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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Obwohl Vertebraten ununterbrochen Pathogenen (Viren, Bakterien, Pilze, Parasiten)
ausgesetzt sind, kommt es selten =zu gravierenderen Infektionen. Diese
Widerstandsfahigkeit basiert auf einem zweisduligen Abwehrsystem: der angeborenen
(natiirlichen) und der adaptiven (erworbenen) Immunitét.

Das angeborene Immunsystem besteht aus den anatomischen und chemischen Barrieren
wie der Haut mit Sdureschutzmantel, Schleimhaut und Magensdure, aus den
Phagozyten, dem Komplementsystem, den Proteinen der akuten Phase und der
Entziindungsreaktion mit ihren Botenstoffen (gesteigerte Durchblutung, erhdhte
Kapillarpermeabilitit, Waiarmeentwicklung). Diese Komponenten sind stindig
anwesend, konnen daher schnell nach einer Infektion aktiviert werden und reagieren mit
dem Antigen gruppenspezifisch, haben aber kein immunologisches Gedachtnis.

Im Gegensatz dazu ist die adaptive Immunitdt hochspezifisch. Die Pathogene werden
antikdrpervermittelt oder zellvermittelt bekdmpft. Da die erworbene Immunitit eine
Gedédchtnisfunktion besitzt, kommt es bei erneutem Kontakt mit einem Pathogen
schneller zu einer effektiven Abwehrreaktion. Dies wird zum Beispiel bei der

Schutzimpfung ausgeniitzt.

1.1.1 Zellen des Immunsystems

Alle Zellen des Immunsystems entstammen pluripotenten Stammzellen des
Knochenmarks (KM). Aus ihnen entwickeln sich zwei spezialisierte Arten von
Vorlduferzellen: die lymphatischen, aus denen die Lymphozyten heranreifen, und die
myeloiden Stammzellen, aus denen die APC (antigen presenting cells) ihren Ursprung

nehmen.



1.1.1.1 Lymphozyten

Die erworbene Immunantwort beruht auf den Lymphozyten, die fiir die lebenslange
Immunitét verantwortlich sind.

Es gibt zwei Hauptgruppen von Lymphozyten: die B-Zellen und die T-Lymphozyten.

1.1.1.1.1 B-Lymphozyten und ihre Aktivierung

Ihren Name erhielten die B-Zellen, da sie in der Bursa Fabricii (bei den Vogeln) bzw.
im Knochenmark (Bone marrow) heranreifen.

Ihr Charakteristikum ist die Fiahigkeit, Antikdrper (AK, Immunglobuline, Ig) zu
produzieren. Eine B-Zelle produziert AK, die fiir ein Antigen spezifisch sind.
B-Lymphozyten exprimieren an ihrer Oberfliche Immunglobuline als Rezeptoren.
Durch Bindung eines passenden extrazelluldren Antigens an die Rezeptoren kdnnen sie
aktiviert werden. Die Aktivierung kann sowohl T-Zell-abhingig als auch T-Zell-
unabhingig erfolgen. Als Schutz vor einem Angriff gegen korpereigene Zellen oder
Strukturen werden B-Lymphozyten, die korpereigene Strukturen oder Proteine binden,
im KM zerstort. Dieser Vorgang wird negative Selektion genannt.

Die Aktivierung fiihrt zu einer klonalen Expansion des B-Lymphozyten und zur
Differenzierung in immunglobulinsezernierende Plasmazellen.

Durch eine Reihe von Mechanismen wie Rearrangement oder somatische Mutation wird
ein enormes Antikirperrepertoire mit ca. 10'? Spezifititen erreicht. Die Wirkungsweise
der AK im Immunsystem ist sehr vielfdltig. Sie konnen ein Pathogen neutralisieren,
wodurch es keinen Kontakt zu kdrpereigenen Zellen mehr herstellen kann, opsonisieren
und dadurch die Phagozytoseaktivitit der Granulozyten effizient steigern, das
Komplementsystem aktivieren und {iiber ihr Fc-Ende immunstimulierend oder
zytotoxisch wirken (Kayser et al., 1998). Wichtig ist, daB3 sie an der extrazelluldren

Pathogenbekdmpfung beteiligt sind.



1.1.1.1.2 T-Lymphozyten und ihre Aktivierung

Die Reifung der T-Zellen findet im Thymus statt, dem sie auch ihren Namen
verdanken.

Sie exprimieren einen antigenspezifischen T-Zellrezeptor (TCR, T-cell receptor). Diese
Rezeptoren weisen eine groBe Diversitidt auf, wodurch verschiedene T-Zellen viele
unterschiedliche Antigene erkennen kdnnen. Der TCR liegt eng mit CD3 assoziiert vor,
da dieses Molekiil das Signal in die Zelle weiterleitet.

Die Antigene, die die T-Zellen erkennen, sind Peptide. Diese miissen auf MHC-
Molekiilen (major histocompatibility complex, s..) prasentiert werden. Neben der

Antigenerkennung ist noch ein zweites, costimulatorisches Signal dringend erforderlich,

damit der reife T-Lymphozyt aktiviert werden kann. Dieses costimulatorische Signal
erhilt die T-Zelle, indem zum Beispiel das B7-Molekiil der professionellen APC
(antigen presenting cells, s.u.) mit dem komplementiren CD28-Molekiil der T-Zelle
interagiert.

Fehlt das costimulatorische Signal, wird die reife T-Zelle inaktiviert, so dall diese auch
auf eine spitere Aktivierung nicht mehr reagieren kann. Diese in der Peripherie
ausgeloste Toleranz nennt man Anergie.

Nach der Aktivierung proliferiert die T-Zelle, und es entstehen Effektorzellen. Dabei
werden T-Zellen in zwei Gruppen eingeteilt: Die eine Gruppe bilden die CD4+ T-
Helfer-Zellen (Ty-Zellen), die nochmals in zwei Subpopulationen unterteilbar sind,
ndmlich die Ty;- und die Typ-Zellen, die iiber Sekretion von Botenstoffen (Zytokinen)
die Aktivitit von T-Killerzellen (s.u.) und Makrophagen (durch Ty;-Zellen) oder B-
Zellen (durch Ty,-Zellen) beeinflussen konnen. Thr TCR interagiert mit einem Epitop,

das auf den MHC-Klasse-II-Molekiilen (s.u.) der APC présentiert wird.

Die andere groBe Klasse der T-Lymphozyten stellen die CD8+ T-Killerzellen, auch
bekannt als CTL (cytotoxic T-lymphocytes) dar. Sie kontrollieren die auf MHC-Klasse-
I-Molekiilen (s.u.) présentierten Peptide. Diese Klasse der MHC-Molekiile kommt auf
allen kernhaltigen Zellen vor. Dadurch wird auch ihre Aufgabe der Uberwachung von
Korperzellen deutlich. Sobald aktivierte CD8+ T-Zellen eine infizierte Zelle (durch
intrazelluldre Viren und Bakterien) oder eine entartete Tumorzelle erkennen, tdten sie

diese (Rotzschke et al., 1990; Berke, 1994). Den CTL stehen dafiir verschiedene



Mechanismen zur Verfiigung, die alle den ,,Programmierten Zelltod* (Apoptose)
auslosen (Berke, 1994): Die CTL setzen Perforin und eine Protease wie z.B. Granzym B
frei, welches den nicht-rezeptorvermittelten Weg darstellt; durch Perforin werden
Poren/Locher in die Zellmembran der infizierten Zelle gebaut. Dadurch gelangt
Granzym in die Zelle und induziert dort Apoptose. Ein weiteres Beispiel fiir solche
Enzyme ist Fragmentin (Kuby, 1997).

Eine andere Moglichkeit stellen die Apoptose-Rezeptoren dar: Wechselwirkungen des
Zytokins TNF-f3 (Tumornekrosefaktor-3) mit dem TNF-Rezeptor oder CD95/CD95L-
Interaktionen (Fas/Fas-L, APO/APOI1-L) 16sen die Kaskade des Programmierten
Zelltodes aus.

Wihrend der Reifung im Thymus miissen sich die T-Zellen einer positiven und
negativen Selektion unterziehen: Nur die T-Zellen, die ein MHC-Molekiil erkennen,
iiberleben (positive Selektion) und in einem zweiten Schritt werden alle T-
Lymphozyten zerstort, die eine zu groe Affinitit zu den eigenen MHC-Molekiilen oder
zu einem korpereigenen Peptid-MHC-Komplex aufweisen (negative Selektion) (Obst et
al., 2000; Obst et al., 1998; Robey and Fowlkes, 1994; Rammensee et al., 1993). Dies

fiihrt zu einer T-Zell-Toleranz gegeniiber dem eigenen Kdorper.

1.1.1.2 APC (antigen presenting cells)

Zu den APC gehoren Dendritische Zellen (DC) mit den Langerhans-Zellen der Haut,
Makrophagen und B-Lymphozyten. Diesen ist gemein, daf3 sie alle auf der Oberfldche
neben den MHC-Klasse-I-Molekiilen, die ubiquitdr exprimiert werden, auch

costimulatorische Signale (wie B7) und MHC-Klasse-II-Molekiile exprimieren kénnen.

DC sind die wichtigsten und effizientesten APC, da sie nach Aktivierung eine sehr
grole Anzahl sowohl an MHC-Molekiilen als auch an costimulatorischen Signalen
exprimieren konnen. Sie nehmen in der Peripherie Antigene auf, wandern nach
Aktivierung durch ,,danger signals* in lymphatisches Gewebe ein und présentieren auf
MHC-II-Molekiilen den Tyj-Zellen die Antigene. Dadurch werden diese aktiviert,

proliferieren und sezernieren Zytokine. Die Zytokine in Verbindung mit der



Antigenpréasentation auf MHC-I-Molekiilen der DC sind fiir die wirkungsvolle
Aktivierung der CTL wichtig (Toes et al., 1999).

Im Gegensatz zu den anderen APC nehmen die B-Lymphozyten mit ihren
Immunglobulinrezeptoren spezifisch das Antigen auf, bevor sie es wie die anderen APC
auf den MHC-Klasse-II-Molekiilen présentieren. Wird das Proteinantigen nicht
spezifisch von B-Zellen erkannt, so ist seine Bindung an den Rezeptoren und die
Internalisierung ineffektiv und die Expression der Antigenfragmente gering (Janeway
and Travers, 1997). Der Peptid/ MHC-II-Komplex der B-Zellen interagiert mit den Typ-
Zellen, die wiederum nach ihrer Aktivierung mit ihren Zytokinen auf die B-

Lymphozyten wirken und deren Differenzierung induzieren.

1.1.2 Die Funktion der MHC-Molekiile (major histocompatibility complex)

T- und B-Lymphozyten erkennen ihre Antigene mit zwei unterschiedlichen Gruppen
von hochvariablen Rezeptormolekiilen: den Immunglobulinen, die auf B-Zellen als
Rezeptoren dienen, und den antigenspezifischen Rezeptoren der T-Zellen. Der B-Zell-
Rezeptor und die Antikdrper interagieren mit dem dreidimensionalen nativen Pathogen,
das bei Antikorpern kein Protein sein muB.

Fir die Antigenerkennung von T-Zellen mufl das Proteinantigen erst durch
intrazelluldre Proteolyse in Peptide zerkleinert und von spezialisierten Glykoproteinen
an die Zelloberfldche gebracht und dort gezeigt werden. Diese Tragermolekiile sind im
MHC auf dem Chromosom 6 des Menschen kodiert. Auf den MHC-Molekiilen werden
sowohl Peptide des eigenen Korpers als auch Fremdpeptide présentiert. Die T-Zellen
sind durch ihre positive und negative Selektion in der Lage, Selbst- von Fremdpeptiden
im Kontext der korpereigenen MHC-Molekiile zu unterscheiden (Obst et al., 2000;
Munz et al., 1999; Zinkernagel and Doherty, 1997; Rammensee et al., 1993).

Indem kontinuierlich auf der Zelloberfliche eigene Peptide prasentiert werden, hat das
Immunsystem eine gute Kontrolle liber die produzierten Proteine jeder Zelle des
Korpers.

Die MHC-Molekiile werden aufgrund der unterschiedlichen Struktur der Molekiile, der

intrazelluldaren Herkunft und der Lange der Peptide, die sie prisentieren, und der



verschiedenen Subpopulationen von T-Lymphozyten, die sie aktivieren, in zwei
Gruppen eingeteilt: MHC-Klasse-1 und MHC-Klasse-II.

MHC-I-Molekiile werden auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert, dabei wird die
Dichte auf etwa 100.000 Molekiile pro Zelle geschitzt — Kalkulationen liegen zwischen
100.000 und 750.000 présentierten Peptid-MHC-I-Komplexen (Stevanovi¢ and Schild,
1999; Rammensee et al., 1993; Hunt et al., 1992; Tsomides et al., 1991). Dagegen sind
die MHC-Klasse-II-Molekiile nur auf den spezialisierten APC vorhanden. Sie
prisentieren vor allem extrazelluldre Proteine, die sie durch Endo- oder Pinozytose

aufgenommen haben oder membranstdndige Proteine.

1.1.2.1 MHC-Klasse-I-Molekiile

Alle MHC-Molekiile bestehen aus zwei unterschiedlichen Polypeptidketten, sind also
Heterodimere. Die MHC-Klasse-I-Molekiile setzten sich aus der a- oder schweren
Kette (45 kDa, ca. 350 Aminosduren (AS)), die aus drei extrazelluliren Domédnen (o,
o, a3), einer Transmembranregion und einem zytoplasmatischen Bereich aufgebaut ist,
und aus einer leichten, nichtkovalent gebundenen Untereinheit, dem P,-Mikroglobulin
(12 kDa, ca. 100 AS), das vollig extrazelluldr gelegen ist, zusammen (Bjorkman et al.,
1987), sieche Abbildung 1.1. Die a-Ketten der klassischen HLA (human leucocyte
antigen) Klasse [-Molekiile sind in drei Loci auf Chromosom 6 im Bereich des MHC
kodiert: HLA-A, HLA-B und HLA-C. Die Genabschnitte zeichnen sich durch einen
aullergewohnlich grofen Polymorphismus aus (Rammensee et al., 1993). Die ;-
Domine gehort zu den konserviertesten des MHC-I-Molekiils und enthélt eine Sequenz,
die von dem CD8 Membranmolekiil der CTL erkannt wird (Kuby, 1997). Das
funktionell monomorphe B,-Mikroglobulin ist nicht im MHC kodiert, sondern auf
Chromosom 15 (York and Rock, 1996).

Das MHC-I-Molekiil besitzt vier Doménen, von denen drei von der a-Kette gebildet
werden. Die as-Domine und das [3,-Mikroglobulin weisen in ihrer Aminosiduresequenz
und in ihrer gefalteten Struktur groBe Ahnlichkeiten mit der konstanten Domine der

Immunglobuline auf (Janeway and Travers, 1997; Kuby, 1997).
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Abbildung 1.1.: Die Struktur eines MHC-Klasse-I-Molekiils, bestimmt durch
Rontgenstrukturanalyse. a) Banddiagramm eines HLA-A2-Molekiils, b) zeigt
schematisch, dal das MHC-I-Molekiil ein Heterodimer einer a-Kette (45 kDa) ist, die
sich durch die Zellmembran (ZM) erstreckt und die nichtkovalent mit dem [3,-
Mikroglobulin (12 kDa) assoziiert. EZR: Extrazelluldrraum, IZR: Intrazelluldrraum
(Janeway and Travers, 1997)

Das wichtigste Merkmal der MHC-Klasse-I-Molekiile bildet aber die Struktur der a,-
und o,-Doméne, die zusammen eine Grube bilden, in der das zu priasentierende Peptid
gebunden wird. Der Boden dieser Furche wird von einer antiparallelen J3-
Faltblattstruktur geformt, der von zwei a-Helices der a;- und a,-Domine begrenzt wird
(Bjorkman et al., 1987), dargestellt in Abbildung 1.2. Die Peptidbindungsfurche
befindet sich ganz oben auf dem Molekiil und kann Peptide mit einer Lange von acht
bis zehn Aminosduren (AS) durch nichtkovalente Wechselwirkungen binden. Das

prasentierte Peptid, das mit dem TCR interagiert, wird Epitop genannt.
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Abbildung 1.2.: Das Banddiagramm zeigt einen Blick von oben auf das MHC-I-
Molekiil mit gebundenem Peptid. AS 1 und 9 des Liganden sind gekennzeichnet.

1.1.2.2 Bindungseigenschaften eines MHC-Klasse-I-Liganden

N- und C-Terminus des gestreckt liegenden MHC-I-Liganden sind an den
geschlossenen Enden der Peptidbindungsgrube durch Wasserstoftbriicken befestigt.
Zusitzlich ist das ganze Peptid an allelspezifischen Bindungen durch hydrophobe,

elektrostatische Interaktionen oder ebenfalls Wasserstoffbriicken von
Aminosédureseitenketten des Liganden mit komplementiren Taschen vor allem am
Boden der Peptidbindungsfurche beteiligt (Rammensee et al., 1993). Die Anordnung
und Spezifitidt der Taschen wird von dem jeweiligen MHC-I-Allel bestimmt und stellt
so strukturelle Voraussetzungen, die fiir ein Peptid erforderlich sind, das gebunden
wird. Daher weisen Peptide, die von demselben Molekiil gebunden werden,

Gemeinsamkeiten auf, die zu einem Peptidmotiv zusammengefalit werden kdnnen.

