenten dieser Arbeit auf funktionsabhangigen
Detektionsmethoden. Die T-Zellen wurden nach der Aktivierung kurzzeitig restimuliert, um hinsichtlich
ihrer Zytokinsekretion analysiert zu werden, oder aber ihr zytotoxisches Potential wurde untersucht.
Beide Detektionsmethoden stellen so genannte funktionelle Untersuchungen dar und erfassen somit
nur antigenspezifische Zellen, welche nach der Antigenstimulation mit einer definierten
Effektorfunktion reagieren. Zellpopulationen, die ebenfalls antigenspezifisch, aber flir die gewahlte
funktionelle Detektionsmethode inaktiv sind, kdnnen hiermit nicht erfasst werden.

Damit samtliche antigenspezifische T-Zellen untersucht werden konnen, wurden dimerisierte
MHC:Peptid-Immunglobulin-Fusionsproteine  hergestellt, die in einem funktionsunabhdngigen

Detektionsverfahren die Identifizierung und Quantifizierung der antigenspezifischen T-Zellen (ber die

141



Diskussion

Bindung des TCR erlauben. Friihere Studien zeigten, dass losliche Peptid-beladene MHC-Komplexe fiir
die Analyse spezifischer T-Zellen sehr niitzlich sein kénnen (Greten und Schneck, 2002). Dabei
kommen tetramere oder pentamere MHC-Klasse-I-Komplexe zum Einsatz. Die Biotinylierung von
MHC:Peptid-Molekiilen ermdglicht ber die Bindung an Avidin die Bildung von multimeren MHC-
Komplexen. Die Herstellung dieser Molekiile, die zunachst in Bakterien exprimiert werden und sich
anschlieBend in Anwesenheit des gewiinschten Peptids optimal falten miissen, ist allerdings sehr
mihsam. Alternativ wurden dimerisierte MHC-Immunglobulin-Fusionsproteine entwickelt (Dal Porto et
al, 1993; Greten et al, 1998). Diese Molekiile wurden durch externe Zugabe des gewiinschten
Peptids mit dem Antigen der Wahl beladen. Da das Peptid aber nicht-kovalent mit dem MHC-Molekdil
verbunden ist, kann es auch wieder abdissoziieren, wodurch eine stabile Peptidbeladung des MHC-
Molekiils und damit eine solide TCR-Erkennung nicht garantiert werden.

Analog zu der Arbeit von Greten und Mitarbeiter (2002) wurde hier ein MHC:Peptid-Ig-Dimer
entwickelt, in dem das Peptid kovalent mit der B,m-Untereinheit des MHC-Klasse-I-Molekiils
verbunden ist. Durch die eukaryontische Expression dieser Molekiile konnte die zuvor nétige /in vitro
Faltung umgangen werden (Schneck et al, 1999). Trotz des eukaryontischen Expressionssystems
wurde nach der Aufreinigung der Fusionsproteine mittels Affinitdtschromatographie Uber den
konstanten Teil des IgG; Molekaiils ein recht hohe Ausbeute von 2 mg/ml fiir das K*: TYLPTNASL-Dimer
und immerhin 0.2 mg/ml fir das HLA-A2:KIGSLAFL-Dimer erzielt. Biochemische Untersuchungen der
Dimere zeigten die erwartete MolekiilgréBe durch die Detektion der konstanten Region des IgG; (Abb.
25). Eine wichtige Beobachtung war, dass durch die Farbung von Milz- und Lymphknotenzellen aus
immunisierten BALB/c-Mdusen (Abb. 46) bzw. von Blut- und Knochenmarkszellen HLA-A2-positiver
Mammakarzinompatientinnen (Abb. 47) mit den MHC-Dimeren HER2/neu-spezifische CD8" T-Zellen
nachgewiesen werden konnten. Somit konnte die Peptid-spezifische TCR-Bindung durch die Dimere
gezeigt werden. Die Titration der Dimere machte deutlich, dass bereits geringe Mengen wie 10 oder
100 ng des Dimers ausreichten, um die spezifischen T-Zellen gegeniliber unspezifischen Zellen aus
PBS-immunisierten Mausen bzw. aus gesundem Spenderblut sichtbar zu machen. Generell ist ein
Nachweis antigenspezifischer T-Zellen aus einem polyklonalen T-Zellrepertoire aufgrund der nur
geringen Zahl spezifischer Zellen sehr schwierig. Zwar wurde der Prozentsatz der TYLPTNASL-
spezifischen T-Zellen nach einer fiinftagigen /in vitro Restimulation um das zirka dreifache erhéht (Abb.
46C), eine weitere Anreicherung der spezifischen T-Zellen kdnnte den Nachweis (iber die Dimere aber
verstdrken und so eine deutlichere Unterscheidung zu unspezifisch angefarbten Zellen ermdglichen
(Greten et al,, 2002).

