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1 Einleitung

Die Entdeckung der Bedeutung des HLA-Molekiils fur das Immunsystem war nicht nur eine
wissenschaftliche Errungenschaft, sondern o6ffnete die Tur zu einem komplett neuen Ansatz
in der Immuntherapie. Als Schliisselmolekil des menschlichen Immunsystems eignet es sich
als spezifischer und personalisierter Therapieansatz gegen komplexe Krankheiten wie
Krebs.

1.1 Humane Leukozyten-Antigene

Das Immunsystem ist der Schutz unseres Korpersystem gegen Schadigungen von
aullerhalb wie innerhalb. Im Laufe der Evolution wurden Strategien entwickelt um diesen
schadlichen Einflissen entgegen zu wirken. Der Haupthistokompatibilitdtskomplex (major
histocompatibility complex, MHC) spielt besonders in Wirbeltieren eine zentrale Rolle bei der
Unterscheidung zwischen koérpereigenen und kérperfremden Strukturen. Die Bezeichnung
MHC hat ihren Ursprung in den 1930ern, in denen Bover beobachtete, dass bei einigen
Mausen Hautzelltransplante abgestofzen werden und bei anderen nicht. Zudem konnte er
zeigen, dass wenn sogenannte Kompatibilitatsgene Ubereinstimmen das Transplantat nicht
abgestof3en, sondern angenommen wird. In den 50ern und 60ern wurde dann gezeigt, dass
dies genauso fir den Menschen gilt, wobei die Beschreibung Daussets 1958 von HLA-A2 als
AMACH oft al s di e ESystenhe bdzeaichngt widde (Dausset, A958).
Abgesehen von der Gewebe- oder Transplantationskompatibilitat bekam das humane
Leukozyten-Antigen (human leukocyte antigen, HLA) eine zentrale Rolle in der klinischen
Immunologie. Das Protein stellt ein wichtiges Bindeglied zwischen den kdrpereigenen Zellen
und der so genannten adaptiven Immunabwehr dar. Das Molekil verschafft Immunzellen
einen Einblick in die Produktionsmaschinerie der Zellen und kann so Veranderungen, seien
sie Ursprung eines Krankheitserregers oder maligne Umstellung der normalen
Zelleigenschaften, erkennen. Dies macht dieses Protein nicht nur zu einer zentralen
Schlusselfigur des Immunsystems, sondern bietet sich fir die Forschung und den Einsatz in

der Immuntherapie an.

1.1.1 Genetische Organisation und Nomenklatur des HLA-Komplexes

Auf dem kurzer Arm des Chromosoms 6 in der Region p21.1-21.3 sind drei HLA-Klassen
kodiert (siehe Abbildung 1.1). Die Gene der Klasse llI-Region kodieren flur Proteine, die eine

Rolle in der unspezifischen Immunabwehr spielen, wie das Komplementsystem (C4A, C4B,
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C2 und Bf) und Zytokine (Tumornekrosefaktor-U ( TNF-p (¢ h d A u).nndder K@sBe
II-Region liegen die Gene fur die Proteinketten der HLA Klasse II-Molekille DR, DP, DQ
sowie der Molekile DM und DO. Auf die Funktion dieser Molekile wird in Kapitel 1.2.1
eingegangen. In Abbildung 1.1 nicht abgebildet sind weitere hier kodierte Bestandteile der
Antigenprasentation wie Tapasin, TAP und Proteine des Proteasoms (LMP-Gene). HLA
Klasse Il-Expression findet ausschlief3lich auf Zellen des Immunsystems statt. Die Klasse I-
Region kodiert fur die antigenprésentierenden HLA K| a s s &ettén AUB und C. Das
heterodimere HLA Klasse [|-Molekidl wird mit dem a u f Chromosom 1,56 kodi e
Mikroglobulin gebildet. Zusatzlich sind in der Klasse I-Region die sogenannten Aicht
klassischen HLA-Molekiilefi E, F und G kodiert (Janeway, 2005). Diese Proteine haben
tragende Funktionen in der NK-Zellerkennung und Aktivierung (HLA-E), Toleranz in der
Schwangerschaft (HLA-G) und weitere immunsuppressive Eigenschaften (HLA-F) (Xu et al.,
2015).

Chromosome 6

il Iﬁ-l II I ININIINIINED

6p2131 .
Lo<g w ©m <L m 440 <o CON— — = 0oL TN
ooomn <@ < 0O m
< << < < FEgHE xxx 9933 2B LY OO0 F29
2% ; 23 524 ®coccaa 9088 54545
T T
Class | Class lll Class Il

Abbildung 1.1: Chromosom 6 mit Detailansicht auf die Region 6p21.31

Das oberhalb liegende Chromosom 6 (in grau) ist in einem detaillierten Ausschnitt der Region 6p21.31 darunter
gezeigt. Zu sehen sind die drei MHC-Regionen des Menschen. In Blau (links) sind die HLA Klasse | kodierenden
Gene abgebildet, in der Mitte in Gelb Klasse 11l und rechts in Griin die Klasse II-Gene.
(http://lwww.sciscogenetics.com/wp-content/uploads/2013/05/MHC.png, Stand 10.07.2015)

Die Expression von HLA Klasse I-Molekulen findet auf nahezu allen kernhaltigen Zellen und
Thrombozyten statt. Sie dienen der Prasentation von Proteinfragmenten, die in einer Zelle
exprimiert und wieder abgebaut wurden. Somit reflektiert das prasentierte Peptid auf dem
HLA-Molekil das Innenleben der Zelle und kann von Zellen des Immunsystems als Kontrolle
verwendet werden. In Kapitel 1.2.1 wird ausfuhrlicher auf die Antigenprasentation der
klassischen Klasse I-Molekile eingegangen. Die Molekile der Klasse I-Region gehoren zu
den variabelsten des Menschen. Dies liegt an zwei entscheidenden Faktoren (siehe
Abbildung 1.2), der Polygenie (Beteiligung mehrerer Gene an der Ausbildung eines
Phanotyps) und dem Polymorphismus (Auftreten einer Genvariation, sogenannt Allel, in
einer Population). Da die Antigenprasentation der Peptide abhangig ist von der
Aminosauresequenz der exprimierten HLA-Allotypen, hat sich im Laufe der Evolution

besonders der Bereich der peptidbindenden Region hochpolymorph entwickelt. Diese
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Variation der HLA-Molekilvarianten (Allotypen) ermdglicht eine vielféltige Prasentation und
Abwehr eines breiten Spektrums an Erregern. Da die Vererbung und Expression der HLA-
Gene kodominant erfolgt, ist eine grof3e Vielzahl an Genvarianten (Allele) in der

menschlichen Bevolkerung vorhanden. Fiur KI asse | mi t dr eKette Gefn e n

Chromosom 6 bedeutet dies, dass bis zu 6 verschiedene Molekile in einem Individuum
kodiert sein konnen (Stephens et al., 1999).

Multiple MHC genes

Polymorphism Polygeny = 5

Gene conversion between misaligned
chromosomes during meiosis

J \
:-( c ~~ 2
v DT
Separated chromosomes after meiosis

2 = 3 =

Multiple conversions during evolution

Abbildung 1.2: HLA-Variabilitat: Polymorphismus und Polygenie

Links sind die zwei Faktoren Polymorphismus und Polygenie gezeigt und die Auswirkung deren Kombination.
Rechts ist der Evolutionsmechanismus der Genkonversion abgebildet, (Janeway, 2005).

Eine grof3e Schwierigkeit bei einer hohen Anzahl von Allelen ist eine geeignete Nomenklatur
zu finden. Die erste standardisierte Nomenklatur wurde 1968 von dem WHO Nomenklatur-
Komitee in einem Bulletin festgelegt. Im Anschluss gab es viele Aktualisierungen (Marsh et
al., 2010), wobei in Abbildung 1.3 die aktuelle Version aufgefuhrt st
(http://hla.alleles.org/nomenclature/nomenc_reports.html, Stand 22.07.2015). Fur diese
Arbeit relevant sind die HLA-Hauptantigene oder HLA-Haupttypen (die ersten zwei Zahlen
nach dem Asterisk) und der HLA-Subtyp der durch die zwei folgenden Zahlen nach dem

Haupttyp definiert ist.

f

¢
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Abbildung 1.3: HLA-Nomenklatur am Beispiel HLA-B*44 und Anzahl der HLA Klasse I-Allele

Abgebildet ist HLA-B*44:02 mit einer vollstandigen Entschlisselung der Nomenklatur (Xie et al., 2010).
Buchstaben in der Nomenklatur sind folgendermafen definiert: N = Allele die nicht als exprimiert nachgewiesen
wurden. Alternative  Expression ist durch folgende Buchstaben definiert: L = eine geringe
Zelloberflachenexpression im Vergleich zu einer Normalen; S = nicht auf der Zelloberflache exprimiert, aber als
solubles Molekil nachgewiesen; C = ist im Zytoplasma nachgewiesen, aber erscheint nicht auf der
Zelloberflache; A = abweichende Expression mit berechtigten Einwanden, ob Uberhaupt eine Expression
stattfindet; Q = die Expression des Allels ist fragwirdig, Mutation in diesem Allel wurde vorerst mit einer normalen
Expression deklariert. Rechts daneben ist die Anzahl aller beschriebenen HLA Klasse I-Allele und die Anzahl der
daraus resultierenden Proteine (http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html, Stand Juli 2015).

1.1.2 HLA-Proteinstruktur

HLA Klasse I|-Molekile falten sich aus zwei Ketten mit einem Peptid (siehe 1.2.1)
zusammen. Die leichte Kette b,-Mikroglobulin (ca. 12 kDa), welche auf Chromosom 15
codiert ist, bindet nichtkovalent an die groRere U-Kette (ca. 43 kDa) (Madden, 1995). Die U-
d e; e m, didd
Bindungsfurche fiir das Peptid bilden, wéhrend nach der Us-Doméne das Molekiil iiber einen

Kette (ca. 365 AS lang) ist in drei extrazellulare Domanen unterteilt, v o n

transmembranen Bereich in der Membran verankert ist (Bjorkman et al., 1987). Das aus 8
bis 10 Aminosauren bestehende Peptid liegt in der Peptidbindungsfurche bestehend aus 8
-Helices, welzche it tRander bikdemn U

antiparallelen b-Fal t bl 2t tern und

(Madden et al., 1993).
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peptide-binding

peptide-binding
cleft

a; ay

ag By )
microglobulin

Abbildung 1.4: Schematische und detaillierte Struktur des HLA Klasse I-Molekdils sowie
Peptidbindungsfurche

Links: Bandermodell eines MHC Klasse I-Molekiils ohne Transmembrandoméane und gebundenes Peptid. Rechts
oben: Bindungsfurche eines MHC Klasse I-Molekils mit einem gebundenen Peptid. Konservierte
Seitenkettengruppen der Bindungsfurche fixieren den Amino- und Carboxyterminus des Peptids. Rechts unten:
schematische Darstellung eines MHC Klasse |-Molekills. Al | e Do m? aKeent t cee rs oUMikrogldbalis
sind abgebildet (Janeway, 2005).

Die Affinitat der Bindung zwischen Peptid und MHC-Molekdl héngt von der
Aminosauresequenz des Peptids ab, da die Peptidseitenketten mit hochpolymorphen
Aminosauren in den Bindungstaschen der Bindungsfurche wechselwirken. Darum werden
Peptide mit gewissen Aminosduren an bestimmten Positionen von unterschiedlichen MHC-
Molektlen mit ihren Ankerpositionen begiinstigt (Falk et al., 1991; Rammensee et al., 1995;
Rammensee et al., 1999). Die Mehrheit der Polymorphismen finden sich in den Klasse I-
Allelen in Exon 2und 3, di e uf gxDbéhdéneecodlgren (siehe Abbildung 1.5). Sie
bilden die Peptidbinderegion und sorgen so fir eine Aminosauresequenz-abhangige
Peptidbindung.
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Abbildung 1.5: Positionen der hochsten Aminosaurevielfalt in HLA Klasse | sowie Il

In Rot sind die Positionen der hochpolymorphen Ami nos 2 ur en d-Kette udd Kdasss B i ;-|
Kette gezeigt. Diese Vielfalt befindet sich in den antigenbindenden Region der HLA-Molekile
(Janeway, 2005).

HLA Klasse Il wird aus einer U- u n d-Kelte gebildet (der 34k Da g r o Qnel 29 kDa
g r o C eKette)bund ist mit beiden in der Plasmamembran verankert. Dadurch, dass die
Peptidbindungsfurche weiter getffnet ist, kdnnen Peptide aus der Furche herausragen und

somit langer in ihrer Sequenz sein (12-20 AS).

1.2 Das HLA-Molekul auf der Zelle

Die klassischen MHC-Molekule werden auf unterschiedlichen Zellen zu unterschiedlichen
Zwecken exprimiert. Wahrend MHC Klasse |-Molekiile auf fast allen kernhaltigen Zellen des
Kdrpers vorkommen und ihr gebundenes Peptid von zytotoxischen CD8-positiven T-Zellen
erkannt wird (Davis et al., 1998), befinden sich MHC Klasse IlI-Molekile hauptséchlich auf
den antigenprasentierenden Zellen des Immunsystems (antigen presenting cells, APCs) und
prasentieren dort CD4-positiven T-Zellen ihre Antigene (Banchereau et al., 1998). Anhand
dieser HLA-Restriktion und unterschiedlicher Aufgaben ist nicht nur der Ursprung der
Peptide anders, die auf dem HLA-Molekul an der Zelloberflache prasentiert werden, sondern

es liegt zudem eine unterschiedliche Antigenprozessierung vor.

1.2.1 Antigenprozessierung

MHC Klasse I-Molekile prasentieren allgemein alle Proteine, die im Zytosol abgebaut
werden kdnnen, unabhangig davon ob es zelleigene oder durch eine Infektion bakteriellen

oder viralen Ursprung erzeugte sind. Dazu missen die Antigene in der Zelle prozessiert, an

U
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MHC-Molekiile gebunden und stabil an die Zelloberflache transportiert und dort prasentiert

werden (Germain et al., 1993; Jensen, 1999).

Das Repertoire an prasentierten Peptiden entsteht hauptsachlich durch den proteosomalen
Abbau aller ubiquitinierten Zellproteine. Die Fragmente der abgebauten Proteine werden
Uber den TAP-Transporter (transporter associated with antigen processing) in das Lumen
des endoplasmatischen Retikulums (ER) transportiert (Neefjes et al., 1993; Groettrup et al.,
1996) und konnen dort durch weitere Aminopeptidasen (z.B. ERAAP, ER aminopeptidase
associated with antigen processing) N-terminal verkirzt werden. Dort binden die Peptide mit
Hilfe des Peptid-Beladungskomplexes (peptide loading complex, PLC) an die berei
Mi krogl obul i ietta. Dis beladenea MHCeMolekiile werden in Vesikeln vom ER
Uber den Golgi-Apparat an die Plasmamembran transportiert (Benham et al., 1995). Die
Effizienz dieser Antigenprozessiermaschinerie ist limitiert durch die Lange der durch das
Proteasom entstandenen Molekile (die meisten sind zu kurz) und den weiteren Abbau im
Zytosol. Nur 1% der entstandenen Peptide wird in das ER transportiert und davon nur 3%
gebunden (St evanovi [ , 1®99dYev®lellh2001)d Exogene Antigene kénnen durch
die sogenannte Kreuzprasentation auf HLA Klasse | prasentiert werden (Ackerman et al.,
2004; Guermonprez et al., 2005). Auf der Zelle werden 100.000 bis 750.000 HLA:Peptid-
Komplexe prasentiert, die Anzahl der identischen HLA:Peptid-Komplexe kann dabei von
einer bis 10.000 Kopien reichen (St evanovi | a n d. Di§ Prozedsidruyng de® 9 9
Peptide fur die HLA Klasse lI-Molekiile unterscheidet sich von der fir HLA Klasse |. Durch
endozytotische Aufnahme werden die Peptide durch Proteolyse und Beladung im
endosomalen Kompartiment (MHC class Il compartiment, MIIC) prozessiert (Neefjes et al.,
2011). Proteasen (z.B. Cathepsine) schneiden die aufgenommenen Proteine zu Peptiden.
Uber den Golgi-Apparat wird der HLA Klasse II-Molekiilkomplex, stabilisiert durch die
invariante Kette (invariant chain, li), in das MIIC gebracht. Dort bauen die Proteasen die
invariante Kette bis auf das kleine CLIP-Fragment (class ll-associated invariant chain
peptide) ab, welches die Peptidbindungsfurche blockiert. HLA-DM hilft dabei, das CLIP-
Fragment durch ein passendes Peptid zu ersetzen (Lazarski et al., 2006; Yaneva et al.,
2010). Zytosolische Peptide kénnen in manchen Fallen durch Autophagie in endosomale
Kompartimente gelangen und somit auf HLA Klasse Il prasentiert werden (Dengjel et al.,

2005) um dann von CD4" Zellen erkannt zu werden.



Einleitung 8

MHC Exogenous
class Il antigen

MHC class |

Virus or
tumour
antigen

Proteasome

O Antigenic
O peptide

©)
oO

Heavy chain (HLA-A, MHC class Il
HLA-B, HLA-C) (HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DR)

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Antigenprozessierung von HLA Klasse |- und II-
Molekilen

In der linken Abbildung ist die Antigenprozessierung von HLA Klasse I-Peptiden zu sehen. Die HLA Klasse I-
Peptide entstehen durch den proteosomalen Abbau von intrazelluldren Proteinen, die Gber den TAP-Transporter
in das ER gelangen. Das neu synthetisierte HLA Klasse I-Molekul wird bis zu der stabilisierenden Peptidbindung
von Chaperonen unterstiitzt. Uber den Golgi-Apparat gelangt der HLA:Peptid-Komplex an die Zelloberflache und
wird dort von CD8-positiven T-Zellen erkannt. In der rechten Abbildung ist die Antigenprozessierung von HLA
Klasse II-Peptiden zu sehen. Das HLA Klasse II-Molekil wird mit der invarianten Kette Uber den Golgi-Apparat in
das endosomale Kompartiment transportiert. Die aufgenommenen Proteine werden durch verschiedene
Proteasen zu Peptiden verarbeitet und ersetzen dann das verbliebene CLIP-Fragment. Der HLA:Peptid-Komplex
wird an die Plasmamembran transportiert und wird dort den CD4" T-Zellen préasentiert (Kobayashi et al., 2012).

1.2.2 Die T-Zelle

Gemeinsam mit den B-Zellen und natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) entspringen T-Zellen
einer lymphatischen Vorlauferzelle und werden als Lymphozyten bezeichnet. Mit den
antikorperproduzierenden B-Zellen, welche fur die humorale Immunabwehr verantwortlich
sind, bilden T-Zellen das adaptive Immunsystem. T-Lymphozyten lassen sich anhand ihrer
Oberflachenantigene, Funktionen und Eigenschaften sowie ihres T-Zellrezeptors in
verschiedene Untergruppen einteilen. Der heterodimere T-Zellrezeptor kann aus
unterschiedlichen Ketten zusammengesetzt sein und teilt die T-Zellen somit in zwei
Populationen. Die geringere Anzahl an T-Zellen im Organismus exprimiert einen T-
Zellrezeptor, -derd au-sKette zuseenmengesetzt ist. Vor allem der

Uberwiegende Aufenthalt im peripheren Gewebe unterscheidet sie von den anderen T-Zellen
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(Hayday et al., 2000). Die Mehrheit der T-Zellen besitzt einen einzigen hochspezifischen T-
Zellrezeptor (T-cell receptor, TCR), der aus zwei Ketten zusammengesetzt ist, der auf
Chromosom 14 -Keotdtieer(t%h KIDa) sowie der «Kate
(39 kDa) (Garboczi et al., 1996). Jede Kette besteht aus einer konstanten und variablen
Region, die mit ihren hochvariablen Domanen aus dem breiten Spektrum an Peptiden genau
eines nur dann erkennt, wenn dieses auf einem bestimmten HLA-Molekil prasentiert wird
(HLA-Restriktion). Durch Genumlagerung dieser Segmente (somatische Rekombination)
sowie ein zufalliges Einfugen oder Entfernen einzelner Nukleotide (junktionale Diversitat)
kann eine theoretische Diversitat von 10* in der variablen Region erreicht werden (Janeway,
2005). Aufgrund dieser Diversitat ist der T-Zellrezeptor wahrend der T-Zellentwicklung im
Thymus zwei strengen Kontrollen unterworfen, die dafir sorgen, dass nur ca. 2% aller T-
Zellen als naive Zellen in das Blut entlassen werden (Shortman et al., 1990). Zum einem
muss der Rezeptor das korpereigene HLA-Molekll mit einem gebunden Peptid erkennen
(positive Selektion) (Jameson et al., 1995), ansonsten wird die Zelle in den programmierten
Zelltod (Apoptose) geschickt. Das zweite Selektionskriterium basiert auf der Erkennung des
TCR von Selbstpeptiden, die durch MHC-Molekile prasentiert werden, bei der die Bindung
den Zelltod induziert (negative Selektion). Dieser Mechanismus ist essentiell um autoreaktive

T-Zellen zu eliminieren (Anderson et al., 2005).

1.2.3 Aktivierung naiver T-Zellen und das immunologische Gedéachtnis

"1) TCR:MHC
2) costimulation

3) cytokine

Cytokine
| receptors

™

Abbildung 1.7: Schematischer Uberblick tiber die Aktivierung naiver T-Zellen

Der Kontakt zwischen dem TCR und dem Antigen, welches auf einem MHC-Molekiil présentiert wird ist Signal 1.
Wenn eine Bindung des CD28-Molekils mit dem Liganden CD80/CD86 (alte Bezeichnung: B7) zustande kommt
(Signal 2) proliferiert die Zelle durch den endokrinen Einfluss von IL-2. Das von den APC produzierte
Zytokinmilieu lasst die T-Zelle zu einer aktivierten Effektorzelle heranreifen (Signal 3) (O'Donnell et al., 2014).

Naive T-Zellen zirkulieren und patrouillieren stetig durch das lymphatische System, bis sie

meist im Lymphknoten auf ihr Antigen in Form eines HLA:Peptid-Komplexes treffen.

Chr om



Einleitung 10

Antigenprasentierende Zellen prasentieren den Peptid:HLA-Molekil-Komplex und aktivieren
die naive T-Zelle spezifisch (siehe Abbildung 1.7). Das erste Signal das fur eine Aktivierung
bendotigt wird, ist der Kontakt zwischen dem spezifischen TCR und dem HLA:Peptid-Komplex
(Gutcher et al., 2007). Des Weiteren bengtigt die T-Zelle die Interaktion des Rezeptors CD28
mit den kostimulatorischen Molektlen CD80 oder CD86 der APC (Signal 2) (Lenschow et al.,
1996). Ein Fehlen dieses kostimulatorischen Signals induziert bei der T-Zelle Anergie oder
Apoptose, was einen weiteren Schutzmechanismus vor autoreaktiven T-Zellen neben der
negativen Selektion im Thymus darstellt (Guerder et al., 1994). Nach den ersten beiden
Signalen expandiert die T-Zelle durch den autokrinen Einfluss des Wachstumsfaktors L2
klonal und kann unter der Einwirkung weiterer Zytokine zur Effektorzelle differenzieren
(Signal 3) (Mempel et al., 2004; Janeway, 2005). Unterschiedliche Zytokine induzieren die
Entwicklung zu unterschiedlichen T-Zellsubtypen (zell-basierte TH;- oder humoral-basierte
THy-Immunantwort). Fir eine ausreichende Stimulation zu einer CD8" T-Zelle wird das von
den APCs sezernierte IL-12 benétigt (Curtsinger et al., 2003) oder CD4-Helferzellen gleichen
eine unzureichende Kostimulation der APCs durch Bindung weiterer Liganden aus
(Andreasen et al., 2000). Nach Expansion und Differenzierung (ca. 5 Tage) kann die
jeweilige Effektorfunktion der T-Zellen nach weiterem Antigenkontakt ohne kostimulatorische
Signale ihre Effektorfunktion ausfiihren (Rogers et al., 2000; Veiga-Fernandes et al., 2000).
Nach Ende der Infektion durchlaufen die meisten antigenspezifischen T-Zellen die Apoptose.
Einige wenige Zellen (ca. 5% der klonalen Effektorzellen) tberleben jedoch und bilden als T-
Gedachtniszellen das immunologische Gedachtnis. Sie kénnen im Falle einer erneuten
Konfrontation mit dem Antigen ohne zusatzliche Kostimulation direkt ihre Effektorfunktion

ausuben.

1.2.4 Kostimulatorische Faktoren und Zytokine

Kostimulatorische Faktoren fir eine erfolgreiche und effektive T-Zellproliferation sind
zahlreich und vielfaltig. Sie kdnnen in Form von Zytokinen oder Interleukinen von Zellen wie
APCs oder Stromazellen abgegeben werden um die Entwicklung zu einer effektiven CTL zu
fordern. Ein Beispiel hierfur ist das Zytokin IL-15, welches stimulatorische Wirkung auf CD8-
Gedachtniszellen (Zhang et al., 1998) hat und allgemein anti-apoptotisch auf Zellen wirkt
(Bulfone-Paus et al., 1997). Es ist funktionell wie strukturell verwandt mit IL-2 (Tagaya et al.,
1996). IL-7 vermittelt auch ein anti-apoptotisches und Proliferation forderndes Signal. Es ist
absolut notwendig fir die humane T-Zellentwicklung zeigt, das sich in der Abwesenheit
durch Ausbildung einer SCID (severe combined immunodeficiency, schwerer kombinierter
Immundefekt) (Mackall et al., 2011). Im Gegensatz zu IL-2 unterstitzt IL-21 nicht die
Expansion von regulatorischen T-Zellen, welche eine optimale Antitumor-Effektorfunktion

verhindern wirden (Zeng et al., 2005).
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Eine andere Mdoglichkeit sind kostimulatorische Molekile, die durch Rezeptor-Ligand-
Interaktion ihre Wirkung entfalten. Die Liste von Liganden ist hierbei lang (Chen et al., 2013).
Relevant fiir diese Arbeit ist OX40, das synergistisch mit dem TCR-CD3 Signalweg wirkt und
Zytokinproduktion, Zellzyklusprogression und Uberleben unterstiitzt (Redmond et al., 2009).

1.2.5 Signaltransduktion

Da we denro c BKetfien Uber eine fir die Signalibertragung erforderliche Doméane
verfugen ist der TCR mit Corezeptoren assoziiert (siehe Abbildung 1.8). Deren
signalgebende intrazellulare Domanen (immunoreceptor tyrosine based activation motif,
ITAM) werden nach Kontakt mit dem HLA-Liganden phosphoryliert und kénnen somit durch
eine Signalkaskade zur Aktivierung der T-Zelle fihren. Weitere signalverstarkende
Korezeptoren sind die bereits erwahnten Molekile CD4 und CD8, die an konservierte
Regionen des HLA-Molekils binden. Der Korezeptor CD4 von Helferzellen bindet an das
MHC Klasse II-Molekul, wahrend CD8 die Strukturen des MHC Klasse I-Molekiils erkennt
(Janeway, 2005).

TCR

——
recognition

signéling

Abbildung1.8: Schemati sche DadZdlirezegtor-Komgexeses U: b

Das -Metefodimer bildet zusammen mit dem CD3-Komplex (bestehend aus z wei, @i nermund -einer

Kete) und einem Homodi-et t am s -T-ZalrezéptofiKomplex. Die Signaltransduktion ins
Zellinnere erfolgt durch Phosphorylierung der ITAMs nach Erkennung und Bindung des HLA-Liganden (Janeway,
2005).

o]
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1.3 Das HLA-Molekll im Patienten

Das HLA-Molekl ist eine spezifische Verbindung zwischen den kérpereigenen Zellen und
dem Immunsystem und steuert die T-Zell-Effektorfunktion durch die Présentation von
Proteinsticken. Wie jedes hochspezialisierte System hat auch diese Abhangigkeit zwei
Seiten. Zum einen kann man sich in der Immuntherapie diese Individualitat for
Behandlungsmdglichkeiten zu Nutze machen, gerade in Hinblick auf die personalisierte
Medizin (Rammensee and Singh-Jasuja, 2013). Die Kehrseite, dass manche HLA-Allotypen
spezielle Peptidsequenzen bevorzugt prasentieren, kann zu HLA-assoziierten Erkrankungen
fuhren, die sich in den meisten Fallen als Autoimmunerkrankungen auf3ern, in denen das

Immunsystem korpereigene Strukturen angreift (Gough et al., 2007).

1.3.1 HLA-assoziierte Krankheiten

Die Spezifitat und Vielfaltigkeit der HLA-Allele kann in manchen Fallen ein Segen sowie ein
Fluch sein. Ein gutes Beispiel hierfur ist HLA-B*27. Es ist nachgewiesen, dass viele
rheumatische Erkrankungen, wie Morbus Bechterew, mit dem Subtyp HLA-B*27:05
assoziiert sind. HLA-B*27:09 unterschiedet sich in nur einer einzigen Aminoséaure in Position
116 (Histamin statt Aspartat) und hat keinerlei Assoziation mit dieser Erkrankung. Uber den
Grund warum dieses Allel mit der Krankheit assoziiert ist, gibt es verschiedene Hypothesen.
Es wird vermutet, dass eine veranderte Konformation des kérpereigenen Peptids in der HLA-
B*27:05-Bindungsfurche vorliegt. Eine weitere Beobachtung von T-Zellen, die aus Patienten
mit reaktiver Arthritis isoliert wurden, zeigte eine Reaktion auf ein Peptid, welches von
Chlamydia trachomatis stammt. Naturlich kann das Krankheits-assoziierte Gen in einem
genetischen Kopplungsungleichgewicht mit dem Allel HLA-B*27 stehen (Hulsmeyer et al.,
2004). Anderseits ist HLA-B*27 in der Bevolkerung weit verbreitet, dass es auch positive
selektive Eigenschaften haben muss, wie zum Beispiel den positiven Einfluss bei der
Prasentation von bestimmten viralen Antigenen (z.B. Influenza-A-Virus) (Bowness et al.,
1994). Als Beispiel fir eine HLA-assoziierte Erkrankung der Klasse llI-Region gilt Diabetes
Typ | (Noble et al.,, 2011). Das mehrfache Auftreten in Familien und die Assoziation mit
anderen Autoimmunkrankheiten gaben einen Hinweis darauf, dass eine erbliche
Komponente vorhanden sein muss. Studien haben gezeigt, dass die HLA-Allele DQB1*03:02
und DQB1*02:01 die wichtigsten Préadispositionsfaktoren sind, wohingegen dem Allel
DQB1*06:02 ein protektiver Einfluss zugeschrieben wird: Patienten, die dieses HLA-Allel
tragen, entwickeln trotz nachweislich positiver Inselzell-Autoantikérper signifikant seltener
einen Diabetes Typ I. Das Allel ist wiederum ein Beispiel, wie komplex die individuelle und
spezifische Prasentation ist, da 98% aller Narkolepsie-Patienten dieses Allel tragen (Mignot
et al., 2001).
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1.3.2 Immuntherapie - therapeutische Tumorvakzine

Paul Ehrlich stellte 1909 die Hypothese auf, dass das Immunsystem standig transformierte
maligne Zellen im Korper eliminiert und dass die Tumorinzidenz in Abwesenheit des
Immunsystems um ein sehr vieles hoher wére (Ehrlich, 1909). Diese Immuniberwachung
(immunosurveillance) durch das angeborene sowie adoptive Immunsystem kann nicht nur
die Tumorentwicklung verhindern, sondern auch Tumorwachstum und Evolution zu einem

noch aggressiveren Tumor fiihren (Dunn et al., 2004). Dieser dynamische Prozess wird in

dr ei Phasen eingeteilt, d Elirminatom lgeschreibn deh Brozessl r e i AE
der Immunuiberwachung, bei dem transformierte Zellen erkannt und bekampft werden. Das
Equlilibrium beschreibt die Situation, dass manche maligne Zellen den Prozess der
Elimination Uberleben und auf Veranderungen selektioniert werden, die das Immunsystem
nicht erkennen oder zerstéren kann. In der dritten Phase escape entziehen sich die
gebildeten Varianten erfolgreich der immunologischen Kontrolle und kénnen so klinisch
relevante Veranderungen hervorrufen.
(a) Elimination (b) Equilibrium (c) Escape
R
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In der ersten Phase (mit (a) Elimination gekennzeichnet) werden transformierte Zellen von dem Immunsystem
erkannt und bekampft. In der zweiten Phase (gekennzeichnet mit (b) Equilibrium) veréandern sich manche maligne
Zellen und entgehen so dem Prozess der Elimination. In der dritten Phase (gekennzeichnet mit (c) Escape)
entziehen sich die gebildeten Varianten erfolgreich der immunologischen Kontrolle (Dunn, Old et al., 2004).

Die Behandlungen von Tumoren sind vielfaltig und zahlreich. Die Idee das Immunsystem des
Individuums zu verwenden, um die versdumte Erkennung und Bekdmpfung des Tumors zu
reaktivieren, bietet viele verschiedene Ansatze. Auf beiden Feldern, der aktiven und
passiven Immuntherapie, sind in den letzten Jahren enorme Erfolge erzielt worden. Im
Folgenden wird auf die Aspekte der aktiven Immuntherapie eingegangen, die sich zunutze
macht, dass CD8- und CD4-positive T-Zellen in der Lage sind, tumorassoziierte Antigene
(TAA) zu erkennen und somit eine spezifische Immunantwort gegen den Tumor auszulésen

(Rosenberg, 2001; Boon et al., 2006). Solche Antigene koénnen durch die veranderte
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Expression oder Mutation von zellzyklusassoziierten Genen entstehen (z.B.
Tumorsuppressorgene, proto-Onkogene und Transkriptionsregulatoren) (Croce, 2008).
Diese Veranderung von zelleigenen Proteinen beeinflusst auch die auf den MHC-Molekdlen
prasentierten Peptide, welche von CD8" und CD4" Zellen erkannt werden und somit zu einer
Unterscheidung von Tumorzellen zu Normalgewebe fiihren. Eine Moglichkeit sich dieses
spezifische System zunutze zu machen ist der adoptive T-Zelltransfer. Hierbei werden Zellen
aus dem Patienten isoliert (PBMC oder tumorinfiltrierende Lymphozyten, TILs), auf ihre
tumoraktive Effektorfunktion selektiert (Zytokinproduktion in Anwesenheit von TAAs, z.B.
IFN-2), unspezifisch ex vivo expandiert mittels Interleukinen oder Antikdrpern (IL-2 oder
Antikorper gegen CD3) und in den Patienten reinjiziert (Dudley et al., 2003). Eine andere
Mdglichkeit der aktiven Immunisierung ist die Peptid-basierte Vakzinierung von natirlichen
TAA-HLA-Liganden um spezifische T-Zellen zu induzieren. Das Vakzin wird intradermal oder
subkutan injiziert und bindet dort an die HLA-Molekule von in der Haut residierenden DCs.
Diese migrieren dann zu den Lymphknoten und koénnen in aktiviertem Zustand die
spezifische T-Zelle aktivieren. Dies kann dann CD8"- und CD4"- T-Zellantworten auslésen
und in Kombination mit den richtigen Immunmodulatoren eine starke Antwort (Slingluff et al.,
2007; Walter et al.,, 2012) mit hohen Frequenzen (Speiser et al., 2005) auslésen. Die
Limitation dieser Strategie ist tumorassoziierte T-Zellepitope zu finden, die nicht nur
immunogen sind, sondern bestenfalls nur auf Tumorzellen préasentiert werden (Van Poppel et
al., 2009). Zudem sollte das Peptidvakzin auf natirlich prasentierten HLA-Liganden basieren,
da die Vergangenheit gezeigt hat, dass nur vorhergesagte Epitope nicht gut funktionieren
(Disis et al., 2002). Wichtig ist auRerdem, dass der Peptid-Cocktail aus mehreren Antigenen
besteht, damit der Tumor nicht die Mdglichkeit hat ein einziges Antigen herunter zu
regulieren (Sampson et al., 2010). Ein klarer Vorteil der Vakzinierung mit Peptiden liegt in
einer einfachen und schnellen Produktion, die vor allem im Gegensatz zu zellbasierten
Anséatzen, in beliebig ausreichenden Mengen verfligbar und lange lagerungsfahig ist. Zudem
ist sie unabhangig von der Antigenprozessierung, die in den APCs anders als im Tumor sein
kénnte und somit das Epitop veréandern kénnte (Van der Bruggen et al.,, 2002). Das
immunomonitoring (Immundberwachung) kann direkt und spezifisch anhand der einzelnen
Peptide in dem Cocktail nachgewiesen werden um eine Reaktion auf das Vakzin zu
dokumentieren (Walter et al., 2012). Die Spezifitdt dieses Ansatzes ist auch gleichzeitig ein
grol3er Nachteil. Durch die HLA-Restriktion der Peptide sind diese nicht global einsetzbar.
Ein Peptid das auf HLA-A*02 binden konnte, wirde zwar 50% der Bevdlkerung in Europa
abdecken, aber in Japan wére das haufigste Klasse I-Molekil mit 60% Abdeckung HLA-A*24
(lkeda et al., 2015). Diese Limitation kann umgangen werden, indem in einem Cocktail
mehrere Peptide Allel-definiert je nach Bevolkerungsgruppe verwendet werden. Ein weiterer

groRRer Nachteil ist, dass die Vakzinierung stark von den Adjuvanzien abhéngig ist, da sie
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sonst nicht immunogen ist (Aucouturier et al., 2002). Diese missen die APC optimal
aktivieren, so dass die T-Zellen eine Stimulation zur Effektorzelle erlangen und keine

Toleranz entwickelt wird.