Es gibt in der Regel zwei besonders enge Wechselwirkungen zwischen Ligand und
MHC-I-Molekiil. Dabei taucht die Aminosdureseitenkette des Peptids sehr weit in die
komplementire Tasche hinein: Diesen Platz nennt man Ankerpositionen des Peptids. An

dieser Position ist nur eine bestimmte oder wenige strukturell verwandte AS erlaubt.



Die Ankerpositionen der meisten MHC-I-Molekiile befinden sich an der 2. Position und

am Carboxylende (meist Position 9). Durch die Entwicklung eines Elutionsverfahrens

fir MHC-Klasse-I gebundene Liganden und anschlieBender Sequenzierung konnten

schon einige dieser allelspezifischen Peptidmotive (Ankerpositionen, Hilfsanker,

bevorzugte und verbotene AS, Tabelle 1.1. und 1.2.) genauer charakterisiert werden

(Falk et al., 1991; Stevanovi¢ and Jung, 1993). Eine stets aktuelle Liste der bekannten

Peptidmotive findet sich in der Internet-Datenbank SYFPEITHI unter www.syfpeithi.de

(Rammensee et al., 1999).

Tabelle 1.1.: HLA-A*0201 Motiv (Rammensee et al., 1999; Falk et al., 1991;
Rammensee et al., 1993); Die Anker an Position 2 und 9 sind fett gedruckt und der
Hilfsanker an Position 6 unterstrichen.

Position

1

Ankeraminosiuren

Stark bevorzugte AS

Bevorzugte AS
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2 3 4
L
M
E
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R

Tabelle 1.2: Auswahl beschriebener Epitope

HLA-A*0201 restringierte

Epitope
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Ursprung/Protein

Tyrosinase,
Signalsequenz

HBYV, surface antigen
Tyrosinase

MelanA

MAGE-3

pS53

Her-2/neu

MUCI1

5 6 7 8 9
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L
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F
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H
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(Wolfel et al., 1994)

(Nayersina et al., 1993)
(Wolfel et al., 1994)

(Castelli et al., 1995)

(van der Bruggen et al., 1994)
(Theobald et al., 1997)

(Fisk et al., 1995)

(Brossart et al., 1999)
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Das Allel HLA-A*0201 prasentiert Peptide, die am Anker P2 iiberwiegend die
hydrophoben AS Leucin oder Methionin und an P9 Valin oder Leucin enthalten. An der
Hilfsankerposition P6 enthalten die Peptide hiufiger Valin oder andere aliphatische AS
(Leucin, Methionin oder Isoleucin). Auch an anderen Stellen konnen Vorlieben (oder
Abneigungen) fiir bestimmte Aminosduren des Peptids erkannt werden, allerdings
liegen hier die Héaufigkeiten einer bestimmter AS sehr viel niedriger als bei den
Ankeraminosduren. Die  Peptidspezifitit der MHC-Klasse-I-Molekiile — wird
hauptsédchlich durch die Lage und die Spezifitit der Taschen determiniert. Sekundér
kommen noch die schwicheren Wechselwirkungen der Nicht-Anker-Aminosduren
hinzu (Rammensee, 1997).

Durch den Polymorphismus der unterschiedlichen HLA-Allele erkennt das
Immunsystem eines jeden Menschen eine andere Sammlung von Peptid-Stichproben,
d.h. T-Zellen von verschiedenen Individuen erkennen unterschiedliche Peptidsequenzen

von Pathogenen.

1.1.2.3 Epitopvorhersage

Aufgrund der Kenntnis von Peptidmotiven und tumorspezifischen oder -assoziierten
Proteinen wird versucht, potentielle CTL-Epitope fiir bestimmte HLA-Allele
vorherzusagen.

Unter der Rubrik EPITOPE PREDICTION der Database SYFPEITHI
(www.syfpeithi.de) kann ein bestimmtes HLA-Allel, die gesuchte Linge des Peptids
und die Primirsequenz von einem Protein eingegeben und das Programm gestartet
werden. In diesem Programm ist die Kenntnis des Peptidmotivs (Rammensee, 1995;
Stevanovi¢ and Rammensee, 1994; Stevanovi¢ and Jung, 1993; Falk et al., 1991; Pamer
et al., 1991; Rotzschke et al., 1991) in eine computergerechte Matrix umgesetzt worden.
Diese Matrix lauft iiber die Primdrsequenz eines Proteins und verteilt fiir AS, die an
geeigneten (oder unerwiinschten) Positionen eines Peptids liegen wiirden, Punkte, die
den EinfluB auf das Bindeverhalten reflektieren. Die hochsten Werte werden den
Ankeraminosduren zugeteilt. So wird das gesamte Protein virtuell in Nonamere (oder

eine andere Peptidlénge) zerlegt, die jeweils bewertet werden.
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Unter den bestbewerteten 2 Prozent der vorhergesagten MHC-I-Liganden werden
potentielle T-Zellepitope erwartet.

Dies wird fiir alle bekannten tumorspezifischen und -assoziierten Proteine eines
bestimmten Karzinoms durchgefiihrt. Dadurch kann man bei einer Tumorprobe in der

Analyse spezifisch nach den interessanten CTL-Epitopen suchen.

1.1.3 Antigenprozessierung fiir MHC-Klasse-I-Moleklile

Mit dem Begriff Antigenprozessierung wird der Weg vom Protein zum MHC-Liganden

beschrieben.

1.1.3.1 Das Proteasom

Innerhalb der Zelle gibt es verschiedene Moglichkeiten, Proteine abzubauen: den
lysosomal-autophagosomalen oder den proteasomalen Weg. Fiir die MHC-Klasse-I-
Liganden, die als Nebenprodukte des normalen Stoffwechsels entstehen (Rock and
Goldberg, 1999), ist das Proteasom vorrangig (Cerundolo et al., 1997; Rock et al.,
1994). Studien, in denen die Proteasomen blockiert wurden, zeigten, dafl die
Peptidpréasentation auf MHC-I-Molekiilen verhindert wurde, wohingegen in das
Zytoplasma injizierte oder vorhandene Peptide prisentiert werden konnten (Harding et
al., 1995; Rock et al., 1994).

Das humane Proteasom besteht aus 14 verschiedenen Untereinheiten. Aufgrund ihrer
Sequenzédhnlichkeiten sind sie in eine a- und B-Gruppe eingeteilt. Das Multimer ist
faBartig mit vier libereinanderliegenden Ringen a sieben Untereinheiten (o737B707)
aufgebaut (Groll et al., 1997). Die katalytisch aktiven Stellen des Proteasoms liegen im
Inneren des Fasses und werden von drei B-Untereinheiten gebildet (Fenteany et al.,
1995; Lowe et al, 1995). Dabei haben die verschiedenen katalytischen Zentren
unterschiedliche Schnittspezifititen.

Die zum Abbau vorgesehenen zytosolischen Proteine werden mit Poly-Ubiquitin-
Schwinzchen versehen, die als Einfddel-Signal in das Proteasom dienen (Thrower et al.,

2000; Young et al., 1998; Deveraux et al., 1994). Mit dem Proteasom assoziierte
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Proteine entfalten das Protein ATP-abhéingig und entfernen wieder die Ubiquitin-
Markierung, die recycelt werden kann (Lam, 1997). Die Proteine werden in eine Linge
von je 3 bis 25 AS mit einem Durchschnitt von 7 bis 9 AS fragmentiert (Nussbaum et
al., 1998).

Wie die Peptide genau vom Proteasom zum TAP (transporter associated with antigen
processing) gelangen, ist noch ungewil}. Es werden verschiedene Moglichkeiten wie
direkte Wechselwirkungen zwischen Proteasom und TAP oder ein Transport durch
Hitzeschockproteine vom Proteasom zum TAP diskutiert (Srivastava et al., 1998;
Arnold et al., 1995; Srivastava et al., 1994). Eine freie Diffusion der Peptide ist sehr
unwahrscheinlich, da Peptide sehr schnell im Zytosol degradiert wiirden (Hill et al.,

1995; Momburg et al., 1994).

1.1.3.2 Der TAP (transporter associated with antigen processing)

Die im Zytosol durch das Proteasom entstandenen Peptide werden ATP-abhingig durch
den in der Membran des ER (Endoplasmatisches Retikulum) ansdssigen Peptid-
Transporter - kodiert als TAP1- und TAP2-Gene - in das ER geschleust (York and
Rock, 1996). Die TAP—Proteine sind als Heterodimer assoziiert und bilden mit den
transmembrandsen Teilen eine Pore. Der genaue Mechanismus des Peptidtransports ist
noch nicht bekannt.

Zellen, die mit dem Herpes simplex-Gen fiir ICP47 transfiziert sind, konnen nur wenige
MHC-Klasse-I-Molekiile mit Peptiden beladen, da das ICP47-Protein den TAP
blockiert. Unbeladene MHC-I-Molekiile sind instabil (Townsend et al., 1989), wodurch
nur eine verringerte Anzahl von ihnen auf der Oberfliche exprimiert werden kann
(Gatfield et al., 1998; Hill et al., 1995). Der TAP transportiert ein relativ breites
Spektrum an Peptiden mit Priferenzen fiir bestimmte AS am Carboxyterminus
(basische und hydrophobe) und an den ersten drei N-terminalen Positionen der Peptide
(Uebel et al., 1997; Neefjes et al., 1993b; Heemels et al., 1993). Seine hochste Affinitit
hat der TAP zu Peptiden mit einer Linge von 8 bis 12 AS, was auch die optimale Lénge
fiir MHC-I-Liganden darstellt (Kuby, 1997; Howard, 1995; Momburg et al., 1994).
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Der Zusammenbau eines neu biosynthetisierten MHC-I-Molekiils findet im ER mit
Hilfe verschiedener Chaperone wie Calnexin und Calreticulin statt (Jackson et al.,
1994). Dieser Komplex mit dem nur partiell gefalteten MHC-I-Molekiil bindet (z.T.)
iber Tapasin direkt an den TAP (Pamer and Cresswell, 1998; Sadasivan et al., 1996).

Im ER selektionieren die MHC-I-Molekiile die passenden Peptide. Die Assoziation des
Peptids an das unfertige MHC-I-Molekiil bewirkt eine Konformationsdnderung,
wodurch die Bindung an Tapasin geldst wird und sich der ganze MHC-Klasse-1/Ligand-
Komplex fertig faltet. Das Zusammenlagern (4Assemblierung) als Heterotrimer dauert in
der Regel nur wenige Minuten (Neefjes et al., 1993a). Dieser Komplex wird nun iiber
den Golgi-Apparat in einem exozytotischen Vesikel an die Zelloberflache transportiert

(Pamer and Cresswell, 1998).

1.1.3.3 Peptidprozessierung im ER (Endoplasmatisches Retikulum)

Bisher ist wenig iiber spezifische Prozessierungsschritte im ER bekannt. Es wird
angenommen, dal} viele Peptide als ldngere Vorlduferpeptide (im Zytoplasma oder) im
ER (Rammensee et al., 1993) von Aminopeptidasen oder Endopeptidasen am N-
Terminus (Beninga et al., 1998; Geier et al., 1999) in Abhingigkeit vom jeweiligen
MHC-I-Molekiil auf die passende Linge getrimmt werden (Paz et al., 1999; Stoltze et
al., 2000). Verschiedene Arbeiten mit Proteasomeninhibitoren legen nahe, da3 die C-
Termini von MHC-Klasse-I-Liganden direkt vom Proteasom erzeugt werden und keiner
weiteren Prozessierung durch Peptidasen unterliegen (Stoltze et al., 1998; Howard,

1995).

1.1.3.4 Selektion der Peptide

Allelspezifische Peptidmotive sind nicht nur einfach Bindungsmotive. Ein préisentiertes
Peptid mul3 vorher schon einige Selektionsschritte durchlaufen haben, bevor es ein
natiirlicher MHC-I-Ligand werden kann (Rammensee et al., 1993).

Dazu gibt es allerdings noch viele offene Fragen:
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Welche Proteine werden mit Ubiquitin-Ketten versehen und dadurch fiir das Proteasom
markiert? Das Proteasom selbst schneidet im Zytoplasma mit nur teilweise
verstandenen Priaferenzen nach bestimmten AS. Da der Weg der Peptide vom
Proteasom zum TAP-Komplex noch nicht bekannt ist, konnte hier auch eine
Selektionierung stattfinden: Welche Peptide werden durch Peptidasen abgebaut?
Welche werden eventuell durch Chaperone vor der Degradation geschiitzt und zum
TAP transportiert? Die Aufnahme der Peptide in das ER iiber den TAP ist selektiv
(Uebel et al., 1997). Die Peptidprozessierung im ER konnte eine Rolle spielen.

Den letzten Selektionsschritt bestimmen die Bindungsspezifititen der MHC-Klasse-I-
Molekiile.

Die Kenntnis der Schnittspezifititen des Proteasoms (Kuttler et al., 2000) — online auch

unter www.paproc.de - in Verbindung mit Untersuchungen zur TAP-Spezifitit (Uebel

et al.,, 1997; Uebel and Tampe, 1999) und den Vorhersageprogrammen zu MHC-I-
Liganden wiirde neue Moglichkeiten zur Vorhersage von CTL-Epitopen aus

Primirsequenzen von Proteinen erdffnen.

1.1.4 Tumorimmunologie

Krebs ist die zweithdufigste Todesursache in den industrialisierten Landern. Die
Tendenz ist steigend — sicherlich auch durch die wachsende durchschnittliche
Lebenserwartung, da die Inzidenz mit steigendem Alter zunimmt. Ausgangspunkt ist
eine einzelne transformierte Zelle, die proliferiert und ihr mutiertes Genmaterial an alle
Tochterzellen vererbt. Dabei kommt es bei den Nachkommen dieser Zelle zu weiteren
Mutationen. Diesen Prozef3 nennt man Tumorprogression (Alberts et al., 1994).

Zur Heilung von Krebs ist es daher notwendig, daf simtliche bosartigen Zellen zerstort
oder entfernt werden. FEine elegante Methode dafiir wére die Induktion einer
Immunantwort, die zwischen den Tumorzellen und Normalgewebe unterscheiden kann
(Lindauer et al., 1998).

Einer der Hauptschwerpunkte der Tumorimmunologie ist es daher, viele Tumorantigene

mit ihren CTL-Epitopen zu kennen und die Mechanismen zu verstehen, mit denen
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Tumorzellen der immunologischen Zerstérung entflichen, um daraus eine spezifische

Therapie ableiten zu konnen.

1.1.4.1 Tumorzellen entziehen sich der Inmuniiberwachung

Eigentlich miite das Immunsystem entartete Tumorzellen erkennen und zerstéren. Da
dies nicht oder nicht in ausreichendem Male der Fall ist, gibt es verschiedene
theoretische Moglichkeiten, wie der Tumor der Immuniiberwachung entflichen kann:

e MHC-Expression auf Tumorzellen ist vermindert ( Stevanovi¢ and Schild, 1999;
Friih et al., 1997), so daB3 keine oder zu wenig Tumorantigene prasentiert werden,
die fiir die CTL-Erkennung notwendig sind. /n vitro Studien haben gezeigt, dal3 bei
erhohter MHC-Expression eine gesteigerte Lyse erzielt wird. In vivo konnte
demonstriert werden, da3 eine geringere MHC-Expression eine schlechtere CTL-
Antwort mit Tumorwachstum zur Folge hatte. Bei viral-induzierten Tumoren wire
auch vorstellbar, dal gewisse Genprodukte die Prédsentation auf der Oberflache
verhindern, indem sie zum Beispiel den TAP blockieren, wie es schon fiir Herpes-
Viren (ICP47) nachgewiesen wurde, oder daB3 der TAP durch Deletion oder
Mutation verlorengeht. Andererseits mufl auch eine Tumorzelle noch einen
Restbestand an MHC-I-Molekiilen aufweisen, um nicht von Natiirlichen Killerzellen
angegriffen zu werden.

e Es findet keine Aktivierung der CTL trotz Expression von Tumorantigenen statt.
Dies kann verschiedene Ursachen haben: Die wenigsten Tumorzellen tragen MHC-
Klasse-1I-Molekiile auf ihrer Oberfliche und konnen dadurch nicht direkt
tumorspezifische CD4+ T-Helfer-Zellen aktivieren, die einen starken Einflufl auf
CTL ausiiben (Toes et al., 1999). Das Fehlen von costimulatorischen Signalen auf
den Tumorzellen kann zur klonalen Anergie der CD8+ oder CD4+ T-Zellen fiihren.
Maligne Zellen kénnen eine Art Resistenz gegen Fas-induzierte Lyse entwickeln
(Bergmann-Leitner and Abrams, 2000).

e FEine andere Moglichkeit besteht darin, da3 der Tumor selbst Produkte herstellt, die

eine effiziente Antitumor-Reaktion unterdriicken und ihn dadurch schiitzen. Als
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Beispiel wiren hier Zytokine wie Interleukin-10 oder transforming growth factor-f
(TGF-B) zu nennen.

e Toleranz gegen Tumorantigene konnte auch durch fetale/neonatale Exposition von
solchen Epitopen (Ubertragung der Viren, die Tumore induzieren) oder durch eine
Prisentation der Antigene in einer nicht-immunogenen Art entstehen.

e Durch Mutationen bzw. Deletionen kénnte der Tumor wichtige Adhésionsmolekiile
nicht mehr in ausreichendem Maf3e exprimieren.

e Das schnelle Wachstum der Tumorzellen kann eine Resistenz erzeugen, bevor das
Immunsystem effektiv antworten kann.

e Die Antigenprozessierung kann durch Mutation 0.4. des Antigens gestort werden,
wodurch die immunogenen Peptide nicht mehr exprimiert werden konnen (Theobald
et al., 1998).

e Antikorper gegen Oberflichenantigene der Tumorzelle konnen Endozytose und den
Abbau des Antigens auslosen. Immunselektion von Varianten, denen ein
immunogenes Antigen fehlt, ist zudem vorstellbar.

e Antigenmaskierung beschreibt das Phdnomen, da Tumoren oft verstirkt
Glykokalix-Molekiile exprimieren und ihre Oberflichenantigene darunter

verstecken (Abbas et al., 1997).