Diese ersten Untersuchungen zeigen, dass die hier hergestellten Dimere eine spezifische Detektion
HER2/neu-spezifischer T-Zellen erlauben und neben den kommerziell erhdltlichen Tetrameren und
Pentameren eine Alternative fiir den Nachweis antigenspezifischer T-Zellen darstellen kénnten. Parallel
zur Detektion antigenspezifischer T-Zellen kénnten die hier entwickelten Dimere auch zur Generierung
einer HER2/neu-spezifischen T-Zelllinie angewandt werden. Analog zu den Arbeiten von Greten und
Mitarbeitern (2002) kénnten Peptid-spezifische CD8* T-Zellen durch die Kombination des MHC:Peptid-
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IgG;-Dimers und eines magnetisch gekoppelten Antikorpers, der gegen die konstante Region des

IgG;-Molekiils gerichtet ist, isoliert und in Kultur genommen werden.

7.5 Potential der Hitzeschockproteine in der Immuntherapie — ein Ausblick

Zusammenfassend zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass die Hitzeschockproteine, entgegen
der Beobachtungen friiherer Studien, keinen Adjuvanseffekt in den hier hergestellten Hsp-HER2/neu-
Fusionsproteinen besitzen. Zwar konnte durch die Immunisierung mit den rekombinanten Proteinen
mHsp70-HER2/neure bzw. mHsc70-HER2/neur: und in geringerem MaBe ebenso durch m.tub.Hsp70-
HER2/neurs ein deutlicher Immunogenitatsvorteil im Vergleich zur Peptidimmunisierung erzielt
werden, da aber in einem direkten Vergleich die Hsp-HER2/neuye 126-Fusionsproteine und das
rekombinant hergestellte HER2/neu,s.135 dieselbe Immunogenitat besaBen, muss davon ausgegangen
werden, dass in dem hier untersuchten System die Hsp-Anteile keinen verstarkenden Effekt auf die
Immunantwort ausiiben und der Vorteil der Fusionsproteine gegeniiber dem Peptid eher in der
Proteinimmunisierung an sich zu suchen ist.

Da die durch die Hsp-Fusionsproteine induzierte Immunitat sowohl in den Zytotoxizitatsanalysen als
auch in den Tumorvakzinierungsstudien starker als die der Peptide war, liegt die Schlussfolgerung
nahe, dass ein proteinbasiertes Vakzin gegeniiber Peptiden zu bevorzugen ist. Diese Arbeit zeigt
jedoch, dass Fusionsproteine auf der Basis von Hitzeschockproteinen, wie sie hier zum Einsatz kamen,
als Vakzinen in der Immuntherapie nicht optimal sind und keinen Vorteil gegeniiber unfusionierten
rekombinanten Proteinen bilden. In dem hier getesteten Antigensystem reichte der Adjuvanzeffekt der
Hitzeschockproteine offenbar nicht aus, so dass klar wird, dass flir zukiinftige Immunisierungs-
strategien andere Adjuvanzien als die Hitzeschockproteine eingesetzt werden miissen. So kénnte z. B.
parallel zum Tumorantigen, das praferentiell als Protein dargeboten werden sollte, GM-CSF integriert
werden, das erfolgreich in verschiedenen Studien (Murray et al, 2002) eingesetzt wurde. Eine
Immunisierungsstrategie, die eine Beladung von DC mit den Proteinen vorsieht, kénnte die
Immunantwort durch die parallel zur Antigenprasentation vorhandene Kostimulation und Sekretion
verschiedener proinflammatorischer Molekiile deutlich verbessern. Wir vermuten, dass durch eine
Integration des T-Helferepitops ebenfalls eine bessere Immunogenitat erzielt werden kdnnte, da das
Epitop Uber die Aufnahme des Proteins direkt in die Zielzellen, also die antigenprasentierenden Zellen
gelangt und optimal prasentiert wird.