1.3.3 Stimulation Tumorantigen-spezifischer T-Zellen in vitro

Die Uberprifung, ob virus- und tumorassoziierte Antigene geeignet fiir eine
Peptidvakzinierung sind, erfolgt meistens in vitro. Es wurde beschrieben, dass die
Reaktionen in vitro mit den Reaktionen in vivo (im Patienten) korrelieren
(http://cancerres.aacrjournals.org/content/71/8 Supplement/753.short, Stand: 19.05.15). Fur
die Induktion und Generierung von spezifischen T-Zellen werden professionelle Antigen-
prasentierende Zellen benétigt, wie zum Beispiel autologe dendritische Zellen (Banchereau
and Steinman, 1998) oder aktivierte B-Lymphozyten (Schultze et al., 1997). Das Problem
hierbei ist, dass die Generierung und Expansion der dendritischen Zellen nicht nur teuer und
zeitaufwendig ist, sondern die Menge und Qualitat der differenzierten DC stark variiert. Um
diese Problematik zu umgehen wurden verschiedene kiinstliche antigenprasentierende
Systeme entwickelt, um damit die zellbasierten Methoden zu ersetzen (Goldstein et al.,
1986). Eines stellt Plastikkugeln dar, die mit kostimulatorischen Antikérpern wie anti-CD28
bedeckt und mit rekombinanten HLA:Peptid-Komplexen (HLA-Monomere) gekoppelt sind
(Walter et al.,, 2003; Oelke et al.,, 2004). Mit dieser Methode der kiinstlichen Antigen-
prasentierenden Zellen (artificial antigen presenting cell, aAPC) hat man ein einfaches wie
vergleichbares System, indem ein Austausch oder Zusatz einzelner Komponenten méglich
ist ohne die sonst variierenden zellbasierten Limitationen. Alles in Allem ist die Verwendung
von aAPC ein schnelles, kostenglinstiges und reproduzierbares System fiir die Induktion von

virus- und tumorspezifischen CTLs.

1.4 HLA-Typisierung

Mit dem Wissen Uber die Rolle der HLA-Allele bei Transplantationen, sei es Blut oder
Gewebe, wurde die Identifizierung und deren Methodik von wichtiger Bedeutung und ein
Bestandteil der Diagnostik (Carpenter, 1997; Dyer et al., 1997). Im Hinblick auf die
personalisierte Medizin, speziell in der Peptid-basierten Immuntherapie, ist eine genaue und
zuverlassige Typisierung der HLA-Allele unabdingbar. Die HLA-Typisierung gibt Auskunft, ob
das verwendete Peptid auf dem HLA-Allotyp prasentiert und erkannt werden kann (Boon et
al., 1995; Linehan et al., 1995) und ist so fur den Erfolg der Therapie mafl3gebend. Die
verschiedenen Mdglichkeiten der HLA-Typisierung, ob serologisch oder molekularbiologisch,
sollten von der Anwendung und erforderlichen Auflosung abh&ngen. Eine niedrige Auflosung

ist definiert auf die zweite Stelle nach der HLA-Bezeichnung (siehe 1.1.1), wogegen
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molekulargenetische Methoden eine hohe Auflésung ermdglichen. Die serologische HLA-
Typisierung mittels des Mikrolymphozytotoxizitatstest (LCT) (Terasaki et al., 1964), ist eine
schnelle und giinstige Methode vor allem zur HLA-A- und HLA-B-Typisierung bzw.
Vortypisierung fur Patienten vor Nieren-Transplantationen und Knochenmarkspenden. Der
Nachteil hierbei liegt darin, dass nur eine niedrige Aufldsung und teilweise grundsatzliche
Einteilung in die HLA-Hauptgruppen erfolgen kann. Typischerweise findet darum die
Bestimmung des HLA-Status tber eine molekulargenetische Analyse von genomischer DNA
statt. Dabei werden die MHC-Genregionen auf Chromosom 6 mittels einer Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) mit spezifischen Primer-Sonden amplifiziert und anschlieRend
analysiert (Wade, 1996). Die Methoden hierfur sind zahlreich und kénnen in ihrer Auflésung

variieren.

1.5 Proteomik und Ligandomik

Bei der Proteomik besteht die Herausforderung eine grof3e Zahl an Molekilen schnell und
effektiv zu identifizieren. Durch die Verwendung eines Massenspektrometers (MS) in
Verbindung mit biochemischen Verfahren zur Probenaufarbeitung kann man diesen
Anspriichen gerecht werden (Shevchenko et al., 2006; He et al., 2011). Eine Mdglichkeit
dabei ist, die zu identifizierenden Proteine mittels eines enzymatischen Abbaus in Fragmente
zu zerkleinern und Uber ein Massenspektrometer zu identifizieren. Idealerweise ergeben die
Uber eine Datenbanksuche identifizierten Peptide bei Zusammensetzung das urspringliche
Protein und bilden so einen spezifischen Peptidmassen-Fingerabdruck (peptide mass
fingerprint, PMF) (Pappin et al., 1993; Marcotte, 2007). Mit dieser sogenannten bottom-up
proteomics Avon unt en -Proteank) konnen mrfbekannte Proteine anhand dieses
Peptid-Fingerabdruckes identifiziert werden (siehe Abbildung 1.10). Die Problematik dieser
Identifizierung liegt in der Komplexitat der Proben besonders nach einem enzymatischen
Verdau, da jedes Protein durch einige Peptide prasentiert ist (Aebersold, 2009; Yates et al.,
2009). Diese Methode fir die Identifizierung von HLA-Allelen zu verwenden, ergibt
zusatzliche Schwierigkeiten durch die Kombination aus extrem polymorphen Regionen, in
der sich die Allotypen in nur wenigen Aminosauren unterscheiden lassen, mit der
Konservierung einiger Sequenzbereiche, in denen eine Unterscheidung nicht moglich ist
(siehe Abbildung 1.5). Somit ist der Nachweis, dass sich ein HLA-Protein in der Lésung
befindet leicht zu bewerkstelligen, die genaue Allel-Zuordnung, gerade in den Subtypen, eine

enorme Herausforderung.
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1. Protein X 2. enzymatische Peptide 3. Massenspektrometrische
Identifizierung
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Sequenz 2 = Protein X
Sequenz 3 = Protein X

Abbildung 1.10: Schematische Darstellung der Proteinidentifizierung Giber die bottom-up Proteomik

Bei der bottom-up Proteomik liegt ein Protein unbekannter Identitat, hier unter Nr. 1 als Protein X gekennzeichnet,
vor. Im ersten Schritt wird das Protein mittels eines Enzyms in Fragmente bzw. Peptide geschnitten. Diese
Peptide kdnnen dann mit Hilfe der Fliissigchromatographie aufgetrennt und massenspektrometrisch identifiziert
werden. Mithilfe einer Datenbanksuche kénnen nun die Aminosauresequenzen der Ursprungsquelle, sprich dem
unbekannten Protein X, zugeordnet werden.

Die HLA-Ligandomik beschreibt das HLA-Peptidrepertoire, das heil3t alle Peptide die auf
HLA-Molekillen prasentiert werden (Klug et al., 2009). Die Untersuchung und ldentifizierung
dieser Peptide ist von Interesse, wenn sich durch virale oder bakterielle Infektionen sowie
maligne Veradnderungen eine Unterscheidung zwischen gesunden zu erkrankten Zellen
ergibt. Die Bindung der Peptide ist abhangig von der Aminosauresequenz der Allotypen und
somit koénnen die Peptidmotive die HLA-Allele widerspiegeln. Durch verschiedene
Vorhersage-Programme wie SYFPEITHI (Rammensee, Bachmann et al., 1999) und NetMHC
(Lundegaard et al., 2008) kdonnen die Peptidmotive den Allotypen zugeordnet werden. Die
Identifizierung natlrlich préasentierter Liganden von HLA-Molekilen auf Zellen kann durch die
Isolierung der HLA-Molekille mit anschlieBender Elution und Sequenzierung uber
massenspektrometrische Analyse von statten gehen. Eine weit verbreitete Methode um nicht
nur eine qualitative sondern auch eine quantitative Aussage machen zu kdnnen ist die
guantitative Proteomik oder Peptidomik. In diesem Zusammenhang wéare das die Antwort auf
die Frage, wie hoch die Anzahl der HLA-Molekiile ist, von denen die identifizierten HLA-
Liganden stammen. Dafur kdnnen verschiedenste Techniken, direkte und indirekte, in der
Massenspektrometrie verwenden werden (Bantscheff et al., 2012). Eine simple und robuste
Methode stellt die metabolische Markierungsstrategie dar, die auf stabiler Isotopen-
Markierung von Aminosauren in einer Zellkultur (stable isotope labeled amino acids in cell
culture, SILAC) basiert (Gouw et al., 2010). Da die verwendeten Proben dieser Arbeit auf
menschlichem Gewebe und Zellen basieren, ist dieser Ansatz nicht umsetzbar. Jedoch kann

man auf dieser ldee basierend eine weitere weit verbreitete Methode anwenden. Dabei muss
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man den zu vergleichenden Analyten kennen um diesen synthetisch und Isotopen-markiert
herzustellen. Dann gibt man diesen als Referenzstandard in einer bekannten Konzentration
in die Probe um die Konzentration des natirlichen Analyt zu bestimmen (siehe Abbildung
1.11) (Kirkpatrick et al., 2005). Dafur werden normalerweise hoch aufgereinigte Isotopen-
markierte Peptide in einem absoluten Quantifikationsgrad (AQUAE ), verwendet.

@ (4]
s

4 4
2 5

VPQVSTPTLVEVSR a‘

e

Abbildung 1.11: Uberblick tiber eine direkte Méglichkeit der quantitativen Proteomik

Unter Nr. 1 ist das Peptid als Teil einer Proteinsequenz zu sehen. Durch enzymatischen Verdau wird es in ein
Fragment oder Peptid geschnitten. Uber die Massenspektrometrie wird es identifiziert und das Spektrum
aufgenommen. Die bekannte Sequenz kann synthetisch hergestellt und markiert werden, z.B. mit schweren
Isotopen und wird in einer bekannten Konzentration zu der Probe gemischt (Nr. 4). Diese Probe wird dann auch
massenspektrometrisch  analysiert und kann nun mit dem natirlichen Peptid verglichen werden
(http://lwww.alphalyse.com/uploads/pics/12.png, Stand 13.07.2015).

Generell ist der Vergleich auf zwei Ebenen mdéglich. Bei der ersten werden die Informationen
aus der MS1-Ebene gewonnen und man vergleicht die Vorlauferionen-Intensitaten
(precursor ion intensities) der MS1-Spektren direkt miteinander (Chelius et al., 2002). Eine
weitere Mdglichkeit ist die des spectral counting, also das Zahlen der peptide spectrum
matches (PSMs, Massenspektreniibereinstimmungen der Peptide) (Liu et al., 2004). Hier
wird auf der MS2-Ebene nach der Datenbanksuche analysiert, wie die Frequenz der Peptid-

Identifikationen ist.


http://www.alphalyse.com/uploads/pics/12.png
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist in zwei Bereiche gegliedert, deren verbindendes Element das HLA-
Molekdl als Schlisselfigur ist. Der erste Bereich fokussiert sich darauf neue Peptide fur eine
Immuntherapie  gegen  Prostatakrebs zu finden. Hierfir sollten in  einem
Hochdurchsatzverfahren natirlich prasentierte Liganden auf ihre mogliche Immunogenitét in
gesunden Spendern getestet werden. Daflir wurde ein kinstliches Antigen-préasentierendes
System optimiert und eingesetzt, um eine schnelle und vergleichbare Methode zur Testung
von Peptiden zu verwenden. Durch Optimierung dieses Systems mittels Zugabe von
kostimulatorischen Antikérpern und Zytokinen sollte eine héhere Ausbeute an immunogenen

Peptiden erreicht werden.

Der zweite Schwerpunkt zielt darauf eine alternative HLA-Typisierung unabhéngig von den
klassischen serologischen und molekulargenetischen Methoden zu etablieren. Dafir wurde
eine Strategie entwickelt um aus komplexen Protein-Proben HLA-Allotypen mittels
massenspektrometrischer Analyse zu ermitteln. Dies beinhaltete die Analyse von
enzymatisch verdauten HLA-Molekilen (Proteomik) sowie der prasentierten und
identifizierten HLA-Peptidmotive und Eigenprasentation der Allele (Ligandomik). Die
Kombination dieser Informationen sollte zu einer genauen HLA-Typisierung fuhren. Auf Basis
der enzymatischen Verdaus sollte eine Quantifizierung der HLA-Molekdle stattfinden um in
Zukunft die Ausbeute der Methode der Liganden-ldentifizierung zu bestimmen und gesundes
mit malignem Gewebe zu vergleichen. Dafir sollten natirliche enzymatische Peptide

isotopenmarkiert hergestellt und fir eine Quantifizierung verwendet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Amicon Ultra-15 Zentrifugationseinheit
Einmalpipetten Falcon, 5 ml, 10 ml, 25 ml
FACS-R6hrchen, 5 ml

Falcon-R6hrchen, 15 ml, 50 ml
Kryoréhrchen, 2 ml

MACS-Saule, MS, LS

Nano-ESI Emitter PicoTip, 360/20 € m
PD-10 Entsalzungs-Saule

Pipettenspitzen,
1000 €1, 200 €1, 20 ¢l, 2 ¢l

Pipettenspitzen mit C18-Matrix,
Zip-Tip €-C18, 10 €l

Polypropylen-Rundboden-Rdéhrchen, 5 mi
Reaktionsgefalie, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml
Reaktionsgefalie, lichtgeschuitzt
Reservoirs, 50 ml, 100 ml

Spritzen, 1 ml, 50 ml
Sterilfilter, 0,22

Ultrafiltrationsmembran, 30000 NMWL,

76 mm
Vakuumfilter Steritop, 250 ml
Zellkulturflaschen, 75 ml, 550 ml

96-well-Platten, 3799

Millipore, Billerica, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Greiner Bio One, Frickenhausen
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
New Objective, Woburn, USA

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Starlab, Ahrensburg

Millipore, Billerica, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Eppendorf, Hamburg

Biozym, Wien, Osterreich

Corning Incorporated Corning, USA
Corning Incorporated Corning, USA
Corning Incorporated, Corning, USA

Millipore, Billerica, USA

Millipore, Billerica, USA
Greiner Bio One, Frickenhausen

Corning Incorporated, Corning, USA
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2.1.2 Gerate

Analysenwaage, 1-200 mg
Autosampler Micro AS
Dampfsterilisator 11-6-9 HS1-FD
Durchflusszytometer FACSCanto |l
Einfrierbehalter Nalgene

Einkanalpipetten,
1L 20,20, 200u,2000 ¢l

ELISA-Reader Spectramax 340

FPLC-System AEKTA prime

Flachschuttler

Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C

Lichtmikroskop, DM IL

MACS-Magnet

Massenspektrometer, LTQ Orbitrap XL
Massenspektrometer, Q-ToF Ultima
Megafuge

Mehr kanal pi pette, 20
NanoDrop 1000

Nano uHPLC (Ultimate 3000 RSLCNano)
Neubauer-Zahlkammer, Tiefe 0,1 mm
Peptide Synthesizer ABI 433A

Peptide Synthesizer EPS 221

pH-Meter (765)

Pipettierhilfe, Pipet Boy

Ruhrzelle Amicon, 400 ml

Sartorius, Gottingen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sauter, Mihldorf

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Gilson, Middleton, USA

Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, USA

Amersham Biosciences, Glattbrugg,

Schweiz

IKA-Vibrax-VXR, Staufen

Liebherr, Bulle, Schweiz

Sanyo, Moriguchi, Japan

Leica, Wetzlar

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Waters, Eschborn

Heraeus, Waltham, USA

Abimed, Langenfeld

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Dionex, Sunnyvale, USA

LO-Laboroptik, Bad Homburg

Applied Biosystems, Foster City, USA
Abimed, Langenfeld

Knick, Berlin

Integra Biosciences, Zizers, Schweiz

Millipore, Billerica, USA
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Sterilbank, Technoflow
Thermoblock
Tischkihlzentrifuge
Vakuumpumpe

Vortexer (MS 1)

Wasserbad (Thermomix BM-S)
¢ Kapillar-LC-System Ultimate

37°C  Inkubator  fur
(Labotect 3250) mit 7,5% CO»,-Begasung

(Messer)

Gewebekulturen

2.1.3 Software

ChemSketch 14.0

Dia 0.97.2

FACSDiva v. 6.1.3

FlowJo Version 10

GraphPad Prism

MASCOT Server 2.2.04
Microsoft Office 2010

Thermo Proteome Discoverer 1.4

Unicorn 4.0

2.1.4 Chemikalien und Kits

Acetonitril, LC/MS Grade
Adenosintriphosphat (ATP)
Ameisensaure
Ammoniumhydrogencarbonat
Ampicillin

Bovines Serumalbumin (BSA)

Integra Biosciences, Zizers, Schweiz
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Waltham, USA
Vacuubrand GmbH+Co, Wertheim
IKA-Works, Inc., Wimington, USA
Braun Biotech, Melsungen

Dionex, Sunnyvale, USA

Labotec, Rosdorf

ACD/Labs, Toronto, Kanada

The Dia Developers, Uelzen

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
STATCON, Witzenhausen

Matrix Science, Boston, USA

Microsoft Corp., Redmond, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

GE Healthcare, Freiburg

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Bradford reagent, Roti Nanoquant
Chloramphenicol

D-Biotin

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

DNase

Ethanol, vergallt
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin
FACS-Clean, FACS-Rinse, FACS-Flow
Fetales Kalberserum (FCS)

Ficoll (Biocoll)

Flow cytometry compensation beads
Formaldehyd

Gentamycin

Glutathion, reduziert, oxidiert

HEPES

Humanserum, Serum verschiedener

Vollblutspenden

| MDM
Medium)

(Il cove s

lodacetamid

lonomycin

IPTG (Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid)

Isopropanol (2-Propanol)
L-Arginin

Leupeptin

LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain

Kit

Mo di f i

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roche, Basel, Schweiz

SAV Liquid Production, Flintsbach a. Inn
Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Millipore, Billerica, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
BioWhittaker, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe

Aus Blutspenden laborintern hergestellt

Lonza, Kdln

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Fluka Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roche, Basel, Schweiz

Invitrogen, Carlsbad, USA
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Lymphozyten-Separationsmedium (Ficoll)
MACS ACD8 MicroBeads
Mausserum

Natriumacetat

Natriumazid (NaN3;)

PBS, ohne Ca®* Mg**
Penicillin/Streptomycin (PenStrep, 100x)
Pepstatin

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Salzsaure (HCI)

Streptavidin coated microspheres, 5,6 um
Streptavidin-PE

Sulfo-NHS-LC-Biotin

Trifluoressigsaure (TFA)

Trypanblau

Wasser, Ultra LC/MS J.T. Baker

i -Mercaptoethanol

2.1.5 Puffer und Medien

Auftaumedium

Chymotrypsin-Puffer

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
eBioscience, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Roche, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Claudia Falkenburger, Tubingen
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe

Bangs Laboratories, Fishers, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Merck, Darmstadt

Th. Greyer GmbH, Renningen

Roth, Karlsruhe

1% PenStrep
3e g/ ml
in IMDM

DNase |

100 mM Tris-HCI
10 mM CacCl,

pH 7,8

in ddH,O
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Einfriermedium

FACS-Fix

FACS-Puffer

Harnstoff-Puffer

Injektions-Puffer

Losungsmittel A*

Losungsmittel A oag

Losungsmittel B*

MACS-Puffer

10% DMSO
in FCS

1% Formaldehyd
in FACS Puffer

2% FCS

2 mM EDTA
0,01% NaN;
in PBS

8 M Harnstoff

10 mM Tris

10 mM NaH3PO,
0,1 mM EDTA
0,1 mM DTT

in ddH,O

3 M Guanidin HCI

10 mM EDTA

10 mM Natriumacetat
pH 4,2 (mit HCI)

in ddH,O

0,1% Trifluoressigsaure
in H,O (MS-Reinheit)

1% Acetonitril
in H,O (MS-Reinheit)

80% Acetonitril
0,1 % Trifluoressigsaure
in H,O (MS-Reinheit)

0,5% BSA
5mM EDTA
in PBS
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Trypsin-Puffer 25 mM NH,HCO;4
pH 8,1
in ddH,O
PBS-E 2 mM EDTA
in PBS
Ruckfaltungs-Puffer 17,42 g L-Arginin
5,95 g HEPES
2 mM EDTA

pH 7,76 (mit HCI)
in 250 ml ddH,0O

Tetramer-Farbungspuffer (TSB) 50% FCS
2 mM EDTA
0,01% NaNj3;
in PBS

Tetramer-Einfrierpuffer 48% Glycerol
1.5% HSA
1x Proteaseinhibitor
in 20 mM Tris

Triton-Waschpuffer 0.1% NaN;
1 mMEDTA
1 mMDTT
0.5% Triton X 100
100 mM NacCl
50 mM Tris
in ddH,O

Trypanblau 0,05% Trypanblau
0,02% NaN;
in ddH,O

T-Zellmedium 10% Humanserum (spenderabhangig)
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1% PenStrep
50 O-Merdaptoethanol

in IMDM

2.1.6 Zytokine und Enzyme

BirA-Ligase laborintern  hergestellt  durch  Heiko
Schuster

Chymotrypsin, sequence grade Roche, Basel, Schweiz

Interleukin 2 (hIL-2) R&D, Minneapolis, USA

Interleukin 7 (hIL-7) PromoKine, Heidelberg

Interleukin 12 (hiL-12) PromoKine, Heidelberg

Interleukin 21 (hiL-21) Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Trypsin, sequence grade Promega, Mannheim

2.1.7 Peptide

Alle verwendeten Peptide wurden im institutseigenen Peptidsyntheselabor produziert.
Patricia Hrstic, Nicole Zuschke, Katharina Graf und Monika Stieglbauer synthetisierten
mittels Standard Fmoc-Chemie unt er Ver we n dbimed) Ecahery Pebtide
Synthesizer EPS 221/ sowie des APeptide Synthesizer ABI 433Af samtliche aufgefiihrten
Peptide (siehe Tabelle 2.1.1). Die Proteinquelle und Position der Sequenz basiert auf der
Uniprot-Datenbank (http://www.uniprot.org, Stand 16.05.15). Manche Peptid-Sequenzen
besitzen ein Homolog in einer nicht-humanen Spezies. Diese wurden gekennzeichnet. Da in
der Arbeit aber nur mit rein humanem Material gearbeitet wurde, ist der Ursprung der

Sequenz sicher gestellt.

2.1.7.1 T-Zellstimulationen

In folgenden Tabellen sind die fur die T-Zellstimulation verwendet Peptide aufgelistet,
wurden. Die Bestimmung der HLA-Restriktion erfolgte anhand einer Epitop-Vorhersage in
NetMHC (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC/) und SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de)
und wurde von den jeweiligen Projektbetreuern vorgenommen. Die Definition der HLA-
Restriktion in den Tabellen beschreibt auf welchen HLA-Allotyp das Peptid riickgefaltet

worden ist.

Tabelle 2.1 zeigt die Kontrollpeptide. Fur positive Kontrollen wurden entweder virale oder aus
dem MART-Protein stammende Peptide gewdahlt. Falls eine Negativ-Kontrolle gewahlt
wurde, war diese ein abundant prasentiertes Peptid aus dem humanen Protein
DDX5/DDX17 oder HIV-Peptide.
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Tabelle 2.1: Kontroll-Peptide

Herkunft (Position) Sequenz HLA-Restriktion
Adeno Hexon protein (884-893) LTDLGQNLLY3 A*01:01
HCMV pp65 (363-373) YSEHPTFTSQY A*01:01
Influenza NP (44-52) CTELKLSDY A*01:01
HIV-1 gag p17 (70-78) GSEELRSLY A*01:01
HCMV pp65 (495-503) NLVPMVATV A*02:01
HBV Capsid protein cAg (18-27) FLPSDFFPSV A*02:01
DDX5/17 (148-156 und 146-158) YLLPAIVHI! A*02:01
MART-1 (26-35) ELAGIGILTV A*02:01
ACSA_MYCTU (642-651) TVFDAIRAAK? A*03:01
EBV EBNA-4 (399-408) AVFDRKSDAK A*11:01
HCMV pp65 (491-499) ATVQGQNLK A*11:01
CMV ppl50 (794-802) VTSTPVQGR A*68:01
Influenza NP (91-99) KTGGPIYRR A*68:01
HCMV pp65 (407-416) TPRVTGGGAM B*07:02
Cellular tumor antigen p53 (249-257) RPILTITL B*07:02
HIV-1 nef (128-137) TPGPGVRYPL B*07:02
EBV EBNA3 (379-387) RPPIFIRRL B*07:02
HCMV pp65 (215-223) KMQVIGDQY B*15:01

1: Homolog in den Spezies Mus musculus, Pongo abelii, Pan troglodytes und Macaca fascicularis; 2: Homolog in
Mycobacterium bovis; 3: Homolog in 4 weiteren Spezies.

Tabelle 2.2 zeigt die Peptide fir eine T-Zellstimulation im Rahmen des MultiPro-Projekts.

Diese Peptide wurden bereits in der Promotionsarbeit von Christian Hotz vorgestellt (Hotz,

2014). Alle Peptide wurden auf Prostata-spezifischen Geweben gefunden (benigne Prostata,

Prostatahyperplasien und Tumoren).
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Tabelle 2.2: Peptide aus dem MultiPro-Projekt

Herkunft (Position) Sequenz HLA-Restriktion
MYH11 (134-142) YSEKIVDMY® A*01:01
RAM (19-29) FTENDKEYQEY8 A*01:01
MYLK (718-726) GTQPWFISK! A*11:01
IGF1 (5-13) SSLPTQLFK? A*11:01
MYH11 (352-362) SVLQLGNIVFK* A*11:01
HDAC1/2 (86- 94/87-95) EYSKQMQRF® A*24:02
FOLH1 (606-614) KYADKIYSI A*24:02
KLK2 (128-137) EPAKITDVVK A*68:01
MYH11 (1933-1941) ETSFVPSRR A*68:01
KLK4 (105-113) HPEYNRPLL B*07:02
EP300 (15-23) RPKLSSPAL® B*07:02
HDGF (231-240) APGIRDHESL B*07:02
KLK2 (87-96) GQRVPVSHSF B*15:01
KLK2 (35-43) SQPWQVAVY7 B*15:01
MCL1 (67-75) VQRNHETAF6 B*15:01
NKX3.1 (91-99) AETEPERHL B*40:02

1: Homolog in Mus musculus; 2: Homolog in 12 weiteren Spezies; 3: Homolog in 6 weiteren Spezies; 4: Homolog
in 4 weiteren Spezies, 5: Homolog in 2 weiteren Spezies; 6: Homolog in 4 weiteren Spezies; 7: Homolog in 3
weiteren Spezies; 8: Homolog in Pongo abelii; 9: Homolog in Mus musculus

Tabelle 2.3 zeigt die Peptide fir eine T-Zellstimulation aus dem RCC-Projekt. Diese Peptide

wurden von Armin Rabsteyn und Daniel Kowalewski auf Nierenzellkarzinomen gefunden.

Tabelle 2.3: Peptide aus dem RCC-Projekt

Herkunft (Position) Sequenz HLA-Restriktion
AHNK2 3395-3403 SLDVSAPKV A*02:01
ATX10 (443-453) GLADASLLKKV? A*02:01
DEGS1 (83-91) SMTLAIHEI® A*02:01
RGS5 (102-112) KIKSPAKMAEK A*03:01
SLN11/13 (489-497) RTAFTLKQK A*03:01
EHD2 (394-402) MPLLRQEEL4 B*07:02
RAD (99-107) APGVGKSAL® B*07:02
P4HA1 (347-355) AEIEIVKDL! B*44:03

1. Homolog in 3 weiteren Spezies; 2: Homolog in 2 weiteren Spezies, 3: Homolog in 5 weiteren Spezies; 4:
Homolog in 2 weiteren Spezies; 5: Homolog in 2 weiteren Spezies

Tabelle 2.4 zeigt die Peptide fur eine T-Zellstimulation aus dem OvCa-Projekt. Diese Peptide
wurden von Janet Peper (Peper, 2015) und Heiko Schuster (Schuster, 2015) auf

Ovarialkarzinomen gefunden.
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Tabelle 2.4: Peptide aus dem OvCa-Projekt

Herkunft (Position) Sequenz HLA-Restriktion
MUC16 (11192-11200) KMISAIPTL A*02:01
MUC16 (21261-21269) GTSGTPVSK A*11:01

KI67 (606-615) SSKSQTEVPK A*11:01
12301 (297-306) RYMPPAHRNF A*24:02
HDAC1 (373-381) LPHAPGVQM* B*07:02
12301 (222-230) NPKAFFSVL B*07:02
MUC16 (21606-21614) SPLFQRSSL B*07:02

MUC16 (3301-3309) TPGGTRQSL B*07:02

MUC16 (4900-4908) RETSISQEI B*18:01

MUC16 (9509-9517) TETEAIHVF B*18:01

1: Homolog in 6 weiteren Spezies

2.1.7.2 Isotopenmarkierte Peptide

Fur die Quantifizierung von tryptischen HLA-Fragmenten wurden synthetische Peptide mit
einer Isotopenaminosaure hergestellt. Dieses synthetische Peptid kann dann in der Analyse
in einer bekannten Menge beigemischt und mit dem naturlichen Peptid verglichen werden.
Fur die Peptide wurden die isotopenmarkierten schweren Aminosauren Valin (V+ 6 Da),

Alanin (A+ 4 Da) und Leucin (L+ 6 Da) verwendet.

Tabelle 2.5: Isotopenmarkierte synthetisch hergestellte Peptide

HLA-Allotyp (Position) Sequenz Masse Isotop
B*08 (31-38) YFDTAMSR 993,42770 A
19 HLA-A' (60-68) FDSDAASQR? 999,43088 A
B*07 (136-145) GHDQYAYDGK 1156,48360 A
A*02/A*69 (122-132) MYGCDVGSDWR 1293,50130 \%
A*11 (171-181) WEAAHAAEQQR 1299,60080 A
A*24 (171-181) WEAAHVAEQQR 1327,63205 A
A*01/A*36 (170-180) KWEAVHAAEQR 1327,66844 A
A*03 (171-181) WEAAHEAEQLR 1344,63172 L
A*02/A*68/A*69 (156-168) SWTAADMAAQTTK 1384,63440 A
A*68 (171-181) WEAAHVAEQWR 1385,65279 A
B*18 (46-59) FISVGYVDGTQFVR 1592,80936 V
A*30 (31-45) YFSTSVSRPGSGEPR 1631,77985 \%
21 A/35 B/14 C (244-258) DGEDQTQDTELVETR 1740,75449 \
B*44 (211-226) THVTHHPISDHEVTLR 1883,94970 \%
A*02 (73-90) APWIEQEGPEYWDGETRK | 2194,00190 A

1: AuRer HLA-A*01 und A*36; 2: Homologe in 3 anderen Spezies
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2.1.8 HLA-Monomere

Alle Peptide in den Tabellen in Kapitel 2.1.7.1 wurden auf ein im Labor hergestelltes HLA-
Molekil gebunden (siehe 2.2.2.2). Die verwendeten HLA-Monomere wurden auf3erdem von
Stefanie Souczek, Maren Libke, Janet Peper, Heiko Schuster und Armin Rabsteyn

produziert.

2.1.9 HLA-Tetramere

Alle HLA-Monomere in Kapitel 2.1.7.1 wurden an Fluorochrom-gekoppeltes Streptavidin
gebunden (2.2.3.2 Tetramerisierung von HLA-Monomeren). In allen Experimenten wurde das

Fluorochrom R-PE (R-Phycoerythrin) gewahlt.

2.1.10 Antikorper

Tabelle 2.6 zeigt eine Auflistung Uber die bei der Durchflusszytometrie verwendeten
Antikorper zur Oberflachen- sowie Intrazelluléar-Farbung von Zellen.

Tabelle 2.6: Antikorper fir die Oberflachen- sowie Intrazellular-Farbung

Fluoreszenz-

Antigen Farbstoff Hersteller Klon Spezies  Einsatz
CD8 PerCp Becton Dickinson, USA RPA-T8 Maus 1:85

Maus IgG FITC Sigma-Aldrich, USA polyklonal | Ziege 1:100
Ox40 / Martin Hoffmann, Tubingen 20 Maus 10 pg/ml
CD28 / Claudia Falkenburger, Tibingen 9.3 Maus 10 pg/ml

CD107a FITC Becton Dickinson, USA H4A3 Maus 1,5 pl/well
IFN2 PE Becton Dickinson, USA B27 Maus 1:400
TNFU| Pacific Blue Biolegend, USA Mab11l Maus 1:200
PMSA / Fabian Vogt, Tubingen J591 Maus 10 pg/ml

In Tabelle 2.7 sind die bei der HLA-Aufreinigung eingesetzten Antikérper gezeigt.

Tabelle 2.7: Antikorper fir die HLA-Aufreinigung

Antigen Hersteller Klon Spezies
HLA-A, HLA-B, HLA-C | Claudia Falkenburger, Tubingen | W6/32 Maus
HLA-A*02 Claudia Falkenburger, Tubingen | BB7.2 Maus
HLA-B, HLA-C Claudia Falkenburger, Tubingen | B1.23.2 Maus

Bei der Synthese der klnstlichen Antigen-prasentierenden Zellen wurde anti-CD28 (Jung et
al., 1987) sowie ein weiterer kostimulierender Antikorper gegen OX40 verwendet (siehe
Tabelle 2.8).
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Tabelle 2.8: Bei der aAPC-Synthese eingesetzte Antikdrper

Antigen Hersteller Klon Spezies

CD28 | Claudia Falkenburger, Tibingen | 9.3 Maus
0OX40 Martin Hoffmann, Tubingen 20 Maus

2.1.11 Zellen aus Vollblutspendern

Tabelle 2.9 zeigt die bei den verschiedenen Experimenten verwendeten Spenderzellen mit
der zugehdrigen HLA-Typisierung sowie dem HCMV-Status. Die Vollblutspende wurde
behandelt wie in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben.
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Tabelle 2.9: Vollblut-Spender

Spendernummer HLA-Typisierung HCMV-Status* lezj:;tt\éi:\g%rmgrr;g
J64 A*01, A*02  B*07, B*08 CP 3.1.2
J65 A*01, A*02  B*07, B*08 cP 3.1.2
J67 A*02, A*24  B*07, B*35 CP 3.1.2
J72 A*02, / B*07, B*44 CP 3.1.2
Js1l A*02, A*11  B*07, B*35 CN 3.1.2,3.13.1
J82 A*02, A*24  B*07, B*35 CP 3.1.2
Jg4 A*02, A*11  B*44, B*51 CN 3.1.2
J93 A*02, A*11  B*07, B*08 CP 3.1.2,3.13.2
J94 A*02, A*11  B*35,/ CP 3.1.2
J107 A*02, A*11  B*57, B*62" CP 3.1.2
J113 A*02, A*11  B*07 CP 3.1.2
J114 A*02, A*11  B*39 CN 3.1.2,3.1.3.1
J119 A*02, A*11  B*07, B49 CN 3.1.2
J124 A*02, A*11  [° CN 3.1.2
J159 A*01, A*03  B*07, B*08 CP 3.1.2,3.1.3.1
J173 A*02, A*24  B*07,/ CP 3.1.3.1
J184 A*24, A28 B*60° B*61° CN 3.1.2,3.13.1
J186 A*02, A*03  B*18, B*35 CP 3.1.3.1
Ji91 A*02, A*26  B*18, B*38 CP 3.1.3.1
J194 A*02, A*24  B*07, B*39 CP 3.1.3.1
J197 A*01, A*26  B*07, B*57 CN 3.1.3.1
J199 A*01, A*02  B*07, B*62 CP 3.1.3.1
J200 A*02, | B*39, B*60° CP 3.1.3.1
J206 A*02, A*24  B*07, B*62" CN 3.1.3.1,3.1.3.2
J209 A*02, A*23  B*18, B*35 CP 3.1.3.1,3.1.32
J212 A*02, / B*44, | CP 3.1.3.2
J216 A*01, A*02  B*38, B*60° CN 3.1.3.2
J220 A*03, / B*44, B*49 CN 3.1.3.2
J222 A*02, A*29  B*44, B*60° CP 3.1.3.2

1: CP = HCMV-positiv, CN= HCMV-negativ; 2: B*60 = Serotyp-Splitantigen (erkennt einige B*40 Serotypen;
B*40:01 mit 93% als Hauptantigen, dann absteigend B*40:03, B*40:04, B*40:02 und B*40:06); 3: B*61 = Serotyp-
Splitantigen (erkennt einige B*40 Serotypen, B*40:02 mit ca, 80% dann absteigend B*40:06, B*40:03 B*40:04); 4:
B*62 = Serotyp-Splitantigen (einige B*15-Allele als Hauptantigen, am besten B*15:01, B*15:04, B*15:07 und
B*15:25;5: A* 28 =Antiy@rereard Serotyppen A*68 und A*69; 6: keine Informationen

2.1.12 Gewebe- und Zellproben der HLA-Aufreinigung

Insgesamt wurden 940 biologische Proben (Stand: 19.05.15), welche HLA-Molekiile
enthalten, verschiedenen Ursprungs gesammelt. Die Vielfalt reichte von laborbekannten
Zelllinien Uber Gewebeproben von Patienten. Fiur samtliche Projekte, die sich mit der
Analyse menschlicher Proben aus Primargewebe oder -zellen befassten, liegen Voten der

Ethikkommission der Medizinischen Fakultat vor. Die HLA-Aufreinigung der Gewebe- und
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Zellproben wurde projektbezogen von den verantwortlichen Personen durchgefiihrt. Die im
Ergebnisteil ausfihrlich behandelten Kolorektal-Karzinomproben stammen aus einer
Kooperation mit Daniel Kowalewski und sind in folgender Tabelle mit zugehoriger HLA-

Typisierung aufgelistet.