1.1.4.2 Tumorantigene

Tumoren haben - wie schon im Kapitel Tumorimmunologie erwédhnt - im Vergleich zur
Normalzelle des Korpers ein verdndertes genetisches Material. Daher sind auch die
Genprodukte verdndert. Jene konnen iiber den normalen Antigenprozessierungsweg auf
MHC-Molekiile gelangen und so dem Immunsystem gezeigt werden. Sobald aktivierte
Immunzellen die verdnderten Zellen erkennen, téten sie diese.

Die Tumorantigene konnen unterschieden werden in tumorspezifische, die nur auf
Tumorzellen gefunden werden konnen, und in fumorassoziierte Antigene, die
gleichzeitig MHC-Liganden normaler Zellen sind. Aufgrund der Selbsttoleranz
generieren sie in der Regel keine Immunantwort.

Nach ihrem Ursprung werden sie in verschiedene Klassen eingeteilt:
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e Produkte von mutierten normalen zelluldiren Genen, nicht verwandt mit Onkogenen.

Ein Beispiel dafiir wire CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) (Wolfel et al., 1995).

e Onkogenprodukte und Produkte von mutierten Tumorsuppressorgenen, diese zwei

Klassen von Genen sind fiir die Kebsentstehung entscheidend:

Protoonkogene, die durch Mutation stirker aktiv werden (Onkogene), regen die

Zelle dazu an, sich unter Verlust der normalen Kontrollmechanismen zu vermehren.

Diese Mutationen sind dominant, die der Tumorsuppressorgene rezessiv (Alberts et

al., 1994).
Protoonkogen Art des Antigens
ras Signaliibermittlung
bcl-2 Apoptosehemmer
myc/n-myc reguliert Zellkernaktivitét
sis Wachstumsfaktor
Her-2/neu Wachstumsfaktorrezeptor
abl Signaliibermittlung
Mutiertes
Tumorsuppressorgen
pS3 Zellzyklusregulator

Ursache der Aktivierung

In ~25 % der Tumoren, in hot spot
region: Punktmutation

Translokation

Translokation

Uberexpression

Amplifikation

Translokation

ungefdhr 50 % aller Tumoren
(Theobald et al., 1997; Vierboom et
al., 1997), Punktmutation,
Uberexpression

(Bergmann-Leitner et al., 1998; Abrams et al., 1997; Bertholet et al., 1997; Roa et al.,
1997; Stevens, 1997; Valassiadou et al., 1997; Disis and Cheever, 1996; Theobald et al.,

1995; Rodrigues et al., 1990; Bos, 1989)

e Embryonaler Ursprung: Die Genfamilie MAGE, BAGE, GAGE gehoren zu einer

Gruppe von tumorassoziierten Antigenen, die in vielen Tumoren wie Melanomen,

Lungen-, Hirn- und Blasen-Ca exprimiert werden. Diese Gene sind im gesunden

Gewebe ruhig gestellt, werden aber auf normalen fetalen Zellen exprimiert. Eine

Ausnahme stellt der Testis dar: die Gene sind zwar aktiv, allerdings werden dort

keine MHC-Molekiile exprimiert. Daher sind diese Antigene, auch cancer testis

antigens genannt, dem Immunsystem unbekannt und kénnen tumorelektiv genutzt
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werden (Boon et al., 1994; Boel et al., 1995; Duffour et al., 1999; van der Bruggen
et al., 1994).

Eine weiteres cancer testis Antigen stellt das NY-ESO-1 dar (Chen et al., 1997). Es
wurde in Melanomen nachgewiesen und ist ein sehr immunogenes Tumorantigen.
Es induziert sowohl eine humorale als auch eine CD8+ Immunantwort (Jéger et al.,
1998).

Ebenfalls embryonalen Ursprungs sind CEA (carcinoembryonales Antigen), das bei
ungefahr 90 % der Patienten mit fortgeschrittenen und 50 % mit frithen kolorektalen
Karzinomen, bei 50 % mit Mamma-Ca und in 70 % der nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinome gefunden wird (Kawashima et al., 1999), und AFP (a-Feto-
Protein). AFP wird im Serum von Patienten mit Leber-Ca oder mit
Keimzelltumoren gefunden. Diese Proteine, die bei sehr wenigen Menschen unter
physiologischen Bedingungen nachweisbar sind, eignen sich zudem sehr zum
Monitoring von Tumoren (Kuby, 1997).

Abnorme Modifikation nach der Translation: Mucine sind hochglykosylierte

Oberflachenproteine normaler Schleimhaut. CTL-Aktivitdit wurde haufiger bei
Mamma-, Ovar-, Pankreas-Ca und einer Reihe von anderen Tumoren gegen
tumorspezifisch verdndertes Mucin nachgewiesen. Mucin ist dabei weniger
glykosyliert. Die dadurch induzierte CTL-Antwort ist nur z.T. HLA-restringiert. Die
erkannten Strukturen der HLA-restringierten CTL-Aktivitdt liegen in Tandem-
Repeat-Dominen des Proteinriickgrats oder in der Signalsequenz (Townsend and

Allison, 1993; Brossart et al., 1999).

Gewebespezifische Antigene (Differenzierungsantigene): werden von normalen

Zellen und von Tumorzellen exprimiert, die von diesem Gewebe abstammen und
von ithrem Differenzierungsgrad noch nicht zu weit entartet sind. Hier wére zum
Beispiel die Tyrosinase zu nennen, die in den Melanozyten ein wichtiges Enzym zur
Synthese von Melanin darstellt und von vielen Melanomen présentiert wird
(Topalian et al., 1994). Weitere Beispiele wiren Melan-A/MART-1, TRP-1
(tyrosinase-related protein)/gp75, TRP-2 (Sun et al., 2000), gp100 (Kawakami et
al., 1995).

Das Fusionsprotein bcr-abl mit Tyrosinaseaktivitit entsteht als Folge der

Chromosomentranslokation  t(9;22). Das entstethende = Chromosom  wird
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Philadelphia-Chromosom genannt und bei der chronisch myeloischen Leukédmie
gefunden.

e Onkovirale Proteine: Eine CTL-Antwort gegen Zellen, die mit dem humanen

Papilloma Virus 16 (HPV16), das in den meisten Zervix-Karzinomen vorkommt,
infiziert sind, konnte festgestellt werden. Bekannt sind z.B. Peptide, die aus dem
Onkoprotein E7 des HPV16 stammen und auf HLA-A2 den CTL présentiert werden
(Boon et al., 1997; Tindle, 1996; Ressing et al., 1995).
Viele andere Viren wie HBV, HCV, EBV, HPV18, 6, 11 sind dafiir bekannt, dal} sie
Tumore auslosen konnen.
Es gibt auch Antigene, die in Tumoren durch Mutation iiberexprimiert werden, wie
HER-2/neu (Onkogen), das in 30 - 40 % der Mamma- und Ovarkarzinome , sowie
gehduft in Kolon-, nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen und Nierenzell-Ca zu
finden ist (Brossart et al., 1998) oder MUC-2, das bei Kolon-, Brust-, Ovar- und
Pankreas-Ca stark iiberexprimiert wird (Bohm et al., 1998).

1.1.4.3 Spezifische Tumorimmuntherapie

Die bisherige Therapieform flir Krebspatienten liee sich vielleicht am trefflichsten mit
dem Sprichwort: ,mit Kanonen auf Spatzen schieen” beschreiben. Die
Nebenwirkungen fiir den Krebspatienten sind sehr belastend und der Erfolg keinesfalls
gesichert. Daher sucht man schon seit langem nach einer schonenderen,
tumorspezifischen Therapie, mit der man selektiv die Tumorzellen anspricht. Eine
Moglichkeit ist, die tumorspezifischen CTL zu aktivieren und zur Expansion anzuregen.
Dafiir ist die genaue Kenntnis von tumorassoziierten, besser noch von
tumorspezifischen Epitopen Grundvoraussetzung. Zum genauen Therapieverlauf bei
definierten Tumorantigenen gibt es verschiedene Konzepte, wobei man immer mit
vielen verschiedenen Epitopen arbeiten mdchte, damit moglichst alle Tumorzellen bei
der Therapie erfalit werden.

Ex vivo/in vitro werden autologe APC mit tumorassoziierten und —spezifischen Peptiden
beladen. Diesen Vorgang bezeichnet man als pulsen (Kawashima et al., 1999; Toes et
al., 1998). Die Zellen werden dem Patienten wieder appliziert. Durch die

costimulatorischen Signale und die immunogenen Epitope sollen die Lymphozyten
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aktiviert werden. Man hofft, dal man dadurch die Anergie des Immunsystems
iiberwinden oder noch nicht anergisch gewordene Lymphozyten aktivieren kann.

Die T-Zellen konnten auch selbst in vitro mit beladenen APC und Zytokinen stimuliert
werden (Abrams et al., 1997), um sie spéter dem Krebspatienten in aktivierter Form
wiederzugeben.

In vivo konnte man direkt die Peptide (Peptidvakzinierung), die von den eigenen APC
aufgenommen und présentiert werden, in verschiedenen Kombinationen geben:
entweder allein, mit Zytokinen, Peptide mit dendritischen Zellen, als rekombinante
Proteine, mit viralen Vektoren oder transfizierte APC (Van den Eynde and Boon, 1997;
Restifo, 1996; Melief et al., 1996; Robbins and Kawakami, 1996).

1.1.4.4 Probleme einer antigenspezifischen Immuntherapie

Grundvoraussetzung ist, dal3 der Tumor die Anzahl seiner MHC-Molekiile nicht zu sehr
reduziert hat.

Die Therapie mul3 patientenindividuell abgestimmt werden, da die Epitopexpression
sowohl von der HLA-Typisierung des Patienten als auch von dem Tumor mit seinen
spezifischen Antigenen abhingig ist (van der Bruggen et al., 1991). Zudem sind zur Zeit
leider auch bei vielen haufigen Tumoren wie Kolon-, Mamma- oder Lungen-Ca noch
keine bzw. erst sehr wenig Tumorantigene bekannt.

Diskutiert werden derzeit verschiedene Protokolle zur wirksamen Applikation der

Peptidvakzinierung.

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Das Projekt, in das die vorliegende Arbeit eingebunden ist, beschéftigt sich schon seit
Jahren mit der Identifizierung von tumorspezifischen MHC-Klasse-I-Liganden fiir
moglichst viele HLA-Allele. Diese Epitope sollen in AnschluBlprojekten in der

spezifischen Immuntherapie eingesetzt werden.
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Der klassische Weg fiir die CTL-Epitop-Identifizierung geht primar {iber das Etablieren
von CTL-Klonen gegen Tumorzellinien und spiter wird versucht, das erkannte Epitop
zu identifizieren (Cox et al., 1994).

Hier wird eine Methode benutzt, die T-Zell-unabhéingig arbeitet. Sie verbindet

verschiedene Verfahren (Stevanovié¢, 1995; Schirle et al., 2000):

e Epitopvorhersage durch Peptidmotive

e Peptidextraktion

o HPLC (high performance liquid chromatography) — MS (massenspektrometrische) -
Analyse

Zuerst werden anhand der Peptidmotive potentielle MHC-I-Liganden fiir verschiedene

Allele vorhergesagt. Das wird fiir alle bisher bekannten tumorassoziierten und —

spezifischen Proteine eines bestimmten Tumors durchgefiihrt. Daran angeschlossen ist

die Synthese und die HPLC-Aufreinigung dieser Peptide. Die Epitope werden auf ihr

HLA-Bindungsverhalten auf TAP-defizienten Zellen getestet und eine Eichmischung

fiir die HPLC-MS-Analyse hergestellt.

Fiir die Tumorprdparation werden je Allel ungefihr 15 mg eines aufgereinigten,

monoklonalen, MHC-spezifischen Antikdrpers gebraucht.

Wenn das Tumorgewebe HLA-typisiert ist, wird der Tumor homogenisiert. Nach der

Immunprazipitation der MHC-Molekiile werden die Peptide mittels Sdurebehandlung

eluiert. Sobald die MHC-I-Liganden extrahiert sind, werden sie und die synthetischen

potentiellen Epitope in ihrem HPLC-MS-Verhalten verglichen und analysiert (Hunt et

al., 1992).

Im Rahmen dieses Projektes sollte ich alle Schritte dieser Methodik - auer der HPLC-
MS-Analyse - selbst kennenlernen. Meine Aufgabenstellung beinhaltete eine HLA-
A*0201-restringierte  Epitopvorhersage mit anschlieBender Anfertigung einer
Eichpeptidmischung fiir Melanome, Akquirierung von gastrointestinalen Tumoren,
Zellkultur und Extraktion von MHC-Klasse-I-Liganden von Tumorzellinien und soliden

gastrointestinalen Tumoren.
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2. Material und Methoden

2.1 Tumore von Patienten

Die Tumoren wurden wihrend der Operation entgegengenommen, nicht mit Formalin in

Beriihrung gebracht und den Pathologen gezeigt. Mit ihrem Einverstindnis wurde ein

moglichst grofles Stiick des Tumors oberflachlich abgetragen, gewogen und direkt in

fliissigem Stickstoff eingefroren. Ein gleich groBes Stiick gesunder Mukosa wurde als

Kontrolle ebenfalls eingefroren. Eine Genehmigung durch die Ethikkomission lag vor.

Zudem wurden 10 ml EDTA-Blut dem Patienten entnommen, das fiir die HLA-

Typisierung verwendet wurde.

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Zellinien

Diese Hybridomzellinien produzieren monoklonale AK (mAK) gegen:

All.IM

B1.23.2

BB7.2

GAP A3

W6/32

HCTI116

JY

SWI1116

T1

T2

oHLA-A11, A24 (IgGs) (Grumet et al., 1982)
aHLA-B, -C (Ferrier et al., 1985)

aHLA-A2 (IgGyp) (Parham and Brodsky, 1981)
aHLA-A3 (IgG,,) (Berger et al., 1982)
aHLA-A, -B, -C (IgG;,) (Barnstable et al., 1978)

Kolonkarzinom, exprimiert HLA-A1, A2, adhirent wachsend (Brattain et
al., 1981)

humanes B-Zell-Lymphom, exprimiert HLA-A2, B7, Cw7, DR4 (Turner,
1975)

Kolonkarzinom, exprimiert HLA-A2, adhdrent wachsend (Leibovitz et
al., 1976)

humanes B- und T-Zellhybridom, exprimiert HLA-A2, B5, DR7 (Salter
et al., 1985)

exprimiert HLA-A2 und ist TAP-defizient (Salter et al., 1985)
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Die Tumorzellinien wurden fiir Peptidextraktionen und fiir Peptidbindungsassays

verwendet.

2.2.2 Kultivierung von Zellinien

Die Kultivierung der Zellinien erfolgte in Inkubatoren (Forma Scientific) bei 37°C, 7,5
% CO, in feuchtigkeitsgesittigter Atmosphire. Es wurde RPMI 1640-Medium
verwendet, das mit L-Glutamin (2 uM), B-Mercaptoethanol (50 uM), Penicillin (50
U/ml), Streptomycin (50 pg/ml), NaHCOs (2 g/1), HEPES (2,4 g/1) und 10 % fotalem
Kaélberserum (Fetal Calf Serum, FCS, PAA Laboratories) supplementiert wurde. Die
Zelldichte wurde zwischen 10* bis 10° Zellen/ml gehalten.