Beziiglich einer gegen das HER2/neu-spezifische Selbstepitop KIFGSLAFL gerichteten Immunantwort
konnte durch die Immunisierung mit modifizierten Peptiden die hochste Immunogenitdt erzielt
werden. Hier ware denkbar, dass Proteinvakzinen, die diese Modifikationen beinhalten, eine noch
starkere gegen Selbst gerichtete Immunantwort bewirken als eine Immunisierung auf Peptidebene.
Der Widerspruch hinsichtlich des Adjuvanzeffektes der Hitzeschockproteinanteile der hier eingesetzten
Fusionsproteine zu friiheren Arbeiten kénnte unter anderem auf héhere LPS-Kontaminationen in den

applizierten Proteinlésungen zurlickgefiihrt werden. Zwar wurde in samtlichen Arbeiten das Endotoxin
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stets abgereichert, da aber bereits geringe LPS-Mengen in Kombination mit Hsp einen synergetischen
Effekt besitzen und eine starke Immunantwort induzieren kénnen (Warger et al, 2006), ist es schwer
einen Einfluss des Endotoxins auf die gemessene Immunitat vollig auszuschlieBen. Auch kdnnten
Unterschiede in den Antigenadministrationswegen die Ursache fiir den hier beobachteten Mangel an
zusatzlicher Immunogenitat der Hsp-Fusionsproteine bilden. Eine Immunisierung mit einem
rekombinanten Fusionsprotein ist z. B. nicht vergleichbar mit aus Tumorlysat gewonnenen
Hitzeschock:Peptid-Komplexen, die sicherlich aufgrund der enthaltenen Vielfalt an Antigenen ein
héheres immunologisches Potential besitzen.

Somit wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit deutlich, dass die hier gewahlte
Immunisierungsstrategie mit  Hsp-Fusionsproteinen im  HER2/neu-System keine effektive
Immunstimulation bewirkt. Der Hsp-induzierte Adjuvanzeffekt hangt sicherlich vom einzelnen
Antigensystem ab, sowie von der jeweiligen Immunisierungsstrategie. Dennoch muss der Einsatz von
Hitzeschockproteinen in der Tumortherapie im Allgemeinen und insbesondere im HER2/neu-System

kritisch tiberdacht werden.
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Anhang

9 Anhang

Im Folgenden sind die Sequenzen der Proteine aufgelistet, die in den Mausmodellen BALB/c bzw. HHD
zum Einsatz kamen. Auf die Auflistung der Fusionsproteine mit N-terminalem Hexa-Histidin-Tag wurde
verzichtet, da hier nur geringe Reinheiten erzielt wurden und diese Proteine daher nicht einsetzbar
waren. Die CD8" bzw. CD4" T-Zellepitope in den HER2/neu-Sequenzen sind durch Fettdruck
hervorgehoben.

9.1 Unfusionierte Hitzeschockproteine

- -SBP-His (77.9 kDa); Klon 3554.2
RISSR

GTMEFGSDDDDKTTGWRGGHVVE
GLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -SBP-His (78.7 kDa); Klon 3355.1
RISSR

GTMEFGSDDDDKTTGWRGGHV
VEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -SBP-His (62.3 kDa); Klon 3348.1
RISSR

GTMEFGS
DDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -SBP-His (33.0 kDa); Klon 3347.1
RISSR
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SMEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQ
LRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

9.2 Hsp-HER2/neuyg9-579-Fusionsproteine mit HLA-A2-Epitopen fiir das
HHD-System

~HER2/neusg0.579-SBP-His (39.2 kDa); Klon 3363.3

RISSRGTMEFC;99PYNYLSTDVGSCTLVCPLHNQEVTAEDGTQRCEKCSKPCARVCYGLGMEH
LREVRAVTSANIQEFAGCKKIFGSLAFLPESFDGDPASNTAPLQPEQLQVFETLEEITGYLYISAWPDSLPDLSVFQ
NLQVIRGRILHNGAYSLTLQGLGISWLGLRSLRELGSGLALIHHNTHLCFVHTVPWDQLFRNPHQALLHTANRPE
DECVGEGLACHQLCARGHCWGPGPTQCVNCSQFLRGQECVEECRVLQGLPREYVNARHCLPCHPECQPQNGSVT
CFGPs;EFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neuyg9.579-SBP-His (110.0 kDa); Klon 3831.5
RISSR

