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A Einleitung

A Einleitung

Die folgende Einleitung soll systematisch und umfassend in das Thema der Arbeit —
Identifizierung neuer T-Zellepitope als Grundlage fir eine Peptid-basierte Immuntherapie fur
Ovarialkarzinom (OvCa)-Patientinnen einfihren. Im ersten Teil wird eine allgemeine
EinfUhrung in die Epidemiologie und Therapie des OvCas gegeben. Daran schlief3t sich ein
Kapitel an, in dem die zum Verstandnis dieser Arbeit notwendigen Grundlagen des
Immunsystems vermittelt werden. Zum Schluss werden die ersten beiden Teile in Kontext
zueinander gesetzt und allgemeine und OvCa-spezifische Informationen zur Immuntherapie

gegeben.

A.1 Epidemiologie und Therapie des OvCas

A.1.1 Risiko

Das Risiko, an epithelialem OvCa zu erkranken, scheint mit langjahrigen hormonellen
Einflissen in Zusammenhang zu stehen. Eine friihe erste Regelblutung und ein spates
Einsetzen der Wechseljahre, Kinderlosigkeit oder fehlende Stillzeiten wirken sich ungtinstig
aus. Hormonelle Ovulationshemmer (Pille) schitzen vor OvCa (Beral et al. 2008),
Kombinationspraparate mit Ostrogenen und Gestagenen steigern allerdings geringfiigig das
Brustkrebsrisiko. In verschiedenen Studien konnten genetische Pradispositionen
nachgewiesen werden, die in erster Linie Gene des Hormonstoffwechsels, DNA-
Reparaturmechanismen oder aber Zellzykluskontrollgene betreffen (Pearce et al. 2009). Ein
erhohtes Risiko flir OvCa tragen Frauen, deren Verwandte ersten Grades an Brust- oder
OvCa erkrankt sind, sowie Frauen, die selbst bereits an Brust-, Gebarmutterkdrper-oder

Darmkrebs erkrankt sind.

A.1.2 Diagnose

Da die Erkrankung lange Zeit keine Symptomatik zeigt, erfolgt eine Diagnose meist erst in
einem fortgeschrittenen Stadium. Fir eine verlassliche Diagnosestellung in einem frihen
oder gar pramalignen Stadium gibt es derzeit noch keine Standardverfahren (Rosenthal and
Jacobs 1998). Somit befinden sich Uber 70 % der Patientinnen bei Diagnosestellung bereits
in einem fortgeschrittenen Stadium (Stadium II-1V, siehe Tab. 1). Da die Diagnose in einem
fortgeschrittenen Stadium malgeblich fir die hohe Letalitdtsrate verantwortlich ist, wird

intensiv nach Methoden fiir eine Friiherkennung gesucht. Der Nachweis des Markers CA125
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wird seit einiger Zeit zusammen mit Bildgebungsverfahren, wie dem Ultraschall zur
Friherkennung, diskutiert (Jacobs et al. 1999). CA125 alleine bietet jedoch nicht genug
Spezifitdt und Sensitivitat, da der Marker zwar in tGber 80 % der Falle mit Stadium II-IV, aber
nur in 50 % der Falle mit Stadium | und sogar bei 4 % gesunder Frauen erhdht ist (van
Haaften-Day et al. 2001). Die Kombination beider MalRnahmen ist flr die Friherkennung
zwar geeigneter, jedoch nicht ideal. Somit wird intensiv nach weiteren Tumormarkern
gesucht. Als hoffnungsvolle Kandidaten werden derzeitig die Tumor-assoziierten Antigene
(TAAs) SPAG9 (Garg et al. 2007) und Mesothelin (Hassan and Ho 2008) diskutiert.

A.1.3 Prognose

Laut Schatzungen des Robert Koch-Institutes wird jahrlich bei etwa 10.000 Frauen in
Deutschland ein OvCa diagnostiziert (RKI 2008). Der Anteil an allen Tumorneubildungen bei

Frauen ist zwar mit 4,7 % gering im Vergleich zum Mammakarzinom mit 27,8 %, jedoch ist

der Anteil der Sterblichkeit mit 5,6%
vergleichsweise hoch (Abb. 1 a) und b)).

a) Haufigkeit

aller Krebssterbefdlle von Frauen pro Jahr

Prozentualer Anteil ausgewahlter Tumorlokalizationen an allen Krebsneuerkrankungen

ohne nicht-melanctischen Hautkrebs in Deutschland 2004

Quelle: Schitzung der Dachdokumentation Krebs im Robert Koch-Institut
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b) Sterblichkeit

Prozentualer Antail ausgewihlter Tumorlckalizationen an allen Krebssterbefillen in Deutschland 2004
Quelle: Amthiche Todesursachenstatistik, Statistisches Bundesamt, Wiesbaden
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Abbildung 1: Haufigkeit und Sterblichkeit von OvCa in der deutschen Bevoélkerung.

a) Prozentualer Anteil ausgewahlter Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen ohne nicht-
melanotischen  Hautkrebs in Deutschland 2004; b) Prozentualer Anteil ausgewahlter
Tumorlokalisationen an allen Krebssterbeféllen in Deutschland 2004; Quelle: RKI & Statistisches
Bundesamt, Wiesbaden.