Um Zellen in groBerem Umfang kultivieren zu konnen, wurden sterile 2 1-Glasflaschen
benutzt. Sie wurden im 37°C Raum auf Rollergestellen (1,5 U/min) gehalten.

Adhidrent wachsende Zellen wurden mit sterilem PBS (Phosphate Buffered Saline)
gewaschen, alle Fliissigkeit dekantiert und mit Trypsin (TRYPSIN-EDTA (1x) IN,
GIBCO BRL) von den Winden der Kulturflaschen abgelost.

2.2.3 Ernten von Zellen

Durch die Verwertung der Néhrstoffe und der damit verbundenen Azidifizierung
verfarbte sich der Indikator im Medium. Die Zellen wurden bei 1200 U/min und 4°C 10
min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die Zellen in 5 ml eiskaltem PBS pH 7,2

aufgenommen. Die Zellpellets wurden bei —80°C gelagert.

2.2.4 Bestimmung der Lebendzellzahl

50 pl Zellsuspension wurden mit 50 pl Trypanblau (0,05 % in PBS) gemischt. Die
ungefarbten Zellen wurden in 16 Quadranten einer Zahlkammer (Neubauer, Tiefe 0,1

mm) ausgezdhlt. Die Lebendzellzahl/ml ergab sich wie folgt:

(durchschnittlich gezédhlte Zellen im Quadranten) x 10* x 2 Zellen/ml
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Der dimensionslose Faktor 2 entspricht der Verdiinnung mit Trypanblau.

2.2.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden 1-5 x 10° Zellen in 1 ml sterilfiltriertem, eisgekiihltem
Einfriermedium (10 % DMSO, 90 % hitzeinaktiviertes FCS) aufgenommen, in
Cryotubes (SchraubverschluB3, Greiner) {iiberfiihrt und sofort bei —80°C eingefroren.

Nach einem Tag wurden sie in fliissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen ziigig im 37°C Wasserbad erwédrmt und anschliefend

mit 10 ml Medium gewaschen, um das zytotoxische DMSO zu entfernen.

2.3 Immunologische und biochemische Methoden

2.3.1 Antikérperreinigung aus Hybridomiiberstand

2 1 Hybridomzellsuspension wurden mit 20 ml 2 % NaNj3 versetzt und 2 Tage bei 4°C
ruhiggestellt. Die Zellen setzten sich als Sediment ab. Der Hybridomiiberstand wurde
sterilfiltriert (PorengroBe 0,2 pm) und auf pH 8,0 eingestellt.

Zur Reinigung und Konzentrierung der AK wurde eine Affinitdtschromatographie mit
Protein A (Protein A Sepharose® CL-4B, Pharmacia Biotech) durchgefiihrt. Protein A
bindet spezifisch die Fc-Enden vieler Immunglobulintypen, v.a. IgG.

0,6 g Protein A wurden 30 min mit destilliertem Wasser gequollen. Die Protein A
Sepharose wurde in eine Sdule gepackt (Gelbettvolumen 3 bis 5 ml) und mit PBS 15
min gewaschen. Der Hybridomiiberstand wurde bei 4°C mit einer FluBirate von 0,5
ml/min zwei Tage zyklisch iiber die Sdule gepumpt. Die AK wurden mit 4 ml
Citratpuffer (pH 3,0) in 9 ml vorgelegten Puffer (pH 8,3; 0,5 M NaCl; 0,1 M NaHCO;
in H,Oy) eluiert.

Die AK-Konzentration wurde {iber die Absorption bei 280 nm wie folgt bestimmt:
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Ong()nm X 0,7 = mg AK /ml

Zumeist lagen die Ausbeuten zwischen 5 und 25 mg AK/l Hybridomiiberstand.

2.3.2 Entsorgung der Azidl6sungen

Zu allen Hybridomsuspensionen wurden nach der AntikOrperaufreinigung auf 2 Liter

100 ml 1 M Natriumthiosulfat (NaS;03) und 500 mg Jod zugesetzt.

2.3.3 DurchfluBzytometrie

Das  DurchfluBzytometer  dient der semiquantitativen ~ Analyse  von
Oberflichenmolekiilen der Zellen. Wenn das Gerit gleichzeitig die Zellen nach ihren
Fluoreszenzeigenschaften auftrennt, nennt man es FACS (Fluorescence-Activated Cell
Sorter).
Monoklonale AK gegen verschiedene Oberflichenmolekiile, die unterschiedliche Zellen
exprimieren, werden selbst mit Farbstoffen markiert oder ein zweiter AK, der gegen den
ersten AK gerichtet ist, wird fluoreszenzmarkiert. Jede Zelle wird einzeln durch eine
Kapillare gedriickt und passiert einen Laser. Nachgeschaltete Photodetektoren messen
das entstehende Licht, wodurch man Informationen tiber die Zelle erhilt:
Emittiertes Licht: Anzahl der an Oberfachenmolekiile gebundenen AK
Gestreutes Licht: forward scatter (Vorwirtsstreuung): Zellgrofle

side scatter: Granularitét
Indem man mehrere verschiedene  Erstantikorper mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen benutzt, kann man die Zellpopulation sehr genau

charakterisieren.
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2.3.4 FACS-Assay

Mit dieser Methode wurden regelmifBig alle Tumorzellinien, die fiir die

Immunpréazipitation eingesetzt wurden, auf die Expression der MHC-Allele kontrolliert.

1-5 x 10° Zellen (jede Probe) wurden zunichst mit FCS-freiem Medium gewaschen.
Anschlieffend wurden sie mit 100 ul MHC-spezifischen AK (5 pg/ml) 30 min auf Eis
inkubiert. Nach dreimaligen Waschen mit 200 pl eisgekiihltem PBS, 2 % FCS, 0,02 %
NaNj erfolgte die Inkubation mit 100 pl 1:100 verdiinnten Zweitantikdrper 30 min auf
Eis. Als Zweitantikorper wurde ein Fluoresceinisothiocyanat (FITC) — markiertes
Ziege-anti-Maus-IgG-Immunglobulin eingesetzt. Erneut wurden die Zellen dreimal
gewaschen und in 250 ul PBS, 2 % FCS, 0,02 % NaNs3 in FACS-Rohrchen (Falkon,
2053) tiberfiihrt und gemessen.

2.3.5 MHC-Stabilisierungsassay

Die neu vorhergesagten und hergestellten Peptide werden auf ihr Bindeverhalten fiir ein
bestimmtes MHC-Allel getestet. Es ist allerdings bekannt, dafl bei bestimmten Allelen
wie z.B. dem HLA-A2 gerade die in der Literatur beschriebenen tumorassoziierten

Peptide keine besonders affine Bindung zeigen.

Hierfiir wurden T2 Zellen verwendet (Elvin et al., 1993). Aufgrund einer Deletion in der
MHC-Region exprimieren sie keinen TAP. Dadurch konnen sie keine vollstindigen
terndren Komplexe aus MHC-a-Kette, 3,-Mikroglobulin und endogenem Peptid bilden.
Dimere Komplexe aus MHC-a-Kette, und [,-Mikroglobulin werden an die
Zelloberflache transportiert. Diese sind jedoch nicht stabil. Das [(,-Mikroglobulin
dissoziiert ab und die schwere a-Kette wird wieder internalisiert und abgebaut. Daher
exprimieren diese Zellen an ihrer Oberfliche eine stark reduzierte Zahl von MHC-
Klasse-I-Molekiilen.

Das Prinzip des Stabilisierungsassays beruht darauf, dafl ein Peptid von extern in das

Medium gegeben wird. Bindet dieses an den dimeren Komplex, tiberfiihrt es ihn in die
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stabile terndre Form. Je stirker ein Peptid bindet, desto stérker ist die Stabilisierung. Die
komplett gefalteten MHC-I/Peptid-Komplexe akkumulieren an der Zelloberflache und

konnen durch spezifische AK in der FACS-Analyse gemessen werden.

Zuerst wurde von jedem Peptid, das getestet werden sollte, eine 10 mM Stammldsung in
DMSO hergestellt. Von dieser Stammlosung ausgehend, wurden drei verschiedene
Konzentrationen hergestellt:

1 mM, 0,3 mM, 0,1 mM.

Davon wurden jeweils 10 pl in zwei Locher einer 96-well-Kulturplatte (Greiner)
pipettiert und mit 100 pl Zellsuspension (1-5 x 10° Zellen/100 pl) vermischt. Die
Negativkontrollen erhielten kein Peptid. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei normalen
Zellkulturbedingungen (s.0.) inkubiert und durch FACS-Farbung analysiert. Das Maf}
der Peptidbindung an das MHC-Molekiil wurde durch das Verhiltnis der
Durchschnittsfluoreszenz mit Peptid zu der Durchschnittsfluoreszenz ohne Peptid

ermittelt.

2.3.6 Sdureextraktion von MHC-I-Liganden

2.3.6.1 Herstellung einer Affinitatssaule

40 mg CNBr-aktivierte Sepharose® 4B (Fa. Pharmacia Biotech) wurden pro mg AK
mit 40 ml 1 mM HCI eine halbe Stunde im Drehrad aktiviert und bei 300 U/min 2 min
ohne Bremse abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurden 40 ml
AK-Losung (ungefdahr 15 mg AK in Kopplungspuffer: 0,1 M NaHCOs, 0,5 M NaCl, pH
8,2) der aktivierten Sepharose zur Kopplung dazugegeben und 2-3 h (bei
Raumtemperatur) geschiittelt. Nach Zentrifugation (300 U/min, 2 min, ohne Bremse)
wurden jede Stunde 100 pl vom Uberstand entnommen, um die Kopplungseffizienz zu
bestimmen, die sich aus dem Verhéltnis der OD bei 280nm am Beginn und am Ende
ergab. Sie sollte tiber 80 % liegen.

Zum Blockieren unbesetzter reaktiver Gruppen der Sepharose wurden die Beads nach

Abzentrifugation in 40 ml 0,1 M Glycin (in PBS, pH 8) 1 h aufgenommen. Nach
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dreimaligem Waschen mit PBS wurde die Sepharose in eine Chromatographieséule

gepackt.

2.3.6.2 Immunpriézipitation von MHC-Molekiilen

Die Tumorzellen wurden im fiinffachen Volumen AufschluBBpuffer (0,01 M CHAPS
(ROCHE), 2 Tbl/100 ml des Proteinase-Inhibitoren-Cocktails complete™ (ROCHE) in
PBS) aufgenommen. Solide Tumoren wurden zunichst im Mixer zerkleinert. Nach
einer Stunde Riihren bei 4°C wurde die Suspension im Glashomogenisator mit 20
Kolbenstoen der GroBe large (Spaltbreite 50-70 pm) und 20 der Grofe small
(Spaltbreite 10-30 pm) homogenisiert. Nach weiteren ein bis zwei Stunden Riihren
sollten die Membranproteine solubilisiert sein. In einem ersten Zentrifugationsschritt
wurden bei 4.000 U/min (20 min, 4°C, mit Bremse) die groben Zellbruchstiicke
abgetrennt. Das oben schwimmende Fett und das Pellet am Boden wurden verworfen.
Die Suspension wurde in einer Ultrazentrifuge (40.000 U/min, 1 h, 4°C) zentrifugiert.
Der klare Uberstand wurde sterilfiltriert und iiber Nacht bei 4°C zyklisch mit einer
FluBrate von 0,5 ml/min iiber die a-MHC-AK-Sdule gepumpt, die zuvor 15 min mit

PBS gewaschen wurde.

2.3.6.3 Sdureextraktion

Die Immunprézipitationssdulen wurden 1 h mit PBS gewaschen. Nachdem die Sdulen
trockengelaufen waren, wurden 300 pl 0,1 % und 10 pl 10 % TFA auf das Gelbett
gegeben. Nach 10 min (anfanglich wurde die Probe wéhrend der Zeit geschiittelt) wurde
die Probe in ein Centriconl0-Rohrchen getropft. Zwei weitere Male wurde die
Sepharose mit 300 pul 0,1 % TFA resuspendiert. Die Eluate wurden in dem Centricon10-
Rohrchen (10 kDa-Filter) vereinigt und bei 4.000 U/min bei 4°C zentrifugiert, um die
groBeren Proteine abzutrennen. Das Ultrafiltrat wurde in der Speedvac auf ein Volumen
von 500 ul eingeengt.

Da im Laufe der Methodenoptimierung das Extraktionsvolumen auf jeweils 100 ul 0,1

% und 10 pl 10% TFA reduziert wurde, entfiel der Einengungsschritt in der Speedvac.
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2.3.6.4 Fraktionierung mittels Reversed-Phase HPLC

Die so gewonnenen Peptide wurde iiber ein Microbore-HPLC-System (High
Performance Liquid Chromatography, SMART-System, Pharmacia) mit einer uRP SC
2.1/10-Sdule (Séaulendimension 100 x 2,1 mm), die eine Mischung von Silanol-
gekoppeltem C,/Cig-Material enthielt, aufgetrennt und entsalzt. Die Trennung im Peak-
Fraktionierungsmodus erfolgte bei einer FluBrate von 150 ul/min bei folgendem
Gradientenverlauf:

Eluent A: 0,1 % TFA in H,O

Eluent B: 0,081 % TFA in 80 % Acetonitril in HO

Zeit in min 0 5 25 45 55 60 65 70
Solvent Ain% 90 90 80 60 40 25 25 90
SolventBin% 10 10 20 40 60 75 75 10

2.3.6.5 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen (Sodium Dodecyl Sulfate)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma) ist ein Triphenylmethanfarbstoff, mit dem
Proteinbanden in Gelen nachgewiesen werden konnen.

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht, die durch SDS denaturiert wurden. Diese Methode wurde benutzt,
um die Uberstinde auf dem 10 kDa Filter, auf dem sich die schweren Ketten der MHC-

I-Molekiile befinden miiiten, zu analysieren.

Material fiir ein 12 % SDS-PAGE (Trenngel):

H,04 3,3ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,6 2,5 ml
10 % SDS 0,1 ml
A30 %/Bis 0,8 % 4,0 ml

A: Acrylamid, Bis: N,N‘Methylenbisacrylamid
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10 % APS 50 pl, induziert Radikalentstehung
TEMED 10 pl, stabilisiert die Radikale

APS: Ammoniumpersufat

Material fir das 4 % Sammelgel:

H>Oq4 6,1 ml
1LOM TrispH 6,8 2,5 ml
10 % SDS 0,1 ml

A 30%/Bis 0,8 % 1,3 ml

10 % APS 50 pl
TEMED 10 pl

10 x Laufpuffer:
0,25 M Tris

1,9 M Glycin

1 % SDS

Marker: Prestained Protein Marker, Broad Range, New England BioLabs

Nachdem das 12 %-ige Polyacrylamid-Trenngel auspolymerisiert war, wurde es mit 4
%-igen Sammelgel, das die Probentaschen enthielt, iiberschichtet. Die Proben wurden
mit 5 x SDS bei 95°C hitzedenaturiert. Die Gelkammer wurde mit Laufpuffer gefiillt
und sowohl der Marker als auch die Proben in die Taschen pipettiert. In der ersten
halben Stunde wurde eine Spannung von 80 V, danach von 120 V angelegt.

Das Gel wurde mindestens eine Stunde in der Farbelosung (0,1 % w/v Coomassie
Brilliant Blue R-250, Sigma, in Entfarbeldsung, s.u.) geschwenkt, was zur Fixierung der
denaturierten Proteine fithrte und die Anlagerung des hydrophoben Farbstoffes an die
Proteinmolekiile zur Folge hatte. Die Farbelosung wurde durch Entfarbelosung (50 %
Methanol, Merck, 40 % H,O4, 10 % Essigsdure, Merck) ausgetauscht und das Gel

mehrere Stunden (liber Nacht) darin geschwenkt. Dadurch wurde der Gelhintergrund
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entfarbt. Die Haltbarmachung des Gels erfolgte durch Vakuumtrocknung (Gel Dryer
Model 583, Biorad).

2.4 Analytische Verfahren

2.4.1 MALDI (Matrix-unterstiitzte Laserdesorptions-lonisierung)

Die auf Matrixmolekiile einkristallisierte Probe wird von einem UV-Laser im Vakuum
beschossen. Die Laserenergie wird von der UV-absorbierenden Matrix auf die Analyten
ibertragen, die dadurch ionisiert werden.

Die Analysen wurden an einem MALDI-Tof (time of flight)-Gerét (G2025A, Hewlett-
Packard) durchgefiihrt. Die entstehenden Ionen werden durch ein elektrisches Feld
(Beschleunigungsspannung 28 kV) im Vakuum beschleunigt und treffen nach einer
definierten Flugstrecke (1 m) auf den Tof-Detektor. Aufgrund der unterschiedlichen
Flugzeiten konnen die Massen berechnet werden (Verhiltnis Molekiilmasse zu Ladung
(m/z) ist proportional zum Quadrat der Flugzeit).