Tabelle 2.10: Kolorektal-Karzinomproben

Probe (N/T)* HLA-Typisierung Gewicht (g)
KC58 (T) A*02:01;A*23:01 B*07:02;/ C*04:01;C*07:02 1,79
KC58 (N) A*02:01;A*23:01 B*07:02;/ C*04:01;C*07:02 1,78
KC92 (T) A*01:01;A*24:02 B*08:01;B*35:01 (C*04:01;C*07:01 0,97
KC92 (N) A*01:01;A*24:02 B*08:01;B*35:01 C*04:01;C*07:01 0,51
KC93 (T) A*02:01;A*03:01 B*07:02;B*39:01 C*07:02;C*12:03 1,19
KC93 (N) A*02:01;A*03:01 B*07:02;B*39:01 C*07:02;C*12:03 0,86

1= T steht fur Tumor und N steht fiir das benigne Vergleichsgewebe

Eine oft analysierte Zelllinie ist die Modellzelllinie JY, eine im HLA Klasse I|-Genlokus

homozygote lymphoblastoide B-Zelllinie aus einem mannlichen Amish
(http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/ipd/imgt/hla/fetch_cell.cgi?10882, Stand 14.07.2015).
Tabelle 2.11: JY-Pellets
Probe HLA-Typisierung Pellet (ml)
JY1l A*02:01;/ B*07:02;/ C*07:02;/ 5
JY2 A*02:01;/ B*07:02;/ C*07:02;/ 5
2.2 Methoden
2.2.1 Methoden zur Zellgewinnung
Die Grundlage der meisten zellbasierten ex vivo-Experimente, die auf einer

immunologischen Fragestellung beruhen, sind anhand der praktischen Verfligbarkeit
mononukleare Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs).
Durch einfache Zentrifugation von heparinisiertem Vollblut gewinnt man eine an Leukozyten
reiche Schicht, genannt Buffy coat, die sich zwischen den schwereren Erythrozyten und dem
Plasma bildet. Anhand einer Dichtegradientenzentrifugation werden die PBMCs von weiteren
Blutbestandteilen wie Erythrozyten, und

abgetrennt (Ulmer et al., 1984).

Thrombozyten neutrophilen  Granulozyten

Fur die zellbasierten Experimente dieser Doktorarbeit wurden PBMCs gesunder Spender

aufbereitet. Hierfur bendtigte Vollblutspenden oder Buffy coats wurden freundlicherweise von
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dem Zentrum fir klinische Transfusionsmedizin GmbH, HLA-Labor Universitatsklinikum

Tubingen, bereitgestellt.

Alle Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur (RT) durchgefihrt. Die dafiir verwendeten

Puffer und Lésungen, ausgenommen Einfriermedium, lagen bei RT vor.
2.2.1.1 Isolierung von PBMCs aus einer Vollblutspende

Abbildung 2.1: Arbeitsschritte einer PBMC-Isolierung aus Vollblut

Das in ein Falcon-Roéhrchen Uberfiihrte, hier dunkelrot dargestellte Vollblut (siehe 1.), trennt sich nach
Zentrifugation in drei erkennbare Phasen. Plasma wird in dieser Abbildung gelb dargestellt (Falcon II. obere
Schicht und sowie Falcon lll.), Separationsmedium weifd (Falcon IV. unterste Schicht, Falcon V. zweite Schicht
von unten), durch Zentrifugation gebildete PBMC-Ringe in grau (Falcon II. und V.) sowie mit PBS verdinntes Blut
in hellrot (Falcon IV. obere Schicht).

Als erstes wurden 500 ml Vollblut auf 50 ml-Falcon-Rdhrchen verteilt (siehe Abbildung 2.1,
[.) und ohne Bremse bei 2000 rpm, 25 min zentrifugiert. Die gebildete Plasmaschicht wurde
in neue Rohrchen Uberfuhrt (siehe Abbildung 2.1, IIl.), fur 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert
und fir den spateren Gebrauch nach zweimaliger Zentrifugation (1500 rpm, 15 min) als
Medienzusatz bei -20°C weggefroren. Der Buffy Coat wurde im Verhdltnis 1:2 mit PBS
verdinnt und je 30ml auf 15 ml eines Lymphozyten-Separationsmediums (Ficoll)
geschichtet (siehe Abbildung 2.1, IV.). Durch anschlielende Zentrifugation (2000 rpm,
25 min) bei ausgeschalteter Bremse pelletieren Erythrozyten sowie Granulozyten, wahrend
PBMCs eine Interphase zwischen Plasma-PBS-Gemisch und der Ficollschicht bilden (siehe
Abbildung 2.1, V.). Diese Interphase wurde durch drei Waschschritte mit PBS sowie
schrittweises Herabsetzen der Zentrifugationsgeschwindigkeit (1500 rpm zu 1100 rpm)
angereichert. Nach anschlieRender Zellzahlbestimmung (siehe 2.2.1.2) konnten die Zellen
direkt in Kultur gegeben oder fiur den spateren Gebrauch mit Einfriermedium bei -80°C
eingefroren werden. Fur weitere Verwendung der Zellen in einer T-Zellstimulation wurden
diese in 50 ml warmes T-Zellmedium mit 2,5 ng/ml IL-7 und 10 U/ml IL-2 in eine 550 ml-

Zellkulturflasche tberfuhrt und tber Nacht in einem 37°C warmen Brutschrank inkubiert.
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In Kapitel 2.1.11 sind die bei den Experimenten untersuchten Spenderzellen mit der

zugehdrigen HLA-Typisierung sowie HCMV-Status aufgelistet.

2.2.1.2 Isolierung von PBMCs aus einem Buffy Coat

Die Isolierung von PBMCs aus einem Buffy Coat beginnt einen Schritt spéater als die
Isolierung aus einer Vollblutspende (siehe 2.2.1.1). Dafur wurde in eine 75 ml-
Zellkulturflasche der Buffy Coat vorgelegt und ca. bis zur 100 ml-Markierung mit PBS zur
Verdunnung aufgefillt. Danach wurden auf das vorgelegte Ficoll (15 ml) ca. 25 ml des
Gemisches geschichtet (siehe Abbildung 2.1, IV). Die weitere Behandlung der Probe

entsprach der Isolierung von PBMCs aus einer Vollblutspende (siehe 2.2.1.1).

2.2.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mittels einer Neubauer-Zahlkammer (siehe
Abbildung 2.2). Dafiir wurden die Proben mit einer Trypanblau-Lésung verdinnt und gefarbt.
Trypanblau dringt durch defekte Zellmembranen in die Zelle ein und kann dort Proteine
anfarben, so dass tote Zellen blau erscheinen (Mosiman et al., 1997). Gezahlt wurden nur
die lebenden Zellen in 2 GroRquadraten. Die mittlere Zellzahl der GroRquadrate muss mit
dem Verdunnungsfaktor sowie dem Volumen des Grof3quadrates (1 mm Seitenlange und
0,1 mm Tiefe entspricht 10 ml) multipliziert werden (siehe linke Abbildung 2.2)

Anzahl der gezihlten Zellen
Zahl der gezahlten Grofsquadrate

x VF x PV x

m Gesamtzellzahl =
KF

VF: Verdinnungsfaktor
PV: Probevolumen in dem Zellen vorliegen
KF: Neubauer-Kammerfaktor, (hier 10%)

10 Laboroptik

Abbildung 2.2: Darstellung eines Zahlfeldes einer Neubauer-Zahlkammer mit Formel fir die
Berechnung der Gesamtzellzahl

Links: Die in den Ecken vorhandenen weien Quadrate stellen die gezahlten Grof3quadrate der Neubauer-
Zahlkammer dar (http://zaehlkammer.de/gfx/neubauer_improved.jpg, Stand: 17.05.15). Rechts: Formel fur die
Berechnung der Gesamtzellzahl einer Probe.

2.2.1.4 Einfrieren von PBMCs

Die isolierten Zellen (siehe 2.2.1.1 und 2.2.1.2) wurden mit auf 4°C gekihltem
Einfriermedium je nach Zellzahl auf zwei verschiedene AliquotgréRen (1*10° oder 2*10’
Zellen) eingestellt. Um ein langsames und schonendes Herunterkihlen der Zellen auf -80°C
sicherzustellen, wurden die Aliquots in eine 4°C kalte, mit Isopropanol gefiillte Einfrierbox
Uberfuhrt (Kase, 2007).
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2.2.1.5 Auftauen von PBMCs

Zu den eingefrorenen Zellen wurde 4°C kaltes Auftaumedium pipettiert. Die darin enthaltene
DNase sollte ein Verklumpen der absterbenden Zellen verhindern. Aufgetaute Zellen wurden
zentrifugiert und, um das zellschadigende DMSO zu entfernen, abermals mit Auftaumedium
gewaschen und zentrifugiert (1300 rpm, 8 min, RT). AnschlieRend wurden die Zellen gezéahlt
(siehe 2.2.1.3) und fir eine Zellfarbung (siehe 2.2.3.3) in PBS aufgenommen.

2.2.2 Kinstliche Antigen-prasentierende Zellen (artificial antigen presenting
cells, aAPC)

Das Testen von tumorassoziierten Peptiden auf ihre Immunogenitat gehdrt zu den
standardmé&Rig durchgefihrten vorklinischen Analysen. Tiermodelle sind fir diese
vorklinischen Experimente aufgrund der hohen Spezies-spezifischen Interaktionen des HLA-
Systems und des T-Zellrepertoires nicht sinnvoll. Darum wurde sich in dieser Arbeit ein
kinstliches System zunutze gemacht um in vitro die T-Zellstimulation von naiven Zellen zu
simulieren. Diese kunstlichen Antigen-présentierenden Zellen basieren darauf im Labor
erzeugte HLA:Peptid-Komplexe (HLA-Monomere) sowie kostimulatorische Antikorper zu
prasentieren und somit das naturliche System der Antigenprésentation nach zu ahmen
(siehe Abbildung 2.3). Gebunden werden diese Molekile an eine 5,6 um grof3e synthetische
Kunststoff-Mikrosphare (kinstliche Zelle) mit daran gekoppeltem Streptavidin (aus
Streptomyces avidinii), welches das bendtigte biotinylierte HLA-Monomer und die ebenfalls

biotinylierten kostimulatorischen Antikdrper bindet (Rudolf et al., 2008).

Streptavidin

Kunstoff-Mikrosphére ‘

R 7

Biotinylierter i? ]
Antikérper

®
Biotinyliertes

MHC-Monomer

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung einer kiinstlichen Antigen-prasentierenden Zelle

Biotinylierte Antikdrper und MHC-Molekile welche das Peptid von Interesse prasentieren, kénnen an die
Streptavidin-gekoppelte Oberflache einer Kunststoff-Mikrosphare gebunden werden.
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2.2.2.1 Produktion von HLA-Ketten

Fur die Produktion von peptidbeladenen MHC-Molekillen mussten die fur das HLA-Allel
relevante U- Kette (und b,-Mikroglobulin) produziert werden. Hierfiir wurde sich ein
Klonierungssystem zunutze gemacht. Die DNA-Sequenz der HLA-Allele ist anstatt einer
Transmembrandoméne am C-Terminus mit einer Erkennungssequenz fur das Enzym BirA-

Ligase modifiziert um in einem spateren Schritt Biotin anh&ngen zu kénnen.

0.2 ul des Vektors wurden zu 50 pl frisch transformierter BL21 (DE3) pLysS Escherichia coli-
Zellen gegeben, die das Plasmid pLysS tragen. Nach einer Inkubation auf Eis fur 20 min
wurden die Zellen fur eine Permeabilisierung fur 90 Sekunden bei 42°C einem Hitzeschock
ausgesetzt. Nach Herunterkihlen auf Eis wurden die Zellen mit 1 ml LB-Medium im
Wasserbad bei 37°C fur 30 min inkubiert. 100 pl der Probe wurden auf LB-Agar (1 ml
Ampicillin (1000x) und Chloramphenicol (1000x), Amp/Cam) ausplattiert und tber Nacht
inkubiert. Am néchsten Tag wurden Kolonien von der Platte gepickt und in 5 ml LB-Medium
(Amp/Cam) Uberfihrt und auf dem Schiittler bei 37°C und 50 rpm fur 8 h inkubiert. Danach
gab man die Kultur zu 100-200 ml LB-Medium (Amp/Cam) und schittelte sie Uber Nacht bei
37°C und 180 rpm. Am né&chsten Tag wurden 10 Erlenmeyerkolben mit jeweils einem Liter
LB-Medium (Amp/Cam) mit 15 ml der Ubernacht-Kultur inokuliert und im Schuttler bei 37°C
und 180 rpm inkubiert. Die OD bei 600 nm (Dichte der Bakterienkultur) wurde gemessen.
Eine ausreichende Kulturdichte war erreicht, wenn der Wert zwischen 0.4 und 0.6 betrug.
Um die rekombinante Proteinexpression zu induzieren wurden 0.5 pl einer 1 M IPTG-LOsung
(synthetischer Induktor des Lac-Operons) hinzugefligt und fir weitere 4 Stunden inkubiert.
Um die exprimierten Proteine aufzureinigen wurde die Kultur in einem SLA 3000-Rotor bei
5000 rpm fiir 20 min abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen und die Pellets in
180 ml PBS resuspendiert wurden, fror man diese in 30 ml-Aliquots bei -80°C ein. Nach
Auftauen der Bakterien wurden diese mit Hilfe einer Ultraschallbehandlung (3-mal bei 2 min,
Aoutputi 5, Aluty cyclefi50%) aufgeschlossen. Um stérende DNA zu entfernen mussten 150
pul von 10 mg/ml DNAse | und 300 pl 1 M MgCl, hinzugefigt und bei 37°C fir 20 min
inkubiert werden. Dieses Lysat wurde in einem SS43-Rotor bei 15000 rpm fir 20 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet zeigt unterschiedliche Phasen auf. Die
Einschlusskdrperchen (inclusion bodies) bilden die weilRere untere Schicht und
Zellwandtrimmer die obere grauliche Schicht. Mit Hilfe von Tritonpuffer wurden die
Einschlusskdrperchen von den Zellwand- und Membranrickstdnden in mehreren
Waschschritten befreit und am Ende in 20-40 ml Harnstoff-Puffer aufgenommen. Das Lysat
rotierte auf einem Rad bei 4°C uber Nacht, damit nicht I6sliche Elemente durch einen
Zentrifugationsschritt am néchsten Tag (SS34 Rotor, 15000 rpm fur 20 min) entfernt werden
konnten. Die Reinheit der Proteinldsung wurde bei einer OD von 260-280 nm im Photometer

gemessen. Wenn der Quotient unter 0,6 war wurde die Reinheit als ausreichend bewertet.
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Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford bestimmt (siehe 2.2.2.3) und auf die
Konzentration 2 mg/ml in Harnstoff-Puffer eingestellt. In Kryogefal3e wurden 8 mg der Kette
bei -80°C weggefroren.

2.2.2.2 Ruckfaltung von Peptid:MHC Klasse I-Komplexen

Fur verschiedene immunologische Fragestellungen ist es von Interesse, ob T-Zellen ein von
HLA-Molekilen préasentiertes Peptid erkennen. Hierfir wurden unterschiedliche Peptide auf
unterschiedlichen HLA-Allotypen gebunden um anschlieRend in T-Zellstimulationen in vitro
getestet zu werden. Die HLA-U-Ketten wurden dafiir mit der b,-Kette und dem Peptid der

Wahl zu einem Peptid-prasentierenden HLA-Komplex gefaltet.

Dafiur wurden ca. 7 mg synthetisches Peptid eingewogen und mit 10% DMSO und 90%
ddH,O auf eine Konzentration von 10 mg/ml eingestellt. Bei 4°C wurden zu 250 ml
Ruckfaltungspuffer 385 mg reduziertes und 77,5 mg oxidiertes Glutathion, 250 ul PMSF
(1000x) und das Peptid unter Rihren hinzugefligt. In einem zweiten Schritt wurden 8 mg der
rel e v a nKetten dés MHC Klasse |-Molekiils aufgetaut, mit Harnstoff-Puffer auf eine
Konzentration von 20 mg/ml eingestellt und zu 700 ul Injektionspuffer pipettiert. Um eine
schnell e und m° gl i cher wei sketterh zul verloindesn wRrgecdief al t un g
Losung mit einer 1 ml-Spritze aufgezogen und mit einer 26 G-Nadel in das stark rihrende
Ruckfaltungspuffer-Ge mi s ch hi nzug e f-ikege wurdeh 80 {l Injekgionspuffer
pipettiert und wie zuvor beschrieben dem Gemisch hinzugefigt. Die Inkubation erfolgte Uber
Nacht bei 10°C. Am néchsten Tag wurde morgens und abends die Zugabe der U-Kette wie
zuvor beschrieben wiederholt. Idealerweise wurde hierbei ein 12-Stunden-Intervall
eingehalten. Zur Abtrennung mdglicher Aggregate wurde der Ansatz durch einen 0,22 pum-
Vakuumfilter filtriert. Um den Ansatz auf ca. 20 ml einzuengen wurde das Gemisch durch
eine mit Wasser vorgesplulte Rihrzelle (30 kDa Filtermembran bei 60 psi) gefiltert. Durch die
AusschlussgréfRe von 30 kDa verbleiben die MHC-Peptid-Komplexe im Retentat wahrend
einzelne Ketten und ungebundenes Peptid den Filter passieren kénnen. Das Retentat wurde
in einem Falcon-Réhrchen bei 4°C aufgehoben. Um eine grélRere Ausbeute zu erhalten
wurde aus dem Filtrat eine zweite Riickfaltung angesetzt unter Zugabe von 8 mg U-Kette,
7mg ,-Kette sowie 250 Wl PMSF und unter Schitteln Gber Nacht inkubiert (siehe erste
Ruckfaltung). Dieser Prozess wurde am né&chsten Tag wiederholt. Nach der zweiten
Ruckfaltung wurde der Ansatz wie oben beschrieben eingeengt und die beiden Retentate
wurden vereinigt. Um das Retentat auf 5 ml weiter einzuengen erfolgte eine schrittweise
Zentrifugation bei 4000 rpm 4°C in einem Amicon Ultra-15 mit einem Gr6RRenausschluss von
10 kDa. Um die HLA-Monomere (peptidbeladene MHC-Komplexe) von noch vorhandenen
weiteren Bestandteilen zu trennen wurde eine Groé3enausschluss-Chromatographie auf einer

Superdex 75-Saule mit einer Flussrate von 3 ml/min und TBS als Laufpuffer durchgefihrt.
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Die Fraktionen, die das HLA-Monomer enthielten, wurden vereinigt und mit PMSF (1000x),
Leupeptin (1000x) und Pepstatin (1000x) versetzt auf eine Endkonzentration von 1x um
einen Abbau der Komplexe zu verhindern. Erneut wurde die HLA-Monomer-L6sung mittels
eines Amicon Ultra-15 auf 5 ml eingeengt. Um HLA-Monomere an Streptavidin binden zu
konnen wurde mittels der BirA-Ligase Biotin an die Peptid:MHC-Komplexe gekoppelt. Hierfur
wurden 400 pl 1 M MgCl,, 25 pl 1 M Tris, 250 pl 100 mM ATP, 20 ug BirA-Ligase und 28,5 pl
100 mM D-Biotin zu der HLA-Monomer-Ldsung hinzugegeben und bei 27°C Uber Nacht
inkubiert. Nach der Zentrifugation des Biotinylierungsansatzes bei 4000 rpm, 5 min und 4°C
wurde eine weitere GroRenausschluss-Chromatographie wie oben beschrieben
durchgefihrt. Die biotinylierte HLA-Monomer-Fraktion wurde vereinigt und mit PMSF.
Leupeptin und Pepstatin auf eine 1x Endkonzentration versetzt. Nach einer weiteren
Einengung durch Zentrifugation auf 250-350 yl wurde die Proteinkonzentration mittels
Bradford-Assay bestimmt (siehe 2.2.2.3) und fur den weiteren Gebrauch mit 2 mg/ml in TBS
in 50 pg-Aliquots bei -80°C weggefroren. Die Qualitatskontrolle der Ruckfaltung erfolgte
durch eine massenspektrometrische Messung der riickgefalteten HLA-Monomere von
Claudia Falkenburger. Hierbei wurde Uberprift, ob das Peptid sowie die HLA-Ketten
vorhanden sind. Dafir wurde die Probe nach dem in Kapitel 2.2.5.1 beschriebenen Protokoll
vorbereitet.

2.2.2.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration beruht auf einer photometrischen Messung nach
Bradford (Bradford, 1976). Dabei bindet ein Farbstoff kationische und unpolare Seitenketten
von Protein-Komplexen und verschiebt so das Absorptionsmaximum von 450 nm auf
590 nm. Somit kann man das Verhdltnis der OD550/0D450 gegen das einer bekannten
Proteinkonzentration vergleichen. Um die Standardgerade einer Proteinlésung zu erstellen
wurde BSA in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt: 0, 20, 40, 60, 80 und 100 pg/mil.
50 pl dieser Ansatze wurden in eine 96-well-Platte vorgelegt. Die zu messende Probe wurde
in einer 1:100- und 1:200-Verdinnung in drei wells fir eine Triplett-Bestimmung vorbereitet.
Zu 50 ul der Probe und der Standardproben wurden 200 ul des Bradford-Farbstoffes

(Nanoquant) dazu gegeben und nach 5 min an einem ELISA-Reader ausgelesen.

2.2.2.4 Biotinylierung von Antikdrpern

Um kostimulatorische Antikérper in einem aAPC-Stimulationsexperiment in vitro zu
verwenden missen sie zuvor biotinyliert werden, um an die Streptavidin-gekoppelte
Oberflache der Mikrospharen zu binden. Dafir wird sich ein Biotin-Reagens zunutze
gemacht, das mit primaren Aminen (-NH,) an Seitenketten von Lysinen reagiert. Dort bildet

sich eine kovalente Bindung aus. Der Hersteller des Biotin-Reagens empfiehlt ein Verhaltnis
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von 1-10 mg/ml Antikorper der Wahl zu einem 20-fachen molaren Uberschuss des Biotin-

Reagens, um ein Verhaltnis von 4-6 Biotin-Gruppen pro Antikdrpermolekul sicher zu stellen.

Dafur wurde das Biotin vor dem Offnen auf RT gebracht um danach eine 10 mM Biotin-
Losung herzustellen. Die berechnete Menge an Biotin wird zu dem in 0.5 - 2 ml PBS mit der
empfohlenen Konzentration vorliegenden Antikorper hinzugegeben. Nach einer Inkubation
auf Eis fur 2 Stunden wurde der biotinylierte Antikdrper mit einer PD-10-Entsalzungs-Saule
aufgereinigt und mittels eines Photometers die Konzentration bestimmt. Fur eine funktionelle
Uberprufung der Biotinylierung wurden isolierte PBMC mit dem Antikérper gefarbt (siehe

2.2.3.6). Biotinylierungen wurden auf3erdem von Janet Peper durchgefihrt.

2.2.2.5 Synthese der aAPC

Alle Zentrifugationsschritte wurden 2 min bei 4°C und 2500 U/min durchgefuhrt. Far
Waschschritte sowie Stammlésungen wurde 4°C kalter MACS-Puffer verwendet. Die aAPCs

wurden in einer 96-well-Platte hergestellt und gelagert.

Der biotinylierte anti-CD28 Antikérper wurde auf eine Konzentration von 600 ng/well
(entspricht 4 pmol/well) eingestellt. Das biotinylierte HLA-Monomer wurde in einer
Konzentration von 200 ng/well (entspricht 5 pmol/well) verwendet. Die Mikrosphéren (beads)
wurden, ausreichend fir 4 Stimulationen, in einer Konzentration von 800 000 beads/well
zweimal in 20 ml gewaschen und in 100 pl/well aufgenommen. Um die einzelnen
Bestandteile zusammenzufuhren, wurden zuerst 100 pl der bead-Suspension vorgelegt.
Danach wurden 50 pyl HLA-Monomer-L6sung dazu pipettiert, mit Folie umwickelt und fur
30 min bei RT auf einem Flachschuttler bei 600 U/min inkubiert. AnschlieBend wurden 50 pl
Antikorperldsung zugegeben und abermals fir 30 min auf dem Flachbettschuttler inkubiert.
Zuletzt wurden die aAPCs vier Mal gewaschen und in einem Endvolumen von 200 pl
aufgenommen. Mit Alufolie verschlossen und im Kihlschrank bei 4°C gelagert sind sie bis zu
einigen Monaten haltbar (Oelke and Schneck, 2004).

2.2.2.6 Magnetisch aktivierte Zellsortierung

Magnetisch aktivierte Zellsortierung (magnetic activated cell sorting, MACS) beruht auf dem
Prinzip, dass Antikérper welche bestimmte Oberflachenmolekiile von Zellen erkennen, an
magnetische Partikel gekoppelt sind und dariiber eine gezielte Trennung von gewtinschten
Zellen aus einer gemischten Zellpopulation stattfinden kann (Miltenyi et al., 1990).
Exprimieren Zellen die Oberflachenantigene der verwendeten Antikorper, werden diese in
einem magnetischen Feld gebunden, wahrend Zellen ohne das Oberflichenmolekil
passieren kdnnen. Die Trennung kann Uber eine direkte Bindung der gewiinschten Zellen
stattfinden oder Uber eine Entfernung der restlichen Zellpopulationen (indirekt). Um die

markierten Zellen an ein magnetisches Feld zu binden werden MACS-Saulen mit einer
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optimierten Matrix (siehe Produktbeswdrwerdetbung AL
die in ein magnetisches Feld gebracht werden kdnnen. In dieser Arbeit wurde eine solierung

von CD8-positiven T-Zellen Uber eine direkte AntikOrperbindung aus einer zuvor

gewonnenen PBMC-Population (siehe 2.2.1.1) durchgefuhrt.

2.2.2.7 MACS von CD8-positiven T-Zellen

Fur die Isolierung CD8-positiver T-Zellen aus einer komplexen Zellpopulation wurden MACS-
konjugierte Antikorper verwendet, die das CD8-Molekl spezifisch binden. Somit wurden alle
Zellen, die das CD8-Molekul auf ihrer Oberflache exprimieren, markiert und durch ein

magnetisches Feld von den CD8-negativen Zellen getrennt (siehe Abbildung 2.4).

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung magnetisch aktivierter Zellsortierung

CD8-positive T-Zellen aus isolierten PBMCs (I.) werden mittels MACS-konjugierter Antikérper markiert (I1.). Die
magnetisch markierten Zellen werden auf eine in einem permanenten Magnetfeld sitzende MACS-Saule mit
Matrix gegeben (l11.). Durch Entnahme der Séule aus dem Magnetfeld und Druck durch einen Stempel eluieren
die positiv selektierten Zellen (1V.). Abbildung modifiziert nach (Grutzkau et al., 2010).

Bei der Durchfihrung des von der Firma vorgegebenen Protokolls ist das Volumen der
einzusetzenden Puffer und Reagenzien stets von der eingesetzten Zellzahl abhangig. Der
folgende Ablauf bezieht sich auf eine Gesamtzellzahl von 10" Zellen. Spéter wurde dieses
Protokoll modifiziert, in dem die kalkulierten Reagenzien und Puffer vor Einsatz mit dem
Faktor 0.75 multipliziert wurden (siehe 3.1.1.3). Die GroRe der Saule wurde anhand der
Gesamtzellzahl gewéhlt. Die Kapazitat einer MS-Séule reicht bis 10” markierte Zellen und
die einer LS-Séaule bis 10°. Fir alle Wasch- und Spiilvorgdnge wurde 4°C kalter MACS-
Puffer verwendet.

Zuerst wurden die Zellen gezéahlt und bei 1300 rpm fir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde
in 80 pl MACS-Puffer aufgenommen und mit 20 ul der MACS-konjugierten Antikdrperlésung
fir 15 min im Kihlschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen mit MACS-Puffer fir einen
Waschvorgang auf 50 ml aufgefillt und abermals bei 1300 rpm fir 10 min zentrifugiert. Auf
das Pellet wurden je 108 Zellen 500 ul MACS-Puffer gegeben und griindlich resuspendiert.
Die Losung wurde anschliel3end auf eine mit Puffer equilibrierte Séaule, welche sich in einem
permanenten magnetischen Feld befand, Uberfuhrt. Um sicher zu gehen, dass alle Zellen die

keinen Antikorper und somit kein CD8-Molekul auf ihrer Zelloberflache haben, die Séaule
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passieren, wurde drei Mal mit 500 pyl (MS-S&ule) oder 3 ml (LS-Saule) MACS-Puffer
gewaschen. Um die positiv selektierten Zellen von der Séule zu eluieren, wurde diese aus
dem magnetischem Feld entnommen und mittels eines Stempels und 1 ml (MS-S&aule) oder
5 ml (LS-Saule) Puffer in ein neues Falcon-Réhrchen tberfuhrt. Nach einem Waschvorgang
mit PBS (auf 50 ml auffuillen) und der Bestimmung der Lebendzellzahl (siehe 2.2.1.3) wurden
die Zellen in 10 ml warmen T-Zellmedium mit 2,5 ng/ml IL-7 und 10 U/ml IL-2 aufgenommen.
Die Zellen wurden in einer 75-ml-Zellkulturflasche Uber Nacht in einen Brutschrank bei 37°C

gelagert.

2.2.2.8 T-Zellstimulation (in vitro priming) mit aAPCs

Die Zellen wurden wahrend der gesamten Stimulation in einem Brutschrank bei 37°C und
7,5% CO, inkubiert. Das Gesamtvolumen in einem well wéahrend der Stimulation entsprach
200 pl.

1. Stimulation 2. Stimulation 3. Stimulation

Isolierte +1L-12 +1L-12 +1L-12
CD8* T-Zellen

Charakterisierung
peptid-spezifischer
1. Fiitterung 2. Fitterung 3. Fiitterung T-Zellen

! | | ¥ | &%,

Tag 0 Tag 1 Tag 4 Tag 8 Tag 11 Tag 15 Tag 18 Tag 25

Abbildung 2.5: Stimulationsprotokoll einer T-Zellstimulation in vitro mittels aAPCs

Die durch MACS isolierten und ausgesaten CD8-positiven T-Zellen wurden in einem einwdchigen Rhythmus mit
aAPCs stimuliert. Zwischen den Stimulationen fanden Futterungsschritte mit frischem Medium und IL-2 statt. Eine
Woche nach der letzten Futterung kdnnen die Zellen auf Antigen-spezifische T-Zellen mittels einer FACS-
Farbung getestet werden.

Nach der MACS-Isolation und der Inkubation Uber Nacht wurden die CD8-positiven T-Zellen
in eine 96-well-Platte Uiberfiihrt. In den einzelnen wells lagen nach Zahlung 10° Zellen in 100
ul T-Zellmedium fir die erste Stimulation bereit. Hier ist anzumerken, dass wenn madglich ein
Teil der Zellen fiir die spatere ex vivo-Kontrolle weggefroren werden sollte (siehe 2.2.1.4).
Die synthetisierten aAPCs wurden nun zu den ausplattierten Zellen gegeben. Hierflir wurden
20.000 beads/well zweimal in T-Zellmedium gewaschen und anschliel3end in 100 pl warmes
T-Zellmedium mit 100 ng/ml Interleukin 12 (entspricht 5 ng/ml pro well). Die zweite und dritte
Stimulation mit aAPCs wurden an Tag 8 und 15 durchgefihrt. Am vierten Tag wurden 100 pl
Medium abgenommen und durch 100 pl erwdrmtes frisches T-Zellmedium ersetzt. Dieses
beinhaltete 80 ng/ml Interleukin 2 (entspricht 4 ng/ml pro well). Die Fatterung mit Medium
und IL-2 wurde an Tag 11 und 18 wiederholt. Die Analyse der Antigen-spezifischen T-Zellen

wurde am Tag 25 anhand einer HLA-Tetramerfarbung durchgefuhrt (siehe 2.2.3.3).
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2.2.3 Analyse von Antigen-spezifischen CD8-positiven T-Zellen

Nach der wochenlangen Stimulation von CD8-positiven T-Zellen folgte die Analyse um zu
Uberprufen ob T-Zellen in den einzelnen wells spezifisch das auf den HLA-Monomeren
prasentierte Peptid erkennen. Diese Antigen-Spezifitdt kdnnte mit einer Immunreaktion in
Patienten bei einer Peptid-basierten Immuntherapie korrelieren. Hierfir wurde sich die

Durchflusszytometrie zunutze gemacht.

2.2.3.1 Die Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass Zellpopulationen mittels Laser und
das von den Zellen emittierte Licht unterschieden werden koénnen. Hieriiber kdnnen
Informationen Uber die GroRe (in Vorwartsrichtung gemessene Lichtstreuung, forward
scatter, FSC) und Granularitdt (im rechten Winkel gemessene Seitwarts-Streuung, side
scatter, SSC) der Zellen gewonnen werden. Zudem besteht die Moglichkeit mit Fluoreszenz-
gekoppelten Antikdrpern ein gewtnschtes Molekul, auf oder in einer Zelle, zu binden und
somit durch das fur die Messung verwendete FACS-Gerat (Fluorescence activated cell
sorter, FACS) zu detektieren (Fulwyler, 1974). Das emittierte Licht korreliert mit der Menge
der Fluorophore, welche an die Zelle gebunden haben und wird von einem Photomultiplier
des Gerates in ein optisches Signal umgewandelt. Somit ist eine Kennzeichnung
unterschiedlicher Molekile gleichzeitig moglich wenn verschiedene  AntikOrper
unterschiedliche Antigene erkennen und an unterschiedliche Fluorophore gekoppelt sind.

Side Scatter Detector

Light Source Forward Scatter Detector

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung Uber das Prinzip eines FACS-Gerates

Die Information Uber ZellgréRe und deren Granularitdt gewinnt man durch den sogenannten FSC und SSC (in
Vorwartsrichtung gemessene Lichtstreuung und im rechten Winkel gemessene Seitwarts-Streuung)
(http://lwww.labome.com/method/Flow-Cytometry-A-Survey-and-the-Basics.html, Stand: 15.05.15).

Alle Experimente wurden gemal der Bedienungsanleitung an einem Zytometer FACSCanto
Il durchgefuhrt. Dieses Gerat war ausgestattet mit drei Lasern und beschrénkt auf 8
Detektionskandle. Zum Kompensieren der verschiedenen Fluoreszenzkandle des Gerates
wurden fir jedes verwendete Fluorchrom einfach gefarbte Kompensations-beads verwendet.

Somit kann die Uberlappung der Lichtspektren zwischen unterschiedlichen Fluorophoren
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quantifiziert und entfernt werden. Mit der Software FACSDiva und FlowJo Version 10 wurden

die Daten visualisiert und ausgewertet.

2.2.3.2 Tetramerisierung von HLA-Monomeren

Die Bindung eines Antigen-spezifischen T-Zellrezeptors an einen Peptid:MHC-Komplex ist
anhand der instabilen Bindung und schnellen Dissoziation schwer nachzuweisen. Um diese
Bindung dennoch zu verfolgen verbindet man mehrere HLA-Monomere miteinander. In
dieser Arbeit wurde sich die Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin zunutze
gemacht, um durch ein Fluorochrom-gekoppeltes Streptavidin vier biotinylierte HLA-
Monomere zu tetramerisieren (Altman et al., 1996). HLA-Tetramere eignen sich aufgrund
ihrer langsameren Dissoziationsrate besser fur eine Farbung als ein alleiniger Peptid:MHC-
Komplex (Altman, Moss et al., 1996; McHeyzer-Williams et al., 1996). Die Auflistung der

verwendeten HLA-Tetramere befindet sich in den Tabelle 2.1 bis 2.4.

Streptavidin

O
{j * Farbstoff

Biotinyliertes
Monomer
@

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung eines HLA-Tetramers

In dieser Abbildung gezeigt ist, dass vier biotinylierte Peptid:MHC-Komplexe (HLA-Monomer) durch ein
Fluorophor-gekoppeltes Streptavidin gebunden werden
(http://jasn.asnjournals.org/content/17/10/2652/F4.small.gif, Stand 17.05.15)

Um das Streptavidin maximal abzusattigen, wurde ein HLA-Monomer:Streptavidin-Verhéltnis
von 1:4 gewahlt. Die kalkulierte Menge des Fluorochrom-Streptavidin-Konjugats wurde in
Teilschritten (8 pg/30 min) bei 4°C hinzugegeben. Insgesamt wurden 80 ug R-Phycoerythrin
(PE)-konjugiertes Streptavidin zu 50 pg aufgetautem biotinylierten HLA-Monomer gegeben.
Die entstandenen HLA-Tetramere sind bei 4°C und im Dunkeln gelagert mindestens vier
Wochen haltbar oder kdnnen fir eine spatere Nutzung aliquotiert und mit Tetramer-

Einfrierpuffer (Verhaltnis Einfrierpuffer:HLA-Tetramer 1:3) eingefroren werden.

2.2.3.3 HLA-Tetramerfarbung

Durch HLA-Tetramere ist es moglich, T-Zellrezeptoren, die das prasentierte Peptid

erkennen, zu binden und diese Verbindung in einer FACS-Messung sichtbar zu machen.