GTMEFC,00PYNYLSTDVGSCTLVCPL
HNQEVTAEDGTQRCEKCSKPCARVCYGLGMEHLREVRAVTSANIQEFAGCKKIFGSLAFLPESFDGDPASNTAPL
QPEQLQVFETLEEITGYLYISAWPDSLPDLSVFQNLQVIRGRILHNGAYSLTLQGLGISWLGLRSLRELGSGLALI
HHNTHLCFVHTVPWDQLFRNPHQALLHTANRPEDECVGEGLACHQLCARGHCWGPGPTQCVNCSQFLRGQECV
EECRVLQGLPREYVNARHCLPCHPECQPQNGSVTCFGPs;sEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLE
HHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neuyg9.579-SBP-His (111.7 kDa); Klon 3832.5
RISSR

GTMEFC,95PYNYLSTDVGSCTLV
CPLHNQEVTAEDGTQRCEKCSKPCARVCYGLGMEHLREVRAVTSANIQEFAGCKKIFGSLAFLPESFDGDPASNT
APLQPEQLQVFETLEEITGYLYISAWPDSLPDLSVFQNLQVIRGRILHNGAYSLTLQGLGISWLGLRSLRELGSGL
ALIHHNTHLCFVHTVPWDQLFRNPHQALLHTANRPEDECVGEGLACHQLCARGHCWGPGPTQCVNCSQFLRGQ
ECVEECRVLQGLPREYVNARHCLPCHPECQPQNGSVTCFGPs,sEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRA
RLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neuy99.579-SBP-His (95.4 kDa); Klon 3833.11
RISSR
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GTMEFCy
oPYNYLSTDVGSCTLVCPLHNQEVTAEDGTQRCEKCSKPCARVCYGLGMEHLREVRAVTSANIQEFAGCKKIFGSL
AFLPESFDGDPASNTAPLQPEQLQVFETLEEITGYLYISAWPDSLPDLSVFQNLQVIRGRILHNGAYSLTLQGLGI
SWLGLRSLRELGSGLALIHHNTHLCFVHTVPWDQLFRNPHQALLHTANRPEDECVGEGLACHQLCARGHCWGPG
PTQCVNCSQFLRGQECVEECRVLQGLPREYVNARHCLPCHPECQPQNGSVTCFGPs;EFGSDDDDKTTGWRGGH
VVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neug9.570-SBP-His (66.1 kDa); Klon 3443.2
RISSR

SMEFC,05PYNYLSTDVGSCTLVCPLHNQEVTA

EDGTQRCEKCSKPCARVCYGLGMEHLREVRAVTSANIQEFAGCKKIFGSLAFLPESFDGDPASNTAPLQPEQLQV
FETLEEITGYLYISAWPDSLPDLSVFQNLQVIRGRILHNGAYSLTLQGLGISWLGLRSLRELGSGLALIHHNTHLCF
VHTVPWDQLFRNPHQALLHTANRPEDECVGEGLACHQLCARGHCWGPGPTQCVNCSQFLRGQECVEECRVLQG

LPREYVNARHCLPCHPECQPQNGSVTCFGPs,oEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQRE
PVEHHHHHH

9.3 Hsp-HER2/neu-Fusionsproteine mit KY-Epitopen fiir das BALB/c-
System

9.3.1 Hsp-HER2/neu(Tandemepitop ) e-Fusionsproteine

- -HER2/neure-SBP-His (79.9 kDa); Klon 4227.1
RISSR

GTMEFLT,:YLPTNASLQLP,5,YVS
RLLGIGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neu:-SBP-His (80.7 kDa); Klon 4228.1
RISSR

GTMEFLTs;YLPTNASLQLP50Y
VSRLLGIGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH
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- -HER2/neure-SBP-His (64.3 kDa); Klon 4231.1
RISSR

MEFLTs:Y
LPTNASLQLP;5YVSRLLGIGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neute-SBP-His (35.0 kDa); Klon 4230.1
RISSR

SMEFLTs;YLPTNASLQLP;5)YVSRLLGIGS
DDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