Als Matrix wurde HABA (2°-(4-Hydroxyphenyl)-Azobenzosdure) verwendet. Auf den
Probentrdger, der 10 Positionen enthidlt, wurden 0,5 pl HABA auf eine Position
aufgetragen und im Vakuum getrocknet. Auf diese Matrix wurden 0,5 pl der
Peptidprobe pipettiert und im Vakuum einkristallisiert. Bei niedrigeren Laserenergien
wurde mit der Analyse begonnen, da die Matrixmolekiile selbst Signale erzeugen. Falls
notig wurde die Energie langsam erhoht. Dabei lagen die Laserenergien meist bei 1-3

uJ. Die Position des Lasers auf den Probentriger konnte variiert werden.

2.4.2 Edman-Sequenzierung

Durch automatisierten Edman-Abbau wurden Peptide N-terminal sequenziert. Es wurde
ein ,pulsed-liquid” Protein Sequencer (,,Procise 494A, Applied Biosystems)
verwendet. Die Peptidproben wurden in einer Kartusche vorgelegt, von denen jeweils

die N-terminale AS durch Edman-Abbau abgespalten wurde. In einem nachgeschalteten
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HPLC-Gerit wurden die AS durch ihre spezifischen Retentionszeiten identifiziert. Uber
die Hohe der Absorption bei 269 nm konnte die Konzentration bestimmt werden.
Dieses Verfahren wurde zur Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten Eichpeptide

und zur Poolsequenzierung angewendet.

2.4.3 HPLC-(Electrospray-)mass spectrometry (Q-Tof)

Zur Auftrennung und Analyse komplexer Peptidgemische, wie sie z.B. im Rahmen
einer Sdureextraktion von MHC-Liganden entstehen, wurde eine HPLC-MS-
Kombination benutzt. Um das komplexe Gemisch aufzutrennen, ist dem
Massenspektrometer eine HPLC-Anlage vorgeschaltet. Diese ist am Ende direkt mit der
massenspektrometrischen Elektrospray-lonisation verbunden. In kleinen Fraktionen
werden hier die verschiedenen Massen mit ihren Aminosiduresequenzen identifiziert.
Zur Erhohung der Sensitivitit wurde das Gerdt zuvor mit einer probenspezifischen
Eichmischung der vorhergesagten Liganden geeicht. Dadurch konnten Peptide in
Mengen unter 10 fmol nachgewiesen werden.

Diese Analyse wurde bei den extrahierten MHC-Klasse-I-Liganden von soliden
Kolonkarzinomen und —zellinien angewandt. Dies wurde freundlicherweise von Markus

Schirle durchgefiihrt.

2.5 Herstellung einer Eichpeptidmischung

2.5.1 Epitopvorhersage fiir Proteinantigene eines Tumors

Fir bekannte tumorspezifische und -assoziierte Proteine eines Tumors werden
potentielle MHC-Klasse-I-Liganden mittels Epitopvorhersage (siche Kapitel 1.1.2.2.1)

vorhergesagt. Hierfir wurde das online zu findende Programm www.syfpeithi.de

(Rubrik: Epitope Prediction) verwendet.
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2.5.2 Peptidsynthese

Die vorhergesagten Peptide fiir die Eichmischung wurden im klassischen Merrifield-
Festphasensyntheseverfahren in einem Peptidsynthesizer (Modell 432A, Applied
Biosystems) hergestellt. Es wurden Fmoc (9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-geschiitze AS
verwendet.

Die hier beschriebenen Peptide wurden freundlicherweise von Patricia Hrsti¢

synthetisiert und aufbereitet.

2.5.3 Reinigung und Analyse der synthetisch hergestellten Peptide

Da synthesebedingt Verunreinigungen den Peptiden beigemengt waren, mufliten alle
Peptide der Eichmischung aufgereinigt werden. Dazu diente eine RP-HPLC (Varian
Star, Zinsser Analytics). Bei einer FluBrate von 250 pl/min wurde mit folgendem
Gradienten eluiert:

Eluent A: 0,1 % TFA in H,O

Eluent B: 0,08 % TFA in Acetonitril

Zeit in min 0 5 25 27 30 32 48
Solvent A in % 90 90 50 0 0 90 90
Solvent B in % 10 10 50 100 100 10 10

Alle peptidverdédchtigen Fraktionen wurden in kleinen Fraktionen aufgefangen und im
MALDI-Tof analysiert. Die Fraktionen mit reinem Peptid wurden vereinigt. Zur
Konzentrationsbestimmung wurden die Peptide mittels N-terminalen Edman-Abbau

sequenziert.
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2.6 Proteasomschnittvorhersage

Proteasomen spielen eine wichtige Rolle in der Generierung von MHC-Klasse-I-
Liganden und daher in der Regulierung der spezifischen Immunantwort. Es wird davon
ausgegangen, daB sie den C-Terminus der MHC-I-Liganden herstellen.

Humane 20S Proteasome bestehen aus je zwei Kopien von 14 verschiedenen
Untereinheiten, die aufgrund von Sequenzédhnlichkeiten in eine a- und B-Gruppe
eingeteilt werden. Diese sind in Form von vier iibereinander gestapelten Ringen mit je 7
Untereinheiten in der Reihenfolge a;7B707 angeordnet (Groll et al., 1997). Dadurch
entsteht ein faBartiger Komplex. Im Inneren sind je drei der sieben B-Untereinheiten
katalytisch aktiv. Die drei katalytisch aktiven Untereinheiten besitzen jeweils
verschiedene proteolytische Schnittspezifititen. Vertebraten besitzen zudem noch drei
weitere katalytisch aktive B-Untereinheiten, die durch Interferon-y induziert werden und
beim de novo-Zusammenbau von Proteasomen aus den a-Ketten und [B-Ketten
alternativ zu den drei anderen (konstitutiven) katalytisch aktiven Untereinheiten
eingebaut werden konnen (,,Immunproteasomen*).

Derzeit etablieren sich Programme, die vorhersagen konnen, wo das abzubauende
Protein vom Proteasom geschnitten wird und somit welche Peptide als MHC-I-
Liganden iiberhaupt generiert werden. Anhand der Proteolyse von Modellproteinen mit
aufgereinigten Proteasomen ist es gelungen, derartige Informationen zur proteasomalen
Schnittspezifitit zu erhalten (Nussbaum et al., 1998; Emmerich et al., 2000). Die
Schnittspezifititen werden v.a. von den Aminosdure-Paaren, zwischen denen
geschnitten wird, beeinfluf3t. Dabei wird die N-terminale AS mit P1 und die C-terminale
AS mit P1° bezeichnet. Auch weiter entfernte AS variieren das Schnittverhalten. Es
wurde festgestellt, dal die AS, die jenseits der Positionen P6 und P6° liegen, keinen
statistisch signifikanten Einflul mehr ausiiben (Kuttler et al., 2000).

Das hier verwendete Programm spiegelt die Schnittspezifititen des humanen
konstitutiven 20S Proteasom (,,Erythrozyten-Proteasom*) wider. Zwei Versionen (hier
A und B genannt) dieses Programms wurden verwendet, die sich in der Wahl der
Modellproteine unterscheiden: Bei beiden diente Enolase und das Ovalbumin-Peptid
37-77 als Modellprotein. Programm A wurde zusitzlich mit den Daten des Ovalbumin-

Peptids Y249-269 und Programm B mit den Daten des Ovalbumin-Peptids 239-282
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Jtrainiert. In beiden Versionen wurde der Einflul der AS in P6-P1° und P4°
beriicksichtigt. In der Vorhersage bei den schon bekannten Proteinen wurden vom
Programm A 99,2 % und vom Programm B 98,9 % der Schnitte korrekt reproduziert

(Kuttler et al., 2000). Online sind diese Programme unter www.paproc.de frei

zuginglich.
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3 Ergebnisse

3.1 Melanom
3.1.1 HLA-A*0201 restringierte Eichpeptidmischung

3.1.1.1 Epitopvorhersage fiir Melanome

Die bevorzugte Linge von Liganden des HLA-A*0201-Molekiils ist das Nonamer.
Daher ist die Matrix des Epitopvorhersage-Programms in Tab. 3.1. fiir Peptide mit neun
AS dargestellt. Die Ankerpositionen P2 und P9 (fett gedruckt) und der Hilfsanker P6
(unterstrichen) erhalten bei der passenden AS die meisten Punkte. Besonders ungiinstige

AS konnen auch negative Bewertungen erhalten.

Tabelle 3.1.: Matrix fiir die Epitopvorhersage von HLA-A*0201-Liganden mit einer
Linge von neun AS. P1 bis P9 entspricht der Aminoséure-Position im Peptid.

AS P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
A 2 4 2 0 0 0 2 1 4
C 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D -1 0 0 1 0 0 0 0 0
E 3 0 -1 2 0 0 0 2 0
F 1 0 1 -1 1 0 0 0 0
G 1 0 0 2 2 0 0 1 0
H 0 0 0 0 0 0 1 0 0
I 2 8 2 0 0 4 0 0 8
K 1 0 -1 0 1 0 -1 2 0
L 2 10 2 0 1 4 1 0 10
M 0 8 1 0 0 0 0 0 4
N 0 0 1 0 0 0 1 0 0
P 3 0 0 2 1 0 1 0 0
Q 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S 2 0 0 0 0 0 0 2 0
T 0 4 -1 0 0 2 0 2 4
A% 1 4 0 0 0 4 2 0 10
w 0 0 1 0 0 0 0 0 0
X 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Y 2 0 1 -1 1 0 1 0

Potentielle HLA-A*0201-Liganden wurden fiir folgende bekannten Melanom-

assoziierten und —spezifischen Antigene als Nonamere und Decamere vorhergesagt:
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Tyrosinase, MelanA/MART-1, gpl00 (glycoprotein), MAGE-1 und MAGE-3,
gp75/TRP1 (tyrosinase-related protein), TRP2 und MIA (melanoma inhibitory
activity). In Tabelle 3.2. bis 3.4. ist ein Auszug von drei Listen der vorhergesagten
Liganden, unter denen potentielle Kandidaten erwartet werden, dargestellt. Die Peptide
mit den hochsten Punktwerten (score) erfiillen am besten das HLA-A*0201-

Peptidmotiv.

Tabelle 3.2.: Die bestbewerteten Peptide fiir HLA-A*0201-Bindungsvorhersagen von
TYROSINASE (TYRO _HUMAN); Position: bezeichnet die AS im Protein, mit der die
Peptidsequenz startet; die Ankeraminosduren an P2 und P9 sind fett gedruckt, der
Hilfsanker an P6 ist unterstrichen

Position Aminoséurefolge 1 - 9 score Literatur

490 ALLAGLVSL 34

491 LLAGLVSLL 31

487 VLTALLAGL 28

490 ALLAGLVSLL 28

1 MLLAVLYCL 27 (Wolfel et al., 1994)
482 AMVGAVLTAL 27

478 LLGAAMVGAYV 27

387 LLHHAEFEVDSI 26

117 LLVRRNIFDL 26

2 LLAVLYCLL 25

486 AVLTALLAGL 25

207 FLPWHRLFLL 25

489 TALLAGLVSL 24

214 FLLRWEQEI 23

369 YMNGTMSQV 23 (Brichard et al., 1993; Robbins et

al., 1994; Skipper et al., 1996;
Wolfel et al., 1994)
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Tabelle 3.3.: Ein unvollstdndiger Ausschnitt (ab score von 25) fiir HLA-A*0201-
Bindungsvorhersagen von gp100 (PM17_HUMAN)

Position Aminoséurefolge 1 - 9 score Literatur

606 LMAVVLASL 30

605 VLMAVVLASL 30

162 VLGGPVSGL 29

18 LLAVGATKYV 28

456 PLLDGTATL 28

570 SLADTNSLAV 27 (Tsai et al., 1997)

598 LIVGILLVL 27

602 ILLVLMAVYV 27

9 LLHLAVIGAL 27

13 AVIGALLAYV 26

597 PLIVGILLV 26

601 GILLVLMAYV 26

457 LLDGTATLRL 25 (Kawakami et al., 1995)
585 IMPGQEAGL 25

178 MLGTHTMEV 24 (Tsaietal., 1997)

476 VLYRYGSFSV 24 (Kawakami et al., 1995)
619 RLMKQDFSV 23 (Kawakami et al., 1998)
280 YLEPGPVTA 23 (Cox et al., 1994)

209 ITDQVPFSV 18 (Kawakami et al., 1995)
154 KTWGQYWQV 18 (Kawakami et al., 1995)

639 RLPRIFCSC 12 (Kawakami et al., 1998)
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Tabelle 3.4.: Ein Ausschnitt fiir HLA-A*0201-Bindungsvorhersagen von MIA
(MIA_ HUMAN)

Position Aminoséurefolge 1 - 9 score Literatur
4 SLVCLGVIIL 26
113 TLKPGKVDYV 25
54 YMAPDCRFL 24
63 TIHRGQVVYV 24
13 LLSAFSGPGYV 24
4 SLVCLGVII 23
5 LVCLGVIIL 22
106 SIVREDQTL 22
7 CLGVIILLSA 21
61 FLTIHRGQV 20

Zudem wurden zwei bekannte HLA-A*0201-restringierte Tumorantigene aus

Telomerase (ILAKFLHWL) und Survivin (ELTLGEFLKL) hinzugefiigt.

3.1.1.2 Aufreinigung der synthetischen Peptide

Die bestbewerteten 2 % aller theoretisch moglichen Peptide des jeweiligen Proteins
wurden synthetisch hergestellt. Da synthesebedingte Verunreinigungen bei jedem
Peptid vorhanden waren, wurden alle Peptide aufgereinigt. Dafiir wurde das Peptid
geldst und tiber eine HPLC-Séule durch einen stetig ansteigenden Acetonitrilgradienten
nach ihrer Lipophilie aufgetrennt. Alle Absorptionsmaxima wurden in kleinen
Fraktionen aufgefangen. Abbildung 3.1. zeigt das HPLC-Chromatogramm eines
synthetisch hergestellten Peptids. Neben dem erwarteten Produktpeak sind weitere

Signale sichtbar, die die Verunreinigungen darstellen.
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Abbildung 3.1.: Chromatogramm eines HPLC-Laufes zur Aufreinigung des
synthetisierten Peptids YMAPDCRFL aus dem Protein MIA. Neben den Peptidpeak

sind deutlich die Verunreinigungen erkennbar.

HPLC-Laufs wurde durch MALDI-

Die Masse jeder Peptid-Fraktion des
Massenspektrometrie analysiert. Im Rahmen der MeB3genauigkeit ist in Abbildung 3.2.

die korrekte Masse von 1115,5 Da des Peptids YMAPDCRFL zu erkennen.
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Abbildung 3.2.: MALDI-Spektrum des aufgereinigten Peptids YMAPDCRFL aus dem
Protein MIA. Die korrekte Masse betriagt 1115,5 kDa.

Die reinen Fraktionen eines jeden Peptids wurden vereinigt. Die Konzentration der
vereinigten Fraktionen wurde durch N-terminalen Edman-Abbau im Protein-Sequenzer
bestimmt. Dazu wurden 3pul des gelosten und aufgereinigten Peptids aufgetragen. Die

Konzentration des Peptids wurde folgendermaf3en berechnet:

(die im 2. Zyklus detektierte Menge der AS) x 2/ 3

Im zweiten Zyklus geht man von einer Ausbeute von ca. 50 % aus. Daher wird mit 2
multipliziert. Da 3 pl aufgetragen wurden, mufl noch durch 3 dividiert werden.

Peptide, die eine Konzentration unter 25 pmol/ul zeigten, wurden zunéchst nicht in die
Eichmischung integriert.

Tabelle 3.5. zeigt die Sequenzdaten der drei ersten AS des Peptids YMAPDCRFL. Die
Konzentration dieses Peptids betrigt ca. 110 pmol/ul.
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Tabelle 3.5.: Sequenz-Daten des synthetisierten und aufgereinigten Peptids
YMAPDCRFL aus dem Protein MIA; es konnte eine Konzentration von ~ 110 pmol/pl
detektiert werden.