Alle Schritte und Inkubationszeiten der Férbung erfolgten auf Eis und wenn mdoglich im

Dunkeln. Samtliche Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C fir 2 min bei 1800 rpm
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durchgefihrt. In Tabelle 2.12 ist die Reihenfolge der Farbeschritte mit ihren

Inkubationszeiten sowie den verwendeten Losungen zu finden.

Um das Kulturmedium von den Zellen zu entfernen, wurde ein Waschschritt mit PBS vor der
Féarbung durchgefihrt. Als erstes wurde ein Lebend/Tot-Farbstoff in einem Verhaltnis von
1:400 verwendet, der freie Amine von zerstdrten Zellmembranen toter Zellen farbt.
AnschlieRend erfolgten die HLA-Tetramerfarbung sowie die Oberflachenantigenfarbung
gegen das CD8-Molekdl. Als letztes wurden die Zellen in einer Fixierldsung aufgenommen

und im Dunkeln bei 4°C zur Analyse am FACS-Gerat gelagert.

Tabelle 2.12: Arbeitsschritte einer HLA-Tetramerférbung

Konzentration/

Arbeitsschritt Reagens . Loésung Inkubationszeit
Verdiinnung
Lebend/Tot-Férbung AGILE) 1:400 PBS-E 20 min
LIVE/DEAD :
HLA- .
Tetramerfarbung PE 5 ug/mi TSB 30 min
Oberflachenantigen- ) .
Férbung CD8 PerCP 1:85 FACS-Puffer 20 min
Fixierung Formaldehyd 1% FACS-Fix /

2.2.3.4 Intrazellulare Zytokinfarbung

Fur manche Fragestellungen ist es interessant, ob die T-Zellen nach einer erfolgreichen
Stimulation das Antigen nicht nur erkennen, sondern ob sie fahig sind auf diese Erkennung
mit Funktionalitdt zu reagieren. Daflr wurden in dieser Arbeit verschiedene Indikatoren
festgelegt. Zytokine wie Interferon-o (IFN-2), Tumornekrosefaktor-U (TNF-U) oder das
Molekil CD107a kdnnen die Funktionalitat von zytotoxischen T-Zellen widerspiegeln. Um zu
Uberprifen ob dies der Fall ist, wurden die Zellen nach einer erfolgreichen aAPC-Stimulation
gezahlt und in eine neue Platte Uberfiihrt. Normalerweise sollte fir diesen Versuch ein
Minimum von 1 - 2 x10* Zellen verwendet werden (Kyzirakos, 2013). Um die Ausschiittung
von neu exprimierten Proteinen nach Erkennung des Antigens zu verhindern wurde zu allen
Proben neben dem Peptid mit 10 pg/ml zusatzlich 10 pg/ml Brefeldin A und 0,1 pl/well
Golgistop hinzugefiigt (Misumi et al., 1986). CD107a wird bei der Ausschuttung zytotoxischer
Granula nur kurzzeitig auf der Oberflache der Zelle exponiert und zeitnah mittels Endozytose
internalisiert (Misumi, Miki et al., 1986; Fukuda, 1991). Um dennoch diesen Marker zu
detektieren wurde der Antikérper gegen CD107a direkt zur Stimulation hinzugegeben. Um
neben dem zu testenden Peptid eine Positiv-Kontrolle zu haben wurden PMA und lonomycin
in einer Endkonzentration von 150 ng/ml bzw. 3 uM auf die zu testenden Zellen gegeben.
Fur die Negativ-Kontrolle wurde in der gleichen Menge ein irrelevantes Peptid hinzugefigt.
Das Endvolumen sollte zwischen 150-200 pl T-Zellmedium liegen. Nach einer Inkubation von

mindestens 6 Stunden oder tber Nacht fur héchstens 16 Stunden wurden die Zellen geféarbt.
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Alle Schritte und Inkubationszeiten der Féarbung erfolgten auf Eis und wenn mdglich im
Dunkeln. Samtliche Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C fir 2 min bei 1800 rpm
durchgefuhrt. In Tabelle 2.13 ist die Reihenfolge der Féarbeschritte, die immer in 50 pl
Endvolumen durchgefiihrt wurden mit ihren Inkubationszeiten sowie den verwendeten
Losungen zu finden. Als erstes wurde eine Lebend/Tot-Farbung in PBS-E vorgenommen.
Nach 20 min Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen und die CD8-Molekdlfarbung in
FACS-Puffer vorgenommen. Nach weiteren 20 Minuten Inkubationszeit wurden die Zellen
mit 100 ul Cytofix/Cytoperm permeabilisiert. Dadurch konnte nhachdem die Zellen zweimal mit
Permwash gewaschen wurden die intrazellulare Farbung der Zytokine erfolgen. Die
Antikdrperverdinnung wurde auf die zu farbenden Zellen pipettiert und 20 min inkubiert.
Danach erfolgten weitere zwei Waschschritte mit Permwash um die Zellen anschliel3end in
der Fixierlésung aufzunehmen und durchflusszytometrisch zu analysieren. Um zu Uberprifen
ob die getesteten Zellen ihre Spezifitdt immer noch haben wurde, falls genligend Zellen
vorhanden, gleichzeitig in einem zusatzlichen well eine HLA-Tetramerfarbung durchgefihrt
(siehe 2.2.3.3).

Tabelle 2.13: Arbeitsschritte einer intrazellularen Zytokinfarbung

Konzentration/

Arbeitsschritt Reagens verdii Lésung Inkubationszeit
erdinnung
Lebend/Tot-Farbung (G 1:400 PBS-E 20 min
LIVE/DEAD :
Oberflachenantigen- . ) .
Farbung CD8 PerCP 1:85 FACS-Puffer 20 min
Cytofix/Cytoperm / 100 pl/well Cytoperm/Cytofix 20 min
Zytokin-Farbung Pacific Blue/ . . .
T N F1B8No PE 1:120/1:200 Permwash 20 min
Fixierung Formaldehyd 1% FACS-Puffer /

2.2.3.5 Oberflachenfarbung mit unkonjugierten Antikérpern

Da in dieser Arbeit mit unterschiedlichen kostimulatorischen Antikdrpern gearbeitet wurde,
sollte nachgewiesen werden, ob diese Uberhaupt auf den Zellen exprimiert und gebunden
werden kénnen. Hierflr wurden die verwendeten kostimulatorischen Antikorper auf Zielzellen
gebunden. Der Nachweis der Bindung wurde mittels eines zweiten, an einem Farbstoff
gekoppelten Antikorpers, der gegen die Herkunft (Maus) des ersten Antikorpers gerichtet ist,
gefarbt (Sekundarantikérper). Um das Mal3 der unspezifischen Bindung (Hintergundsignal) in
Erfahrung zu bringen, wurde zusétzlich mit einem zweiten Antikoérper, der normalerweise
nicht auf den Zielzellen binden sollte, gefarbt (Isotyp-Kontrolle). Idealerweise sollten diese

Antikorper der Art und Unterklasse der schweren und leichten Kette entsprechen.

Alle Schritte und Inkubationszeiten der Férbung erfolgten auf Eis und wenn mdglich im
Dunkeln. Samtliche Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C fir 2 min bei 1800 rpm

durchgefunhrt.
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Als erstes wurde eine Lebend/Tot-Farbung in PBS-E vorgenommen. Nach 20 min
Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen und der Priméarantikdrper wurde in 50 pl mit
einer Konzentration von 10 pg/ml in FACS-Puffer auf die Zellen gegeben. Nach weiteren 20
min und einem Waschschritt wurde der Sekundarantikdrper auch in einer Konzentration von
10 pg/ml hinzugefugt und fur weitere 20 min inkubiert. Um sicher zu stellen, dass alle
Sekundarantikdrper abgesattigt sind, bevor der nachste Farbeschritt vollzogen wird, wurde
mittels zweimaligen Waschens mit 2% Mausserum alle Sekundarantikbrper gebunden.
Danach konnte die Farbung des Oberflachenantigens CD8 durchgefuhrt werden. Nach 20
min Inkubation wurden die Zellen zwei weitere Male mit FACS-Puffer gewaschen, um sie

letzten Endes in der Fixierldsung aufzunehmen.

Tabelle 2.14: Arbeitsschritte fir die Oberflachenféarbung unkonjugierter Antikorper

Konzentration/

Arbeitsschritt Farbstoff . Ldsung Inkubationszeit
Verdinnung
Lebend/Tot-Farbung (G 1:400 PBS-E 20 min
LIVE/DEAD ’

Priméarantikdrper / 10 pg/ml FACS-Puffer 20 min

Sekundarantikérper FITC 10 pg/ml FACS-Puffer 20 min
Mausserum / 2% / /

Oberflachenantigen PerCP 1:85 FACS-Puffer 20 min
Fixierung Formaldehyd 1% FACS-Fix /

2.2.3.6 Uberprufung von biotinylierten Antikérpern

Eine weitere Oberflachenfarbung von Zellen war die Uberpriufung der biotinylierten
Antikorper. Dabei wurden die biotinylierten Antikorper (siehe 2.2.2.4) mit aufgetauten PBMCs

getestet. Die erfolgreiche Biotinylierung wurde mittels Streptavidin-PE Uberprift.

Dafir wurden PBMCs wie in Kapitel 2.2.1.5 beschrieben aufgetaut und in einem ersten
Schritt wurde Lebend/Tot-Farbstoff in einer Verdiinnung von 1:400 eingesetzt. Im nachsten
Schritt wurden die zu Uberpriufenden Antikorper in separaten wells hinzugegeben. Da der
Antikorper flr die CD8-Molekiil-Farbung nicht biotinyliert ist kann man ihn im selbigen Schritt
zusetzen. Nach dieser Farbung folgt die Zugabe von Streptavidin-PE. Als letztes wurden die

Zellen in einer Fixierlésung aufgenommen und im Dunkeln bei 4°C bis zur Analyse gelagert.
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Tabelle 2.15: Arbeitsschritte fiir die Uberpriifung biotinylierter Antikorper

Konzentration/

Arbeitsschritt Farbstoff . Loésung Inkubationszeit
Verdiinnung
Lebend/Tot-Farbung (G 1:400 PBS-E 20 min
LIVE/DEAD :
Biotinylierter Antikérper / 10 pg/ml )

) FACS-Puffer 20 min
Oberflachenantigen PerCP 1:85

Streptavidin PE 1 mg/ml FACS-Puffer 20 min

Fixierung Formaldehyd 1% FACS-Fix /

2.2.4 Enzymatischer Verdau von Proteinen

Bei der Analyse von unbekannten Proteinen ist es moglich, diese unter Verwendung von
Enzymen in kleine Fragmente zu zersetzen, um sie dann in einer massenspektrometrischen
Messung zu identifizieren. Mit diesem weit verbreiteten Ansatz kdnnen verschiedene
Fragestellungen bearbeitet werden. Die zu analysierenden Proteine liegen hierbei in
verschiedenen Formen vor. Wahrend bei einer Einzelprotein-Untersuchung oder hoch
aufgereinigten Proteinen diese meist in einem Gel separiert und aufgereinigt wurden, liegen
komplexere Proteingemische meistens als Losung vor. Ein weiterer variabler Punkt
beschreibt die Verwendung verschiedener Enzyme. In dieser Arbeit wurden zwei robuste
Serinproteasen gewahlt. Die Erste, Trypsin, ist eine im Dinndarm vorkommende
eiweil3zersetzende Serinprotease (Rawlings et al., 1994). Die proteolytischen Schnittstellen
liegen carboxyterminal von Lysin (K) und Arginin (R). Chymotrypsin &hnelt Trypsin als ein
Verdauungsenzym und schneidet carboxyterminal hydrophobe Aminosauren. Die
proteolytische Schnittstellen liegen hierbei bei Phenylalanin (F), Tryptophan (W), Tyrosin (Y)
sowie Leucin (L). Zudem ist vom Hersteller beschrieben eine Schnittaktivitat in niedrigeren
Raten bei Methionin (M), Alanin (A), Asparagin (N) und Glutaminséure (E). Um flr den
Verdau alle enzymatischen Schnittstellen der Proteine zugénglich zu machen wurden die
Disulfidbriicken der Proteine durch Reduktion der Cystein-Reste und anschlieRende
Modifikation (freie Schwefelwasserstoff-Gruppen alkyliert) aufgeltst.

2.2.4.1 Proteinverdau im Gel mittels Trypsin

Die Vorbereitung der Proben und Durchfihrung der SDS-Gelelektrophorese von
Kooperationspartnern durchgefuhrt (Hoffmann, 2010; Steinl et al., 2013). Die fur die
Fragestellung relevanten Proteinbanden wurden ausgeschnitten und konnten in einem
Eppendorf-Reaktionsgefal3 bei -20°C bis -80°C aufgehoben werden. Nach dem Auftauen
wurde die Bande einmal mit 50 ul Wasser gespult um eventuellen groben Schmutz zu
entfernen. Nachdem das Wasser entfernt wurde, konnten die Banden mit einer

Pipettenspitze in kleine Stiicke zermahlen werden. Durch wiederholte Zugabe und Abnahme
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von 50 pl Wasser war die Probenvorbereitung abgeschlossen. Um zu verhindern, dass
kleine Gelfragmente bei der Abnahme der Flussigkeit verloren gehen, wurden schmal
zulaufende Gelbeladungsspitzen verwendet. Um die Gelstiicke zu entfarben wurden sie
zweimal mit 50 pl fir 5 min bei RT auf einem Schiittler mit 50% Acetonitril geschuttelt. Die
Losung wurde jeweils zwischen jedem Schritt abgenommen. Das 20 min Eintrocknen der
Gelsticke wurde mittels einer Vakuum-Zentrifuge vorgenommen. Dadurch nehmen die
getrockneten Gelstiicke die im néchsten Schritt zugegebene Ldsung optimal auf. Fur die
Reduktion der Cysteine wurden zu 20 yl Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer 2,5 pl 45 mM
DTT-L6sung gegeben und bei 55°C 20 min unter Schitteln inkubiert. Fir die vollstandige
Modifikation wurden zuséatzlich 2,5 ul einer 100 mM lodacetamid-Ldsung hinzugefuigt und fur
weitere 20 min bei RT geschiittelt. Danach wurden die Gelstiicke mit 100 pl Wasser gespililt,
um sie anschlieBend fir einen weiteren Trocknungsschritt in der Vakuum-Zentrifuge zu
zentrifugieren. 50 ul NH4HCOs-Puffer wurden mit 0,5 ug Trypsin durch den Quellungs-
vorgang der getrockneten Gelstlicke direkt in das Gel gezogen und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Extraktion der entstandenen Peptide. Zunachst
wurden die Gelstiicke um das Trypsin zu deaktivieren mit 50 pl 50% Acetonitril fiir 20 min bei
Raumtemperatur geschuttelt. Die Losung wurde in ein neues Reaktionsgefald uberfuhrt.
Dann wurden die Gelstliicke zweimal mit 50 pl 50% Acetonitril mit 0,1% Ameisenséure oder
alternativ mit 0,1% TFA geschiittelt und die Lsung ebenfalls in das neue Reaktionsgefald
uberfuhrt. Die vereinigten Uberstinde wurden nun eingeengt um fur die

massenspektrometrische Analyse vorbereitet zu werden (siehe 2.2.5.1).

2.2.4.2 Tryptischer Verdau von Proteinen in Losung

Die Proben wurde mit einer Konzentration von 1 pg/pl (maximal 10 pl) zu 20 Il Ammonium-
hydrogencarbonat-Puffer aufgenommen. Die Cysteinreste wurden mit 2,5pu 45 mM
Dithiothreitol (DTT) reduziert und nach Inkubation bei 55°C flr 20 min auf einem Schiittler
mit 2,5 pl 100 mM lodacetamid alkyliert. Nach weiteren 15 min Inkubation mit lodacetamid
bei RT wurden weitere 20 pl NH4,HCOs-Puffer und 0,5 pg Trypsin hinzugegeben. In einem
37°C warmen Wasserbad inkubierte die Probe 4 Stunden. Um das Trypsin zu inaktivieren
wurden 30 pl einer 1% Ameisenséaure (formic acid, FA) hinzugeflgt oder alternativ 0,1%

Trifluoressigséaure (trifluoroacetic acid, TFA). Fir die weitere Verarbeitung siehe 2.2.5.1.

2.2.4.3 Chymotryptischer Verdau von Proteinen in LOsung

Je nach Fragestellung wurde mit einer Konzentration von 1 pg/pl (maximal 10 pl) zu 20 pl
Chymotrypsin-Puffer (100 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl, mit einem pH-Wert von 7,8)
aufgenommen. Die Cysteinreste wurden mit 2,5 ul 45 mM Dithiothreitol (DTT) reduziert und
nach Inkubation bei 55°C fir 20 min auf einem Schittler mit 2,5 yl 100 mM lodacetamid

alkyliert. Nach weiteren 15 min Inkubation mit dem lodacetamid bei RT wurden weitere 20 pl
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Chymotrypsin-Puffer und 0,5 pg Chymotrypsin fur 4 Stunden bei 25°C inkubiert. Um das
Trypsin zu inaktivieren wurden 30 pl einer 1% FA oder alternativ 0,1% TFA hinzugefugt. Fur
die weitere Verarbeitung siehe 2.2.5.1.

2.2.4.4 Enzymatischer Verdau von HLA-Molekilen in Losung

Um ein standardisiertes Vorgehen zu gewéhrleisten, wurde die Menge der Losung der von
den Filtern heruntergewaschenen HLA-Ketten bestimmt und mittels einer photometrischen
Messung die Konzentration gemessen. Extrem gelartige Proben (Ablésen von
Saulenmaterial wahrend der HLA-Isolierung) wurden durch Ultraschall gelést. Es wurden
falls nicht anders angegeben 10 ug Probe in 10 pl Volumen eingesetzt. Weiteres Vorgehen
siehe 2.2.4.2 und 2.2.4.3.

2.2.45 Isolation von HLA-Molekilen aus Zell- oder Gewebeproben fir den
enzymatischen Verdau

Die Isolation von HLA-Molekllen aus Zell- oder Gewebeproben dient der Gewinnung von
natirlich prasentierten HLA-Liganden. Diese kdnnen dann mittels der Massenspektrometrie
identifiziert werden, um so geeignete Kandidaten fiir eine Peptid-basierte Immuntherapie zu
finden. Bei dem Prozess HLA-Liganden aus Zell- oder Gewebeproben zu gewinnen wurden
die Peptid:HLA-Komplexe mittels eines Antikorpers aufgereinigt (siehe Tabelle 2.7).
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Abbildung 2.8: HLA-Isolation aus Tumor- oder Normalgewebe

Das Gewebe oder die Zellen werden lysiert um die HLA:Peptid-Komplexe mit Antikdrpern an eine Séule zu
binden. Im néchsten Schritt werden die Liganden mittels einer sauren Elution von den HLA-Molekulen gewaschen
und mittels eines Gr°C&eaut e%ce-NMikogbiinigettermt Bie Abbildung Gvurde
freundlicherweise von Armin Rabsteyn zur Verfigung gestellt.
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Im letzten Schritt trennt man die Liganden von dem HLA-Molekdl dber einen 10 kDa-
GrolRenausschlussfilter. Die HLA-Molekule und Antikorper verbleiben in dem Retentat und
konnen fur den spéateren enzymatischen Verdau bei -80°C gelagert werden.

Die HLA-Aufreinigung der Gewebe- und Zellproben wurden innerhalbe des jeweiligen
Projekts von Kooperationspartnern durchgefuhrt. Die hier in der Arbeit ausfihrlich gezeigten

Proben stammen aus einer Kooperation von Daniel Kowalewski.

2.2.5 Analyse massenspektrometrischer Daten

Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren, in der das Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis (m/z-
Verhaltnis) von zu untersuchenden Substanzen gemessen und analysiert wird (Thomson,
1913; Aston, 1933). Dafiir werden die Molekile ionisiert in eine Gasphase gebracht. In
dieser Arbeit wurde sogenannte Elektrospray-lonisation (ESI) verwendet (Whitehouse et al.,
1985; Fenn et al., 1989). Da die Komplexitat der Proben eine Auftrennung der verschiedenen
Peptidfragmente vor der Analyse im Massenspektrometer erforderte, wurde die
lonisationsquelle an eine Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography, HPLC) gekoppelt. Die durch das saure Ldsungsmittel protonierten
Analytmolekile werden bei der ESI durch die LC-Kapillare in den an ein elektrisches Feld
angeschlossenen ESI-Emitter (Pico Tip) geleitet. Durch die Krafte des elektrischen Feldes
sowie der Oberflachenspannung der Probe werden die Analytmolekile als kleine geladene
Ldsungstropfen verspriht. Eine hoch angelegte Temperatur verdampft das Lésungsmittel,
was eine Erhohung der Ladungsdichte in den Tropfen zur Folge hat. Wird hierbei eine
kritische Schwelle der Ladungsdichte Uberschritten, zerféllt der vorhandene Tropfen in
kleinere (Coulomb-Explosion). Zur Entstehung der letztendlich gemessenen einzelnen
Analytionen existieren zwei Modellvorstellungen. Zum einen das Modell des geladenen
Ruckstandes (charged residue model, CRM), welches besagt, dass durch die Explosionen
kleine Tropfen mit nur einem einzelnen Analytion entstehen. Durch zusatzliche Verdampfung
des Ldsungsmittels erhalt man ein einzelnes Molekll mit Ladung (Dole et al., 1968). Zum
anderen existiert das lonenemissionsmodell (ion evaporation model, IEM), das von einer

direkten lonenemission aus hoch geladenen Tropfen ausgeht (Nguyen et al., 2007).

Die Analyse der lonenfandineinemHy br i d massenspektrometer vom Ty
statt. Das Gerét besteht aus den Komponenten eines linear trap quadrupole (LTQ) sowie

einem Orbitrap-Massenanalysator (siehe Abbildung 2.9)
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des Massenspektrometers LTQ Orbitrap mit einem
Querschnitt durch den OrbitrapAaviassenanalysator

Dargestellt in der oberen Abbildung ist die ESI-Quelle mit anschlieBender linearer lonenfalle (linear ion trap). Im
Anschluss dazu die ionensammelnde C-trap und die Orbitrap-lonenfalle fir die Bestimmung des m/z
Verhdltnisses. In der unteren Abbildung sieht man wie die injizierten Analytionen in stabilen Orbits entlang der r-
Achse um die zentrale Elektronenspindel (a) kreisen. Die Oszillation entlang der z-Achse ist abhangig von dem
jeweiligen m/z-Verhaltnis der lonen und wird von der &uf3eren Elektrode gemessen (b). Diese werden durch einen
isolierenden Keramikring zusammengehalten (c). Abbildungen aus (Scigelova et al., 2006).

Die lineare lonenfalle (linear ion trap) sammelt die ionisierten Peptide von der ESI-Quelle,
um ihn in Paketen an die C-trap weiter zu geben. Um das m/z-Verhdltnis der
unterschiedlichen lonen zu bestimmen, werden die Analytionen orthogonal in die Orbitrap
injiziert. In der Orbitrap-lonenfalle oszillieren die lonen abhangig von ihrem m/z-Verhaltnis
durch elektrostatische Anziehungskraft radial um eine in der Mitte befindliche spindelférmige
Elektrode (siehe Abbildung 2.9). Das m/z-Verhdaltnis wird anhand der harmonischen
Oszillation der lonen entlang der z-Achse des elektrischen Feldes zwischen beiden
Elektroden errechnet. Signale dieser Oszillation kénnen aufgenommen und durch einen
mathematischen Algorithmus in ein Massenspektrum umgerechnet werden. Um zusatzliche
Informationen fir eine genaue Bestimmung der Peptidsequenz zu erhalten, wurde das
Peptid mittels der Fragmentierungsstrategie der stofRinduzierten Dissoziation (collision
induced dissociation, CID) fragmentiert (McLafferty, 1981; Biemann, 1990). Hierbei fuhrt die
Kollision der Analytionen mit einem Inertgas zu einem Zerfall der lonen zu Fragmenten mit
spezifischen Massen. Die Kombination der in der Orbitrap gemessenen Peptidmassen mit
der zusatzlichen Masse der Peptidfragmente erlaubt meist eine genaue Annotation der

Aminoséuresequenz.
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2.2.5.1 Probenvorbereitung fur die massenspektrometrische Analyse

Um die Probe zu entsalzen und zu reinigen wurde sie erst mittels Vakuum-Zentrifugation
eingeengt (auf ca. 20 pl) um dann an eine Cjg-Matrix, welche sich in einer 10 pl
Pipettenspitze befindet (ZipTipcis), gebunden zu werden. Die Probe wurde durch
wiederholtes Pipettieren auf die S&ule geladen und anschlieRend durch Waschen mit
Losungsmittel A* entsalzt. Eluiert wurde in 30 pl Losungsmittel B* durch mehrmaliges
Pipettieren. Um die Probe in das fir die MS/MS-Analyse geeignete Ldsungsmittel A gaq
aufzunehmen musste sie mittels der Vakuumzentrifuge vollstandig eingeengt werden.
Normalerweise wurden, um eine dreimalige Messung von 5 pl zu gewabhrleisten, 15 pl des
Losungsmittel A .ag zugegeben. Die Losung der Peptide wurde durch ein 5-mindtiges
Ultraschallbad sichergestellt. Proben konnten im Kihlschrank oder bei -20°C bis zur

Messung aufgehoben werden.

2.2.5.2 Analyse der Peptide im Massenspektrometer

Die Analyse der Peptide im Massenspektrometer wurde anhand der von Daniel Kowalewski
ent wi c kBeilgt5esne nAéthode vgermegsén (Kowalewski, 2011). In dem Orbitrap-
Massendetektor wurde jede Sekunde mit einer Auflésung von 60000 ein Ubersichtsspektrum
der in der C-Trap Uber 500 ms gesammelten lonen aufgenommen. Die flnf intensivsten
lonen aus dem Ubersichtsscan wurden ausgewahlt, fragmentiert und detektiert. Die Spektren

wurden in einem Massenbereich von 300-1500 Da aufgenommen.

2.2.6 Auswertung massenspektrometrischer Daten

Fragmente die mittels des Massenspektrometers identifiziert wurden, muissen nun in
Aminosauresequenzen umgewandelt werden. In diesem Labor wird der MASCOT-
Algorithmus verwendet der eine Software-gestiitzte Annotation von Fragmentspektren
ermdglicht. Das Prinzip beruht auf dem Vergleich von gemessenen Peptidspektren mit den
aus einer Datenbank kunstlich generierten (siehe Abbildung 2.10). Die Datenbank enthalt

Proteinsequenzen beliebiger Anzahl und Ursprungs.
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Abbildung 2.10: Prinzip der Umwandlung von Spektren zu Aminosduresequenzen

Peptide die in diesem Fall durch enzymatische Proteolyse entstehen werden mittels eines Massenspektrometers
fragmentiert und gemessen. Das entstandene Spektrum wird nun mit einem in silico generierten Spektrum
welches aus einer Datenbank stammt verglichen (Duncan et al., 2010).

2.2.6.1 Peptid-ldentifizierung mit MASCOT

Die verwendete Software Proteome Discoverer 1.4 Ubermittelte die Rohdaten des
Massenspektrometers an einen lokalen MASCOT-Server (Mascot Software 2.2.04), um mit
der Datenbank Uniprot/Swiss-Prot (Taxonomie homo sapiens) die Fragmentspektren zu

annotieren.

2.2.6.2 Filterkriterien fur die Peptid-ldentifizierung

Angelegte Filterkriterien sollen die Qualitat der generierten Daten sichern. Die angelegten
Werte der Filterkriterien fir MASCOT waren eine Genauigkeit von +/- 3 ppm fir die
Abweichung der theoretischen Masse des vorgeschlagenen Peptids zu der tatsachlich
gemessenen Masse und 0,5 Da fur die Annotation der Fragmentionen (Kowalewski, 2011).
Zudem wurden dynamische Modifikationen zugelassen wie die Oxidation von Methionin und
die Carbamidomethylierung von Cysteinen (resul ti ert a&Enzgmatidoben
Verdau von Proteinenii Kapitel 2.2.4).

Um die Qualitat der Daten Uber verschiedene Experimente gleichzuhalten gibt es zwei
weitere wichtige FiltergroRen. Der erste Wert lonscore wurde in dieser Arbeit vernachlassigt,
sollte aber anhand seiner haufigen Benutzung erwdhnt werden. Die Software Proteome
Discoverer errechnet fir jede Annotation eines Fragmentspektrums eine Punktezahl. Dieser
lonscore berechnet die Wahrscheinlichkeit, dass die Ubereinstimmung eines experimentell
erzeugten Fragmentspektrums mit einer in silico-Peptidsequenz aus der Datenbank nur

zufallig vorhanden ist. In anderen Worten gibt dieser Wert Auskunft dariber, wie gut eine

Proto
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vorgeschlagene Peptidsequenz auf das ausgewdhlte experimentell entstandene
Fragmentspektrum passt. Wichtiger fur diese Arbeit war die in der Proteomik verwendete
FDR (false discovery rate) (Elias et al., 2007). Hierbei wird eine Bewertung vorgenommen
wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, ob eine falsch-positive Peptid-ldentifikation vorliegt.
Dafur wird eine decoy database (Koderdatenbank) benétigt, die dem Inhalt der verwendeten
Datenbank fur die Peptidannotation entspricht, mit dem Unterschied, dass alle
Proteinsequenzen revers also riickwarts vorliegen. Dies hat zur Folge, dass keine realen
Proteinsequenzen vorliegen, aber trotzdem alle Eintrdge der normalen Datenbank vorliegen.
Wenn man also eine FDR von 1% anlegt bedeutet dies, dass 1% der Peptidspektren durch
Zufall in der decoy database gefunden werden konnten. Im Umkehrschluss sind also 99%
der Peptidannotationen korrekt. In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich nur Peptide
verwendet die eine FDR vo n 1% haben. Eine Art semi-quantitative Aussage kann tber die
sogenannten peptide-spectrum matches (PSMs, Zuordnung von Spektren zu
Peptidsequenzen) getroffen werden. Der Wert gibt die Anzahl der Spektren an, die zu einem
annotierten Peptid passen. Umso hdher die Zahl umso haufiger wurde das Peptid
fragmentiert und ein Spektrum aufgenommen, was zu dem Schluss fiuihren kann, dass das
Peptid haufig in der Probe vorlag. Weitere Filterkriterien kbnnen anhand der vorliegenden
Fragestellung variieren (siehe 2.2.6.3, 2.2.6.6 und 2.2.6.7).

2.2.6.3 Identifikation von Proteinen Uber enzymatische Peptide

Bei der Identifikation von Proteinen Uber enzymatische Peptide wird sich zunutze gemacht,
dass die gemessene und identifizierte Aminoséureabfolge des Peptids der des Ursprungs-
proteins entspricht. Somit kann nach der Annotation der Spektren Uber ein Programm ein
Sequenzabgleich (basic local alignment search tool, BLAST) vollzogen werden. Diese
Herangehensweise nennt man ublicherweise bottom-up Proteomik (siehe Abbildung 1.10).
Falls erwiinscht kann bei der Prozessierung der Daten eine enzymatische Spezifitat angelegt
werden. Hierbei werden bei der Suche dann nur Peptide berlicksichtigt die dem
ausgewahlten enzymatischen Schnittmuster entsprechen. Fir Trypsin waren das die
Aminosauren Lysin (K) und Arginin (R) und bei Chymotrypsin Phenylalanin (F), Tryptophan
(W) und Tyrosin (Y). Bei beiden Enzymen erfolgte die Aufhebung einer Schnittstelle falls ein
Prolin folgte. Eine weitere Moglichkeit ist zu entscheiden, ob so genannte missed cleavages
(MC, verpasste enzymatische Schnittstellen) erlaubt werden. Dies gibt der Software vor, wie
viele Schnittstellen von dem Enzym verpasst werden dirfen. Somit vergrol3ert man die Zahl

der potenziell auffindbaren Peptidspezies.

2.2.6.4 Identifikation von HLA-Allotypen tber enzymatische Peptide

Fur die Identifikation von HLA-Allotypen Uber enzymatisch verdaute Peptide wurde der

bereits beschriebene bottom-up Proteomik-Ansatz verwendet. Hierbei zu erwahnen sind die
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unterschiedlichen Aussagen, die durch einzelne Peptide getroffen werden konnen. Die
Problematik, dass das HLA-Protein einerseits hochpolymorphe Regionen im Kontrast zu
hochkonservierten Regionen besitzt, macht eine Identifikation Gber einzelne Peptide
einerseits sehr leicht und anderseits sehr schwer. Im Folgenden sind drei Beispiele
aufgefuhrt, wie sie in der Auswertung beobachtet werden konnten. Die Proteinquelle ist tber
die Datenbank Uniprot/Swiss-Prot (Taxonomie homo sapiens) zugeteilt worden.

Tabelle 2.16: Einteilung der HLA-Peptide

Proteinquelle

Peptidsequenz AS Position HLA- Bezeichnung
APWIEQEGPEYWDGETRK 73-90 A*02 unique
MYGCDVGSDWR 122-132 A*02, A*69 hint
APWIEQEGPEYWDGETR 73-89 A*02, B*57, B*58 hint
FDSDAASQR 60-68 A, 19 Allotypen shared

Die Definition eines unique Peptids ist, dass dieses Peptid nur von einem HLA-Allotyp
stammen kann. Wird dieses Fragment in einer Messung gefunden, gilt der HLA-Allotyp als
identifiziert. Die hint Peptide geben einen Hinweis auf eine kleinere Gruppe von HLA-
Molekilen. Sie unterstiitzen idealerweise die identifizierten unique Peptide. Moglich ist in
manchen Fallen durch Vergleich mehrerer hint Peptide auf einen Allotyp zu schlief3en.
Hierflr sind in Tabelle 2.16 zwei unterschiedliche hint Peptide gelistet. Vergleicht man beide
miteinander, fallt auf, dass sie HLA-A*02:01 teilen. Werden beide Fragmente in einer
Messung gefunden, liegt die Folgerung nahe, dass HLA-A*02:01 in der Probe enthalten sein
muss. Die letzte Peptid-Kategorie shared hat ihren Ursprung in den konservierten Regionen
der HLA-Allotypen. Sie koénnen von vielen HLA-Molekilen stammen und lassen nur

Aufschluss dartber, dass das HLA-Protein in der gemessenen Probe vorhanden sein muss.

Eine alternative Datenbanksuche wurde erstellt basierend auf HLA-Sequenzen aus dem
AAnt holnggn NRe s e ar c http:/Ihla.agllelds.org/dat/dex;html, Stand November
2014) und der Internetseite www.allelefrequencies.net. Das Kriterium fur die Aufnahme von
Sequenzen in die Datenbank war eine Identifikation in der hiesigen Bevolkerung. Die
Datenbank wurde aus drei Datensatzen generiert und beinhaltet insgesamt Eintrage von
48725 Personen die in HLA Klasse I typisiert worden sind

(http://allelefrequencies.net/pop6001b.asp?pop_polyreg=HLA&pop_geog_region=Europe).

2.2.6.5 HLA-Annotation mittels Peptidmotiven von Gewebe- und Zellproben

Anhand der experimentellen Vorgehensweise sollten die Peptide die durch die HLA-
Liganden-Isolierung identifiziert wurden, alle ein definiertes HLA Klasse I-Motiv aufweisen.
Die Restriktion von Peptiden zu den HLA-Molekilen kann hierbei durch das spezifische

Aminosauremuster die vorliegenden HLA-Allotypen reflektieren (Di Marco, 2014). Hierfur
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kann eine computergestitzte Epitopvorhersage mit den experimentell gewonnenen Daten
durchgefuhrt werden. Insgesamt wurden zwei verschiedene Vorhersage-Programme
verwendet, welche mithilfe des von Linus Backert entworfenen Programms Aigandomatfi
durch eine einzige Suche analysiert werden kdnnen. Zum einen gibt es das Programm
SYFPEITHI (hausinterne Version 03.02.15), welches neben einer Vielzahl von MHC Klasse
I- und ll-Liganden auch bereits beschriebene T-Zellepitope enthalt (Rammensee, Bachmann
et al., 1999). Das zweite Programm NetMHC Version 3.4 basiert auf der Bindeaffinitéat eines
Peptids zu HLA-Allotypen (Lundegaard, Lund et al., 2008). Um die Wahrscheinlichkeit zu
erhdhen nur echte HLA Klasse I-Liganden in die Analyse aufzunehmen, wurden folgende

Filterkriterien angelegt (siehe Tabelle 2.17).

Tabelle 2.17: Filterkriterien fir HLA Klasse I-Liganden

Kriterium Filter
Ladungszustand 2-3
lonscore 015
Rang 1
Massenabweichung O5 ppm
FDR 0,01
Peptidlange 8-12

Die daraus resultierende Peptidliste wird nun genutzt um den Abgleich mit den zwei
verschiedenen Datenbanken durchzufihren. SYFPEITHI basiert auf experimentell
gewonnenen Daten von natirlichen HLA-Liganden die von den zugehdrigen HLA-Molekilen
eluiert wurden. Aufgrund dieser Daten wurden Matrizen gebildet fur die jeweiligen HLA-
Allotypen, die eine Aussage dariber machen, welche Ankeraminoséure in welcher Position
bevorzugt wird. Die Motiviibereinstimmung wird durch die Matrizen mit Punkten bewertet,
wobei die héchste erreichte Punktzahl (hohe Motiviibereinstimmung) die Zuordnung des
Peptids zu dem Allotyp bestimmt. NetMHC basiert ebenso auf experimentell gewonnen
Daten, wobei hier die Interaktion des Peptids mit den HLA-Allotypen bewertet wird. Bewertet
wird, bei welcher Konzentration ein bestimmtes Peptid zu 50% an ein definiertes HLA-
Molekil bindet. Dieser Wert wird in nM angegeben und starke Binder werden mit unter 50

nM definiert.