9.3.2 Hsp-HER2/neu;,,¢-136-Fusionsproteine

HER2/neu;.136-SBP-His (20.8 kDa); Klon 4580.3

M;ELAALCRWGLLLALLPPGAASTQCVCTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNA
SLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLNNTTPVTGASPGG;3sMEFGSD
DDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

-HER2/neuy.136-SBP-His (20.5 kDa); Klon 4500.7

RISSRGSAAGTMC,,TGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFL
QDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLNNTTPVTGASPGG;3sMEFGSDDDDKT
TGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neu,e.136-SBP-His (90.2 kDa); Klon 4652.1
RISSR

GTMC,sTGTDMKLRLPASPETHLDML
RHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNG
DPLNNTTPVTGASPGG;3sMEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neuye.136-SBP-His (91.0 kDa); Klon 4653.1
RISSR
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GTMC,sTGTDMKLRLPASPETHL
DMLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVL
DNGDPLNNTTPVTGASPGG;3sMEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neuys.136-SBP-His (75.5 kDa); Klon 4683.1
RISSR

SMSRGSA
AGTMC,sTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQ
VPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLNNTTPVTGASPGG;3sMEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQ
LRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neuye.136-SBP-His (47.9 kDa); Klon 4682.1
RISSR

SMSRGSAAGTMC,c TGTDMKLRLPASPETHLD
MLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLD
NGDPLNNTTPVTGASPGG;3sMEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

9.3.3 Hsp-HER2/neuys.136-Fusionsproteine mit N-terminalem Zellpenetrierungs-
peptid tat

-HER2/neu,s.136-SBP-His (20.6 kDa); Klon 4659.3

MGS SRGSAAGTMCTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQD
IQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLNNTTPVTGASPGG;3sMEFGSDDDDKTTG
WRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neuys.136-SBP-His (90.4 kDa); Klon 4667.1
MGS SR

GTMCyTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHL
YQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPL
NNTTPVTGASPGG;3sMEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neuy.136-SBP-His (91.2 kDa); Klon 4665.1
MGS SR
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GTMCy TGTDMKLRLPASPETHLD
MLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLD
NGDPLNNTTPVTGASPGG;3sMEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neuye.136-SBP-His (75.7 kDa); Klon 4680.1
MGS SR

SMSRGSAAGT
MC,6 TGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQ
RLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNGDPLNNTTPVTGASPGG;3sMEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRAR
LEHHPQGQREPVEHHHHHH

- -HER2/neuy.136-SBP-His (48.0 kDa); Klon 4679.1
RISSR

SMSRGSAAGTMC,c TGTDMKLRLPASPETHLD
MLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQLFEDNYALAVLD
NGDPLNNTTPVTGASPGG;3sMEFGSDDDDKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREPVEHHHHHH

9.4 MHC:Peptid-Dimere

9.4.1 HLA-A2:KIFGSLAFL-IgG,;Fc-Dimer

-HER2/neusgg-377-Spacer-hup,m-Spacer(pYD1)- -huIgG;Fc (75.3 kDa, ohne
Glykosylierung); Klon 4170.2

MAKANLLVLLCALAAADAKIFGSLAFLSLGGGGSGGGGAPGSGGGSIQRTPKIQVYSRHPAENGKSNFLNCYVSG
FHPSDIEVDLLKNGERIEKVEHSDLSFSKDWSFYLLYYTEFTPTEKDEYACRVNHVTLSQPKIVKWDRDMRSASGG
GGSGGGGSGGGGSASGGGGDL

EPKSSDKTHTCPPCPAPEFEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPTPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSPGK
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9.4.2 K:TYLPTNASL-IgG;Fc-Dimer
-HER2/neug;.71-Spacer-hup,m-Spacer(pYD1)-< -hulgG,Fc (75.3 kDa, ohne Glykosy-
lierung); Klon 4380.1
TYLPTNASLSLGGGGSGGGGAPGSGGGSIQRTPKIQVYSRHPAENGKSNFLNCYVSG

FHPSDIEVDLLKNGERIEKVEHSDLSFSKDWSFYLLYYTEFTPTEKDEYACRVNHVTLSQPKIVKWDRDMRSASGG
GGSGGGGSGGGGSASGGGGDL

EPKSSDKTHTCPPCPAPEFEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPTPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
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