Zyklus A M Y
1 0,66 22,11 171,34
2 1,19 164,39 4,67
3 149,54 10,83 1,01

3.1.1.3 Peptidbindungsassay

Jedes Peptid der Eichmischung wurde auf sein HLA-A*0201-Bindungsverhalten hin
untersucht. Dafiir wurden im Stabilisierungsassay TAP-defiziente T2-Zellen mit Peptid
inkubiert und anschlieBend durch FACS-Analyse die MHC-Dichte auf der
Zelloberflache bestimmt. Die Peptide wurden in zwei verschiedenen Konzentrationen
(10 uM und 100 uM) in Doppelbestimmungen getestet. Die Referenz stellte die HLA-
A2-Grundexpression ohne Peptid mit Erstantikorper und fluoreszierendem
Zweitantikorper dar. Als Ergebnis wurde die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI, Mean
Fluorescence Intensity) verwendet. Abbildung 3.3. zeigt einen solchen Assay. Die
Referenz ohne Peptid mit beiden AK wird als dunkel hinterlegte Kurve dargestellt, die
als Hintergrundskurve bei den Proben mit Peptid bestehen bleibt.

a)

gz—assay, 22.03.2000.006 gz-assay. 22.03.2000.007

File: A2-assay, 22.03.2000.006

Mean Median
377 47 35227

File: A2-assay, 22.03.2000.007

16° 10
FL1-Height 34976 327 .81 FL1-Height

10 104 Mean  Median 10

10
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Abbildung 3.3.: FACS-Assay, Erkennung von Peptid-belandenen HLA-A*0201
exprimierenden T2 Zellen mit W6/32 als Erstantikdrper; Doppelbestimmungen.

a) Zellen ohne Peptid, mit Erstantikérper W6/32 und Fluoreszenz-markiertem Zweit-
AK, Autofluoreszenz (die ausgefiillte Kurve wird als Vergleich beibehalten),

b) Zellen mit dem Peptid YMAPDCRFL (10 puM) aus dem Protein MIA und beiden
AK; die leere Kurve zeigt die aktuelle Fluoreszenzverteilung an.

c¢) Zellen mit dem Peptid YMAPDCRFL (100 pM) und beiden AK

Wenn ein Peptid bindet, kommt es zu einer Fluoreszenzverschiebung nach rechts
(hohere Fluoreszenzintensitit). Das Mall fiir die Peptidbindung wird durch das
Verhiltnis der MFI mit Peptid zu der MFI ohne Peptid ermittelt.

Mal der Peptidbindung:

Durchschnitt (vrr mit peptid und Ak) / hochster Wert (vrr ohne Peptid, mit AK)

Somit binden diejenigen Peptide, die einen Faktor gréfer 1,0 zeigen. Werte von 1,0
oder kleiner sprechen fiir keine Bindung.
Das in Abbildung 3.3. dargestellte Peptid (YMAPDCRFL) bindet gut an den HLA-
A*0201 Molekiilen. Die Fluoreszenz nimmt deutlich zu.
Das Mal} der Peptidbindung bei einer Konzentration von 100 pM:
(1055.17 + 1088,17) : 2
377,47
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Der errechnete Faktor ergibt bei einer Konzentration von 100 uM 2,8.
Die in der letzten Spalte der Tabelle 3.6. angegebenen Werte geben den Faktor der
Peptidbindung bei 10 pM und 100 pM an.

3.1.1.4 Proteasom-Schnittvorhersage

Sascha Nussbaum fiihrte freundlicherweise fiir alle hier beschriebenen Tumorantigene
die Proteasom-Schnittvorhersage durch. Nun sollte untersucht werden, wieviele der C-
Termini von den durch die Epitopvorhersage gefundenen CTL-Epitope vom Proteasom
erzeugt werden.

Von Programm A und Programm B wurden iibereinstimmend ein Drittel vorhergesagt
und bei weiteren 14 % wurde der C-terminale Schnitt nur von einer Version
vorhergesagt. Von den 27 bekannten Liganden wurden 12 (44,4 %) von beiden
Versionen und ein Ligand (3,7 %) nur von Programm A erfaBBt. In der vollstdndigen
Liste der Eichpeptide, dargestellt in Tabelle 3.6., sind die genauen Ergebnisse der
beiden Versionen durch + (C-terminaler Schnitt) und durch — (kein Schnitt) fiir beide

Progammuversionen angegeben.

Tabelle 3.6.: Vollstindige Eichmischung der vorhergesagten Melanom-assoziierten
HLA-A*0201-Liganden,
PTM: posttraslationale Modifikation, *: beschriebene Liganden

Sequenz *Be- Quelle Position score  Proteasom- (M+H)" Peptidbindung

kannt vorhersage in Da Peptid-Konzentration

A/B 10 pM 100 pM

MLLAVLYCL * Tyrosinase 1-9 27 -/- 1038.6 1,2 1,0
YMNGTMSQV * Tyrosinase 369-377 23 ++ 1030.4 1,2/1,3/0,8  1,8/1,5/1,0
ALLAGLVSL Tyrosinase 490-498 34 +/- 856.5 1,1 1,3
YMDGTMSQV * Tyrosinase, PTM  369-377* 22 +/+ 1031.4 1,1/1,2 1,9/1,7
ILTVILGVL * MelanA 32-40 25 -/- 940.6 1,5/1,0 1,4/0,8
AAGIGILTV * MelanA 27-35 25 +/+ 814.5 1,0/1,1 1,0/1,2
ALMDKSLHV MelanA 56-64 26 -/+ 1013.5
EAAGIGILTV * MelanA 26-34 22 +/+ 943.5 1,3 2,2
MLGTHTMEV * gpl00 178-186 24 -/- 1018.5 1,1/1,2/1,0  1,5/1,5/1,2
RLMKQDFSV * gpl00 619-627 23 -/- 1123.6 1,0 2,0
RLPRIFCSC * gpl00 639-647 12 -/- 1094.6 0,9 2,0
YLEPGPVTA * gpl00 280-288 23 +/+ 946.5 1,2/1,0 2,6/1,5
LLDGTATLRL * gp100 457-466 25 -/- 1072.6 1,0/1,2 1,3/1,2
ITDQVPFSV * gpl00 209-217 18 ++ 1005.5 0,9/1,0/1,0  1,1/1,0/0,9
KTWGQYWQV  * gpl00 154-162 18 +/+ 1195.6 1,0 1,3
SLADTNSLAV * gpl100 570-579 27 -/- 980.5 0,9 2,5
VLYRYGSFSV * gpl00 476-485 24 -/- 1190.6 1,1 L5
VLGGPVSGL gpl00 162-170 29 +/+ 798.5 1,5 L5
LLAVGATKV gpl00 18-26 28 -/- 871.6 0,8/1,2 1,7/1,7
IMPGQEAGL gpl00 585-593 25 -/- 915.5 1,0/0,9 0,9/0,9
SLAVVSTQL gpl00 576-584 24 -/- 917.5 1,3/0,9/1,2  2,8/1,3/2,2
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FLIIVLVMI MAGE-1 194-202 27 +/- 1060.7 0,9/0,9 0,6/0,6

KVLEYVIKV * MAGE-1 278-286 26 ++ 1090.7 1,0/0,9/1,0 1,1/1,2/1,1
LVLGTLEEV MAGE-1 38-46 26 /- 972.6 0,9/0,9 0,5/0,5
ALREEEEGV MAGE-1 301-309 25 Proteinende  1031.5 1,3/1,5/1,3  2,6/2,4/2,6
VITKKVADL MAGE-1 101-109 25 /- 986.6 L1/1,1 1,1/1,1
QIMPKTGFL MAGE-1 187-195 24 4 1034.6 LULI/L1  1,6/1,7/1,6
ILESLFRAV MAGE-1 93-101 23 4+ 1047.6 1,0/1,1 1,0/1,2
ALEAQQEAL MAGE-1 15-23 22 /- 972.5 1,0/1,1 1,1/1,1
CLGLSYDGL MAGE-1 174-182 21 /- 940.4 0,8/1,0 L,1/1,6
SLQLVFGIDV MAGE-1 150-159 22 ++ 1090.6 1,4 1,4
ALAETSYVKV MAGE-1 270-279 30 I+ 1080.6 0,9/0,9 0,7/0,7
FLWGPRALV * MAGE-3 271279 27 /- 1058.6 L1/1,0 2,4/2,6
ALSRKVAEL MAGE-3 108-116 31 /- 986.6 1,3/1,4 2,52,5
GLLIIVLAI MAGE-3 200-208 27 /- 924.6 1,0/1,3 1,0/1,2
KIWEELSVL MAGE-3 220-228 26 i 1116.6 1,1/1,4 2,0/2,8
SILGDPKKL MAGE-3 237245 25 /- 970.6 1,0/1,3/1,0  1,4/1,2/0,9
KVAELVHFL * MAGE-3 112-120 25 ++ 1055.6 1,9/1,5 2,9/2,6
LLHTFTDAV * gp75, TRP1 402-410 26 /- 1016.5 1,1/1,2/0,9 1,7/2,2/2,0
MLQEPSFSL * gp75 238-246 25 i 1051.5 1,0/1,3 1,5/2,4
VLIVRRNLL gp75 126-134 24 /- 1095.7 1,0 1,0
LIFGTASYL gp75 492-500 23 /- 984.5 1,0/1,1 1,1/1,2
NMVPFWPPV gp75 439-447 22 o/ 1086.5 22 24
SLGCIFFPL * ep75 8-16 22 - 996.5 22/1,3/1,1  2,4/2,4/1,6
FLTWHRYHL gp75 220-228 21 /- 1272.7 1,0 1,3
SVYDFFVWL * TRP2, TYR2 180-188 21 +/- 1175.6 1,0 1,7
ALVGLFVLL TRP2 482-490 27 +/- 944.6 1,0 1,0
VMGTLVALV TRP2 476-484 26 /- 902.5 13 23
TLDSQVMSL * TRP2 360-368 26 /- 993.5 1,2/1,8/1,5  2,4/3,02,7
VIRQNIHSL TRP2 125-133 26 + 1079.6 1,0 1,0
SLDDYNHLV * TRP2 288-296 25 -/ 1075.5 1,1 2,2
YAIDLPVSV * TRP2 455-463 24 ++ 976.5 2,0 2,5
TLKPGKVDV MIA 113-121 25 +/- 956.6 1,0 1,0
YMAPDCRFL MIA 54-62 24 -+ 1115.5 1,3/1,3/1,0  2,8/2,9/1,2
FLTIHRGQV MIA 61-69 20 /- 1052.6 1,1/1,0 1,71,0
ILAKFLHWL * Telomerase 540-548 30 /- 1140.7 13 2,6/2,8
ELTLGEFLKL  * Survivin 94-103 19 + 1162.7 1,1/1,0 1,4/1,9

Die Epitope wurden beschrieben von: (Brichard et al., 1993; Castelli et al., 1995; Coulie
et al., 1994; Cox et al., 1994; Kast et al., 1991; Kawakami et al., 1994a; Kawakami et
al., 1994b; Kawakami et al., 1995; Kawakami et al., 1998; Kawashima et al., 1998;
Noppen et al., 2000; Parkhurst et al., 1998; Pascolo et al., 2001; Rivoltini et al., 1995;
Robbins et al., 1994; Skipper et al., 1996; Tsai et al., 1997; van der Bruggen et al.,
1994; Wolfel et al., 1994)

3.2 Kolonkarzinome

3.2.1 Eichmischung

Fiir die MHC-Prézipitationen von Kolonkarzinomen bestand bereits die Eichmischung,

die in Tabelle 3.7. dargestellt ist.
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Tabelle 3.7.: Vorhergesagte Kolonkarzinom-assoziierte HLA-A*0201-Liganden

Sequenz Quelle Score Masse (neutral)
SLLPAIVEL PP2A (402-410) 34 953.6
ILMEHIHKL RL19 (137-145) 32 1132.6
YLLPAIVHI p68 (168-176) 30 1037.6
IMIGVLVGV CEA (691-699) 31 900.6
YLSGANLNL CEA (605-613) 25 963.5
YLWWVNNQSL CEA (176-185) 25 1321.6
QLSNGNRTL CEA (192-200) 24 1002.5
GVLVGVALI CEA (694-702) 23 839.5
LLSVTRNDV CEA (380-388) 23 1015.6
ITYPNASLL CEA (100-108) 23 1002.5
VLYGPDTPI CEA (589-597) 23 973.5
RLLLTASLL CEA (17-25) 22 998.7
GLAPPQHEI p53 (187-195) modified 27 960.5
KLLPENNVL p53 (24-32) 26 1038.6
SMNRRPILTI P53 (245-254) modified 26 1199.6
GLAPPQHLIRV p53 (187-197) 26 1199.7
VMNRRPILTI P53 (245-254) modified 25 1211.7
GLAPPQHLI p53 (187-195) 25 944.5
GMNWRPILTI P53 (245-254) modified 25 1199.6
LLGRNSFEV p53 (264-272) 24 1033.5
QLAKTCPVQL P53 (136-145) 24 1099.6
ALNKMFCQL p53 (129-137) 23 1066.5
KMFCQLAKT P53 (132-140) 22 1068.5
PLDGEYFTL p53 (322-330) 21 1053.5
RMPEAAPPV p53 (65-73) 21 966.5
TLEDSSGNL p53 (256-264) 20 934.4
STPPPGTRV P53 (149-157) 19 911.5
VVPYEPPEV p53 (217-225) 17 1027.5
LLDILDTAGL ras (52-61) modified 25 1042.5
KLVVVGAGV ras (5-13) modified 24 840.5
KLVVVGAAGV ras (5-14) modified 24 911.6
CLLDILDTAGL ras (51-61) modified 24 1145.6
CLLDILDTA ras (51-59) 23 975.5
KLVVVGACV ras (5-13) modified 23 886.5
KLVVVGAGGV ras (5-14) 22 897.6
KLVVVGASGV ras (5-14) modified 22 927.6
KLVVVGADGV ras (5-14) modified 22 955.6
KLVVVGACGV ras (5-14) modified 22 943.6
MTEYKLVVV ras (1-9) 19 1080.6
LLLKLLKSV mdm?2 (33-41) 30 1025.7
DLLGDLFGV mdm?2 (80-88) 28 947.5
SLSEEGQEL mdm2 (260-268) 26 990.5
MIYRNLVVV mdm2 (102-110) 25 1105.6
TMKEVLFYL mdm?2 (49-579) 23 1142.6
LALCVIREI mdm?2 (197-205) 22 1028.6
KIFGSLAFL her-2/neu (369-377) 28 995.6
ILHNGAYSL her-2/neu (435-443) 27 987.5
GAAKGLQSL her-2/neu (1093-1101) 25 844.5
IISAVVGIL her-2/neu (654-662) 24 884.6
RLQGISPKI ssx2 (103-111) 23 1010.6
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3.2.2 Prozentuale Verteilung der HLA-Allele

Bei dem relativ groBen Patientenkollektiv wurde die prozentuale Verteilung der HLA-
Typisierung fiir HLA-A (n=92) und —B (n=91) ausgewertet. In Tabelle 3.8. ist von den
hiufigsten Allelen angegeben, bei wieviel Patienten ein bestimmtes Allel vorhanden

war. Zudem ist die Allelhdufigkeit in diesem Patientenkollektiv angegeben.

Tabelle 3.8.: Prozentuale Verteilung der HLA-Allele des Patientenkollektivs

HLA-A  Patienten [%] Allel [%] HLA-B  Patienten [%] Allel [%]
A2 52,2 31,5 B7 25,3 14,3
Al 23,9 13,0 B44 18,7 9,9
A3 21,7 12,0 B8 17,6 9,3
A24 16,3 9,2 B35 16,5 8,2
A26 10,9 5,4 B18S, 11,0 6,0
B1501
All 9,8 4,9 B38, B57 11,0 5,5
A32 8,7 43 B40 8,8 4,9
A29 6,5 3,3 B51 8,8 4.4
A25 5,4 2,7 B27 7,7 3.8
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3.2.3 MHC-Priézipitationen

Zur Identifizierung von tumorassoziierten MHC-Klasse-I-Liganden wurden MHC-

Prézipitationen bei soliden Tumoren und Tumorzellinien durchgefiihrt. Tabelle 3.9. und

3.10. geben an, bei welchen Tumoren und Zellinien Peptide extrahiert wurden.

Tabelle 3.9.: Solide Tumore
*: Diese AK wurden vor der Bindung an die Sepharose dialysiert, um das Azid zu
entfernen, das die Bindung des AK an die Bindungsstellen der Sepharose erschwert.

Tumorort

Caecum/

Colon ascendens

Caecum/Colon

Mamma

Colon

Colon sigmoideum

HLA-

Typisierung gewicht

A2, A6S,
B27, B57

A2, A24
B55, B63
Bw4, Bw6
All, A68,
B18, B35,
Cw2, Cw4
A2, A3,
B44, B62

A2, A68S,
B7, B38,
Bw4, Bwo6

Tumor-

32¢g BB7.2 (11 mg)

W6/32 (11 mg)

7g  BB72
W6/32

11g  AlLIM (17 mg)

B1.23.2 (15 mg)
W6/32 (15 mg)
4¢g BB7.2 (8§ mg)
GAPA3 (15 mg)
*B1.23.2 (15 mg)
W6/32 (15 mg)
S5¢g *BB7.2 (14 mg)
*W6/32 (16 mg)
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Kopplungseffizienz

Verwendete Antikorper,

80 %
97 %

84 %
96 %
96 %
91 %
100 %
91 %
96 %
98 %
98 %

Interne

ID

CCA54

CCA5S

CCAS8

CCAS57



Tabelle 3.10.: Tumorzellinien. Bei einer der JY-Extraktionen wurde die Peptidausbeute
mit (H) und ohne (NH) Glashomogenisator verglichen.