Einige Allotypen &hneln sich in ihrem Peptidmotiv stark. Darum werden sie gruppiert um ein
klareres Ergebnis zu erzielen. Jedes Peptid kann nur einmal einem Alloyp oder einer

Allotypgruppe zugeordnet werden.

2.2.6.6 Identifikation von HLA-Allotypen Uber prasentierte HLA-Peptide

Alle Proteine die in der Zelle oder endosomal abgebaut werden, haben rein theoretisch die

Chance als Peptid auf ein HLA-Molekul gebunden und an der Zelloberflache prasentiert zu
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werden. Dies gilt auch fur HLA-Proteine. Fir die Suche wurden hierfur die Filterkriterien von
Tabelle 2.17 angelegt. Zusatzlich wurden Liganden-Daten von HLA Klasse IlI-Analysen
herangezogen, um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, prasentierte HLA-Peptide zu finden.
Der hierfur angelegte Filter fur die Liganden-Daten ist in Tabelle 2.18 zu sehen.

Tabelle 2.18: Filterkriterien fur Klasse II-Liganden

Kriterium Filter
Ladungszustand 2-4
lonscore O 20
Rang 1
Massenabweichung O 5 pg
FDR 0,01
Peptidlange 8-25

2.2.6.7 Quantifizierung tber isotopenmarkierte Peptide

Die Quantifizierung Uber isotopenmarkierte Peptide ist eine gangige Methode in der
Proteomik. Durch die gesammelte Erfahrung Uber mehrere Experimente hinweg konnten
immer wieder Peptide entdeckt werden, die nicht nur spezifisch fur einen HLA-Allotyp waren
sondern auch relativ zuverlassig identifiziert wurden. Uber die natiirlich vorkommenden
Peptide ist es moglich eine Quantifizierung Uber kinstlich hergestellte Peptide zu treffen.
Dafur werden die kunstlichen Peptide in einer definierten Menge zu der Probe mit den
Peptiden unbekannter Menge beigemischt um somit eine Aussage zu treffen. Um das
kinstliche Peptid von dem natirlichen zu unterscheiden wird in der Sequenz eine

isotopenmarkierte Aminosaure eingebaut.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse von T-Zellstimulationen in vitro

Die T-Zellstimulation in vitro stellt in der Peptid-basierten Immuntherapie ein gutes Werkzeug
dar, um die Immunogenitat von HLA Klasse I-Peptiden an menschlichen Zellen in einem
hohen Durchsatz zu testen. Die mit HLA:Peptid-Komplex beladenen kunstlichen Zellen
werden zusammen mit Kostimulationsfaktoren zu isolierten CD8-positiven Zellen gegeben,
um eine Antigen-spezifische Antwort auszuldsen. Diese wiederum lasst sich durch
Farbemethoden visualisieren und analysieren. Im Folgenden werden die grundlegende
durchflusszytometrische Auswertung vorgestellt sowie die Ergebnisse verschiedener

Projekte, bei denen die T-Zellstimulation in vitro im Mittelpunkt steht.

3.1.1 Analyse von aAPC-Stimulationen mittels durchflusszytometrischer

Analyse

Die Analyse von CD8-positiven T-Zellen erfolgte, wenn nicht anders erwéahnt, mittels einer
Oberflachenfarbung und durchflusszytometrischer Analyse. Der Nachweis von Antigen-
spezifischen T-Zellen ist die Bindung des TCR an das HLA-Tetramer. Um unspezifische
Bindungen und somit falsch-positive Ergebnisse auszuschliel3en wurden alle in der Analyse
verwendeten HLA-Tetramere auch auf Spenderzellen getestet, die nicht den passenden
HLA-Allotyp besitzen (siehe 3.1.1.2). Als weitere Negativ-Kontrolle dienten Zellen, die mit
HLA-Monomeren stimuliert wurden, welche ein anderes Peptid gebunden hatten als das fir
die Analyse verwendete HLA-Tetramer. Dadurch sollte eine unspezifische Stimulation der
Zellen ausgeschlossen werden. Falls geniigend Zellen nach der CD8-Isolation vorhanden
waren, wurde zusatzlich eine Farbung und Analyse der Zellen ex vivo durchgefiihrt. Dies
sollte der Uberpriifung dienen ob die positive Population durch die aAPC-Stimulation erzeugt

wurde oder schon vor der Simulation vorhanden war.
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Abbildung 3.1: Uberprifung von unspezifischen Bindungen von HLA-Tetrameren

Links abgebildet ist eine Antigen-spezifische CD8-positive T-Zellpopulation, welche mit einem HLA-B*07:02-
Tetramer nachgewiesen wurde. Die Abbildung in der Mitte zeigt die Farbung und Analyse mit demselben HLA-
Tetramer, aber mit Zellen welche nicht mit dem HLA-B*07:02-Monomer stimuliert wurden. Die rechte Abbildung
zeigt mit HLA-Tetramer gefarbte unstimulierte CD8-sortierte Zellen.

Um die Anzahl Antigen-spezifischer CD8-positiver T-Zellen bewerten zu kdnnen, wurden nur
lebendige und einzelne Zellen in der Analyse betrachtet (siehe Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Auswertestrategie fir die Analyse von Antigen-spezifischen CD8-positiven T-Zellen

Die Auswahl der lebenden und einzelnen Zellen erfolgt hierarchisch. Dies hat zur Folge, dass nur Zellen die sich
in dem gate befinden, betrachtet werden. Als erstes wurden die Lymphozyten ausgewahlt (oben links). Dies
erfolgt durch GroRe und Granularitéat der Zellen (Vorwarts- und Seitwartsstreulicht (FSC gegen SSC)). aAPCs
(links oben) und Zelltrimmer von abgestorbenen Zellen (von links unten nach rechts oben ziehend) konnten
somit aus der Analyse entfernt werden. Im néchsten Schritt wurde die FCS-Flache (FSC-A) gegen die Hohe
(FCS-Height) aufgetragen um Dupletten zu entfernen (oben rechts). Durch den Farbstoff Aqua LiveDead konnten
die lebenden von den toten Zellen getrennt werden (unten links). Unten rechts werden die CD8-positiven Antigen-
spezifischen T-Zellen durch das fluoreszenzgekoppelte HLA-Tetramer visualisiert. Diese Abbildung wurde
reprasentativ fur alle Analysen der T-Zellstimulationen mit den Spenderzellen J65 durchgefuhrt. Stimuliert und
gefarbt wurden die Zellen mit einem HLA-B*07:02-Monomer mit gebundenem Peptid RPPIFIRRL.
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3.1.1.1 Definition positiver T-Zellstimulationen

Bei biologischen Proben besteht oft die Schwierigkeit einer einheitlichen Analyse der
Ergebnisse. Um falsch-positive und falsch-negative Ergebnisse auszuschlieRen wurde in
dieser Arbeit folgende Regel angewendet: eine T-Zellstimulation wird als positiv gewertet,
wenn der Prozentwert der Antigen-spezifischen T-Zellen mindestens bei 0,10% oder doppelt
so hoch im Vergleich zur Negativ-Kontrolle liegt. In Abbildung 3.3 sind von verschiedenen
Spenderzellen Antigen-spezifische T-Zellpopulationen gezeigt. Die Bewertung einer
positiven T-Zellstimulation wurde anhand der Negativ-Kontrolle getroffen. Die obere
Abbildung zeigt eine Antigen-spezifische T-Zellpopulation, die nicht den Wert von 0,1%
erreicht und somit als negativ gewertet werden muss. Die zweite Abbildung ist im Vergleich
zu der negativen Kontrolle eine positive Antigen-spezifische T-Zellpopulation. Bei der
untersten Abbildung ist der Wert der Negativ-Kontrolle hoch, die T-Zellstimulation kann aber

anhand der gré3eren T-Zellpopulation als positiv gewertet werden.
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Abbildung 3.3: Positive T-Zellstimulationen

Abgebildet sind drei Beispiele aus T-Zellstimulationen (jeweils linkes Bild) mit der zugehodrigen Negativ-Kontrolle
(jeweils rechtes Bild). Die gates zeigen den prozentualen Anteil CD8- und HLA-Tetramer-positiver T-Zellen an.
Die Abbildungen stammen aus Analysen von unterschiedlichen Spenderzellen.
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3.1.1.2 Kontrolle der HLA-Tetramere

Um auszuschlieRen, dass die positiv bewerteten Zellpopulationen nicht aus einer
unspezifischen Bindung resultieren, wurden eine zuséatzliche Farbung mit sogenannten
mismatch- (Nichtlibereinstimmung) Spenderzellen durchgefuhrt. Hierbei stimmt der HLA-
Allotyp der Zellen nicht mit dem gebundenen HLA-Monomer Uberein.
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Abbildung 3.4: Ausschluss unspezifischer HLA-Tetramerbindungen

Die ersten drei Abbildungen stammen aus Abbildung 3.1. Die rechte Abbildung zeigt die Farbung des HLA-
Tetramers auf Zellen eines Spenders, der in keinem HLA-Lokus HLA-B*07:02 kodiert und welche somit das
B*07:02-Tetramer nicht binden durften. Der direkte Vergleich zu Spenderzellen, die den Allotyp tragen zeigt, dass
Farbung und Analyse spezifisch fiir Antigen-spezifische T-Zellen sind.

3.1.1.3 MACS-Protokolloptimierung

Die Zellsortierung tber magnetisch gekoppelte Antikorper ist eine schnelle und effektive
Methode. Das MACS-Kit wird mit firmeneigenem Protokoll geliefert. Durch den hohen
Verbrauch an MACS-Kit kam die Uberlegung auf, ob durch Reduzierung des
Materialeinsatzes eine Ersparnis bei gleichbleibender Ausbeute und Qualitat moglich ware.

In Abbildung 3.5 ist ein Vergleich des firmenvorgegebenen Protokolls, hier al s

gekennzeichnet, mit dem neuen Protokoll (B e z e i ¢ h n u) augsehdnn lm meuen Protokoll
wurden alle Puffer- und Kit-Einsétze mit dem Multiplikator 0.75 verrechnet. Zellen aus zwei
Spendern wurden aufgeteilt und mit dem alten sowie neuen Protokoll behandelt. Wie in
Abbildung 3.5 zu sehen, ist durch Reduzierung an Material kein Verlust an isolierten Zellen
sichtbar (linke Abbildung). Um nicht an die Matrix gebundene CD8" T-Zellen mit in die
Auswertung einzubeziehen wurde der Durchfluss ebenfalls mit analysiert (rechte Abbildung).

Minimale Abweichungen kénnen durch den Einfrier- und Auftauprozess entstehen.
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Abbildung 3.5: Optimierung des MACS-Protokolls

Abgebildet sind gefarbte Zellen von zwei Spendern (J209 und J200), die mit dem alten und dem neuen MACS-
Protokoll behandelt wurden. Links ist die aufgereinigte Probe (nach MACS-Isolierung) abgebildet und rechts der
Durchfluss, der keine CD8" T-Zellen mehr beinhalten diirfte.

3.1.1.4 Bindung und Biotinylierung von Antikdrpern

Bei der kunstlichen T-Zellstimulation mit aAPCs verwendet man zusatzlich zu dem
HLA:Peptid-Komplex kostimulatorische Antikorper, um eine optimale Stimulation der T-Zellen
zu erhalten. Fiur die Bindung an die Streptavidin-gekoppelte Oberflache der aAPC wurden
die hausintern produzierten Antikdrper tUber einen Biotinylierungs-Kit biotinyliert.

Um die Biotin-Kopplung zu tberprifen wurden die biotinylierten Antikrper mit aufgetauten
Zellen getestet (siehe 2.2.3.6). Dadurch zeigte sich, ob die Antikorper in der Lage waren ihr
Antigen auf den Zellen zu erkennen (Sekundarantikdrperfarbung in Abbildung 3.6, links) und
ob diese Antikorper biotinyliert sind (PE-gekoppeltes Streptavidin). In Abbildung 3.6 ist zu
erkennen, dass die Biotinylierung von OX40- (blau) und CD28-Antikdrpern (rot) erfolgreich
war. Die Signale grenzen sich beide klar von der Isotyp-Kontrolle ab. Auf den Zellen kann
man eine erhohte Expression von CD28-Antigen im Vergleich zu dem 0OX40-Antigen
feststellen. Die Bindung des OX40-Antikorpers an T-Zellen wurde bereits von Martin
Hoffmann bewiesen. Bei der Farbung in verschiedenen Antikérper-Konzentrationen

(0,625 pg/ml bis zu 10 pg/ml) waren keine Unterschiede erkennbar.
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Abbildung 3.6: Biotinylierungs- und Bindungsnachweis des CD28- und OX40-Antikorpers

Abgebildet ist oben in blau die Bindung und Biotinylierung des OX40-Antikbrpers sowie unten in rot die des
CD28-Antikdrpers. Aufgetragen sind die Farbungen gegen eine Isotyp-Kontrolle. Die Antikdrper wurden in
mehreren Konzentrationen geféarbt. In der helleren Farbe ist ein 0,625 pg/ml- und in dunklerer Farbe ein 10 pg/ml-
Ansatz gezeigt.

3.1.2 Das MultiPro-Projekt

Um fir die Peptid-basierte Immuntherapie Impfpeptide zu identifizieren wird in unserer
Arbeitsgruppe Patientenmaterial malignen sowie benignen Ursprungs auf Unterschiede in
der Peptidprasentation untersucht. Dafiir werden die Zellen oder das Gewebe zerkleinert,
HLA-Molekile isoliert, gebundene Liganden eluiert und mittels massenspektrometrischer
Analyse identifiziert. Das Ziel des MultiPro-Projekts ist die Identifizierung von geeigneten
Impfpeptiden fir Prostata-Krebspatienten mit einem biochemischen Rezidiv. Dafiir wurden
aus Prostata-spezifischem Gewebe HLA-Liganden isoliert, identifiziert und charakterisiert.
Die Isolation und Auswahl der Peptide erfolgte durch Christian Hotz (Hotz, 2014). Um
identifizierte Kandidaten-Peptide in eine klinische Studie zu bringen, sollte vorab gezeigt
werden, dass diese Peptide eine Immunantwort induzieren kdnnen und somit ein wertvoller
Bestandteil des Impfcocktails waren.

Um einen hohen Test-Durchsatz der Peptide in kurzer Zeit zu bewerkstelligen, wurde die
kunstliche T-Zellstimulation verwendet. Dafir wurden die Kandidaten-Peptide auf HLA-
Molekile gebunden um sie dann mit einem kostimulatorischen Antikdrper gegen CD28 an
kinstliche Antigen-prasentierende Zellen zu binden. Diese aAPCs werden dann verwendet

um CD8-positive T-Zellen aus gesunden Spendern in vitro zu stimulieren. Im Idealfall kann



Ergebnisse 66

dann eine Antigen-spezifische Antwort Uber eine HLA-Tetramerfarbung nachgewiesen
werden. Diese Antigen-spezifische Antwort kann einen Hinweis auf Funktionalitdt und
Ziel
unterschiedlichem HLA-Bindemotiv zu finden um die HLA-Allotyp-Abdeckung

Immunogenitdt des Peptides in vivo geben. ist es aulBerdem Peptide mit
in der
Bevilkerung zu erhdhen. Zudem konnen mehrere Peptide aus unterschiedlichen
Quellproteinen eine Evolution und Evasion des Tumors maoglicherweise verhindern. Die
Isolation, HLA-Zuordnung sowie Vorauswahl der Peptide wurden von Christian Hotz

durchgefihrt (Hotz, 2014) und werden hier nicht weiter ausgefihrt.

Das MultiPro-Projekt ist ein multizentrisches Projekt in Kooperation mit der Technischen
der LMU

Munchen sowie der Technischen Universitat Minchen. Dies hat den Vorteil, dass durch die

Universitat Dresden, dem Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg,
Verteilung eine héhere Anzahl an Peptiden in kiirzerer Zeit getestet werden kann. In Tabelle
3.1 befinden sich die getesteten Peptidsequenzen mit ihrer HLA-Zuordung, Proteinherkunft
sowie die Anzahl der Spenderzellen, an denen das Peptid in einer HLA-Tetramerfarbung
positiv getestet wurde. Weitere Peptide die von den Kolleginnen Stefanie Souczek und Janet
Peper sowie den Kooperationspartnern des MultiPro-Projekts gemessen wurden, sind im
Anhang aufgelistet

Tabelle 3.1: Getestete Peptide aus dem MultiPro-Projekt

Herkunft

Positiv getestete

(Position) Sequenz HLA-Restriktion Spender/
Spender getestet

MYH11 (134-142) YSEKIVDMY A*01:01 0/3
RAM (19-29) FTENDKEYQEY A*01:01 0/1
MYLK (718-726) GTQPWEFISK A*11:01 1/2
IGF1 (5-13) SSLPTQLFK A*11:01 3/4
MYH11 (352-362) SVLQLGNIVFK A*11:01 1/3
HDAC1/2 (86- 94; 87-95) | EYSKQMQRF A*24:02 0/2
FOLH1 (606-614) KYADKIYSI A*24:02 1/2
KLK2 (128-137) EPAKITDVVK A*68:01 0/1
MYH11 (1933-1941) ETSFVPSRR A*68:01 1/1
KLK4 (105-113) HPEYNRPLL B*07:02 4/5
EP300 (15-23) RPKLSSPAL B*07:02 0/1
HDGF (231-240) APGIRDHESL B*0702 2/4
KLK2 (87-96) GQRVPVSHSF B*15:01 0/1
KLK2 (35-43) SQPWQVAVY B*15:01 0/1
MCL1 (67-75) VQRNHETAF B*15:01 0/1
NKX3.1 (91-99) AETEPERHL B*40:02 0/1

Die Auswertung der HLA-Tetramerfarbung nach einer T-Zellstimulation mit aAPCs in vitro ist
in Abbildung 3.7 an dem Beispiel HPEYNRPLL aus dem Protein Kallikrein-4 zu sehen.
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Abgebildet ist der prozentuale Anteil HLA-Tetramer- und CD8-positiver T-Zellen in
unterschiedlichen Spenderzellen. Die roten Punkte stellen eine Antigen-spezifische T-
Zellpopulation in einem well dar. Negativ bewertete wells werden in blau dargestellt. Diese
Bewertung wurde in Bezug auf die Negativ-Kontrolle getroffen und ist anhand von zwei
Experimenten (Spender J65 und J72) verdeutlicht. Hierbei gelten die in Kapitel 3.1.1.1
aufgestellten Regeln. Wenn die Negativ-Kontrolle 0,00% entspricht, dann muss eine Antigen-
spezifische Population mindestens 0,1% betragen. Ist die Negativ-Kont r ol | e |

die Antigen-spezifische Population mindestens den doppelten Wert erreichen.
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Abbildung 3.7: Stimulationen verschiedener Spenderzellen mit dem Peptid HPEYNRPLL

Links ist ein Uberblick tiber T-Zellen, die mit dem Peptid HPEYNRPLL in vitro stimuliert und gefarbt wurden. Ein
Punkt entspricht einem well im Experiment. In jedem Experiment wurde die Negativ-Kontrolle gegen die Antigen-
spezifische Population aufgetragen. Rechts abgebildet sind zwei Ausziige aus Experimenten mit den
Spenderzellen J65 und J72. Der in der Tabelle grau unterlegte Wert zeigt den héchsten negativen Wert an. Rote
Zahlen zeigen Antigen-spezifische T-Zellpopulationen an.

Fur sieben von den insgesamt 16 getesteten Peptiden konnte eine Antigen-spezifische

Population nachgewiesen werden.

3.1.3 Optimierung

Etablierte Methoden in einem Labor sollten neben ihrer Funktionalitat auch vergleichbar sein.
Eine bestehende Methode zu optimieren heilt, den Faktor der Funktionalitdt zu erhéhen
ohne den der Vergleichbarkeit herabzusetzen. Eine optimierte Methode muss im Vergleich
mit der alten Methode in Konkurrenz treten und mit einem verbesserten Ergebnis

hervorgehen.

Bei einem komplexen Thema wie der T-Zellstimulation mit kinstlichen APCs sind

Optimierungen immer erwiinscht um das kinstliche Konstrukt nédher an die in vivo-Situation

0, 00%
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zu bringen und dabei die Ausbeute immunogener Peptide zu erhdhen. Optimierungen

konnen an den verschiedensten Stellen eingebracht werden.

In dieser Arbeit wurde durch zwei Faktoren versucht das kinstliche System zu optimieren:
die wahrend der Stimulation hinzugegebenen kostimulatorischen Antikorper auf den aAPCs
und die Zytokine. Der Erfolg einer Optimierung im Bereich der T-Zellstimulation kann an drei
verschiedenen Anhaltspunkten gezeigt werden: die Anzahl der positiven wells pro Peptid, die
Anzahl der Peptid-spezifischen T-Zellen und die Funktionalitdt der Antigen-spezifischen T-

Zellen. Eine Verbesserung in allen Punkten stellt das zu erreichende Ziel dar.

3.1.3.1 Kostimulatorischer Antikdrper UOX40

Neben dem kostimulatorischen Signal des CD28-Molekiils, welches fiir eine T-Zellstimulation
unabdingbar ist, gibt es viele sekundére kostimulatorische Molekiile, die einen Einfluss auf
den Verlauf einer T-Zellaktivierung haben kénnen. Darunter fallt auch das nicht konstitutiv
exprimierte Molekll CD134/0X40. Dieses Molekil wird erst 24-72 Stunden nach der
Aktivierung von T-Zellen auf der Oberflache exprimiert und wirkt sich positiv auf Proliferation
und Entwicklung der Population aus. Der verwendete Antikdrperklon wurde von Martin
Hoffmann produziert und freundlicherweise zur Verfigung gestellt. In dieser Kooperation
wurden Antikdrper von Klon 20 biotinyliert und auf den aAPCs in einem Antikérper-Verhaltnis
von 3:1 verwe@d3) (UCD28: U

Kriterien der Optimierung waren die Anzahl positiver wells in einem Experiment (Positiv-
Kontrolle eingeschlossen), der héchste Prozentwert einer HLA-Tetramer- und CD8-positiven
T-Zellpopulation sowie der Durchschnitt () der positiv gemessenen Frequenzen. Insgesamt

wurden 14 Spendern getestet und in Tabelle 3.2 aufgelistet.
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Tabelle 3.2: Optimierungskriterien nach einer aAPC-Stimulation mit UOX40

Spender  Antikéroer Anzahl positiver wells  Hochster Frequenzwert Frequenz
P P (Peptid-ubergreifend)  (HLA-Tetramer/CD8")  (HLA-Tetramer’/CD8")
CD28 17 13,11 1,49
Jsl
CD28:0X40 22 10,32 1,95
CD28 2 0,45 0,43
J94
CD28:0X40 2 3,33 1,87
CD28 7 4,03 1,61
J114
CD28:0X40 5) 8,09 3,99
CD28 0 0 0
J159 CD28:0X40 12 2,73 0,46
OX40 12 0,54 0,31
CD28 11 2,78 1,39
J173 CD28:0X40 8 3,33 2,07
0OX40 1 1,12 1,12
CD28 0 0 0
J184 CD28:0X40 0 0 0
OX40 0 0 0
CD28 0 0 0
J186 CD28:0X40 0 0 0
OX40 0 0 0
CD28 1 0,44 0,44
J191 CD28:0X40 0 0 0
OX40 0 0 0
CD28 0 0 0
J194 CD28:0X40 0 0 0
OX40 0 0 0
CD28 1 0,19 0,19
J197 CD28:0X40 0 0 0
OX40 0 0 0
CD28 0 0 0
J199 CD28:0X40 0 0 0
OX40 0 0 0
CD28 8 3,63 1,54
J200 CD28:0X40 6 2,33 1,50
0OX40 1 0,53 0,53
CD28 3 1,26 0,86
J206
CD28:0X40 0 0 0
CD28 0 0 0
J209
CD28:0X40 1 0,21 0,21

Die drei Anhaltspunkte (Anzahl positiver wells, hdchste erreichte Frequenz und der

Durchschnitt) sollten Aufschluss dartiber geben, ob eine Optimierung der Methode erreicht

werden konnte. Drei Spender (J184, J186 und J199) konnten in keinem der Ansatze eine



Ergebnisse 70

HLA-Tetramer-positive T-Zellpopulation aufweisen. Die Kombination der Antikorper CD28
und OX40 konnte nur bei Zellen von drei aus 14 Spendern eine hohere Anzahl positiver
wells erreichen als der Standard (CD28-Antikorper alleine). Der Standard war in 5/14
Ansatzen besser als die Kombination. Bei der Anzahl der wells konnte keine Optimierung
erreicht werden. Im Vergleich der hochsten gemessenen Frequenz HLA-Tetramer-positiver
Zellen konnte die Optimierung 5x den hochsten Wert erreichen. Der Standard war in vier
Experimenten hoher als die Kombination, aber nur dann wenn in der Kombination keine
positiven wells zu beobachten waren (siehe Spender J191, J197 und J206). Mit dem
Durchschnitt der Frequenz verhélt es sich gleich. Allgemein zeigen die Ergebnisse eine
starke Heterogenitat in den Experimenten. Die Standardmethode (CD28-Antikdrper alleine)
zeigt genauso wie die Kombination beider kostimulatorischen Antikdrper einen Spender-
abhangigen Vorteil. In Abbildung 3.8 ist ein Beispiel aus vier Experimenten die entweder mit
dem CD28-Antikdrper alleine, einer Kombination aus CD28:0X40-Antikérpern oder nur mit
UOX40 stimuliert wurden. Anhand dieser Beispiele soll die Spender-abhéngige Heterogenitat

der Ergebnisse verdeutlicht werden.
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Abbildung 3.8: Verwendung der CD28- und OX40-Antikorper in unterschiedlichen Kombinationen

Abgebildet sind die prozentualen Werte von HLA-Tetramer-positiven T-Zellen nach einer aAPC-Stimulation in
vitro. Entweder wurde die aAPCs mit CD28-Antikdrper alleine, einer Kombination von CD28:0X40-Antikérpern
oder, falls genligend Zellen vorhanden, mit OX40-Antikdrper alleine beladen. In jedem Experiment wurde die
Negativ-Kontrolle gegen die getesteten Peptide aufgetragen. Ein Punkt entspricht einem well im Experiment, rote
Punkte zeigen Antigen-spezifische T-Zellpopulationen an.

Auffallig ist, dass wenn beide Antikdrper einzeln eine positive Population erzeugen, die
durchschnittliche Frequenz unter Verwendung der Antikérper-Kombination héher ist. Dies
kann an dem positiven Einfluss des OX40-Signals fur das Uberleben von T-Zellen liegen.

Unterstitzt wird diese Theorie von den in Abbildung 3.9 gezeigten Daten mit Zellen aus
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Spender J159. Durch starke Temperaturschwankungen des Zellkulturinkubators (bis zu
41°C) starben alle Zellen, die nur mit dem CD28-Antikorper stimuliert wurden ab. Lebendige
Zellen waren nur bei Stimulationen mit dem OX40-Antikdrper vorhanden. Dieses durch Zufall
generierte Experiment konnte ein Hinweis darauf geben, dass bei langen Zellkulturen die
Verwendung des OX40-Antikorpers einen positiven Einfluss auf die Anzahl und das
Uberleben von T-Zellen hat.
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Abbildung 3.9: Anzahl lebender Zellen des Spenders J159 unter Verwendung des CD28- und OX40-
Antikorpers

Die erste Abbildung von links zeigt den prozentualen Wert von HLA-Tetramer-positiven T-Zellen in den
verschieden Ansétzen. Die mittlere Abbildung zeigt die Anzahl der Zellen die HLA-Tetramer-positiv gewertet
wurden. Rechts abgebildet ist die Anzahl von lebenden Zellen in jedem well.

Die Optimierung wurde im Rahmen von T-Zellstimulationen

in vitro mit Peptiden
durchgefuhrt. Hierbei wurden Peptide aus verschiedenen Projekten verwendet (MultiPro-,

OvCa- und RCC-Projekt).

Tabelle 3.3: Getestete Peptide aus dem MultiPro-Projekt (Antikdrper-Optimierung)

Positiv getestete Spender/

Herkunft (Position) Sequenz HLA-Restriktion Spender getestet
RAM (19-29) FTENDKEYQEY A*01:01 0/1
MYLK (718-726) GTQPWFISK A*11:01 11
IGF1 (5-13) SSLPTQLFK A*11:01 1/2
MYH11 (352-362) SVLQLGNIVFK A*11:01 1/2
MYH11 (1933-1941) ETSFVPSRR A*68:01 1/1
KLK4 (105-113) HPEYNRPLL B*07:02 1/1
EP300 (15-23) RPKLSSPAL B*07:02 0/1
NKX3.1 (91-99) AETEPERHL B*40:02 0/1

Es konnte mit funf von acht Peptiden aus dem MultiPro-Projekt eine HLA-Tetramer-positive

T-Zellpopulation beobachtet werden.
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Tabelle 3.4: Getestete Peptide aus dem RCC-Projekt (Antikdrper-Optimierung)

Positiv getestete Spender/

Herkunft (Position) Sequenz HLA-Restriktion Spender getestet
AHNK?2 (3395-3403) SLDVSAPKV A*02:01 2/3
ATX10 (443-453) GLADASLLKKV A*02:01 0/1
DEGS1 (83-91) SMTLAIHEI A*02:01 1/3
RGS5 (102-112) KIKSPAKMAEK A*03:01 0/1
EHD2 (394-402) MPLLRQEEL B*07:02 1/3
RAD (99-107) APGVGKSAL B*07:02 0/1

Insgesamt konnte mit 50% der Peptide (3/6) aus dem RCC-Projekt eine HLA-Tetramer-

positive T-Zellpopulation beobachtet werden.

Tabelle 3.5: Getestete Peptide aus dem OvCa-Projekt (Antikdrper-Optimierung)

Positiv getestete Spender/

Herkunft (Position) Sequenz HLA-Restriktion Spender getestet
MUC16 (11192-11200) KMISAIPTL A*02:01 0/1
MUC16 (21261-21269) GTSGTPVSK A*11:01 1/1

KI67 (606-615) SSKSQTEVPK A*11:01 0/1
12301 (297-306) RYMPPAHRNF A*24:02 1/2
12301 (222-230) NPKAFFSVL B*07:02 1/2
MUC16 (21606-21614) SPLFQRSSL B*07:02 0/1

MUC16 (3301-3309) TPGGTRQSL B*07:02 11

MUC16 (4900-4908) RETSISQEI B*18:01 0/1

MUC16 (9509-9517) TETEAIHVF B*18:01 0/1

Von 9 verschiedenen Peptiden aus dem OvCa-Projekt konnten 4 davon eine Antigen-

spezifische T-Zellpopulation nach der HLA-Tetramerféarbung zeigen.

3.1.3.2 Interleukine

Eine weitere Optimierungsmaoglichkeit liegt in der Zugabe verschiedener Zytokine um bei der
kunstlichen aAPC-Stimulation das natlrliche System optimal zu simulieren. Hierflir wurden
drei unterschiedliche Zytokine (IL-21, IL-7 und IL-15) bei der aAPC-Stimulation mit IL-12
zusatzlich hinzugefiigt. Die Zytokine wurden wegen ihres positiven Einflusses auf Zellteilung,
Wachstum und CD8"-Effektor-Funktion ausgewahit.

Anhand von drei Anhaltspunkten wurde die Optimierung durch den zusatzlichen Gebrauch
der Zytokine gemessen: die Anzahl der positiven wells in einem Experiment (Positiv-
Kontrolle eingeschlossen), der hochste Frequenzwert einer HLA-Tetramer- und CD8-
positiven T-Zellpopulation sowie der Durchschnitt ( ) der positiv gemessenen Frequenzen.

Insgesamt wurden Zellen von sieben Spendern getestet.
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Tabelle 3.6: Spenderzellen und Ergebnisse der Interleukin-Optimierung

Spender  Zvtokine Anzahl positiver wells Hochster Frequenzwert Frequenz
P y (Peptid-tbergreifend)  (HLA-Tetramer’/CD8")  (HLA-Tetramer’/CD8")
IL-12 3 1,46 1,15
Jo3
IL-12+IL-21 3 1,69 1,08
IL-12 2 0,45 0,43
J206
IL12+IL-21 1 3,33 3,33
IL-12 3 2,94 1,05
J209
IL-12+IL-21 4 3,52 0,98
IL-12 6 3,43 1,65
J212 IL-12+IL-21 13 8,06 2,56
IL-12+IL-7 9 2,57 0,97
IL-12 2 1,20 0,66
J216 IL-12+IL-21 4 0,29 0,21
IL-12+IL-7 1 0,21 0,21
IL-12 4 3,88 1,10
J220 IL-12+IL-21 2 0,25 0,23
IL-12+IL-7 0 0 0
IL-12 8 1,80 0,56
J222 IL-12+IL-21 8 3,65 1,00
IL-12+IL-15 4 2,11 0,86

Die drei gewahlten Anhaltspunkte helfen, eine erfolgreiche Optimierung der Methode zu
bewerten. Bei der Anzahl positiver wells zeigte das Interleukin 21 im Vergleich zum Standard
eine Spender-abhangige Heterogenitat der Ergebnisse. Zweimal (J93 und J222) zeigten der
Standard und die IL-21-Optimierung gleiche Werte. Bei drei von sieben Spendern konnte die
IL-21-Optimierung eine hoéhere Anzahl positiver wells erreichen. Der Standard konnte nur
zweimal hohere Werte als die IL-21-Optimierung erzielen. Die Optimierung mit Interleukin 7
konnte einmal (J212) hohere Werte als der Standard erreichen, sich aber bei keinem der
Spender gegen die IL-21-Optimierung durchsetzen. IL-15 wurde nur einmal in dem
Experiment J222 als Optimierung hinzugeflgt, konnte sich aber weder gegen den Standard
noch gegen IL-21 behaupten. Bei 5/7 Spendern zeigte die IL-21-Optimierung den hdchsten
Frequenzwert innerhalb des Experiments. Die Werte der Optimierung mit IL-7 lagen immer
unter denen von IL-21 und dem Standard. Die Zugabe von Interleukin 15 konnte einen
hoheren Wert als der Standard erzielen. In der H6he des Frequenzdurchschnittes zeigte die
IL-21-Optimierung im  Vergleich zum Standard wieder eine Spender-abhangige
Heterogenitat. In vier von sieben Experimenten konnte der Standard die hhere Frequenz
aufweisen. Die IL-7-Optimierung konnte bei Zellen aus Spender J216 den gleichen Wert wie
mit IL-21 erreichen, war aber sonst immer unter dem Standardwert. Im Experiment mit J222-

Zellen konnte IL-15 einen besseren Wert als der Standard erreichen, aber nicht den Wert
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von IL-21 schlagen. In Abbildung 3.10 sind die HLA-Tetramer-positiven T-Zellen aus vier

verschiedenen Spendern gezeigt.
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Abbildung 3.10: 4 Stimulationen mit unterschiedlichen Interleukinen

Abgebildet sind die prozentualen Werte von HLA-Tetramer-positiven T-Zellen nach einer aAPC-Stimulation in
vitro, die mit unterschiedlichen Interleukinen behandelt wurden. Stimuliert wurde als Standard mit Interleukin 12.
Bei einer Optimierung wurde zusatzlich IL-7, IL-15 oder IL-21 zugegeben. In jedem Experiment wurde die
Negativ-Kontrolle gegen die getesteten Peptide aufgetragen. Ein Punkt entspricht einem well im Experiment, rote
Punkte zeigen Antigen-spezifische T-Zellpopulationen an. Die Antigen-spezifischen T-Zellen wurden immer mit
der zugehorigen Negativ-Kontrolle verglichen, deshalb kdnnen rote Punkte in den unteren Bereichen auftreten
und farbige (negative wells) in den oberen Bereichen.

Die Optimierung wurde im Rahmen von in vitro-Stimulationen mit Peptiden durchgefihrt.
Hierbei wurden Peptide aus verschiedenen Projekten verwendet (MultiPro-, OvCa- und
RCC-Projekt).

Tabelle 3.7: Getestete Peptide aus dem MultiPro-Projekt (Interleukin-Optimierung)

Positiv getestete Spender/

Herkunft (Position) Sequenz HLA-Restriktion Spender getestet

MYH11 (134-142) YSEKIVDMY A*01:01 0/1

Da HLA-A*01-Peptid aus dem MultiPro-Projekt konnte auch nicht mittels einer Optimierung

HLA-Tetramer-positive T-Zellen generieren.
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Tabelle 3.8: Getestete Peptide aus dem RCC-Projekt (Interleukin-Optimierung)

Positiv getestete Spender/

Herkunft (Position) Sequenz HLA-Restriktion Spender getestet
AHNK?2 (3395-3403) SLDVSAPKV A*02:01 0/1
ATX10 (443-453) GLADASLLKKV A*02:01 2/3
DEGS1 (83-91) SMTLAIHEI A*02:01 3/3
RGS5 (102-112) KIKSPAKMAEK A*03:01 0/1
SLN11/1 (489-497) RTAFTLKQK A*03:01 11
P4HAL (347-355) AEIEIVKDL B*44:03 3/3

Zwei Drittel der sechs Peptide aus dem RCC-Projekt konnten eine Antigen-spezifische T-

Zellpopulation induzieren.

Tabelle 3.9: Getestete Peptide aus dem OvCa-Projekt (Interleukin-Optimierung)

Positiv getestete Spender/

Herkunft (Position) Sequenz HLA-Restriktion Spender getestet
12301 (222-230) NPKAFFSVL B*07:02 1/1
MUC16 (21606-21614) | SPLFQRSSL B*07:02 0/1
MUC16 (3301-3309) | TPGGTRQSL B*07:02 1/1
MUC16 (4900-4908) RETSISQEI B*18:01 11
MUC16 (9509-9517) TETEAIHVF B*18:01 0/1

Bei drei von flnf Peptiden aus dem OvCa-Projekt konnte nach der in vitro-Stimulation eine

Antigen-spezifische T-Zellpopulation beobachtet werden.

3.1.3.3 Intrazelluldre Zytokinfarbung

Eine intrazellulare Zytokinfarbung (intracellular staining, ICS) gibt Aufschluss dariber,
welche Zytokine nach Kontakt mit dem Antigen in einer Zelle produziert werden. Dies kann
ein Indikator fur die Funktionalitat der Zellen sein. Das ICS bietet eine einfache und
zeitsparende Mdglichkeit Antigen-spezifische Zellen zu untersuchen. Die zuséatzlichen
Interleukine sollen die Funktionalitat, das heil3t die Effektorfunktion der T-Zellen verbessern.
Die Zellen wurden wahrend der 3-wochigen aAPC-Stimulation mit unterschiedlichen
Interleukinen (IL-12 alleine oder mit Zusatz von IL-7, IL-15 oder IL-21) stimuliert. Nach
weiteren 2-3 Wochen wurden die Zellen geféarbt und analysiert. Im Experiment J216 (siehe
Abbildung 3.11) waren genigend Zellen fur eine HLA-Tetramerfarbung vorhanden. Bei
beiden Peptiden (ELAGIGILTV und SMTLAIHEI) konnte im Vergleich zu der ersten HLA-
Tetramerfarbung ein Anstieg der Antigen-spezifischen T-Zellpopulation beobachtet werden
(siehe Tabelle 3.10). Die erste Farbung wurde eine Woche nach der letzten aAPC-
Stimulation durchgefiihrt. Die zweite Farbung wurde zusammen mit dem ICS drei Wochen

nach der ersten HLA-Tetramerfarbung durchgefihrt. Mit J220 und J222 wurde aufgrund der
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geringen Zellzahl keine HLA-Tetramerfarbung durchgefuihrt. Den hochsten Wert bei dem
Peptid ELAGIGILTV konnte der Standard erreichen. Bei dem Peptid SMTLAIHEI zeigte die
Kombination mit IL-21 den hdchsten Wert.

Tabelle 3.10: Vergleich zwischen 1. und 2. HLA-Tetramerfarbung in Experiment J216

Spender Sequenz Zvtokine HLA-Tetramer'CD8" HLA-Tetramer'CD8"
P q Y 1. Farbung (h6chster Wert) 2 Farbung
IL-12+IL-7 0,92 2,99
ELAGIGILTV IL-12 1,20 9,32
IL-12+IL-21 0,97 5,05
J216
IL-12+IL-7 0,21 0,54
SMTLAIHEI IL-12 0,12 0,44
IL-12+IL-21 0,29 2,13
1 IL-12 + IL-7 IL-12 IL-12 +1L21
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Abbildung 3.11: HLA-Tetramerfarbung der Spenderzellen J216 nach unterschiedlicher Interleukin-
Behandlung

Abgebildet sind die HLA-Tetramer- und CD8-positiven T-Zellpopulationen von Spender J216. Unterteilt sind die
Abbildungen durch die unterschiedlichen HLA-Monomere und unterschiedlichen Interleukine, die wéhrend der
kunstlichen T-Zellstimulation verwendet wurden. IL-12 alleine entspricht dem Standard und IL-7 oder IL-21 der
Optimierung.

In Tabelle 3.11 sind die Ergebnisse der intrazellularen Zytokinfarbung abgebildet. Fir jedes
Experiment werden die getesteten Peptide und Werte unterschiedlicher T-Zellpopulationen
gezeigt (HLA-Tetramerfarbung (falls vorhanden), CD107a-, IFN-o- und TNF-U-Expression).
Der Wert der doppelt positiven IFN-o / T-NF -Zellen soll die Bispezifitat und somit
Funktionalitat zeigen. Die Voraussetzung dafir, dass ein ICS ausgewertet wurde, war die

Betrachtung der Positiv- und Negativ-Kontrolle (Beispiel siehe Abbildung 3.12). Die
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getesteten Peptide sind in Kapitel 3.1.3.2 in Tabelle 3.8 aufgelistet und wurden darum hier

nicht nochmals aufgefiihrt.
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Fortsetzung von Abbildung 3.12 auf ndchster Seite.
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Abbildung 3.12: ICS mit dem Peptid ELAGIGILTV (Experiment J216)

Gezeigt sind die T-Zellpopulationen von Experiment J216 nach intrazellulédrer Farbung. In allen Abbildungen ist
die Negativ- sowie Positiv-Kontrolle im Vergleich mit dem getesteten ELAGIGILTV-Peptid zu sehen. Die Negativ-
Kontrolle wurde mit einem irrelevanten Peptid durchgefuhrt. Fir die Positiv-Kontrolle wurden PMA und lonomycin
zu den Zellen gegeben. Oberhalb der Abbildungen ist die Zugabe der Zytokine erkennbar. Abgebildet ist die
Analyse der Zellen in ihrer Markerexpression von CD107a (oben), Interferon-o und Tumornekrosefaktor-U (unten).
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Tabelle 3.11: Charakterisierung der T-Zellen nach ICS in verschiedenen Experimenten

Spender Sequenz Zytokine Ter'r;g-ef IFN-o" TNF-U  CD107a’ ‘ll"T\lNFolf}{
IL-12 9,32 1,86 0,93 27,60 0,78
ELAGIGILTV IL-12+IL-21 | 5,05 5,70 2,85 18,80 2,14
P IL-12+IL-7 | 2,99 1,22 0,00 32,65 0,00
IL-12 0,44 1,24 0,15 10,18 0,00
SMTLAIHEI IL-12+IL-21 | 2,13 0,29 0,05 5,00 0,05
IL-12+IL-7 | 0,54 0,23 0,12 14,10 0,00
IL-12 / 0,00 0,07 0,00 0,00
AEIEIVKFDL IL-12+IL-21 | / 0,07 0,18 0,07 0,06
IL-12+IL-7 |/ 0,05 0,18 0,05 0,02
IL-12 / 0,43 0,35 0,35 0,26
KIKSPAKMAEK | IL-12+IL-21 | / 0,06 0,20 0,06 0,05
31220 IL-12+IL-7 |/ 0,03 0,10 0,03 0,02
IL-12 / 0,03 0,09 0,03 0,02
RTAFTLKQK IL-12+1L-21 | / 0,07 0,05 0,07 0,01
IL-12+IL-7 |/ 0,01 0,03 0,01 0,00
IL-12 / 0,00 0,00 0,00 0,00
TVFDAIRAAK IL-12+1L-21 | / 0,31 1,11 0,31 0,29
IL-12+IL-7 |/ 0,00 0,02 0,00 0,00
IL-12 / 5,50 29,42 69,53 3,98
AEIEIVKFDL IL-12+IL-21 | / 6,14 10,62 86,56 2,41
IL-12+IL-15 | / 3,30 15,24 83,63 0,96
IL-12 / 14,02 31,41 64,71 7,88
J222* SMTLAIHEI IL-12+IL-21 | / 6,66 24,33 74,58 4,72
IL-12+IL-15 | / 3,41 10,23 88,18 1,14
IL-12 / 8,35 12,39 86,33 6,75
ELAGIGILTV IL-12+IL-21 | / 80,48 84,98 7,28 71,05
IL-12+IL-15 | / 37,18 70,95 27,22 35,31

1: durch einen Aufnahmefehler wéhrend der Messung beziehen sich die Werte nicht auf alle aufgenommenen
Zellen, sondern nur auf die in dem FITC'gate (CD107a) analysierten Zellen. Die Werte in der Spalte CD107a"
beziehen sich auf die Anzahl Zellen, die IFN-o”und TNF-U aber CD107a" sind.

Mit Zellen des Spenders J216 ist die hdchste Frequenz an HLA-Tetramer-positiven T-Zellen
je nach Peptid in der Optimierung mit IL-21 oder dem Standard zu beobachten. Die
Optimierung mit IL-7 kann nur bei der Expression von CD107a einen héheren Wert als 1L-21
und IL-12 erzielen. Besonders bei den bispezifischen T-Zellen konnte die Optimierung mit IL-
21 hohere Werte als der Standard erzielen. In dem Experiment J220 war die Anzahl der
zytokinproduzierenden Zellen geringer, was hauptsachlich auf die geringe Ausgangsmenge
der eingesetzten Zellen zurlickzufiihren ist. Die Optimierung mit IL-7 konnte bei keinem der
Peptide hohere Werte erreichen im Vergleich zum Standard oder der Optimierung mit IL-21.
Standard und IL-21-Optimierung zeigen bei diesen Spenderzellen eine Peptid-abhéangige

Heterogenitat der Ergebnisse. J222 kann in den Frequenzen mit den anderen Spendern
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durch einen Aufnahmefehler nicht direkt verglichen werden. Jedoch zeigen sich auch hier
wieder Peptid-abhangige Unterschiede. Anstatt Interleukin-7 wurde zusétzlich zu IL-12 das
Interleukin-15 verwendet. Im Vergleich zum Standard und der IL-21-Optimierung konnte IL-
15 nur bei der Stimulation mit dem Peptid SMTLAIHEI in der Frequenz des Markers CD107a
bessere Werte erreichen.

Die Multifunktionalitat von T-Zellen wird mit einer besseren Bekampfung von Infektionen
assoziiert. Diese Funktionalitat ist nicht nur Peptid-abhédngig, sondern variiert zudem

innerhalb der Spenderzellen.

4,62%

Abbildung 3.13: Funktionalitat der positiven T-Zellen aus ICS (Experimente J216, J220 und J222)

Gezeigt ist die Multifunktionalitét von allen Zytokin-produzierenden Zellen aus den Experimenten J216, J220 und
J222. Die Werte der Mono-, Bi- und Trifunktionalitat sind spenderabhangig.

[ Trifunktional
[ Bifunktional
I Monofunktional
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3.2 Analyse enzymatisch verdauter Proteine

Mit dem Fortschritt der Technik sind auch die Mdglichkeiten in der Proteinanalyse breiter und
vielseitiger geworden. Der Nachweis und detaillierte Informationen Uber Proteine sind in
vielen Feldern der Naturwissenschaft unabdingbar. Eine einfache Mdglichkeit des
Proteinnachweises ist die so genannte bottom-up Proteomik. Hierbei werden Proteine durch
Enzyme in kleine Fragmente zerschnitten, die anschlieBend mittels einer
massenspektrometrischen Analyse identifiziert werden. Die Zugehorigkeit zu dem
passenden Protein wird mit einer Datenbanksuche bestimmt. Im Folgenden werden einige

Beispiele fir diese Analysemethode vorgestellt.

3.2.1 Verdau im Gel

Die Mdglichkeit des Verdaus von im Gel separierten Proteinen und deren Analyse zeigte sich
in einer Kooperation mit Carolin Steinl aus der Arbeitsgruppe von Gerd Klein. Die Arbeit
handelte von Zytokin-induzierter Stammzellmobilisation durch verschiedene Proteasen,
insbesondere der Gelatinasen (Matrix-Metalloproteinase 8 und 9, MMP-8 und 9) (Steinl, Essl
et al., 2013). Hierfir wurde unter anderem das Laminin-10 (LM-511) als ein wichtiger
Bestandteil der extrazellularen Matrix (extracellular matrix, ECM) des humanen
Knochenmarks, (Siler et al.,, 2000) mittels dieser MMPs prozessiert und anschliel3end

analysiert.

Durch eine Auftrennung lber SDS-Gel konnten verschiedene Banden nach verschiedenen
Zeitpunkten beobachtet werden. Die unten gezeigte aus der dazugehorigen Veroffentlichung
stammende Abbildung 3.14 konzentriert sich auf die Analyse der 3695 AS langen
Unt er e ibn(lnéprot-ID: 115230/LAMA5_HUMAN) unter Prozessierung von MMP-8.
Einige Banden wurden fir eine molekulare Analyse ausgeschnitten und fir eine
massenspektrometrische Analyse mittels Trypsin verdaut. Einzelne tryptische Peptide,
welche bestimmte Domé&nen der Laminin-U 5Kette présentieren, wurden fur den Vergleich
der unterschiedlich grof3en und somit im SDS-Gel separierten Fragmente ausgewahlt (siehe
Tabelle 3.12. und Abbildung 3.14).

Tabelle 3.12: Fiir die Analyse ausgewahlte tryptische Peptide der humanen Laminin-U SKette

Peptidnummer Sequenz Position
Pep 1 TNTLLGHLMGK* 226-276
Pep 2 RCDTCSPGFHGYPR 1560-1573
Pep 3 GPPPELQPQPEGPPR 3228-3243
Pep 4 TPPYLQLQVTEK 3566-3577

1= Homolog zu Q61001 - LAMA5_MOUSE
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Abbildung 3.14: Peptidanalyse von mit MMP-8 prozessiertem Laminin-10

LM-511 wurde von MMP-8 prozessiert, die daraus resultierenden Produkte mittels SDS-PAGE separiert und
manche Banden fiir den tryptischen Verdau ausgeschnitten. Verschiedene Peptide reprasentieren verschiedene
Domanen. Die Prasenz oder Abwesenheit eines Peptides wird mit der zugehérigen Doméane gleichgesetzt. Nach
dem ersten Degradationsschritt konnte kein Peptid 4 (Pep 4) der C-terminalen globularen Doméne (LG,
Laminin G-like) 4 und 5 mehr nachgewiesen werden. Die Analyse der Bande bei 250 kDa zeigte das Fehlen der
N-terminalen Region bei intakten LG1-3 Domé&nen (nachgewiesenes Peptid 2 und 3). Abbildung entnommen und
modifiziert aus (Steinl, Essl et al., 2013).

Wie in Abbildung 3.14 dargestellt, ist die Prasenz oder Abwesenheit eines Peptides mit der
zugehorigen Doméne gleichgesetzt. Im Gegensatz zu der kompletten Laminin-U SKette fehlt
das Peptid 4 (Pep 4) der C-terminalen globularen Doméne (LG, Laminin G-like) 4 und 5 in
der unteren Bande. Dies lasst darauf schlieBen, dass MMP-8 in der Prozessierung dieses
Proteinteiles der Laminin-U 5Kette involviert ist. Einen weiteren Prozessierungsschritt der
MMP-8 zeigte die Analyse der 250 kDa-Bande. Neben den intakten LG1-3 Domanen
(nachgewiesen durch Peptid 2 und 3), konnte ein Fehlen der N-terminalen Region durch das

nicht nachgewiesene Peptid 1 gezeigt werden.

Die durch das Peptid 3 bewiesenen intakten und fiir die Zelladhasion (Aumailley et al., 2005)
wichtigen LG1-3 Doménen erklaren die nicht vorhandene Beeintrachtigung der Zelladh&sion
von Stammzellen mit MMP-8-verdautem Laminin-10 innerhalb eines Zelladhasions-Assays.

3.2.2 Verdau in Losung

Bei dieser Methode werden die zu analysierenden Proteine nicht erst Gber ein Gel separiert.
Grunde hierfr sind, dass das Protein in einer komplexen Losung vorliegt und eine
erkennbare und somit nitzliche Bande nicht vorhanden ist. Ein Vorteil den Verdau direkt in
Losung durchzufuhren ist, dass kein Mindesteinsatz wie bei der Gelanalyse benétigt wird.

Zudem ergibt sich durch die fehlende Gelanalyse eine Zeit- und Kostenersparnis.
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Die Mdglichkeit Proteine in komplexen Losungen nachzuweisen konnte in einer erfolgreichen
Kooperation mit Julia Wild aus der Arbeitsgruppe von Helmut Salih gezeigt werden. Meine
Kooperationspartnerin beschéftigte sich mit dem Einfluss von Belimimab, welcher den von
NK-Zellen produzierten B-Zell-Aktivierungsfaktor (B cell activating factor, BAFF) neutralisiert
und dadurch die Sensitivitat von chronisch lymphoiden Leuk&mie-Zellen fiir die direkte und
Rituximab-induzierte NK-Zelllyse wieder herstellt (Wild et al.,, 2015). Die l6sliche, 152
Aminosauren lange Form des BAFF-Proteins (Uniprot-ID: Q9Y275/TN13B_HUMAN) wird
von Immunzellen der myeloiden Linie produziert. Das Protein ist ein wichtiger Faktor fir

Proliferation, Funktion und Uberleben von peripheren B-Zellen.

Um lésliches BAFF im Uberstand einer NK-Zellkultur nachzuweisen wurde dieses an
immobilisierten Belimimab spezifisch gebunden, um anschlieBend aufgereinigt zu werden.
Im nachsten Schritt wurde ein Teil dieses Produktes tryptisch verdaut und
massenspektrometrisch nachgewiesen. Als Positivkontrolle wurde der Uberstand einer
Zellkultur von 293-BAFF-Transfektanden (Schneider et al., 1999) verwendet. Die dadurch
gefundenen tryptischen Peptide sind in Tabelle 3.13 aufgelistet.

Tabelle 3.13: Mittels MS/MS identifizierte tryptische Peptide der positiven Kontrolle 293-BAFF

Position Sequenz # PSMs
205-214 TYAMGHLIQR 27
253-265 LEEGDELQLAIPR 25
134-160 AVQGPEETVTQDCLQLIADSETPTIQK 24
232-252 CIQNMPETLPNNSCcYSAGIAK 15
205-214 TYAMGHLIQR 4
217-231 VHVFGDELSLVTLFR! 4
161-173 GSYTFVPWLLSFK 1
232-252 CIQNMPETLPNNSCcYSAGIAK 1

1= Homolog zu Uniprot-ID: Q9WU72/TN13B_MOUSE

Die Proteinabdeckung des l6slichen BAFF in der Positivkontrolle betrug 65% (Gesamtlange
des Proteins 152 AS, davon konnten 99 AS abgedeckt werden). Tryptische Fragmente
konnten auch in dem Uberstand der NK-Zellkultur nachgewiesen werden. Da die Anzahl der
Fragmente sowie die der PSMs nicht so hoch war wie im Vergleich zur Positivkontrolle,

wurden drei Replikate gemessen um ein zuféllige Annotation auszuschlie3en.
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Tabelle 3.14: Mittels MS/MS identifizierte in drei Replikaten gemessene tryptische Peptide von
aufgereinigtem und eingeengtem Zellkulturiiberstand von polyklonalen NK-Zellen

Replikat Sequenz # PSMs
1 LEEGDELQLAIPR 2
AVQGPEETVTQDCLQLIADSETPTIQK 1
LEEGDELQLAIPR 3
3 LEEGDELQLAIPR 5

Die in den Replikaten gefundenen tryptischen Fragmente zeigen, dass das Protein BAFF in

dem Zelliberstand vorhanden war.

3.3 HLA-Typisierung von Zell-oder Tumorgewebe

Bottom-up Proteomik als weit verbreitete Methode zur Analyse und ldentifikation von
unbekannten Proteinen auf die Identifizierung von HLA-Allen anzuwenden, zeigte sich als
groRe Herausforderung aufgrund der hohen polymorphen und polygenen Eigenschaften
dieser Genloci. Die hochpolymorphen Regionen stehen hochkonservierten gegentber, was
eine Einschrankung aussagekraftiger Peptidspezies entstehen lasst. Im Folgenden soll
gezeigt werden, wie die Entwicklung einer Strategie, die auf der Kombination der Proteomik
mit der Ligandomik beruht, eine alternative Typisierung von HLA-Allotypen aus einer
komplexen Proteinldsung moglich macht. Der Ursprung dieser Idee basiert auf der Tatsache,
dass Tumor- und Gewebeproben untypisierten Ursprungs im Labor vorhanden waren. Da die
HLA-Typisierung von Vorteil ist bei der Zuordnung der HLA-Liganden zu ihren Allotypen,
wurden die wahrend der HLA-Liganden-Isolation aufgefangenen HLA-Molekile verwendet,
um mit der bottom-up Proteomik eine alternative Typisierung zu verfolgen. Dies stellt eine
neue und billige Methode dar, da die vorhanden Ressourcen zu Nutze gemacht werden und
keinerlei genomische DNA erforderlich ist. Da die proteomische Analyse bei einem so
hochpolymorphen System wie dem HLA oft nicht ausreicht, wurden weitere Informationen
der Ligandomik kombiniert, um eine mdoglichst vollstandige und korrekte Typisierung zu

gewabhrleisten.

Im Folgenden ist die Mdglichkeiten der bottom-up Proteomik anhand eines Verdaus in silico
demonstriert und veranschaulicht. Die Umwandlung dieser theoretischen Uberlegungen in
die Praxis sind veranschaulicht durch den Verdau eines einzigen HLA-Molekils (siehe
3.3.2). Danach sind die Ergebnisse einer homozygoten Zelllinie veranschaulicht, woher
Informationen  aus der Ligandomik einflieBen.  Anschlielend wurden drei

Kolonkarzinomproben analysiert, die jeweils als benigne und Tumorgewebe vorlagen.
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3.3.1 HLA-Verdau in silico

Ein Verdau in silico beschreibt den Vorgang, den enzymatischen Verdau einer
Proteinsequenz mittels eines Computerprogrammes zu imitieren und so die Information zu
erhalten, welche mdglichen Peptide aus dem Verdau eines bekannten Proteins resultieren.
Diese grundlegenden Informationen kénnen erste Hinweise auf die Anzahl der aus dem
Verdau resultierenden Peptide liefern sowie welche Protein-Abdeckung tber Peptide erreicht

werden kann.

Alle folgenden Verdaus in silico wurden mit der Software ExPASy PeptideMass (Link:
(http://web.expasy.org/peptide_mass/) durchgefihrt. Folgende Parameter wurden hierflr

verwendet:

Tabelle 3.15: Parameter fir den Verdau in silico

Filter Wert
Verpasste Schnittstellen (MCs) 0MC, 1 MC, 2 MC, 3 MC
Enzyme Trypsin, Chymotrypsin
Modifikation lodacetamid, oxidiertes Methionin
GroRRe (Da) 50-3000

Da der HLA-Genlokus nicht nur polygen, sondern zudem sehr polymorph ist, wurde aus

jeder HLA Klasse I-Genregion ein Allel ausgewahlt um den Verdau in Voriberlegungen
exemplarisch zu veranschaulichen. Dafir ist im Folgenden eine ausfiihrliche Analyse des
HLA-A-, -B- und -C-Molekils durchgefiihrt worden. Die Allel-Beispiele hierfiir wurden nach

ihrer hohen Frequenz in der Bevdlkerung ausgewahlt und weil dies der Typisierung der
Modellzelllinie JY entspricht. Hierbei wurde nicht nur untersucht welche Fragmente
theoretisch durch die Enzyme Trypsin und Chymotrypsin entstehen kénnen, sondern zudem,

wie viele theoretische Schnittstellen erwartet werden und wie diese eine Proteinabdeckung
gewahrleisten. HLA Klasse I-lPr ot ei ne sind unt er (A8R51t1 4iLASdJi e Do
115-2 0 6 ) 4 (ASI207T3309). Zu erwarten ware, dass die Peptide von Interesse, unique

und hint Peptide (siehe 2.2.6.4) in Exon 2 und 3 zu finden sind, di e f ¢ udd,-eU U
Domane kodieren, da diese die meiste Variabilitat aufzeigen (siehe Abbildung 1.5). Diese
Region ist fur die Peptidbindung essentiell und hat so die hdchste Wahrscheinlichkeit dass

hier eine Unterscheidung zwischen den Allotypen durchgefuhrt werden kann.

3.3.1.1 HLA-A

Reprasentativ fur HLA-A wurde HLA-A*02:01 ausgewahlt. Mit einer Allelfrequenz in der
europaischen  Bevodlkerung von 0,25 ist es eines der haufigsten Allele

(http://www.allelefrequencies.net). Fir die folgenden Analysen in silico wurde die HLA-
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A*02:01-Sequenz aus der Quelle http://www.uniprot.org/ e nt n o mme n mP&l89a-e r I D .
1A02_HUMANA . Die Sequenz betragt 365 Aminos2uren, w
27 Arginine (R) und 13 Lysine (K) eine Rolle spielen. Dies ergibt eine rein theoretische
enzymatische Schnittmdglichkeit von 40. Fiur das Enzym Chymotrypsin sind 9 Phenylalanine

(F), 12 Tryptophane (W) und 15 Tyrosine (Y) mogliche Schnittstellen. Dies ergibt eine rein

theoretische enzymatische Schnittmdéglichkeit von insgesamt 36.

MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWAGSHSMRYFFTSVSQPGR@EPR%IAV
GYVDDTQFVQFDSDAASQ?MEPQAPWIEQEGPEYWDGET?KVK%HSQTH
QVDLGTLQCYYNQSEAGSHTVQﬁMYGCDVGsDW§FL§GYHQYAYDGKEI
ALQEDLREWTAADMAAQTTKLQWEAAHVAEQL%AYLEGTCVEWLR?YLE
NGQETLQQTDAPKTHMTHHAVSDHEATLQCWALSFYPAEITLTWQEDGE
DQTQDTELVETRPAGDGTFQK%AAVVVPSGQEQRYTCHVQHEGLPQPLT
LR%EPSSQPTIPIVGIIAGLyLFGAVITGAVVAAVMWRRKSSDRKCGSY

SQAASSDSAQGSDVSLTACKV

MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWAGSHSMRYFFTSVQRPGRGEPRFIAV
GYVDDTQ#VRrDSDAAQQRMFPRAPWHFQEGPEY&DGETRKVKAHSQTH
RVDLGTLRGYYhQSEAGoHTVQRMQGCDVGaDWRFLRGYLQYAQDGKDI
ALKEDLRSWTAADWAAQTTKHKWEAAHVAEQLRAYEEGTCVEW{RRYLE
NGKETLQRTDADKTHMTHHAVSDHEATLRCWALQFJPAEITLT#QRDGE

DQTQDTELVETRDACDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYLCHVQHEGLPKPLT

TRWEPQQQPTIDIVG¢IAGLVLF(AVITGAVVAAVMWRRKQ%DRKCC"

SQAASSDSAQGSDVSLTACKV

Griin Signalpeptid Griin

Abbildung 3.15: Tryptischer und chymotryptischer Verdau in silico eines HLA-A*02:01-Molekils

Abgebildet ist links sowie rechts die Sequenz von HLA-A*02:01. Rote Pfeile markieren mégliche Schnittstellen
von Trypsin (links) und Chymotrypsin (rechts). In griin ist das Signalpeptid markiert, das orangene N gibt die
Glykosylierung an, die blauen Cs Disulfidbriicken (zwischen den AS-Positionen 125-188 und 227-283) und das
lila S Phosphoserine.

Das in grin markierte Signalpeptid ist von den Schnittstellen ausgenommen worden. Der
Grund hierfir ist, dass das Signalpeptid nach der Translation das Transportziel innerhalb der
Zelle angibt. Bei einem membranstandigen Protein wie dem HLA-Molekidl ist das
Signalpeptid wahrend des Transportes abgeschnitten worden.

Zu sehen ist in Tabelle 3.16, dass bei Trypsin die Anzahl der verpassten Schnittstellen, die
zugelassen werden, von Bedeutung ist. Durch Zunahme der verpassten Schnittstellen
(missed cleavages, MC) erhoht sich die Proteinabdeckung. Der gréf3te Sprung ist von 0 MC
zu 1 MC erkennbar. Bei Chymotrypsin ist keine Veranderung ab 1 MC zu erkennen.

Tabelle 3.16: Theoretische Proteinabdeckung von HLA-A*02:01 durch unterschiedlich verpasste
Schnittstellen

Enzym Y Trypsin Chymotrypsin
Missed cleavages ( MC) (Proteinabdeckung %) (Proteinabdeckung %)
1MC 84,4 85,2
2MC 89,9 91,0
3MC 90,1 91,0
4 MC 90,1 91,0

In Abbildung 3.16 sind die durch Analyse in silico resultierenden Peptide mit verschiedenen

MC-Werten gegeneinander aufgetragen. Die grof3te Ausbeute ist logischerweise mit drei
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verpassten Schnittstellen, da hierbei die Anzahl der moglichen Fragmente ansteigt. Die
Proteinabdeckung mit einer sehr strikten Zulassung der enzymatischen Peptide ist rechts zu
sehen. Die chymotryptische Abdeckung ist minimal besser bei einer MC von O als die
tryptische.

A*02 oa-Kette, 0 MC, tryptische Fragmente
84,3% Abdeckung
MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWAGSHSMRYFFTSVSRPGRGEPRFIAV

GYVDDTQFVRFDSDAASQRME PRAPWIEQEGPEYWDGETRKVKAHSQTH
RVDLGTLRGYYNQSEAGSHTVQRMYGCDVGSDWRFLRGYHQYAYDGKD I
ALKEDLRSWTAADMAAQTTKHKWEAAHVAEQLRAYLEGTCVEWLRRYLE
NGKETLQRTDAPKTHMTHHAVSDHEATLRCWALSFY PAE ITLTWQRDGE
DQTQODTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYTCHVQHEGLPKPLT
LRWEPSSQPTIPIVGIIAGLVLFGAVITGAVVAAVMWRRKSSDRKGGSY
SQAASSDSAQGSDVSLTACKV

A*02 a-Kette, 0 MC, chymotryptische Fragmente
85,2% Abdeckung
MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWAGSHSMRYFFTSVSRPGRGEPRFIAV

GYVDDTQFVRFDSDAASQRME PRAPWIEQEGPEYWDGETRKVKAHSQTH
RVDLGTLRGYYNQSEAGSHTVQRMYGCDVGSDWRFLRGYHQYAYDGKDI
ALKEDLRSWTAADMAAQTTKHKWEAAHVAEQLRAYLEGTCVEWLRRYLE
NGKETLORTDAPKTHMTHHAVSDHEATLRCWALSFYPAEITLTWQRDGE
DQTODTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYTCHVQHEGLPKPLT
LRWEPSSQPTIPIVGIIAGLVLFGAVITGAVVAAVMWRRKS SDRKGGSY
SQAASSDSAQGSDVSLTACKV

Abbildung 3.16: Vergleich des tryptischen und chymotryptischen Verdaus in silico des HLA-A*02:01-
Molekils (unterschiedliche MC-Parameter und Proteinabdeckung)

Links zu sehen ist der Vergleich der Fragmente mit unterschiedlichen MC-Parametern und deren Schnittmengen
(erstellt mit http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). Abgebildet rechts ist die Proteinabdeckung mit tryptischen
(oben) und chymotryptischen (unten) Schnittmustern mit einer MC von 0 (erstellt mit www.expasy.org,
PeptideMass).

In Tabelle 3.17 befindet sich die Auflistung und Gegeniberstellung eines tryptischen
Verdaus in silico mit zwei verschiedenen MC-Parametern. Links ist die Peptidauflistung ohne
verpasste Schnittstellen (0 MC) und links mit einer erlaubten verpassten Schnittstelle (1 MC)
Dies soll nicht nur den Zugewinn an Peptiden und somit der Proteinabdeckung
verdeutlichen, sondern auch den Zugewinn an den dringend benétigten unique Peptiden. Die
Farben der Tabellenzeilen beinhalten folgende Bedeutung:

Rot = unique (1 Allotyp), = hint (2-3 Allotypen), Blau = shared (4-10 Allotypen).
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Tabelle 3.17: Tryptischer Verdau in silico des HLA-A*02:01 im Vergleich mit 0 MC und 1 MC

#MC Peptid-Sequenz Poéﬁi-on #MC Peptid-Sequenz Poéﬁi-on
0 TLVLLLSGALQ'E{TQTWAGSHS 830 1 GEPRFIAVGYVDDTQFVR 4259
0 YFFTSVSRPGR 3141 1 | PIAVGYVDDTQRVRFDSDAASQ | 4668
0 FIAVGYVDDTQFVR 46-59 1 FDSDAASQRMEPR 60-72
0 FDSDAASQR 60-68
0 MEPR 69-72
0 APWIEQEGPEYWDGETR 73-80
0 VDLGTLR 100-106 1 VDLGTLRGYY'\F'{QSEAGSHTVQ 100-121
0 GYYNQSEAGSHTVQR 107-121 1 GYYNQSEnggJV\;QRMYGCD 107-132
0 MYGCDVGSDWR 122-132 1 MYGCDVGSDWRFLR 122-135
0 EDLR 152-155
0 SWTAADMAAQTTK 156-168 1 EDLRSWTAADMAAQTTK 152-168
0 WEAAHVAEQLR 171-181 1 SWTAADMAAQTTKHK 156-170
0 AYLEGTCVEWLR 182-193 1 HKWEAAHVAEQLR 169-181
0 YLENGK 195-200 1 | WEAARVABQLRAYLEGTCVEW | 471103
0 ETLQR 201-205 1 AYLEGTCVEWLRR 182-194
0 TDAPK 206-210 1 RYLENGK 194-200
0 THMTHHAVSDHEATLR 211-226 1 YLENGKETLQR 195-205
0 CWALSFYPAEITLTWQR 227-243 1 ETLORTDAPK 201-210
0 DGEDQTQDTFESXETRPAGDGT 244267 1 | TDAPKTHMTHHAVSDHEATLR | 206-226

1 KSSDR 335-339

YTCHVQHEGLPKPLTLR

281-297

SSDRK

336-340

Die Anzahl der tryptischen Peptide bei einer MC von 0 lag bei 26. Durch Zulassung von nur

einer verpassten Schnittstelle kann der Wert verdoppelt werden. Viel essentieller jedoch ist,

dass die Anzahl von einem unique Fragment auf funf mdogliche steigt. Somit ist die

Wahrscheinlichkeit finfmal héher eine richtige und direkte Typisierung durchzufihren. Das

Gleiche gilt fur die hint-Fragmentanzahl. Diese wird mehr als verdoppelt und fuhrt so zu einer

deutlicheren Charakterisierung des Allotyps. Die unique Fragmente liegen wie beschrieben

al |l e i

n der

p ol ynfASI26-h &4) Z@mS11%206) Dothine.
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Tabelle 3.18: Chymotryptischer Verdau in silico des HLA-A*02:01 im Vergleich mit 0 MC und 1 MC

AS-
Position

AS-
Position

#MC Peptid-Sequenz #MC Peptid-Sequenz

AGSHSMRYF 24-32

AGSHSMRY

0 TSVSRPGRGEPRF 34-46 1 TSVSRPGRGEPRFIAVGY 34-51

0 IAVGY 47-51 1 IAVGYVDDTQF 47-57

0 VDDTQF 52-57 1 VDDTQFVRF 52-60

0 DSDAASQRMEPRAPW 61-75 1 VRFDSDAASQRMEPRAPW 58-75

0 IEQEGPEY 76-83 1 DSDAASQRMEEPYRAPWIEQEGP 61-83
IEQEGPEYW

NQSEAGSHTVQRMY 110-123

0 GCDVGSDW 124-131

0 LRGY 134-137 YNQSEAGSHTVQRMY

NQSEAGSHTVQRMYGCDVGSD

109-123

0 DGKDY 143-147 | 1 W 110-131
1 GCDVGSDWRF 124-133
0 TAADMAAQTTKHKW 158-171 1 RFLRGY 132-137
0 EAAHVAEQLRAY 172-183
0 LEGTCVEW 184-191
0 YPAEITLTW 233-241
QRDGEDQTQDTELVETRPAG IALKEDLRSWTAADMAAQTTKH

242-265 148-171

DGTF KW

TAADMAAQTTKHKWEAAHVAE
1 QLRAY 158-183
TCHVQHEGLPKPLTLRW 282-298 1 EAAHVAEQLRAYLEGTCVEW 172-191
0 EPSSQPTIPIVGIIAGLVLF 299-318 1 LEGTCVEWLRRY 184-195

ALSFYPAEITLTW 229-241

RRKSSDRKGGSY 333-344

Die Anzahl der chymotryptischen Peptide bei einer MC von 0 lag bei 25, was fast dem Wert
der tryptischen Fragmentanzahl entspricht. Durch Zulassung von nur einer verpassten
Schnittstelle kann der Wert auf 50 Fragmente verdoppelt werden. Die Anzahl der unique
Fragmente steigt von einem auf drei. Damit erreicht Chymotrypsin nicht den Wert von
Trypsin. Die hint-Fragmentanzahl steigt bei einer Erhdhung der verpassten Schnittstellen von

urspriinglichen vier auf zehn.

Durch den Verdau in silico von HLA-A*02:01 durch Trypsin und Chymotrypsin ist es mdglich,
den HLA-Allotyp Allel zu identifizieren, wobei die Zulassung von verpassten Schnittstellen die
Wahrscheinlichkeit erhdht Peptide zu finden, die nur diesem Allotyp zugeordnet werden

kénnen.
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3.3.1.2 HLA-B

Reprasentativ fur HLA-B wurde HLA-B*07:02 ausgewahlt.
europdischen Bevdlkerung ist eine der hochsten fur die B-Allele. Fir die folgenden Analysen

Die Allelfrequenz in der

in silico wurde die HLA-B*07:02-Sequenz aus der Quelle http://www.uniprot.org/ enthnommen
d Pa1889-00 BA 7 _ HUMANG . Di steht Sus 8§66 Amirosauren, wovon fir
einen tryptischen Verdau 30 Arginine (R) und 10 Lysine (K) eine Rolle spielen. Dies ergibt

mi t

eine rein theoretische enzymatische Schnittmdglichkeit von 40. Fur das Enzym
Chymotrypsin sind 6 Phenylalanine (F), 10 Tryptophane (W) und 16 Tyrosine (Y) mdgliche
Schnittstellen. Dies ergibt eine rein theoretische enzymatische Schnittmdéglichkeit von

insgesamt 32.