Zellinie HLA- Zellpellet Verwendete Antikorper,
Typisierung Kopplungseffizienz
SWI116 A2 30ml BB7.2 (10,2 mg) 95 %
W6/32 (11,7 mg) 98 %
T1 A2 20ml  *BB7.2 (15 mg) 82 %
B5 da die Kopplungseffizienz von

verschiedenen W6/32-Linien nicht
den Anforderungen entsprach,

wurde auf den AK verzichtet

Y A2 20ml (H), H:BB7.2 (5 mg) 100 %

B7 B1.23.2 (5 mg) 100 %

20ml (NH) NH: BB7.2 (5,4 mg) 95 %

B1.23.2 (5 mg) 93 %

Y A2 >100ml BB7.2 (31 mg) 96 %

B7 B1.23.2 (31 mg) 89 %

Mauszell- H2-Kk 25ml  H100-27-R55 (15 mg) 99 %
linie: NXS2 (spezifisch gegen H2-K¥, HLA-

Allel von Miusen)

Nachdem die MHC-Molekiile und ihre Liganden mittels TFA von der
Prizipitationssdule extrahiert und ultrafiltriert worden sind, wurden die Peptide
anschlieBend durch die HPLC (SMART) - Siule aufgetrennt. Die HPLC-Fraktionen
wurden mit Hilfe verschiedener Verfahren analysiert. Einzelne Fraktionen wurden im
MALDI untersucht. Proben, die interessante Massen zwischen 800 und 3000 Da
enthielten, wurden einzeln im Sequenzer oder im Q-Tof analysiert. Ansonsten wurden

z.T. die HPLC-Fraktionen zwischen 20 und 55 Minuten des SMART-Laufs wieder
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vereinigt, da in ithnen die MHC-Liganden erwartet werden. Das Gemisch wurde mit den

Verfahren der Poolsequenzierung oder im Q-Tof untersucht.

3.2.3.1 Peptidextraktion eines Dickdarmtumors

Exemplarisch wird die Extraktion des 32 Gramm schweren Dickdarmtumors (CCA54)
besprochen. Die Typisierung ergab HLA-A2, -A68, -B27 und -B57. Die
Immunprazipitation wurde mit zwei Sdulen, eine mit 11 mg des HLA-A*0201-
spezifischen AK BB7.2 und eine mit 11 mg W6/32, der HLA-A, -B und -C erkennt,
durchgefiihrt. Die Kopplungseffizienz an die Sepharose betrug bei BB7.2 80 %, bei
W6/32 97 %. Geméal der Anleitung wurde das Lysat tiber Nacht zyklisch iiber die HLA-
A2-spezifische Séule geleitet, am nichsten Tag liber die W6/32-Saule. Nach der TFA-
Elution wurden die Proben ultrafiltriert. Dabei wurde zur Kontrolle ein SDS-Gel mit
dem Material, das auf dem 10 kDa Filter der Centricon-Réhrchen zuriickbleibt,
angefertigt. Abb. 3.4. zeigt dieses Gel. Hier sollen die a-Ketten der MHC-I-Molekiile
(45 kDa) nachgewiesen werden. Da das Gewicht des ,-Mikroglobulin bei 12 kDa liegt,

konnte es den Filter passieren und ist daher nicht zwingend im Gel nachweisbar.

Abbildung 3.4.: SDS-Gel zum Nachweis der a-Ketten der MHC-I-Molekiile (45 kDa)
von Proben des Kolonkarzinoms (CCAS54); die Proteine stammen von dem Material,
das nicht durch den 10 kDa-Filter des Centricon-Réhrchens zentrifugiert wurde.
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Die aufgetragenen Proteinmengen sind nicht normiert. In beiden Extrakten ist die Masse
um 45 kDa nachweisbar.

Nach der Filtration iiber den 10 kDa-Filter wurde das BB7.2-Eluat mittels HPLC auf
dem SMART-System aufgetrennt. Abbildung 3.5. zeigt ein SMART-Chromatogramm.

OD 214 : s
M S

0.040

0.020

©.000

2.0 : : %.0 ‘ 2.0 : 0.0 win
Retentionszeit [t]

Abbildung 3.5.: HPLC—Chromatogramm der von CCA54 extrahierten Peptide, Eluat
der BB7.2-Saule; Ausschnitt: 20-55 min; 0,00 - 0,08 AU.

In der Zeit zwischen 20 und 55 Minuten werden MHC-I-Liganden erwartet. Daher ist
nur dieser Ausschnitt dargestellt. Die OD wird bei 214 nm gemessen, da bei dieser
Wellenlidnge die Peptidbindung sehr stark absorbiert.

Die einzelnen Absorptionsmaxima wurden in verschiedenen Fraktionen aufgefangen

und im MALDI analysiert, demonstriert in Abbildung 3.6.
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Abbildung 3.6.: MALDI einer SMART-Fraktion des CCA54-Eluats.

Bis 700 Da sind Matrixbestandteile sichtbar. Schwéichere Signale mit der Masse von
MHC-Klasse-I-Liganden wurden detektiert, wie in Abb. 3.6. bei 1211,5 Da zu sehen ist.
Weiterfiihrende Analysen mittels Q-Tof und Sequenzer fiihrten zu keinem Ergebnis, da
die vorhandene Menge an Peptiden zu gering und dadurch die Analyseverfahren nicht

sensitiv genug waren.

3.2.3.2 Methodenvergleich

40 ml JY-Zellpellet wurde aufgearbeitet. Dabei wurden 20 ml wie im Protokoll
beschrieben im Dounce-Homogenisator homogenisiert, bei den anderen 20 ml wurde
dieser Schritt {ibersprungen. Diese Zellen sollten nur durch das Detergens
aufgeschlossen werden. Fiir beide Lysate wurden zwei Immunprézipitationssdulen
verwendet, an die jeweils entweder BB7.2 oder B1.23.2 gekoppelt hatten.

Die Kontrollproben, die in Abb. 3.7. auf dem SDS-Gel dargestellt sind, zeigen die nach
der TFA-Elution von der Immunprézipitationssdule nicht durch den 10 kDa Filter des

Centricon-Ro6hrchens zentrifugierten Proteine und Peptide.
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Abbildung 3.7.: SDS-Gel zum Nachweis der a-Ketten der MHC-I-Molekiile (45 kDa)
von Proben unterschiedlicher JY-Lysate, die von dem 10 kDa-Filter des Centricon-
Rohrchens genommen wurden. Die homogenisierten Proben sind mit (H) beschriftet.
Bahn 6: denaturierter AK: B1.23.2: schwere Kette: 50 kDa, leichte Kette: 25 kDa

Die Banden sind um 45 kDa, die der schweren Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils
entsprechen, bei den homogenisierten Proben deutlich stidrker nachweisbar als bei den
nicht-homogenisierten. Obwohl die aufgetragenen Proteinmengen nicht normiert
wurden, sprechen die Banden fiir eine Steigerung der Effektivitit des Zellaufschlusses

durch den Glashomogenisator.

Die durch das Centricon-Rohrchen filtrierten Peptide wurden im SMART aufgetrennt.
Abbildung 3.8. zeigt die vier SMART-Chromatogramme. Die HLA-A*0201-
spezifischen lassen die typischen Absorptionsmaxima, die als Zeichen fiir extrahierte
Peptide gelten, erkennen. Im Vergleich dieser beiden Proben sind ohne Homogenisator
hohere Signale detektierbar.

Bei den HLA-B7-spezifischen HPLC—Chromatogrammen sind weder bei den
homogenisierten noch bei den nicht-homogenisierten Eluaten viele distinkte Peaks
erkennbar. Insgesamt liegt die Absorption bei der homogenisierten Probe etwas hoher

als bei der nicht-homogenisierten.
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Abbildung 3.8.: Dargestellt sind die SMART-Chromatogramme verschiedener JY-
Eluate einschlieBlich Acetonitrilgradient: a) von der BB7.2-Saule mit Homogenisieren,
b) BB7.2-Saule ohne Homogenisieren, c¢) von der B1.23.2-Siule mit Homogenisieren,
d) B1.23.2-Séule ohne Homogenisieren
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In zwei SMART-Fraktionen (Fraktion 14 und 15, von zwei Absorptionsmaxima um die
38-ste min) der homogenisierten B1.23.2-Eluate (Abbildung 3.8.c) wurden in der
MALDI-Analyse Massen detektiert, Abbildung 3.9. Die detektierten Massen von
1139,7 Da und 1040,7 Da liegen im Bereich, in dem MHC-I-Liganden erwartet werden.
Sie entsprechen allerdings keinen der vorhergesagten CTL-Epitope der Eichmischung

fiir Kolonkarzinome (Tab.3.7.). Die Massen bis 700 Da gehoren zu Matrixmolekiilen.
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Abbildung 3.9.: MALDI-Analyse von zwei Fraktionen des SMART-Laufs der
homogenisierten B1.23.2-Probe: a) Fraktion 14, b) Fraktion 15
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Fraktion 14 wurde sequenziert, Tabelle 3.11. Dabei konnte nur bruchstiickhaft die
Peptidsequenz erkannt werden: Die Ankerposition 2 wurde wie erwartet von Prolin
besetzt (siche HLA-B7-Motiv, Tabelle 3.12.). An Position 4 konnte man Glutaminsiure
und sowohl an Position 5 als auch an P6 Isoleucin erkennen. Von Valin wurden
deutliche Signale an Position 7 detektiert. An Platz 8 war von Arginin ein Signalanstieg
feststellbar. Sowohl Phenylalanin als auch Leucin waren an der Ankerposition 9
vertreten. Dabei ergab sich folgende unvollstindige Sequenz:
7P?EIIVR(F/L)

Eine Datenbanksuche konnte bei der Identifizierung nicht weiterhelfen.

Tabelle 3.11.: Sequenzierung der 14. Fraktion des SMART-Laufs; JY-Extraktion mit
Homogenisieren; Immunpréizipitation mit B1.23.2

ZyKlus E F I L P R \%
1 4,38 2,93 4,78 5,89 2,70 1,95 3,87
2 5,85 1,45 3,92 5,64 4,37 1,30 2,53
3 3,89 0,93 2,47 3,33 2,35 1,88 1,60
4 4,14 0,54 2,91 3,34 1,67 1,58 1,57
5 3,46 0,74 4,43 2,99 1,89 1,60 1,61
6 2,68 0,52 4,07 2,39 1,28 0,86 1,59
7 2,07 0,44 2,04 1,82 1,35 1,49 2,18
8 1,87 0,56 2,04 2,04 1,32 2,05 1,75
9 1,43 0,93 1,31 1,60 1,14 1,53 1,08
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Tabelle 3.12.: HLA-B7-Motiv; Position 2 und 9 sind die Anker (fett), P3 der
Hilfsanker (unterstrichen)

Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Anker | R L
S
Stark bevorzugte AS A G P L A
A% F
I
M
T
v
Bevorzugte AS E A A F A A
I D K G P F
K G P R T P
R M T A%
\Y

Alle JY-Lysate wurden nach der HPLC-Auftrennung N-terminal sequenziert. Die
Poolsequenzierung des homogenisierten Eluats von der BB7.2-Affinitdtssidule bestitigte
das HLA-A*0201 Bindungsmotiv, siche Tabelle 3.13. Sowohl der Anker in Position 2
war klar von der hydrophoben AS Leucin besetzt, als auch Position 9 von Leucin und
Valin. Beim Hilfsanker in Position 6 war ein deutliches Signal von Valin und Isoleucin
erkennbar. Die stark bevorzugten AS Glutaminsdure und Glycin fanden sich in Position
4 und zusitzlich Glutaminsdure und Lysin an Position 8. Zudem enthielten zahlreiche
weitere Positionen bevorzugte AS wie in Position 1 vermehrt Alanin und Isoleucin, in

Position 3 Alanin, Phenylalanin und Tyrosin.

58



Tabelle 3.13.: Poolsequenzierung von HLA-A2-restringierten (BB7.2-Sdule) JY-
Eluaten mit Homogenisieren. Anker und Hilfsanker sind fett und unterstrichen,
bevorzugte AS fett gedruckt.

V4 A E F G I K L M P S \% Y
301 40 97 149 122 112 106 43 29 265 102 100

—_—

2 8 29 21 150 99 0 4% 71 35 107 69 23
3 106 25 41 111 100 O 134 56 36 63 51 50
4 56 117 14 126 33 47 45 14 71 45 34 17
5 64 72 21 103 50 70 S8 14 40 29 52 27
6 41 47 15 63 94 38 80 12 32 23 92 15
7 55 54 21 52 83 31 70 16 51 20 106 34
8 52 76 17 46 45 45 47 14 29 26 53 30
9 34 42 9 32 34 28 52 11 17 18 65 18
10 28 27 8 28 24 21 42 8 13 13 53 11

Die nicht-homogenisierten HLA-A2-Proben waren in Hinblick auf die detektierte
Menge und Positionen der AS sehr dhnlich. Aufgrund eines technischen Defekts war

das Ergebnis der Poolsequenzierung nicht im Detail verwertbar.
Auch die von der B1.23.2-Sdule stammenden Proben lie3en das HLA-B7-Motiv, das in

Tabelle 3.12. demonstriert wird, erkennen. Die Ergebnisse der Poolsequenzierungen der

zwei aussagekriftigsten AS sind in Tabelle 3.14. demonstriert.
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Tabelle 3.14.: a) Poolsequenzierung HLA-B7 (B1.23.2-Sédule) mit Homogenisieren

ZyKlus Prolin Arginin
1 30 52
2 130 24
3 40 31
4 26 20
5 24 20
6 17 31
7 15 20
8 10 19
9 7 14

10 6 14

b) Poolsequenzierung HLA-B7 (B1.23.2-Sdule) ohne Homogenisieren

Zyklus Prolin Arginin
1 8 18
2 98 10
3 41 18
4 30 14
5 22 14
6 16 20
7 15 15
8 10 14
9 7 11

10 6 11

Der Anker an Position 2 wurde wie erwartet von Prolin besetzt, wihrend Leucin an
Position 9 nicht klar erkennbar war. Allerdings befand sich in dieser Position ein
deutliches Signal fiir Valin. Die Position des Hilfsanker (P3) wurde von Arginin und
Serin belegt. Zusétzlich wurden die stark bevorzugten AS Leucin und Valin an Position
7 und Alanin an Position 1 detektiert. Zudem fanden sich wieder viele positionell

bevorzugte AS.
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Im Vergleich der homogenisierten und nicht-homogenisierten B1.23.2-Eluate wurden

etwas hohere Ausbeuten von AS durch das Homogenisieren gewonnen.

Zusammenfassend wurde die Effektivitit des Glashomogenisators sowohl vom SDS-
Gel, als auch von den B7-spezifischen Proben der SMART-Chromatogramme, als auch
von den Sequenzdaten in diesem Experiment gezeigt. Lediglich die A2-spezifischen

Proben ergaben in den SMART-Léaufen hohere Absorptionen.
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4. Diskussion
4.1 HLA-A*0201-restringierte Eichpeptidmischung

4.1.1 Epitopvorhersage

Epitopvorhersage wird seit Jahren eingesetzt, um gut bindende MHC-Liganden zu
finden. Es ist aber bekannt, dal viele MHC-I-Liganden nicht die optimalen
Ankeraminosduren aufweisen (Ruppert et al., 1993). Das hier verwendete
Vorhersageprogramm SYFPEITHI geht darauf ein. In diesem Programm werden nicht
nur die Ankeraminosiduren mit hohen Punktzahlen bewertet, sondern auch sogenannte
Neben- und Hilfsanker. Zum Beispiel hat das HLA-A*0201-Motiv in Position 2 eine
seiner Ankerpositionen. Hier sind die Wechselwirkungen zwischen Ligand und
Peptidbindungsgrube besonders spezifisch. Diese Position ist sehr hdufig von einer
bestimmten oder einer Gruppe strukturell verwandter AS besetzt, in diesem Fall von
Leucin (L) oder Methionin (M). In dieser Vorhersage erhdlt L 10 und M 8 Punkte an
Position 2. Die bekannten HLA-A*0201-Tumorepitope AAGIGILTV und das Decamer
EAAGIGILTV aus dem Protein MelanA hingegen enthalten an zweiter Position Alanin
(A). SYFPEITHI vergibt fiir A an Position 2 den Punktwert 4, so daf3 diese Peptide von
diesem Programm vorhergesagt werden. So konnen Peptide durch Ausgleich eines
fehlenden Ankers durch mehrere Hilfsanker und bevorzugte AS gut abschneiden.
Dadurch werden iiber 80 % der natiirlichen MHC-Liganden vorausgesagt.
Tumorepitope sind daflir bekannt, daB sie oft nicht hochaffin sind. Fiir die
Epitopvorhersage bedeutet das, dafl nicht unbedingt die am hochsten bewerteten Peptide
die interessanten T-Zellepitope sind. Dennoch sollten bei Vorhersagen mit SYFPEITHI
die relevanten T-Zellepitope unter den bestbewerteten 2 % aller theoretisch moglichen
Peptide liegen.