MLVMAPRTVLLLLSAALALTETWAGSHSMRYFYTSVSQPGREFPR%IJV
GYVDDTQFVRFDSDAASPQEEPRAPWIEQEGPEYWDRNTQIYKAQAQTD
RESLRN]RGYYhOSEAGSHTLQSMYGCDVGPDGRLLRGHDQYAYDGKDY
IALNEDL%SW1AADTAAQTTORKWEAAQEAFQRRAYIEGFCVEWL%RYL
ENGKDK&ERADPPJTHVTHHPISDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQ%DG
EDQTQDTELVETRPAGDéTFQKWAAVVVPSGEEQQYTCWVQHEGLPKPL
TL%WEPSSQSTVPIVGIVAGLAVLAVVVIGAVVAAVMC&?KSSGGQGGS

YSQAACSDSAQGSDVSLTA

MLVMAPRTVLLLLSAALALTETWAGSHSMRY?YTSVSRPGRGEPR%ISV
GYVDDTQF%RFbSDAASPREEPRAPW&EQEGPEY*DRNTQIQKAQAQTD
RESLRNLRGYYNQSEAGSHTLQSMYGCDVGPDGRLLRGHDQYAYDGKDY
IALNEDLRS#TAADTAAQTTQRKWEAAREAEQRRAQIEGECVEWIRRYL
ENGKDKLERADPPKTHVTHHPISDHEATLRCW&LGHYEAEITLTWbRDG
EDQTQDTELVETRPAGDRTFDK&AAVVVPSGEEQRQTCHVQHEGLPKPL
TLRWEPSSQSTJPIVGIVAGLAVLAVVVIGAVVAAVMCRRKSSGGKGGS

YSQAACSDSAQGSDVSLTA

Griin

Abbildung 3.17: Tryptischer und chymotryptischer Verdau in silico eines HLA-B*07:02-Molekuls

Abgebildet ist links sowie rechts die Sequenz von HLA-B*07:02. Rote Pfeile markieren mégliche Schnittstellen
von Trypsin (links) und Chymotrypsin (rechts). In griin ist das Signalpeptid markiert, das orangene N gibt die
Glykosylierung an, die blauen Cs Disulfidbriicken (zwischen den AS-Positionen 125-188 und 227-283).

Zu sehen ist, dass bei Trypsin die Anzahl der verpassten Schnittstellen, die zugelassen
werden, von Bedeutung ist (siehe Tabelle 3.19). Durch Zunahme der missed cleavages
erhoht sich die Proteinabdeckung. Der gréRte Sprung ist von 0 MC zu 1 MC erkennbar. Bei

Chymotrypsin ist keine Veranderung ab 1 MC zu erkennen.

Tabelle 3.19: Theoretische Proteinabdeckung von HLA-B*07:02 durch unterschiedlich verpasste
Schnittstellen

Enzym Y Trypsin Chymotrypsin
Mi ssed c | eav]| (Proteinabdeckung %) (Proteinabdeckung %)
0 MC 83,1 73,8
1MC 89,1 78,2
2MC 90,1 78,2
3MC 90,1 78,2

In Abbildung 3.18 sind die durch Analyse in silico resultierenden Peptide mit verschiedenen

MC-Werten gegeneinander aufgetragen. Die gréf3te Ausbeute ist logischerweise mit drei
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verpassten Schnittstellen, da hierbei die Anzahl der moglichen Fragmente ansteigt. Die
Proteinabdeckung mit einer sehr strikten Zulassung der enzymatischen Peptide ist rechts zu
sehen. Die tryptische Abdeckung bei einer MC von O ist um 10% besser als die der
chymotryptischen.

B*07 a-Kette, 0 MC, tryptische Fragmente
83,1% Abdeckung
MLVMAPRTVLLLLSAALALTETWAGSHSMRYFYTSVSRPGRGEPRFISV

GYVDDTQFVRFDSDAASPREEPRAPWIEQEGPEYWDRNTQIYKAQAQTD
RESLRNLRGYYNQSEAGSHTLQSMYGCDVGPDGRLLRGHDQYAYDGKDY
IALNEDLRSWTAADTAAQITQRKWEAAREAEQRRAYLEGECVEWLRRYL
ENGKDKLERADPPKTHVTHHPISDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDG
EDQTQODTELVETRPAGDRTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPKPL
TLRWEPSSQSTVPIVGIVAGLAVLAVVVIGAVVAAVMCRRKSSGGKGGS
YSQAACSDSAQGSDVSLTA

B*07 a-Kette, 0 MC, chymotryptische Fragmente
73,8% Abdeckung
MLVMAPRTVLLLLSAALALTETWAGSHSMRYFYTSVSRPGRGEPRFISV

GYVDDTQFVRFDSDAASPREEPRAPWIEQEGPEYWDRNTQIYKAQAQTD
RESLRNLRGYYNQSEAGSHTLQSMYGCDVGPDGRLLRGHDQYAYDGKDY
IALNEDLRSWTAADTAAQITQRKWEAAREAEQRRAYLEGECVEWLRRYL
ENGKDKLERADPPKTHVTHHPISDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDG
EDQTODTELVETRPAGDRTFQKWAAVVVPSGEEQRYTCHVQHEGLPKPL
TLRWEPSSQSTVPIVGIVAGLAVLAVVVIGAVVAAVMCRRKSSGGKGGS
YSQAACSDSAQGSDVSLTA

Abbildung 3.18: Vergleich des tryptischen und chymotryptischen Verdaus in silico des HLA-B*07:02-
Molekiils (unterschiedliche MC-Parameter und Proteinabdeckung)

Links zu sehen ist der Vergleich der Fragmente mit unterschiedlichen MC-Parametern und deren Schnittmengen
(erstellt mit http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). Abgebildet rechts ist die Proteinabdeckung mit tryptischen
(oben) und chymotryptischen (unten) Schnittmustern mit einer MC von 0 (erstellt mit www.expasy.org,
PeptideMass).

Die Tabellen mit der Auflistung von tryptischen sowie chymotryptischen Fragmenten im
Vergleich mit unterschiedlichen verpassten Schnittstellen (0 MC und 1 MC) sind im Anhang
zu sehen (Tabelle 0.4 und Tabelle 0.5). Theoretisch kénnte ohne tryptische Schnittstelle 1
unique Peptid entstehen, bei einer verpassten Schnittstelle sogar drei. Bei 1 MC kommen
noch zwei hint Fragmente und 14 shared hinzu. Bei 0 MC sind es nur flunf weitere shared
Peptide. Die Anzahl der Fragmente kann von 26 auf 53 erhéht werden. Fir Chymotrypsin
sieht es ahnlich aus. Hier kdnnen durch die zusétzliche Schnittstelle anstatt eines unique
Peptids drei beobachtet werden. Fir die shared Peptide findet eine Verdopplung von sechs

auf zwolf statt. Die allgemeine Anzahl der Fragmente steigt von 23 auf 43 an.

3.3.1.3 HLA-C

Reprasentativ fur HLA-C wurde HLA-C*07:02 ausgewdahlt. Die Allelfrequenz in der
europaischen Bevodlkerung ist eine der hochsten fur die C-Allele. Fur die folgenden Analysen

in silico wurde die HLA-C*07:02-Sequenz aus der Quelle http://www.uniprot.org/ enthommen
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mi t d 10321 b1CA7_HUMANG . Di e

einen tryptischen Verdau 30 Arginine (R) und 10 Lysine (K) eine Rolle spielen. Dies ergibt

Betragu 35m Aminosauren, wovon fur

eine rein theoretische enzymatische Schnittmoglichkeit von 40. Fir das Enzym
Chymotrypsin sind 6 Phenylalanine (F), 9 Tryptophane (W) und 13 Tyrosine (Y) mogliche
Schnittstellen. Dies ergibt eine rein theoretische enzymatische Schnittmoglichkeit von

insgesamt 38.

| |
MRVMAPRALLLLLSGGLALTETWACSHSMRYFDTAVSRPGRGEPQFISV
| |

B!

GYVDDTQFVQFDSDAASPRGEpiApWVEQEGpEYWDRETQK&K@QAQAD
RVSLRNL§GYYNQSEDGSHTLQﬁMSGcDLGPDGQLLQGYDQSAYDGKDY
IALNEDLQSWTAADTAAQITQRKLEAARAAEQLQAYLEGTCVEWLRR&L
ENGKETLQRAEPPK&HVTHHPLSDHEATLHCWALGFYPAEITLTWQKDG
EDQTQDTELVETR%AGDGTFQKWAAVVVPSGQEQR&TCHMQHEGLQEPL
TLSWEPSSQPTIPIMGIVAGLAVLVVLAVLGAVVTAMMCRRKSSGGKGG

SCSQAACSNSAQGSDESLITCKA

MRVMAPRALLLLLSGGLALTETWACSHSMRngTAVSRPGRGEPRglSV

| - ! !
GYVDDTQFVRFDSDAASPRGEPRAPWVEQEGPEYW

|
DRETQKYKRQAQAD
RVSLRNLRG%Y&QSEDGSHTLQRMSGCDLG?DGRLLRGYDQSAYDGKDY
IALNEDLRSW%AADTAAQITQRKLEAARAAEQLRAYLEGTCVEWLRRYL
ENGKETLQRAEPPKTHVTHHPLSDHEATLRCW£LGFYPAEITLTWQRDG
EDQTQDTELVETRPAGDGTFbKWAAVVVPSGQEQRYTCHMQHEGLQEPL
TLSWEPSSQPTIPIMGIVAGLAVLVVLAVLGAVVTAMMCRRKSSGGKGG

SCSQAACSNSAQGSDESLITCKA

Griin

Abbildung 3.19: Tryptischer und chymotryptischer Verdau in silico eines HLA-C*07:02-Molekiils

Abgebildet ist links sowie rechts die Sequenz von HLA-C*07:02. Rote Pfeile markieren mdgliche Schnittstellen
von Trypsin (links) und Chymotrypsin (rechts). In griin ist das Signalpeptid markiert, das orangene N gibt die
Glykosylierung an, die blauen Cs Disulfidbriicken (zwischen den AS-Positionen 125-188 und 227-283).

Zu sehen ist, dass bei Trypsin die Anzahl der verpassten Schnittstellen, die zugelassen
werden, von Bedeutung ist (siehe Tabelle 3.20). Durch Zunahme der missed cleavages
erhoht sich die Proteinabdeckung. Der gréf3te Sprung ist von 0 MC zu 1 MC erkennbar. Bei
Chymotrypsin ist, wie zuvor bei den anderen Allotypen, keine Veranderung ab 1 MC zu

erkennen.

Tabelle 3.20: Theoretische Proteinabdeckung von HLA-C*07:02 durch unterschiedlich verpasste
Schnittstellen

Enzyme Y Trypsin Chymotrypsin
Mi ssed c | eav]| (Proteinabdeckung %) (Proteinabdeckung %)
1MC 76,2 61,2
2MC 85,0 64,8
3 MC 85,2 64,8
4 MC 85,2 64,8

In Abbildung 3.20 sind die durch Analyse in silico resultierenden Peptide mit verschiedenen
MC-Werten gegeneinander aufgetragen. Die gr6f3te Ausbeute ist hier wieder bei drei
verpassten Schnittstellen, da hierbei die Anzahl der mdglichen Fragmente ansteigt. Die
Proteinabdeckung mit einer sehr strikten Zulassung der enzymatischen Peptide ist rechts zu
sehen. Die tryptische Abdeckung bei einer MC von 0 ist um 15% besser als die der

chymotryptischen.
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C*07 a-Kette, 0 MC, tryptische Fragmente
76,2% Abdeckung
MRVMAPRALLLLLSGGLALTETWACSHSMRYFDTAVSRPGRGEPRFISV

GYVDDTQFVRFDSDAASPRGE PRAPWVEQEGPEYWDRETQKYKRQAQAD
RVSLRNLRGYYNQSEDGSHTLORMSGCDLGPDGRLLRGYDQSAYDGKDY
IALNEDLRSWTAADTAAQITQRKLEAARAAEQLRAYLEGTCVEWLRRYL
ENGKETLQRAE PPKTHVTHHPLSDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDG
EDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYTCHMOHEGLQEPL
TLSWEPSSQPTIPIMGIVAGLAVLVVLAVLGAVVTAMMCRRKSSGGKGG
SCSQAACSNSAQGSDESLITCKA

C*07 a-Kette, 0 MC, chymotryptische Fragmente
61,2% Abdeckung
MRVMAPRALLLLLSGGLALTETWACSHSMRYFDTAVSRPGRGEPRFISV

GYVDDTQFVRFDSDAASPRGEPRAPWVEQEGPEYWDRETQKYKRQAQAD
RVSLRNLRGYYNQSEDGSHTLQRMSGCDLGPDGRLLRGYDQSAYDGKDY
IALNEDLRSWTAADTAAQITQRKLEAARAAEQLRAYLEGTCVEWLRRYL
ENGKETLQRAEPPKTHVTHHPLSDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDG
EDQTQDTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYTCHMOHEGLQOEPL
TLSWEPSSQPTIPIMGIVAGLAVLVVLAVLGAVVTAMMCRRKSSGGKGG
SCSQAACSNSAQGSDESLITCKA

Abbildung 3.20: Vergleich des tryptischen und chymotryptischen Verdaus in silico des HLA-C*07:02-
Molekuls (unterschiedliche MC-Parameter und Proteinabdeckung)

Links zu sehen ist der Vergleich der Fragmente mit unterschiedlichen MC-Parametern und deren Schnittmengen
(erstellt mit http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). Abgebildet rechts ist die Proteinabdeckung mit tryptischen
(oben) und chymotryptischen (unten) Schnittmustern mit einer MC von 0 (erstellt mit www.expasy.org,
PeptideMass).

Die Tabellen mit der Auflistung von tryptischen sowie chymotryptischen Fragmenten im
Vergleich mit unterschiedlichen verpassten Schnittstellen (0 MC und 1 MC) sind im Anhang
zu sehen (siehe Tabelle 0.6 und Tabelle 0.7). Theoretisch kénnten ohne verpasste tryptische
Schnittstelle funf unique Peptide und ohne verpasste chymotryptische Schnittstelle zwei
unique Peptide entstehen. Bei einer verpassten Schnittstelle erhdht sich bei Trypsin die
Anzahl enorm. Bei tryptischer 1 MC wéaren es 14 unique. Bei Chymotrypsin bleibt die Zahl
mit zwei konstant. Hierzu kommen noch bei beiden 0 MC drei hint Fragmente und bei
Chymotrypsin vier shared (bei Trypsin nur drei). Die Anzahl der Fragmente kann bei Trypsin
von 0 MC zu 1 MC von 24 auf 54 erhéht werden, bei Chymotrypsin von 19 auf 34.

3.3.2 HLA-Monomere

Der einfachste Weg die in silico-Daten in ein Experiment zu tbertragen, ist der enzymatische
Verdau von einzelnen HLA-Molekilen. Da in unserem Labor schwere Ketten einiger
Allotypen vorliegen (siehe 2.2.2.2), kann man diese verwenden, um in einer definierten
Konzentration die einzelnen Proteine zu verdauen. Bei den HLA-Monomeren liegt eine
verénderte Sequenz vor im Vergleich zu den natirlich exprimierten HLA-Molekilen. Die
Signalsequenz und die Transmembrandoméane fehlen fast vollstdndig, da Transport zur

Verankerung in die bakterielle Zellmembran nicht erwinscht ist. Zusatzlich wurde eine
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Biotinylierungs-Sequenz eingefligt, um die HLA-Monomere tetramerisieren (siehe 2.2.3.2)
oder an aAPCs (siehe 2.2.2.5) binden zu kdnnen. Die Anzahl an Aminosduren betragt im
HLA-Monomer 296 AS im Gegensatz zu 365 AS im natirlich exprimierten HLA-Allel.

Kriterium eines enzymatischens Verdau ist die Anzahl der gefundenen HLA-assoziierten
Peptide insgesamt. Dartiber hinaus kann man die Anzahl der Peptide ermitteln, die keinen
Bezug zu dem verdauten Protein haben und somit Verunreinigungs-Peptide darstellen. Die
Anzahl der unique Peptide sowie der hint Peptide ist ein weiterer wichtiger Faktor, da sie den
Erfolg der Typisierung angibt. Der PSM-Mittelwert wurde aufgenommen, da er in der
klassischen Proteomik gerne als ein Qualitditsmerkmal der Messung herangezogen wird und
eine (uantitative Aussage zulassen kann. Die Proteinabdeckung der HLA-Monomere
entspricht nicht dem realen Wert, da einige Sequenzabschnitte fehlen und die
Biotinylierungs-Sequenz nicht in der verwendeten Datenbank vorhanden ist. Im Folgenden
sind enzymatische Verdaus von HLA-Monomeren mit der Ursprungssequenz von HLA-
A*02:01 und -B*07:02 gezeigt. Da in unserem Labor keine HLA-C-Monomere vorhanden

sind, wurde die Analyse nicht durchgefiihrt.

3.3.2.1 HLA-A*02:01

Es wurden zwei verschiedene Stammlésungen des HLA-A*02:01-Monomers verwendet und
zwei Verdaus durchgefihrt und massenspektrometrisch gemessen. In Abbildung 3.21 ist die
veranderte Sequenz eines HLA-A*02:01-Monomers abgebildet.

MAVMAPRTLVLLLSGALALTQTWAGSHSMRYFFTSVSRPGRGEPRFIAV
GYVDDTQFVRFDSDAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDGETRKVKAHSQTH
RVDLGTLRGYYNQSEAGSHTVQRMYGCDVGSDWRFLRGYHQYAYDGKDY
IALKEDLRSWTAADMAAQTTKHKWEAAHVAEQLRAYLEGTCVEWLRRYL
ENGKETLQRTDAPKTHMTHHAVSDHEATLRCWALSFYPAEITLTWQRDG
EDQTODTELVETRPAGDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYTCHVQHEGLPKPL
TLRWEPSSQPTIPIVGIIAGLVLFGAVITGAVVAAVMWRRKSSDRKGGS
YSQAASSDSAQGSDVSLTACKVDPGSGSLHHIFEAQKIEWRHR

Blau: fehlt

Grin: Biotinylierungssequenz

Abbildung 3.21: Veranderte Sequenz eines HLA-A*02:01-Monomers

Die Sequenz liegt leicht abgeadndert vor. Die Signalsequenz fehlt vollstindig, wie auch die
Transmembrandomane. Dafur ist in Grun die zusatzlich eingefiigte Biotinylierungs-Sequenz fir das BirA-Enzym
zu sehen.

In Abbildung 3.22 sind links die Daten eines tryptischen Verdaus im Vergleich zu den Daten
in silico zu sehen mit zwei unterschiedlichen verpassten Schnittstellen und rechts die

chymotryptischen.
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in silico MC1 Monomer MCO in silico MC1 Monomer MCO

in silico MCO Monomer MC1 in silico MCO Monomer MC1

Abbildung 3.22: Vergleich der Daten in silico von HLA-A*02:01 mit experimentellen mit
unterschiedlichen Schnittstellen

Links ist der Vergleich von tryptischen Daten in silico mit experimentell gewonnenen Daten zu sehen, rechts die
mittels Chymotrypsin gewonnenen Fragmente. Die Abbildung wurde mithife des Programmes
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ erstellt.

Diese Abdeckung zeigt eindeutig, dass viele Peptide verloren gehen oder Uberhaupt nicht
durch den Verdau erstellt werden. Hier haben wir eine einfache Probe von nur einem Protein
vorliegen. Trotzdem kann die theoretische Anzahl nicht durch die experimentelle abgedeckt
werden, weder durch den tryptischen noch durch den chymotryptischen Verdau. Umso
wichtiger ist es, die richtigen, also die unique Peptide, zu sehen.

Monomer Nr. 1 Monomer Nr. 2 Monomer Nr. 1 Monomer Nr. 2

Abbildung 3.23: Vergleich der zwei gemessenen Verdaus ohne enzymatische Schnittstellen

Links zu sehen das HLA-A*02:01-Monomer zweimal verdaut mit Trypsin und rechts mit Chymotrypsin. Die Anzahl
der Fragmente ist ohne enzymatische Schnittstellen angegeben. Die Abbildung wurde mithilfe des Programmes
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ erstellt.

In Abbildung 3.23 zu sehen ist, dass bei tryptischen (links) wie chymotryptischen (rechts)
Verdaus zwischen zwei Verdaus die unter den gleichen Protokollparametern durchgefuhrt
wurden eine leichte Schwankung in der Anzahl der Fragmente zu beobachten ist.
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MC1 MC2 MC1 MC2

Abbildung 3.24: Fragment-Ausbeute des tryptischen und chymotryptischen Verdaus von HLA-A*02:01
mit unterschiedlichen Schnittstellen

Links ist der tryptische und rechts der chymotryptische Vergleich der Fragmente mit unterschiedlichen Werten der
moglichen verpassten Schnittstellen zu sehen. None steht hierbei fiir keine enzymatischen Schnittstellen. Die
Abbildung wurde mithilfe des Programmes http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ erstellt.

In Abbildung 3.24 sind die Ergebnisse zweier HLA-A*02:01 Monomer-Verdaus zu sehen.
Pragnant sind hierbei zwei Dinge. Die Ausbeute an Peptiden verdoppelt sich mindestens,
wenn bei der Prozessierung keine enzymatische Schnittmuster verwendet werden (auch zu
sehen in Tabelle 3.21 und Tabelle 3.22). Ein Grund fur die hohe Anzahl nicht enzymatisch
spezifischer Peptide kdnnten andere Proteasen sein, die durch die Probenverarbeitung
hineingelangen oder eine ungewoOhnliche Schneideaktivitdit der Enzyme. Die andere
Auffalligkeit liegt, wie in Tabelle 3.21 und Tabelle 3.22 zu sehen, in der starken Variation der
Anzahl der Fragmente zwischen den zwei Verdaus. Da der Proteineinsatz der beiden
verdauten Proben identisch war und deshalb keine Konzentrationsunterschiede vorhanden
sein sollten, sind die Unterschiede mit der Variabilitit im Verdau, speziell des
unspezifischen, und der Schwankung in Messungen die bei der Massenspektrometrie
bekannt ist, zu erklaren. Die Ergebnisse in den Tabellen zeigen aber auch, dass dadurch
zusatzliche unique Peptide gewonnen werden. Bei der Prozessierung mit einem
chymotryptischen Schnittmuster ist der Anstieg der unique Fragmente bei none enorm. Die
Anzahl der hint Fragmente steigt bei beiden Verdaus stark an, dies ist wichtig fir die
Charakterisierung des Allotyps, vor allem wenn keine unique Peptide vorhanden sind. 0 MC
als eine sehr strikte Prozessierung mit keiner verpassten Schnittstelle kann keine unique
Peptide vorweisen und ist so fur eine alternative Typisierung nicht geeignet. Der PSM-Wert
als ein Qualitditsmerkmal ist dort durch die geringe Anzahl an Fragmenten mit 0 MC am
hochsten und féllt Richtung none ab. Dies ist ein gutes Beispiel, wie man durch Veranderung
der Prozessierungs-Parameter die Aussage der Probe verdndern kann. Die
Proteinabdeckung wird durch den Anstieg der Fragmente bei none immer héher, wobei bei

Trypsin ab 1 MC keine grofR3en Veranderungen mehr zu beobachten sind. Verunreinigungen
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in Form von Peptiden die keinen HLA-assoziierten Bezug haben steigen bei none an und
sind bei 0 MC und 1 MC am geringsten. Da der Monomerverdau eine Einzelproteinlésung
war, sollten keine anderen Proteine vorhanden sein. Dabei liegt der Anteil der gezahlten
Peptidspektren (PSM-Wert) der mit HLA-Molekillen assoziiert ist zwischen 92% und 95%
(bei einem Verdau mit Chymotrypsin zwischen 80% und 92%) und zeigt somit, dass der
Hauptanteil der Probe HLA-assoziierte Peptide sind. Bei Die zusatzlich identifizierten Peptide

sind durch Verunreinigungen wahrend der Verdaus erklarbar.

Tabelle 3.21: Vergleich der beiden tryptischen HLA-A*02:01-Monomerverdaus durch unterschiedliche

Kriterien und MCs

verdau L und faone oMC 1MC 2MC|nome OMC 1MC 2MC
HLA-Peptide® 107 | 26 39 42 143 | 27 39 44
PSMs? 1883 | 1397 | 1791 | 1833 | 1876 | 1290 | 1670 | 1703
Anzahl unigue Peptide 1 0 1 1 4 0 1 2
Anzahl hint/shared-Peptide 29 11 16 17 42 11 15 18
Proteinabdeckung1 (%) 67,67 | 62,74 | 67,40 | 67,40 | 67,12 | 62,74 | 66,30 | 66,85
Anzahl Nicht-HLA-Peptide3 43 19 20 22 40 32 28 30
Anzahl Nicht-HLA-PSMs® 127 75 84 90 119 110 116 112

1= entspricht der Proteinabdeckung von HLA-A*02:01 in vollstdndiger Sequenz. Diese kann durch ein HLA-
Monomer nicht erreicht werden; 2= Peptide/PSMs die mit dem HLA-A*02:01-Monomer assoziiert sind; 3= Anzahl
aller Peptide/PSMs nach Filter, abzliglich der Peptide die aus dem HLA-Monomer stammen.

Tabelle 3.22: Vergleich der beiden
unterschiedliche Kriterien und MCs

chymotryptischen HLA-A*02:01-Monomerverdaus durch

Veérdiat“erli o | none oMC 1MC 2MC|none OMC 1MC 2MC
HLA-Peptide” 118 16 33 59 170 16 34 55
PSMs? 622 179 241 424 574 125 273 390
Anzahl unique Peptide 17 0 0 1 16 0 0 1
Anzahl hint/shared Peptide 49 6 10 18 47 5 11 17
Proteinabdeckung® (%) 73,42 | 27,67 | 41,10 | 60,00 | 72,33 | 31,51 | 47,12 | 66,03
Anzahl Ni(:ht-HLA-Peptide3 109 12 19 34 26 5 9 12
Anzahl Nicht-HLA-PSMs® 150 30 76 88 105 14 43 51

1= entspricht der Proteinabdeckung von HLA-A*02:01 in vollstdndiger Sequenz. Diese kann durch ein HLA-
Monomer nicht erreicht werden. 2= Peptide/PSMs die mit dem HLA-A*02:01-Monomer assoziiert sind; 3= Anzahl
aller Peptide/PSMs nach Filter, abziiglich der Peptide die aus dem HLA-Monomer stammen.

3.3.2.2 HLA-B*07:02

Es wurden zwei verschiedene Stammlésungen des HLA-B*07:02-Monomers verwendet und

zwei Verdaus durchgefihrt und massenspektrometrisch gemessen.

In Abbildung 3.25 sind links die Daten eines tryptischen Verdaus im Vergleich zu den Daten

in silico zu sehen mit zwei unterschiedlichen verpassten Schnittstellen. Auch hier ist zu
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sehen, dass die theoretische Fragmentanzahl nicht durch die experimentellen vollstandig

abgedeckt werden kann. Bei Chymotrypsin (rechts) sind auch zusatzliche Fragmente zu
beobachten.

in silico MC1 Monomer MCO in silico MC1 Monomer MCO

in silico MCO Monomer MC1 in silico MCO Monomer MC1

Abbildung 3.25: Vergleich der Daten in silico von HLA-B*07:02 mit experimentellen mit
unterschiedlichen Schnittstellen

Links ist der Vergleich von tryptischen Daten in silco mit experimentell gewonnenen Daten zu sehen, rechts die

mittels Chymotrypsin gewonnenen Fragmente. Die Abbildung wurde mithife des Programmes
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ erstellt.

Die Vergleichbarkeit zwischen zwei Verdaus in ihren HLA-assoziierten Peptiden ist auch bei
HLA-B*07:02-Monomeren minimal unterschiedlich und Iasst sich auch auf die Variabilitat der

Proben, des Verdaus und der massenspektrometrischen Messung zurtickfihren.

Monomer Nr. 1 Monomer Nr. 2 Monomer Nr. 1 Monomer Nr. 2

Abbildung 3.26: Vergleich der zwei gemessenen Verdaus ohne enzymatische Schnittstellen

Links zu sehen das HLA-B*07:02-Monomer zweimal verdaut mit Trypsin und rechts mit Chymotrypsin. Die Anzahl
der Fragmente ist ohne enzymatische Schnittstellen angegeben. Die Abbildung wurde mithilfe des Programmes
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ erstellt.

In Abbildung 3.27 ist zu sehen, wie viele Fragmente zwischen den verschiedenen
Prozessierungen geteilt werden oder sich unterscheiden. Bei Chymotrypsin (rechts) ist auch
hier der Anstieg bei der Prozessierung ohne enzymatische Schnittstellen am héchsten.
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MC1 MC2 MC1 MC2

Abbildung 3.27: Fragment-Ausbeute des tryptischen und chymotryptischen Verdaus von HLA-B*07:02
mit unterschiedlichen Schnittstellen

Links ist der tryptische und rechts der chymotryptische Vergleich der Fragmente mit unterschiedlichen Werten der
moglichen verpassten Schnittstellen zu sehen. None steht hierbei fiir keine enzymatischen Schnittstellen. Die
Abbildung wurde mithilfe des Programmes http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ erstellt.

Wichtig zu vermerken ist, dass durch die tryptischen Schnittstellen zwei kinstliche unique
Fragmente entstehen (siehe Tabelle 3.23). Diese sind bei dem ersten Verdau in 1 MC und 2
in Rot vermerkt (Sequenz RAYLEGECVEWLR und RAYLEGECVEWLRR). Diese beiden
Peptide werden als unique Peptide anhand ihrers Schnittstellenmusters angegeben sind
aber eigentlich in acht anderen Allotypen vorhanden. Bei einer Prozessierung ohne
Schnittmuster ist dieses Problem nicht vorhanden. Darum wére es sinnvoll einen Verdau
mittels 2 MC und none zu prozessieren um zu vergleichen, welche Peptide rein enzymatisch
sind ( mit enzymati schen Sc h ni unigue t send. | Bzin der
chymotryptischen Prozessierung ohne verpasste Schnittstellen sind keine unique Fragmente
zu beobachten. Die Anzahl der hint/shared Fragmente steigt hier auch in Richtung none bei
beiden Enzymen stetig an, mit dem PSM-Wert verhdlt es sich umgekehrt. Die
Proteinabdeckung geht bei Trypsin durch none nochmals stark nach oben, wobei hier bei
Chymotrypsin nicht solch ein starker Unterschied zu beobachten ist. Der Anteil der HLA-
assoziierten Molekille (PSM-Wert) ist bei den tryptischen Verdaus des HLA-B*07:02-
Monomers niedriger im Vergleich zu dem der HLA-A*02:01-Monomere (72% - 78,7%). Bei
Chymotrypsin liegt der Anteil der HLA-assoziierten Peptide die gemessen wurden zwischen
67% und 96%. Der Wert ist abh&ngig von den verpassten enzymatischen Schnittstellen und

den beiden Laufen.

und
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Tabelle 3.23: Vergleich der beiden tryptischen HLA-B*07:02-Monomerverdaus durch unterschiedliche
Kriterien und MCs

Veérdiat“erli o | none OMC 1MC 2MC [ none OMC 1MC 2MC
HLA-Peptide2 107 20 39 43 108 22 39 40
PSMs® 1917 | 1519 | 1802 | 1877 2166 1585 1906 1940
Anzahl unique Peptide 3 1 3 4 3 1 3 3
Anzahl hint/shared Peptide 28 5 11 14 29 5 12 13
Proteinabdeckung (%)1 96,89 | 57,73 | 69,89 | 70,72 | 86,51 | 59,39 | 69,61 | 69,61
Anzahl NiCht-HLA-Peptide3 117 79 105 107 89 53 70 71
Anzahl Nicht-HLA-PSMs® 742 430 507 519 793 464 524 524

1= entspricht der Proteinabdeckung von HLA-B*07:02 in vollstdndiger Sequenz. Diese kann durch ein HLA-
Monomer nicht erreicht werden; 2= Peptide/PSMs die mit dem HLA-B*07:02-Monomer assoziiert sind; 3= Anzahl
aller Peptide/PSMs nach Filter, abzliglich der Peptide die aus dem HLA-Monomer stammen.

Tabelle 3.24: Vergleich der beiden chymotryptischen HLA-B*07:02-Monomerverdaus durch
unterschiedliche Kriterien und MCs

Verdau 1 unl .. oMc 1MC 2MC |none OMC 1MC 2MC
Kriterien
HLA-Peptide2 176 16 37 54 172 14 31 50
PSMs® 670 142 244 491 670 147 260 457
Anzahl unique Peptide 5 0 1 3 5 0 1 3
Anzahl hint/shared Peptide 27 2 7 10 24 1 6 11
Proteinabdeckung (%)1 73,76 | 3591 | 57,73 | 70,44 | 71,27 | 30,39 | 50,28 | 67,13
Anzahl Nicht-HLA-Peptide3 36 5 10 16 30 4 11 13
Anzahl Nicht-HLA-PSMs® 188 15 117 41 175 9 14 18

1= entspricht der Proteinabdeckung von HLA-B*07:02 in vollstdndiger Sequenz. Diese kann durch ein HLA-
Monomer nicht erreicht werden; 2= Peptide/PSMs die mit dem HLA-B*07:02-Monomer assoziiert sind; 3= Anzahl
aller Peptide/PSMs nach Filter, abztiglich der Peptide die aus dem HLA-Monomer stammen.

3.3.3 Homozygote Zelllinien

Die in HLA Klasse | homozygote Zelllinie JY eignet sich hervorragend um von einzeln
verdauten Proteinen naher an die Situation zu kommen, wie sie in komplexen Proben
vorliegt. Der Vorteil hier liegt daran, dass die Probe zwar nach der HLA-Isolation verdaut
wurde, aber durch die homozygoten HLA-A-, -B- und -C-Genloci nur jeweils ein Allel
identifiziert werden muss. Hier wird die Kombination der Proteomik mit der Ligandomik
durchgefihrt, um eine Typisierung trotz steigender Probenkomplexitat durchzufiihren. Da
selbst die Aufreinigung der HLA-Molekile methodischen Schwankungen unterliegt, wurden
zwei Proben fur den Verdau verwendet, bei denen die HLA-Molekile aus zwei gleich grof3en
Zellpellets isoliert wurden. Die im Grof3enausschlussfilter in Losung zurlickbleibenden HLA-
Molekile (Retentat) werden in Volumen und Proteinkonzentration bestimmt. Dies soll einen

identischen Konzentrationseinsatz flr den Verdau garantieren.
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Tabelle 3.25: Proteinkonzentration und Retentatvolumen der zwei JY-Proben

Proteinkonzentration Retentatvolumen
Probe
(mg/ml) ()]
Jy1l 20,15 31
JY2 29,74 33

3.3.3.1 Identifikation von HLA-Allotypen tuber enzymatische Peptide
Tabelle 3.26 zeigt die Ergebnisse aus dem Verdau der zwei JY-Retentate.

Tabelle 3.26: Tryptischer Verdau mit unterschiedlichen MC-Parametern von JY1 und JY2

JY1l Jy2
Parameter

none OMC 1MC 2MC|none OMC 1MC 2MC

HLA-Peptide® 245 90 153 188 272 95 158 192
PSMs! 1095 462 817 962 1319 542 963 1116

Anzahl unique Peptide® 40 21 34 37 42 21 33 39

Anzahl hint Peptide® 92 21 56 50 96 38 71 51

Proteinabdeckung

A*02:01 72,05 | 49,32 | 74,52 | 75,07 | 76,16 | 50,41 | 75,62 | 76,16
B*07:02 70,99 | 51,93 | 69,61 | 71,27 | 70,99 | 54,97 | 69,61 | 71,27
C*07:02 57,10 | 49,45 | 58,20 | 59,02 | 49,18 | 47,81 | 56,56 | 56,28

Anzahl Nicht-HLA-Peptide3 2191 | 1451 | 2257 | 2554 | 2306 | 1500 | 2346 | 2588
Anzahl Nicht-HLA-PSMs® | 3081 | 2030 | 3236 | 3681 | 3300 | 2072 | 3452 | 2933

1= Peptide/PSMs die aus einem HLA-Molekil stammen (Nicht klassische HLA-Molekule, HLA Klasse II-Molekdle,
bo-Mikroglobulin); 2= Anzahl bezieht sich nur auf HLA-A-, -B- und -C-Allotypen; 3= Anzahl aller Peptide/PSMs
nach Filter, abziiglich der Peptide die aus einem HLA-Molekil stammen.

Der Filter ohne tryptische Schnittmuster (none) zeigt die hochste Anzahl an HLA-assoziierten
Peptiden und doppelte so viele unique wie fir die Prozessierung ohne verpasste
Schnittstellen (0 MC). Die eingesetzte Menge fir den Verdau war identisch, die leichten
Schwankungen sind durch methodische (HLA-Isolation und enzymatischer Verdau) und
durch messungsbedingte Schwankungen zu erklaren. Die Proteinabdeckung bei 0 MC ist
Uber alle Allotypen relativ identisch, geht aber bei Erhéhung der verpassten Schnittstellen
oder none stark auseinander. Wichtig ist die Abdeckung der Sequenzen durch unique
Peptide. Bei JY1 konnte nur bei 0 MC HLA-A*02:01 nicht Uber ein unique Peptid getroffen
werden. Die Prozessierung zeigt die héchste Anzahl an unique Peptiden (fir HLA-A*02:01
sind es funf, fur HLA-B*07:02 sechs Peptide und fir HLA-C*07:02 zwei). Der Anteil der HLA-
assoziierten Peptide (PSM-Wert) betrug bei dem Verdau des JY1-Pellets zwischen 17% und
27%. Bei dem Verdau des JY2-Pellets liegt der Anteil mit 26% - 36% hoher.
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Tabelle 3.27: Durch MS/MS identifizierte unique Peptide nach tryptischem Verdau

HLA-A*02:01 HLA-B*07:02 HLA-C*07:02
(nachgewiesen) (nachgewiesen) (nachgewiesen)
AHSQTHRVDLGTLR GHDQYAYDGK MSGCDLGPDGR

JY1: none, 2 MC, 1 MC
JY2: none, 2 MC, 1 MC
VKAHSQTHRVDLGTLR
JY1: none, 2 MC

JY2: none, 2 MC
KVKAHSQTHRVDLGTLR
JY1 none

JY2: none

APWIEQEGPEYWDGETRK
JY1: none, 2 MC, 1 MC

JY2: none, 2 MC, 1 MC
APWIEQEGPEYWDGETRKV
K

JY1: none, 2 MC

JY2: none, 2 MC
MEPRAPWIEQEGPEYWDGE
TR

Jy1:/

JY1: none, 2 MC, 1 MC, 0 MC
JY2: none, 2 MC, 1 MC, 0 MC
LLRGHDQYAYDGK

JY1: none, 2 MC, 1 MC

JY2: none, 2 MC, 1 MC

JY1: none, 2 MC, 1 MC, 0 MC
JY2: none, 2 MC, 1 MC, 0 MC
AAEQLR

JY1l:2 MC, 1 MC, 0 MC

JY2: none, 2 MC, 1 MC

RRAYLEGECVEWLR RYLENGKETLQRAEPPKTHVTHHPLSDHEA
JY1: none TLR
JY2: none Jy:/
JY2: none
GHDQYAYDGKDYIALNEDLR

JY1: none, 2 MC, 1 MC

JY2: none, 2 MC, 1 MC
LLRGHDQYAYDGKDYIALNEDLR
JY1: none, 2 MC

JY2: none, 2 MC

LLRGHDQYAYDGKDYIALNEDLRSWTAADTAAQITQR
Jy1i:/
JY2: none

JY2: none, 2 MC, 1 MC

LLRGHDQYAYDGKDYIALNEDLRSWTAADTAAQITQRK
JY1: none

Jy2:/
LLRGHDQYAYDGKDYIALNEDLRSWTAADTAAQITQRKWE
AAR

Jy1:/

JY2: none

Anmerkung: Auf Modifikationen wurde keine Rucksicht genommen.

Die restlichen unique Peptide betreffen die nicht klassischen HLA-Molekule und HLA Klasse
[I. Bei JY2 ist eine ahnliche Situation wie bei JY1 zu beobachten. Die hdochste Anzahl der
unique Peptide, die alle Allotypen abdecken, ist bei none zu finden. HLA-A*02:01 konnte
wieder durch 0 MC nicht identifiziert werden. Der PSM-Mittelwert sinkt durch die Anzahl der
Fragmente bei none ab. Die Anzahl der Nicht-HLA-Peptide zeigt einen extremen Anstieg von
0 MC zu 1 MC. Dies zeigt, dass durch das strikte tryptische Schnittmuster weniger Peptide
insgesamt gesehen werden, aber dadurch auch weniger Verunreinigungen. Dass 0 MC
dennoch kein optimaler Prozessierungs-Parameter ist, kann in Tabelle 3.28 gezeigt werden.
Bei JY1 konnte 0 MC weder HLA-A*02:01 noch HLA-B*07:02 identifizieren. Im Vergleich zu
none haben wir zehn Peptide fir HLA-A*02:01, sechs fir HLA-B*07:02 und neun fir HLA-
C*07:02. Bei JY2 konnte etwa die gleiche Situation beobachtet werden mit weniger unique
Peptiden fir die einzelnen Allotypen, denn mit 1 MC konnte HLA-A*02:01 nicht identifiziert

werden.
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Tabelle 3.28: Chymotryptischer Verdau mit unterschiedlichen MC-Parametern von JY1 und JY2

Jyl JY2
Parameter
none OMC 1MC 2MC]| none OMC 1MC 2MC
HLA-Peptide® 217 21 55 90 218 20 58 88
PSMs® 1391 174 547 827 932 226 438 594
Anzahl unique-Peptide® 50 6 15 25 45 5 15 26
Anzahl hint-Peptide2 101 12 15 25 100 10 33 26
Proteinabdeckung
A*02:01 75,34 | 26,03 | 45,48 | 57,53 | 74,79 26,03 47,67 50,41
B*07:02 72,65 | 27,90 | 51,93 | 68,51 | 73,20 27,90 54,14 69,89
C*07:02 64,75 | 19,40 | 36,07 | 53,01 | 66,67 21,04 41,80 50,00
Anzahl Nicht-HLA-Peptide3 1090 247 520 729 1219 220 544 745
Anzahl Nicht-HLA-PSMs® 1232 436 660 910 1625 248 685 952

1= Peptide/PSMs die aus einem HLA-Molekiil stammen (Nicht klassische HLA-Molekile, HLA Klasse lI-Molekiile,
bo-Mikroglobulin); 2= Anzahl bezieht sich nur auf HLA-A-, -B- und -C-Allotypen; 3= Anzahl aller Peptide/PSMs
nach Filter, abzuglich der Peptide die aus einem HLA-Molekil stammen

Durch none konnte fir alle Allotypen in beiden Proben eine Typisierung stattfinden. Dadurch
dass mit 0 MC nur 1 unique HLA-A*02:01-Fragment (siehe 3.3.1.1) moglich ware, ist die
Wahrscheinlichkeit dieses auch zu treffen sehr gering. Die experimentell erreichte
Proteinabdeckung liegt wie erwartet unter der theoretischen (Abbildung 3.16, Abbildung 3.18
und Abbildung 3.20). Mit none konnte die héchste Proteinabdeckung erreicht werden. Ein
groRes Problem der enzymspezifischen Suche ist das Aufkommen von falschen unique
Peptiden. Das Programm interpretiert somit Peptide, die eigentlich héaufig vorkommen
anhand ihres Schnittmusters als unique. Ein Beispiel hierfir ist das Peptid
FVRFDSDAASPREEPRAPW aus dem Lauf JY2, welches bei 2 MC als unique fir HLA-B*27
angegeben wird, aber bei none fur 14 weitere Allotypen richtig zugeordnet wird. Ein weiteres
Beispiel ist das fur HLA-C*07:02 als unique bezeichnete Peptid EAARAAEQL, welches auch
in HLA-C*16 vorkommt. Diese Situation tritt auch bei tryptischen Schnittmustern auf, wie im
Falle des Peptids RAYLEGECVEWLR, welches mit einem tryptischen Schnittmuster als
unique auf HLA-B*07:02 gewertet wird, dabei aber eigentlich in neun anderen Allotypen
genauso vorkommt. Der Anteil der HLA-assoziierten Peptide liegt bei beiden L&ufen

zwischen 40% und 50% und damit um 20% hdher im Vergleich zu den tryptischen Verdaus.



Ergebnisse

104

Tabelle 3.29: Durch MS/MS identifizierte unique Peptide nach chymotryptischem Verdau

HLA-A*02:01 HLA-B*07:02 HLA-C*07:02

(nachgewiesen) (nachgewiesen) (nachgewiesen)
DGETRKVKAH RGHDQY EAARAAEQLRAY
JY1: none Jy1:/ JY1: none, 2 MC, 1 MC
JY2: none JY2: none, 2 MC, 1 MC JY2: none, 2 MC, 1 MC
SQTHRVDLGTL RGHDQYAY TAADTAAQITQRKL
JY1: none JY1: none, 2 MC, 1 MC JY1: none, 1 MC, 0 MC
JY2: none JY2:2 MC, 1 MC JY2: none, 2 MC, 1 MC 0 MC
SQTHRVDLGTLRGYY GCDVGPDGRLLRGHDQY TcHMQHEGLQEPL
JY1: none JY1: none, 2 MC JY1: none, 2 MC, 1 MC
Jy2:/ JY2: none 2 MC Jy2:2 MC
IEQEGPEYWDGETRK GCDVGPDGRLLRGHDQYAY QRMSGcDLGPDGRLL
JY1: none JY1: none JY1: none, 2 MC
JY2: none JY2: none JY2:2 MC
IEQEGPEYWDGETRKV LLRGHDQYAYDGKDYIALNEDLR TCHMQHEGLQEPLTL
JY1: none, JY1: none JY1l:
Jy2:/ Jy2:/ JY2: none, 2 MC
IEQEGPEYWDGETRKVK RGHDQYAYDGKDYIALNEDLRSW SGCDLGPDGRLL
JY1: none JY1: none JY1: none
JY2: none Jy2:/ JY2: none
IEQEGPEYWDGETRKVKAH GCDVGPDGRLLRGHDQYAYDGKDYIALNEDLRSW | TAADTAAQITQRKLEAARAAEQL
JY1: none JY1: none JY1: none, 2 MC; 1 MC
JY2: none JY2:/ Jy2:/
IEQEGPEYWDGETRKVKAHSQ LENGKETLQRAEPPKTHVTHHPLSDHEATL
JY1: none JY1: none
JY2: none Jy2:/
IEQEGPEYWDGETRKVKAHSQTH LENGKETLQRAEPPKTHVTHHPLSDHEATLRCW
JY: none JY1: none
JY2:/ JY2:/

Anmerkung: Auf Modifikationen wurde keine Rucksicht genommen.

Um zu veranschaulichen, welche weiteren Proteine nach einer HLA-Isolation mittels

Antikodrper aus einem Zelllysat in dem Retentat vorhanden sind, folgen zwei Bildschirmfotos

(screenshots) aus der Analyse mit dem Proteome Discoverer. Das Auftauchen von weiteren
HLA-Allotypen auf3er HLA-A*02:01, -B*07:02 und -C*07:02 liegt an der Interpretation des

Proteome Discoverer anhand der identifizierten Peptide (siehe Abbildung 3.28). Dadurch,

dass viele Peptide fir weitere HLA-Allotypen sprechen, z.B. Peptide von HLA-C*07:02

passen auch zu HLA-C*12, zeigt das Programm auch diese Peptide an um kein Protein

auszuschlieBen. Wirde man alle Peptide die zu den vorhandenen HLA-Allotypen abziehen
(insbesondere von HLA-C*07:02), wiirden keine Peptide mehr fir HLA-C*12 und -C*18 Ubrig

bleiben.
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Accession Description Score Cowverage # Peptides | # PSMs Area # Als MW [kDa] cale. pI
PR17RS % Beta-2-microglobulin 05=Homao sapiens GN=E2M FE=15 6022.06 80.67 % 23 394 1.925e10 118 13.7 6.52
PO18&9 % HLA class Ihistocompatibility antigen, B-7 alpha chain 05... 5117.27 7127 % 43 249 3.797=0 362 404 5.85
P01892 % HLA class Ihistocompatibility antigen, &-2 alphachain 05... 5070.13 75.07 % 41 208 3.098e9 365 40.9 6.99
P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins AZ/B1 05=Ho... 3847.15 81.87 % 47 145  4.569e8 353 374 8.95
P10321 % HLA class Ihistocompatibility antigen, Cw-7 alphadhain 0... 3210.24 60.93 % 29 109 2.750e9 366 40.6 6.04
P30508 % HLA class Ihistocompatibility antigen, Cw-12 alphadhain... 2971.88 51.91 % 24 95 2.469e9 366 40.9 6.30
Q29865 % HLA class Ihistocompatibility antigen, Cw-18 alphadhain... 2801.64 34.70 % 20 89 2.750e9 366 40.9 6.62
Q92945 Far upstream element-binding protein 2 05=Homo sapien... 2670.61 60.48 % 45 120 3.023e8 711 73.1 7.30
P38646 Stress-70 protein, mitochondrial 05=Homo sapiens GN=H 211517 59.06 % 43 82  2.747e8 679 73.6 6.16
PO96E51 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotenAl 05=Homo s.. 1998.80 59.95 % 31 95 1,052e9 372 387 9.13
P20700 Lamin-B1 0S=Homo sapiens GN=LMNB1 PE=15V=2-[L.. 1922.60 59.04 % 45 80 1.681e8 586 66.4 5.16
P10809 60 kDa heatshock protein, mitochondrial 05=Homo sapie... 1608.77 53.40 % 36 63 3.052e8 573 61.0 5.87
PO7910 Heterogeneous nuclear ribonudeoproteins C1fC2 05=Ho... 1532.34 59.15 % 26 58 3.098e8 306 33.6 5.08
P02545 Prelamin-A/C 0S=Homo sapiens GN=LMNA PE=15V=1-... 1528.54 47.14 % 41 63 1.432e8 664 74.1 7.02
014479 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DHike 05=Hom.. 1447.34 39.76 % 27 63 1.583=8 420 46.4 9.57
P39019 405ribosomal protein 519 05=Homo sapiens GN=RPS19... 1443.83 84.14 % 25 84 3.935e8 145 16.1 10.32
P13747 % HLA class Ihistocompatibility antigen, alpha chainE 05=... 1437.33 30.45 % 8 32 1,783e9 358 40.1 5.95
P35637 RNA-binding protein FUSO5=Homao sapiens GN=FLSPE=... 1256.37 24.14% 22 57 3.123e8 526 53.4 9,36
Q99729 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 4/B 0S=Homo s... 1181.71 44.58 %o 29 81 2.237e8 332 36.2 8.21
Q96AE4 Far upstream element-binding protein 1 05=Homo sapien... 1176.31 47.36 % 32 58 1.034e8 6494 67.5 7.61
PR7E09 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 05=Homo s... 1161.68 70.37 % 25 49 2.350e8 324 35.9 9.88
PE1978 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotenK 05=Homa sa... 1073.56 53.78 % 26 46 1.314e8 463 50.9 5.54
P38159 RNA-binding motif protein, X chromosome 05=Homo sapi... 968.98 58.82 % 32 56 2.178e8 361 423 10.05
Q14103 Heterogeneous nuclear ribonucleaprotein DO 05=Homo s 960.65 38.87 % 21 47 1.68828 355 38.4 7.81
PREO723 Brain acid solubleprotein 1 05=Homo sapiens GN=BASFL... 958.41 92.51 % 19 39 2.093e8 227 27 4,63
PO6748 Nucleophosmin 05=Homo sapiens GN=NPM1PE=15/=2... 933.21 73.81 % 25 68 2.178e8 294 32,6 4.78
P25705 ATPsynthase subunitalpha, mitochondrial 05=Homo sapi... 880.80 27.85 % 16 26 9.840e7 553 59.7 9.13
Q13435 Splicing factor 3B subunit2 05=Homo sapiens GN=53B2... 560.82 34.53 % 32 46 6.328e7 895 100.2 5.67
075947 ATP synthase subunitd, mitochondrial 05=Homa sapiens.. 836.57 84.47 % 20 46 1.578e8 161 18.5 5.30
P51991 Heterogeneous nuclear ribonucleoproten A3 05=Homo s... 825.01 4444 9% 22 41 1.26928 378 39.6 9.01
P18859 ATPsynthase-coupling factorf, mitochondrial 0S=Homo... 799.00 68.52 % 13 39 3.653e8 108 12.6 9.52
P45782 405ribosomal protein 55 05=Homo sapiens GN=RPS5 FE 756.64 44.61 % 11 28 5.6R8e7 204 228 9.72
P29966 Myristoylated alanine-rich C-kinasesubstrate 05=Homo s.. 752.26 55.12 % 13 22 B8.226e7 332 31.5 4,45
Qasval THO complexsubunit405=Homo sapiens GN=ALYREFP.. 746.61 46.69 Yo 13 32 2.783e8 257 26.9 11.15
PG2269 405ribosomal protein 518 0S=Homo sapiens GN=RPS18... 737.51 69.74 % 19 41 8.799e7 152 17.7 10.99
PB0709 Actin, cytoplasmic 105=Homo sapiens GN=ACTB PE=15... 631.46 37.33 % 14 27 3.593e8 375 41.7 5.48
QoY2wi Thyroid harmone receptor-assaciated protein 3 05=Homo.. 625.42 32.36 % 31 42 4.890e7 955 108.6 10.15
P62851 405ribosomal protein 525 05=Homo sapiens GN=RPS5... 576.35 68.80 % 18 35 2.926e8 125 13.7 10.11
Q13151 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 05=Homo s... 569.89 28.85 % 10 20 9.248e7 305 30.8 9.29
PRB032 Actin, alpha cardiacmuscle 105=Homo sapiens GN=ACT... 568.00 31.03 % 13 25 3.100e8 377 42,0 5,39
Q96125 Splicingfactor4505=Homo sapiens GN=REM17 PE=15... 533.09 32.17 % 18 26 6.225e7 401 44,9 5.97
P43006 MARCKS-related protein 0S=Homo sapiens GN=MARCKS..... 530.02 86.67 Y% 10 22 1.511e8 195 19.5 4.67
P42167 Lamina-associated polypeptide 2,isofoms betafoamma 0. 523.97 35.87 % 16 22 4.854e7 454 50.6 9.38

Abbildung 3.28: Screenshot der Proteinliste aus dem Proteome Discoverer von JY1 Trypsin (2 MC)

Die Proteine wurden nach dem hdchsten score sortiert. Dieser Wert wird aus der Summe aller Peptide gebildet,
die jeweils einen score besitzen. Dieser bildet sich aus einem Programm-spezifischen Bewertungssystem, indem
Informationen wie Ladung des Peptides und Parameter wie der peptide relevance factor verrechnet werden. Die
Accession gibt die ID des Proteins bei www.uniprot.org an und ist unter Description ausgeschrieben. Coverage
gibt die Proteinabdeckung uber die identifizierten Peptide an, welche unter der Kategorie #Peptides zu sehen ist.
Unter #PSMs kann man die Summe aller proteinzugehdrigen Peptide einsehen und unter #AAs die Lange des
Proteins, wie es bei www.uniprot.org angegeben ist. Der Area-Wert wird aus der Summe der hdchsten drei
Peptide des Proteins gebildet. Dies dient dazu einen Eindruck der relativen Haufigkeit von Peptiden und
Proteinen zu bekommen. MW steht fiir die Molmasse (molecular weight) des Proteins. Zuletzt ist der Wert des
Calc. pl angegeben der den theoretischen isoelektrischen Punkt des Proteins anzeigt.

Al's h°chstes AVerunreinigungspr d4Mkrogldbulirs tas
ein Teil des HLA Klasse I-Proteinkomplexes ist, an der Spitze der Tabelle. Andere Proteine
sind normale Zellbestandteile wie Laminin, Ribonukleoproteine und ATP-Synthetasen. Sie
werden entweder vom Antikoérper unspezifisch gebunden oder bleiben in der Sepharose
durch Wechselwirkungen kleben. Mit dem blauen Pfeil ist HLA-E als nicht klassisches HLA-

Molekul markiert.
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Accession Description Score Coverage # Peptides | # PSMs Area # Als MW [kDa] calc. pI
PR17AS % Beta-2-microglobulin 05=Homo sapiens GN=B2M PE=15 3644.51 7227 % 18 302 2.892elD 119 13.7 6.52
P01839 % HLA class Ihistocompatibility antigen, B-7 alphachain 05... 3441.10 68.51 % 31 204 1.581el0 362 40.4 5.85
Q04826 % HLA class Thistocompatibility antigen, B-40 alpha chain 0... 2911.84 43.09 % 20 143 1.581eld 362 40.5 6.54
P01892 % HLA class Thistocompatibility antigen, A-2 alphachain 05... 2377.74 57.53 % 28 143 1.113el0 365 40.9 6.99
P10321 % HLA class Thistocompatibility antigen, Cw-7 alphadchain 0. 1656.85 53.01 % 25 86 5.265e0 366 40.6 6.04
P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/51 05=Ho... 1009.99 58.92 % 19 55 1.481e9 353 374 8.95
P35637 RNA-binding protein FUS05=Homo sapiens GN=FSPE=... 904,11 41.63 % 19 30 3.065e8 526 53.4 9.36
P13747 % HLA class Thistocompatibility antigen, alpha chainE 05=... 845.24 25.70 % 8 29 462929 358 40.1 5.95
P10809 60 kDa heatshock protein, mitochondrial 05=Homa sapie... 465.95 38.74 % 11 22 2.741e8 573 61.0 5.87
075947 ATP synthase subunitd, mitochondrial 05=Homo sapiens... 410.82 64.60 % 8 20 2.334e8 161 18.5 5.30
Q92804 TATA-binding protein-associated factor2N 05=Homo sapi 408.07 27.53 % 12 15 1.21528 5482 61.8 8.02
Qo0a3g Heterogeneous nuclear ribonucleoproteinl) 05=Homo sa... 369.98 16.12 % 11 19 2.264e8 825 90.5 6.00
PG7809 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 05=Homo s... 331.01 41.67 % 9 22 2.989e8 324 35.9 9.88
P30511 % HLA class Thistocompatibility antigen, alpha chainF 05=... 32142 16.76 % [ 13 4.261e8 346 39.0 557
Q96PKE RNA-binding protein 1405=Homa sapiens GN=RBM14 FE... 31343 20.48 % 12 14 7.368e7 669 694 9.67
P51991 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 05=Homo s... 310.11 29.89 % 11 24 5.197e8 378 39.6 9.01
Q92945 Farupstream element-hinding protein 2 05=Homo sapien.. 206.00 35.30 % 12 29 2.015e8 711 73.1 730
P09651 Heterogeneaus nuclear ribonucleaprotein Al 05=Homo s... 294,59 28.49 % 11 29 102629 372 337 9,13
PO6748 Nucleophosmin 0S=Homo sapiens GN=NPM1PE=1 Sv=2.. 28749 35.71 % 7 15 1.377e8 294 32.6 4.78
PEE104 Elongationfactor 1-alpha 1 05=Haomo sapiens GN=EF14.. 279.52 20.78 % 7 15 1.222e8 462 50.1 9.01
Q9RAF4 Far upstream element-binding protein 1 05=Homo sapien 27233 20.03 % 11 18 2.047e8 6544 67.5 7.61
P38646 Stress-70 protein, mitochondrial 05=Homao sapiens GN=H... 262.75 30.04 % 14 24 1.828e8 679 73.6 6.16
014979 Heterogeneous nuclear ribonuclecprotein DHike 05=Hom... 256.87 31.43 % 10 25 3.774e8 420 464 9.57
P1885% ATP synthase-coupling factors, mitochondrial 05=Homo... 249,82 55.56 % 4 15 8.08628 108 12.6 9.52
P31943 Heterogeneaus nuclear ribonucleaproteinH O5=Homo sa.. 247.62 16.48 % 7 g 6.066:7 449 492 6.30
Q5Y7AT % HLA class IThistocompatibility antigen, DRB1-13 beta chai... 244.00 39.85 % 10 15 2.071e8 266 30.0 6.99
Q9BEPS DAZ-associated protein 105=Homao sapiens GN=DAZAFL... 23174 26.54 % 6 17 1.788e8 407 434 8.56
P20700 Lamin-B1 05=Homosapiens GN=LMNB1PE=15V=2-[L... 225.28 21.67 % 9 15 9.518e7 586 66.4 5.16
P01912 % HLA class IThistocompatibility antigen, DRB1-3 chain 05=... 223.52 39.85 % 10 14 1.457e8 266 30.1 8.05
P11021 78 kDa glucose-regulated protein 05=Homo sapiens GN=... 200.57 16.82 % 7 12 1.557e8 654 723 5.16
P02545 Prelamin-&/C 0S=Homo sapiens GN=LMNA PE=15V=1- 198.32 6.17 % 4 g 8.996e7 664 74.1 7.02
P39019 405ribosomal protein519 05=Homo sapiens GN=RPS19... 186.90 63.45 % 8 21 2.890e8 145 16.1 10.32
P46782 405ribosomal protein55 05=Homo sapiens GN=RPS5PE.. 184.34 34.80 % 6 9 1.029e8 204 22.9 9.72
P03234 U1 small nuclearribonucleoprotein C 05=Homao sapiens ... 183.95 10.06 % 1 5 2.317e8 155 17.4 9.67
P31994 Low affinity immunoglobulingamma Fcregion receptor IL.. 179.91 30.65 % g 11 5.198e7 310 34.0 6.16
P38159 RNA-binding motif protein, X chromosome 05=Homo sapi.. 17721 32.74 % 9 16 2.828e8 391 423 10.05
QouIz ATPaseinhibitor, mitochondrial 05=Homo sapiens GN=A .. 166.73 20.75 % 1 5 7.148e7 106 12.2 9.35
PR1978 Heterogeneaus nuclear ribonucleoprotein K 05=Homo sa... 164.68 19.01 % 7 8 9,712:7 463 50.9 5.54
P35613 Basigin 0S=Homo sapiens GN=BSGPE=15V=2-[BASL_... 163.74 20.26 % 7 8 8.882e7 385 42.2 5.66
P09382 Galectin-1 05=Homo sapiens GN=LGALS1 PE=15vV=2-[... 161.64 62.96 % 6 13 8.886e7 135 14.7 5.50
Q03252 Lamin-B2 0S=Homaosapiens GN=LMNB2 PE=15=3-[L. 159.98 317 % 2 6 8.347e7 600 67.6 535
Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain05=Homa sapiens GN=TUB&ICP... 151.30 13.14 % 3 5 8.316e7 449 49.9 5.10
n1790k Tnterlenkin enhanrer-hindina fartar 0S=Hamn saniens 145.88 6.04 % 4 5 R3INeR ag4 953 /.76

Abbildung 3.29: Screenshot der Proteinliste aus dem Proteome Discoverer von JY1 Chymotrypsin (2
MC)

Die Proteine wurden nach dem hdchsten score sortiert. Dieser Wert wird aus der Summe aller Peptide gebildet,
die jeweils einen score besitzen. Dieser bildet sich aus einem Programm-spezifischen Bewertungssystem, indem
Informationen wie Ladung des Peptides und Parameter wie der peptide relevance factor verrechnet werden. Die
Accession gibt die ID des Proteins bei www.uniprot.org an und ist unter Description ausgeschrieben. Coverage
gibt die Proteinabdeckung Uber die identifizierten Peptide an, welche unter der Kategorie #Peptides zu sehen ist.
Unter #PSMs kann man die Summe aller proteinzugehorigen Peptide einsehen und unter #AAs die Lange des
Proteins, wie es bei www.uniprot.org angegeben ist. Der Area-Wert wird aus der Summe der hdchsten drei
Peptide des Proteins gebildet. Dies dient dazu einen Eindruck der relativen Haufigkeit von Peptiden und
Proteinen zu bekommen. MW steht fir die Molmasse (molecular weight) des Proteins. Zuletzt ist der Wert des
Calc. pl angegeben der den theoretischen isoelektrischen Punkt des Proteins anzeigt.

Die Proteine sind im Grunde bei beiden Enzymen gleich, &ndern sich nur teilweise in ihrer
Reihenfolge in der sortierten Liste. Zu erwahnen ist, dass bei dem chymotryptischen Verdau
HLA Klasse II-Molekille neben den nicht klassischen HLA-Molekllen in der Tabelle

erscheinen (markiert mit blauen Pfeil).

In den Laufen wurden keine Teile der Signalsequenz identifiziert. Da davon ausgegangen
wird, dass vor allem auf der Zelle prasentierte HLA-Molekile durch die Antikorper

abgefangen werden, war dies zu erwarten. Dies wirkt sich nur auf die Proteinabdeckung aus.
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3.3.3.2 Anwendungsspezifische Datenbank

Eine weitere Moglichkeit die Prozessierung der Daten zu optimieren, besteht darin die
Protein-Datenbank auf die Probe abzustimmen. In diesem Fall wurde eine HLA-Allel-
Datenbank auf Basis der in Europa vorkommenden Allele erstellt (siehe 2.2.6.4). Dafur
wurde die Proteinliste nach der Proteinabdeckung geordnet, da dies erfahrungsgemal die
beste Proteinreihenfolge ergibt. Es wurde, da es eine homozygote Zelllinie ist, immer der

bestbewertete HLA-Allotyp in den drei Klassen beriicksichtigt.

Description
273 bp- [C*07:17:01_pop6|sp|01662|C*07:17:01_popé]

Accession

| HLA class Ihistocompatibility antigen, A-2 alpha chain 05..
00011 365 bp - [A*02:06:01_pop8|sp|00011|A*02:06:01_pop8] 477839 77.81% i

| HLA class Ihistocompatibility antigen, B-7 alphachain 05.. _ 278 | .3.?97e9|
01050 362 bp - [B*07:15_pop6|sp|01050|B=07:15_pops] 4987.55 7459 % 268 3.797ed 362 404 6.00
P10316 HLA class Ihistocompatibility antigen, A-69 alphadhain 0.. 4469.06 74.25 % 58 211 3.271e9 365 41.0 6.90

Score Coverage % | #Peptides

Description
273 bp-[C*07:17:01_poph|sp|01662|C*07:17:01_popa]

Accession

| HLA class Lhistocompatibility antigen, A-2 alpha chain 05...
00011 365 bp - [A*02:06:01_pop8|sp|00011|A=02:06:01_pops] 4506.57  78.08 % 116 380 1.135e10 365 40.9 6.99
| HLA class Ihistocompatibility antigen, B-7 alphachain 05... _—mm
00435 341 bp - [C*07:03_pop5|sp|00435|C*07:03_pops] 3857.18 68.62% 209 7.618e9 38.0 572

P10321 HLA class Thistocompatibility antigen, Cw-7 alphadain 0... 3573.43 67.49 % 70 193 6.13%e9 366 40.6 6.04

Abbildung 3.30: Proteinubersicht des enzymatischen JY1-Verdaus prozessiert mittels
anwendungsspezifischer Datenbank

Oben zu sehen sind die Ergebnisse des tryptischen Verdaus von JY1 und unten des chymotryptischen, welche
mit der HLA-Allel-basierten Datenbank prozessiert worden sind. Die Proteine wurden nach der hdchsten
Proteinabdeckung (coverage) sortiert. In Blau markiert sind die bestbewerteten HLA-Allotypen in den drei HLA
Klasse I-Proteinen. Unter Description steht die in der Datenbank zugewiesene Allotyp-Bezeichnung. Der score
bildet sich aus einem Programm-spezifischen Bewertungssystem, indem Informationen wie Ladung des Peptides
und Parameter wie der peptide relevance factor verrechnet werden. Die Anzahl der dem HLA-Allotyp zugehdrigen
Peptide ist unter der Kategorie #Peptides zu sehen. Unter #PSMs kann man die Summe aller proteinzugehérigen
Peptide einsehen und unter #AAs die Lange des Proteins wie es bei www.uniprot.org angegeben ist. Der Area-
Wert wird aus der Summe der héchsten drei Peptide des Proteins gebildet. Dies dient dazu einen Eindruck der
relativen Haufigkeit von Peptiden und Proteinen zu bekommen. MW steht fiir die Molmasse (molecular weight)
des Proteins. Zuletzt ist der Wert des Calc. pl angegeben, der den theoretischen isoelektrischen Punkt des

Proteins anzeigt.
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Accession Description Scare Coverage #Peptides | # PSMs Area # AAS Mw [kDa] calc. pI
| 273 bp - [C*07:17:01_pop6|sp|01662|C*07:17:01_popé] 471292 [RER .m
01408 181bp - [C*07:15_pop&|sp|01408]C*07:15_pops] 442938 B0.66 % 35 163 5.291e9 181 20.8 5.74
| HLA class Ihistocompatibility antigen, A-2 alphachain 05... 77.81 %.
00011 365bp - [A*02:06:01_pop8|sp|00011]A=02:06:01_pop8] 6983.37 T7.81% 71 370 5.933e9 365 40.9 6.99
| HLA class Thistocompatibility antigen, B-7 alphachain 05... : 4:1|]| E.?E.3e5‘| 362

01050 362 bp - [B*07:15_pop6|sp|01050|B*07:15_pops] 731009 75.69 % 80 401 6.783e9 362 404 5.00

Accession Description Scare Coverage #Peptides | # PSMs Area # Als MW [kDa] calc. pI

01662 273 bp- [C*07:17:01_pop6|sp|01662|C*07:17:01_pops] q001.19 [ I 1.788e10 m
PO1892 HLA class Ihistocompatibility antigen, A-2 alpha chain 05... 7808 %. 1.88310

00011 365 bp- [A*02:06:01_pop8|sp|00011|A*02:06:01_pops] 4368.65  78.08 % 132 391 1.383e10 365 40.9 6.00
P01889 HLA class Ihistocompatibility antigen, B-7 alphachain 05... 2.418e10 ‘ 4|].4| 5.85

00435 341 bp- [C07:03_pop5|sp|00435|C=07:03_pops5] 395113 7273 % 76 204 1.788¢10 341 38.0 572

e T P T S S P =4 coor an mmm 4 mraan . am - ~ma

Abbildung 3.31: Proteinubersicht des enzymatischen JY2-Verdaus prozessiert mittels
anwendungsspezifischer Datenbank

Oben zu sehen sind die Ergebnisse des tryptischen Verdaus von JY1 und unten des chymotryptischen, welche
mit der HLA-Allel-basierten Datenbank prozessiert worden sind. Die Proteine wurden nach der hdchsten
Proteinabdeckung (coverage) sortiert. In Blau markiert sind die bestbewerteten HLA-Allotypen in den drei HLA
Klasse I-Proteinen. Unter Description steht die in der Datenbank zugewiesene Allotyp-Bezeichnung. Der score
bildet sich aus einem Programm-spezifischen Bewertungssystem, indem Informationen wie Ladung des Peptides
und Parameter wie der peptide relevance factor verrechnet werden. Die Anzahl der dem HLA-Allotyp zugehdrigen
Peptide ist unter der Kategorie #Peptides zu sehen. Unter #PSMs kann man die Summe aller proteinzugehérigen
Peptide einsehen und unter #AAs die Lange des Proteins wie es bei www.uniprot.org angegeben ist. Der Area-
Wert wird aus der Summe der héchsten drei Peptide des Proteins gebildet. Dies dient dazu einen Eindruck der
relativen Haufigkeit von Peptiden und Proteinen zu bekommen. MW steht fiir die Molmasse (molecular weight)
des Proteins. Zuletzt ist der Wert des Calc. pl angegeben, der den theoretischen isoelektrischen Punkt des
Proteins anzeigt.

Die Reihenfolge der getroffenen Allotypen ist in allen vier Auswertungen gleich. Der HLA-C-
Allotyp konnte nicht korrekt getroffen werden. Dies liegt vor allem an der
anwendungsspezifischen Datenbank in der zu viele seltenen Subtypen (z.B. HLA-C*07:17
und HLA-C*07:15) enthalten sind und somit eine korrekte Subtyp-Zuordnung Uber die

Proteinabdeckung nicht méglich ist.

3.3.3.3 HLA-Annotation mittels Peptidmotiv - Ligandomat-Analyse

Durch die Methodik der HLA-Isolation und Elution der natlrlich prasentierten HLA-Liganden
kann man davon ausgehen, dass die Peptidmotive der identifizierten Liganden zu den HLA-
Molekilen der Zelle zugeordnet werden kénnen. Diese Analyse kann durch das von Linus
Backert und Christian Hotz entwickelte Programm Ligandomat durchgefihrt werden. Es
verbindet die Informationen zweier Epitop-Vorhersageprogramme (siehe 2.2.6.5). Eine grol3e
Limitation dieses Programmes ist das Fehlen von HLA-C-Daten. Dieses Problem wird durch
Erforschung der HLA-C Liganden-Motive derzeit gelost.

Die von Armin Rabsteyn, Daniel Kowalewski und Nico Trautwein bearbeiteten Proben

wurden freundlicherweise zur Verfugung gestellt.
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Abbildung 3.32: Verteilung der HLA-Restriktion der Peptidsequenzen aus JY1

Abgebildet sind die von den Vorhersageprogrammen berechneten HLA-Restriktionen der HLA Klasse I-Liganden.
Es wurden nur Peptidsequenzen in die Auswertung mit einbezogen, die in SYFPEITHI die héchste Matrizen-
Punktzahl und NetMHC die hochste Affinitdt haben. Die HLA-Allotypen sind anhand der Prasentation von
ahnlichen Peptidmotiven gruppiert worden um ein eindeutigeres Ergebnis zu erhalten. A02 umfasst die HLA-
Allotypen A*02:01, A*02:02, A*02:03, A*02:04, A*02:06, A*02:11, A*02:12, A*02:16, A*02:19, A*68:02, A*69:01
und BO7 die HLA-Allotypen B*07:02, B*35:01, B*53:01, B*54:01, B*55:01, B*56:01.

Ohne die automatische Gruppierung wirde, wie in Abbildung 3.33 gezeigt, eine klare
Zuordnung zu HLA-A*02:01 erfolgen. SYFPEITHI, in Blau, ordnet die Peptide dem richtigen
Subtyp zu.
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Abbildung 3.33: Verteilung der HLA-A-Restriktion der Peptidsequenzen aus JY1

Abgebildet sind die von den Vorhersageprogrammen berechneten HLA-Restriktionen der HLA Klasse I-Liganden
die auf ein HLA-A-Molekil passen. Es wurden nur Peptidsequenzen in die Auswertung mit einbezogen, die in
SYFPEITHI die héchste Punktzahl und NetMHC die hdchste Affinitat haben. Die HLA-Allotypen sind nicht anhand
der Prasentation von &hnlichen Peptidmotiven gruppiert worden.

Fur HLA-B ist erkennbar, dass SYFPEITHI eine hohe Punktzahl fur HLA-B*35 gibt. Dies
kann als Falsch-Zuordnung erklart werden, da die Typisierung von JY bekannt ist. Da in der
gruppierten Version in Abbildung 3.32 HLA-B*35 der BO7-Gruppe zugeordnet worden ist, fallt
die andere Verteilung durch SYFPEITHI nicht weiter auf.



























































































































































































