Welche der tumorassoziierten Antigene sollen in die Eichmischung fiir einen
bestimmten Tumor integriert werden? In der hergestellten Eichpeptidmischung fiir
Melanome sind potentielle MHC-I-Liganden von Tyrosinase, MelanA/MART-1, gp100,
MAGE-1 und MAGE-3, gp75/TRP1, TRP2 und MIA vertreten. Es gibt aber viele

weitere Melanom-assoziierte Tumorantigene wie das cancer festis Antigen NY-ESO-1
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(Chen et al., 1997) oder CDK4 (Wolfel et al., 1995), die auch Berechtigung hétten,

dieser Mischung hinzugefiigt zu werden.

4.1.2 Zusammenstellen der Eichpeptidmischung

Nach der Epitopvorhersage fiir Melanome und der Synthese der besten 2 % der
potentiellen HLA-A*0201-Liganden bereitete die HPLC-Aufreinigung einiger sehr
hydrophober Peptide einige Schwierigkeiten. Solche Peptide lieBen sich nur schlecht
16sen, wodurch die Menge auf der HPLC-Séule gering war. Zudem wurden sie erst mit
hohem Acetonitrilgehalt im lipophilen Gradienten von der Sdule zusammen mit vielen
Verunreinigungen eluiert. Dies machte es schwer, reine Fraktionen mit ausreichendem

Peptidgehalt zu gewinnen.

4.1.3 Proteasom-Schnittvorhersage

Da man heute davon ausgeht, dal die C-Termini der MHC-I-Liganden von den
Proteasomen erzeugt werden, wurde die Vorhersage flir die Tumorantigene der
Melanom-assoziierten Eichmischung beziiglich dieses Gesichtspunktes betrachtet. Es
wurde ein Drittel von beiden Programmversionen und insgesamt 47 % der
vorhergesagten Liganden von diesem Programm erfaflt. Von den 23 beschriebenen
Liganden wurde bei 10 von beiden Programmversionen und bei einem weiteren
Liganden von Programm A ein C-terminaler Schnitt vorhergesagt.

Die Zuverldssigkeit der Vorhersage ist noch nicht sehr hoch. Bisher werden Schnitte nur
aufgrund der einzelnen AS vorhergesagt und nicht aufgrund von bestimmten
Eigenschaften wie Grofe, Ladung, Polaritit oder Lipophilie. Vielleicht wird die
Bedeutung dieser Eigenschaften noch in diesem Programm unterschitzt.

Es kann zudem noch nicht endgiiltig ausgeschlossen werden, dal3 vielleicht andere
trimmende Proteasen an der Generierung von MHC-Klasse-I-Liganden beteiligt sind,
die von diesem Programm nicht erfalit werden (Elliott et al., 1995; Stoltze et al., 2000).
Besonders starken Einfluf3, ob ein Schnitt stattfindet oder nicht, haben die den Schnitt
direkt flankierenden AS. Von den 400 Mdglichkeiten (20 x 20 AS) der Aminosdure-
Paare (P1,P1°) sind dem Programm z.B. durch das Modellprotein Enolase nur 54 %
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(214 AS-Paare) bekannt. Daher sollte es moglich sein, das Programm weiter zu
optimieren, indem die Zahl der ,,Trainingsproteine* erhoht wird.

Neuere Studien haben gezeigt, dall die drei verschiedenen katalytisch aktiven Stellen
von eukaryontischen Proteasomen z.T. {liberlappende Spezifititen aufweisen (Dick et
al., 1998; Nussbaum et al., 1998). Dieser Parameter ist noch nicht im Programm
verarbeitet.

Die genauere Kenntnis, ob ein Peptid tiberhaupt wéhrend der Antigenprozessierung
generiert wird, konnte die Menge der durch das Peptidmotiv vorhergesagten Liganden
sinnvoll einschrianken. Sobald dieses Programm eine hohe VerlaBlichkeit erreicht, wird
die Kombination der Vorhersageprogramme des Peptimotivs und der Proteasom-
Schnittspezifititen - eventuell auch unter Einbeziehung der TAP-Spezifitit - neue

Moglichkeiten zur Identifizierung von CTL-Epitopen eroffnen.

4.1.4 Bindungsassay

Im MHC-Stabilisierungsassay mit FACS-Analyse wurde das HLA-A*0201-
Bindungsverhalten der vorhergesagten Liganden bei zwei verschiedenen
Konzentrationen (10 puM und 100 uM) getestet. Als Referenz fiir die HLA-A2-
Grundexpression wurden TAP-defiziente T2-Zellen ohne Peptid mit Erstantikorper und
fluoreszierendem Zweitantikorper gemessen. Zum Vergleich der Ergebnisse wurde die
mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) verwendet. Als MaB fiir die Peptidbindung wurde
das Verhiltnis des MFI mit Peptid zum MFI ohne Peptid ermittelt. Liegt der errechnete
Faktor iiber 1,0, binden die Peptide.

Werte iiber 1,5 wurden nur bei ca. 46 % der vorhergesagten MHC-Liganden und Werte
tiber 2,0 nur bei rund 30 % bestimmt. Somit sind die meisten der vorhergesagten und
zum Teil bekannten A2-restringierten Peptide keine hochaffinen Binder. Da aus der
Literatur bekannt ist, dal die Mehrheit der tumorassoziierten und tumorspezifischen
CTL-Epitope nicht hochaffin bindet, ist hohe Affinitdt kein EinschluBkriterium in der
Suche nach tumorspezifischen CTL-Epitopen.

Es sollte noch erwdhnt werden, dal der T2-Assay nicht sehr sensitiv ist und nur relativ

hochaffine Peptide erkennt. Tumorantigene wie KVLEYVIKV aus dem Protein
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MAGE-1 bewirken keine mef3bare Stabilisierung. Inzwischen wird statt des T2-Assays

ein Kompetitionsassay mit wesentlich hoherer Sensitivitit verwendet.

4.2 Peptidextraktion

4.2.1 HLA-Verteilung

Bisher sind fast ausschlieBlich HLA-A*0201-restringierte Tumorepitope bekannt. Bei
der mitteleuropdischen Kaukasiern weisen ungefdhr 50 % dieses Allel auf (van der
Bruggen et al., 1994; Longmate et al., 2001).

Die drei héufigsten Allele von HLA-A waren in unserem Patientenkollektiv HLA-A2
mit 52,2 %, -A1 mit 23,9 % und -A3 mit 21,7 %. Bei den Allelen von HLA-B waren -
B7 mit 25,3 %, -B44 mit 18,7 % und -B8 mit 17,6 % am héufigsten vertreten. Wiirde
man fiir die jeweils drei hiufigsten Allele von HLA-A und -B CTL-Epitope
identifizieren, so stiinden fiir 91,5 % dieser mitteleuropdischen Patienten Peptide zur
spezifischen Tumorvakzinierung zur Verfiigung.

Da man davon ausgehen kann, daB3 diese HLA-Verteilung reprédsentativ fiir die
mitteleuropdische Bevolkerung steht, wire die Kenntnis von tumorassoziierten und —
spezifischen MHC-I-Liganden fiir diese sechs Allele ein enormer Fortschritt in der

Entwicklung immuntherapeutischer Ansétze.

4.2.2 Immunpraézipitation von soliden Tumoren

Bei den Peptidextraktionen von 5 soliden Tumoren konnten keine MHC-Liganden
extrahiert werden. Dafiir konnte es verschiedene Griinde geben:

Da heute gliicklicherweise die meisten Tumore in einem sehr frithen Stadium erkannt
werden, sind solide Tumorproben hiufig nur wenige Gramm schwer. Zudem sind
gerade die gastrointestinalen Tumoren dafiir bekannt, daB sie nicht homogen aus
Tumorgewebe bestehen, sondern bindegeweblich durchsetzt sind. Auch sind die
Tumorproben von ihrem Entartungsgrad und dadurch von ihrem Malignitdtsgrad her

sehr unterschiedlich.
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Sobald die Tumoren entnommen sind, tragen die MHC-Molekiile moglicherweise bis
zum Einfrieren und Lagern bei —80°C Schaden davon.

Zudem sind wir auf eine normale MHC-Expressionsrate angewiesen. Es ist aber
allgemein bekannt, daB3 viele Krebsarten die Anzahl ihrer MHC-Molekiile reduzieren.
Vor der Aufbereitung wird keine Quantifizierung, weder der Expressionsrate der MHC-
Klasse-I-Molekiile noch der Effektivitit des Zellaufschlusses, durchgefiihrt. Dazu
kommt, dal es durch die Aufbereitung zu Verlusten kommt, die auf ca. 75 % der
Peptidmenge geschitzt werden (Schirle et al., 2000).

All diese Faktoren fiihren dazu, da3 die gesuchten Peptide in der Analyse leicht unter
der Nachweisgrenze von ca. 10 fmol liegen.

Weitere Probleme konnten darin bestehen, daf die Qualitédt der verwendeten Antikorper
schwankte und es unter anderem dadurch zu unterschiedlichen Kopplungseffizienzen
der AK an die MHC-Prézipitationssdulen kam.

Dies mag dazu beigetragen haben, daB3 in dieser Periode keine neuen MHC-Klasse-I-
Liganden gefunden wurden. Im Rahmen dieses Projektes wurden allerdings schon
einige identifiziert. Ein Beispiel dafiir wire der HLA-A*0201-Ligand KVLEYVIKV
aus dem MAGE-1 Protein (Pascolo et al., 2001).

4.2.3 Methodenvergleich

Im Methodenvergleich der Peptidextraktionen aus JY-Zellen mit und ohne
Homogenisieren legt das SDS-Gel die Vermutung nahe, dal eine hohere MHC-
Ausbeute durch das Homogenisieren erzielt wurde. Da aber die aufgetragenen
Proteinmengen nicht normiert waren, 148t sich keine endgiiltige Aussage iiber die

Quantifizierung der Ausbeute aus dem Gel treffen.

Die HLA-A*0201-spezifischen JY-Extrakte lieBen in beiden HPLC-L&ufen die
typischen Peptidpeaks erkennen. Allgemein war die Absorption der Peptide besonders
im Bereich zwischen 20 und 50 Minuten, in dem die MHC-Liganden eluiert werden,
relativ niedrig. Hier erzielte die nicht-homogenisierte Probe hohere Absorptionen als die

homogenisierte Fraktion.
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In den SMART-Chromatogrammen der HLA-B7-spezifischen Proben war die
Absorption relativ niedrig. In der homogenisierten Probe waren sowohl eine hohere

Grundabsorption als auch vermehrt Peptidpeaks nachweisbar.

Die Poolsequenzierung der homogenisierten BB7.2-Fraktion bestétigte das HLA-
A*0201-Bindungsmotiv: Die Ankerposition 2 war von Leucin, der Hilfsanker in
Position 6 von Isoleucin, Leucin und Valin und der Anker in 9 von Valin und Leucin
besetzt. Viele weitere Positionen enthielten von A2-Liganden bevorzugte AS.

Auch die von der B1.23.2-Siule stammenden Proben lieBen das HLA-B7-Motiv
erkennen. Der Anker an Position 2 wurde wie erwartet von Prolin besetzt. Der zweite
Anker wurde nicht von seiner vorhergesagten AS belegt, dafiir aber von der stark
bevorzugten AS Valin. Die Lokalitét des Hilfsankers wurde von Arginin passend belegt.
Zusitzlich fanden sich wieder viele positionell bevorzugte AS.

Die Aminosduremengen mit und ohne Homogenisieren waren durchaus vergleichbar.
Hohere Aminosdurekonzentrationen wurden allerdings in allen B7-spezifischen
Positionen bei der homogenisierten Probe detektiert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dall in diesem Experiment die Ausbeute mit
Homogenisieren bekréftigt durch das SDS-Gel, die B7-spezifischen HPLC-Lé&ufe und

die Sequenzdaten etwas hoher lagen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde an der Methode zur Identifizierung
tumorassoziierter CTL-Epitope gearbeitet. Es wurden potentielle, HLA-A2-restringierte
Liganden fir Melanome aus den Tumorantigenen Tyrosinase, MelanA/MART-1,
gpl100, MAGE-1, MAGE-3, gp75/TRP1, TRP2 und MIA vorhergesagt. 57 der
vorhergesagten Peptide, die das HLA-A2-Motiv am besten erfiillten, wurden
synthetisiert, iiber Reversed-Phase HPLC aufgereinigt und durch N-terminalen Edman-
Abbau quantifiziert. Danach wurden sie zu einer Eichmischung vereinigt.

Die synthetisierten Peptide wurden in einem Stabilisierungsassay auf ihre HLA-A2-
Bindungsaktivitdt hin untersucht. Nur 30 % der potentiellen Liganden banden hochaffin
und ungefahr die Hélfte méBig affin. Da bekannt ist, da3 die meisten tumorassoziierten
und tumorspezifischen CTL-Epitope keine hochaffinen Binder sind, werden die
vorhergesagten Peptide zwar auf thre MHC-I-Affinitét getestet, aber alle vorhergesagten
Peptide - auch die niedrig affinen — fiir weitere Studien verwendet.

Die durchgefiihrte Proteasom-Schnittvorhersage zeigte wie erwartet, dal sie momentan
noch nicht die Zuverldssigkeit erreicht, um in der Auswahl der durch das Peptidmotiv

vorhergesagten Liganden mitbestimmend zu sein.

Bei fiinf soliden Tumoren und fiinf Tumorzellinien wurden MHC-I-Liganden
sdureextrahiert. Von den zehn Proben waren acht gastrointestinaler Herkunft, die alle
HLA-A2-Molekiile exprimierten. Dieses HLA-Allel wurde als hiufigstes von 52,2 %
der Patienten exprimiert.

Die schon zur Verfiigung stehende HLA-A2-restringierte Eichmischung
gastrointestinaler Tumore enthielt potentielle Liganden von den tumorassoziierten
Antigenen CEA, Her-2/neu, p53, MDM2, H-ras, K-ras, N-ras, SSX2 und den
Kontrollproteinen PP2A, RL19 wund p68. Bei den zehn durchgefiihrten
Peptidextraktionen wurden regelmifBig die typischen Peptidpeaks in den SMART-
Chromatogrammen bei einer insgesamt relativ niedrigen Grundabsorption gesehen. In
der anschlieBenden MALDI-Massenspektrometrie der interessanten SMART-

Fraktionen wurden Massen, die im Bereich der MHC-I-Liganden lagen, nachgewiesen.
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In weiterfiihrenden Analysen wie ESI-Massenspektrometrie oder Sequenzanalyse
konnten jedoch keine MHC-Klasse-I-Liganden identifiziert werden. Sehr

wahrscheinlich lagen die Peptidkonzentrationen unter der Nachweisgrenze.

Der Methodenvergleich mit der JY-Tumorzellinie sollte die Effektivitit des
Glashomogenisators untersuchen. Nur das nicht-homogenisierte HLA-A2-restringierte
SMART-Chromatogramm zeigte eine hohere Grundabsorption und mehr Peptidpeaks
als die vergleichbare homogenisierte Probe. Sowohl das SDS-Gel der A2- und der B7-
spezifischen Proben, als auch der HPLC-Lauf der B7-spezifischen Proben, als auch die
Sequenzdaten der A2- und der B7-restringierten Fraktionen sprachen fiir eine grof3ere

Peptidausbeute durch das Homogenisieren.
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7 Abkilirzungen

Aminosauren

EBC  Abkiirzung Aminosédure Eigenschaft

A Ala Alanin sehr klein, hydrophob

C Cys Cystein sehr klein, polar, hydrophob

D Asp Asparaginsdure  klein, polar, saure AS

E Glu Glutaminsdure  polar, saure AS

F Phe Phenylalanin hydrophob, aromatisch

G Gly Glycin sehr klein

H His Histidin polar, hydrophob, aromatisch, basische AS
I Ile Isoleucin hydrophob

K Lys Lysin polar, hydrophob, basische AS
L Leu Leucin hydrophob

M Met Methionin hydrophob

N Asn Asparagin klein

P Pro Prolin klein

Q GIn Glutamin polar

R Arg Arginin polar, basische AS

S Ser Serin sehr klein, polar

T Thr Threonin klein, polar, hydrophob

\Y Val Valin klein, hydrophob

w Trp Tryptophan polar, hydrophob, aromatisch
Y Tyr Tyrosin polar, hydrophob, aromatisch

EBC: Einbuchstaben-Code

79



Ag
AK
AS
APC
ATP
Ca
CD
CTL
DC
DMSO
ER
FACS
gp
HLA
HPLC

mAK
MFI
MHC
MALDI
OD
PBS
SDS
TAP
TCR
TFA

Antigen

Antikdrper

Aminoséure

antigen presenting cells
Adenosintriphosphat

cancer

cluster of differentiation

cytotoxic T-lymphocytes

Dendritische Zellen

Dimethylsulfoxid

Endoplasmatisches Retikulum
fluorescence-activated cell sorter
Glykoprotein

human leucocyte antigen

high performance liquid chromatography
Immunglobulin

Knochenmark

monoklonaler Antikorper

mittlere Fluoreszenzintensitét

major histocompatibility complex
Matrix-unterstiitze Laserdesorptionsionisierung
optische Dichte

phosphate buffered saline
Natriumdodecylsulfat

transporter associated with antigen processing
T-cell receptor

Trifluoressigsdure
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