Das durchschnittliche Alter bei Ersterkrankung liegt zwischen 67 und 68 Jahren, jedoch
treten 10 % der Erkrankungen auch vor einem Alter von 45 Jahren auf. Tumorzellen kénnen
sich aus dem Oberflachenepithel des Ovars, aus dem Gonadenstroma oder aus den
Keimzellen bilden (Friedlander 1998). Etwa 90 % der OvCa stammen von
Oberflachenepithelien ab, weshalb auch die meisten in dieser Arbeit untersuchten primaren
Tumorproben diesen pathologischen Befund tragen. Heilungschancen flir Patientinnen mit
OvCa im Friuhstadium (Stadium I), das sich nur auf die Eierstdécke beschrankt, sind relativ
gro3. So uberleben ca. 80 % der Patientinnen durch operatives Entfernen der Eierstocke 5
Jahre nach Diagnosestellung. Die Prognose fiir das fortgeschrittene OvCa ist jedoch
schlecht, mit 5-Jahres-Uberlebensraten, die schnell sinken, wenn das Karzinom in die
Peritonealhéhle (Stadium l1ll) und dariiber hinaus (Stadium IV) gestreut hat. Die folgende
Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die Haufigkeit und die 5-Jahres-Uberlebensraten in Bezug
auf das Stadium bei Erstdiagnose (Schmidt-Matthiesen 2000).
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Tabelle 1: Haufigkeit und 5-Jahres-Uberlebensrate in Bezug auf das Stadium bei Erstdiagnose

. ; 5-Jahres- Haufigkeit bei
SRl | AUEEIE Uberlebensrate Erstdiagnose
I Ovar 79 % 27,7 %

I Ausbreitung im kleinen 61 % 11,0 %
Becken
Ausbreitung Uber o o
. Beckengrenzen hinaus 23 % 44,7 %
Y Fernmetastasen 14 % 16,6 %

A.1.4 Therapie

Die Standardtherapie des OvCas setzt sich aus zwei Sdulen - der radikalen Operation mit
optimalem Tumordebulking und einer sich anschlielenden platinhaltigen Chemotherapie —
zusammen (Bristow et al. 2002; Lichtenegger et al. 1998). Oftmals bilden die Tumore jedoch
Resistenzen, so dass Tumorwachstum und Metastasierung voranschreiten (Markman et al.
2004). Bei der Rezidivbehandlung sind die Mdglichkeiten begrenzt und die Erfolgsaussichten

sehr gering.

A.1.5 Operative Therapie

Die Prognose der Patientinnen wird mafgeblich durch den postoperativ verbleibenden
Tumorrest bestimmt. Ziel der Operation soll es deshalb sein, eine maximale Zytoreduktion
ohne makroskopisch erkennbaren Resttumor zu erreichen, da dies mit dem langsten
rezidivfreien- und Gesamtlberleben assoziiert ist (Bristow et al. 2002). Das primar operative
Vorgehen beim OvCa ist auch in diagnostischer Hinsicht, im Sinne einer ,Staging-OP*,
bedeutend.

Lediglich Low Risk Patientinnen mit einem Tumorstadium FIGO la, Grading 1 profitieren, auf
Grund ihres geringen Rezidivrisikos (5-Jahres-Uberlebensrate > 90%), nicht von einer
derartigen Therapie (Thigpen 1999). Es kann hier ein fertilitdtserhaltendes operatives
Vorgehen erwogen und auf eine adjuvante Chemotherapie verzichtet werden. Nach

abgeschlossener Familienplanung sollte die Operation jedoch komplettiert werden.

A.1.6 Primare Chemotherapie

Eine adjuvante Chemotherapie nach sorgfaltigem operativen Staging ist therapeutischer
Standard. Schon Patientinnen im Frihstadium FIGO I-ll, unter Berlcksichtigung der oben
genannten Ausnahme, profitieren von einer platinhaltigen adjuvanten Chemotherapie
(Colombo et al. 2003; Trimbos et al. 2003).
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So wird nach den Leitlinien der deutschen Gesellschaft flir Gynakologie und Geburtshilfe
2007 fir die Stadien I-1l, auler Stadium IA, Grading 1 eine platinhaltige Chemotherapie mit
3-6 Zyklen empfohlen. Diese verldngert sowohl das rezidivfreie Intervall, als auch die
Gesamtuberlebenzeit (Trimbos et al. 2003).

Beim fortgeschrittenen OvCa Stadium Ilb-IV hat sich die postoperative systemische
platinhaltige Chemotherapie in Kombination mit einem Taxan etabliert. Derzeitiger
Goldandartstandard ist die Gabe von sechs Zyklen Carboplatin (AUC 5) und Paclitaxel (175
mg/m? Uber 3h i.v.) im Abstand von jeweils drei Wochen, da diverse Studien gezeigt haben,
dass dies die effektivste Therapie mit dem geringsten Nebenwirkungsprofil ist (du Bois A. et
al. 2003; Ozols et al. 2003). Versuche eine wirksamere Tripelchemotherapie zu etablieren
schlugen bisher fehl (du Bois A. et al. 2006; Kristensen et al. 2003; Pfisterer et al. 2006).

Ein anderer, vielfach untersuchter Ansatz ist die neoadjuvante, platinhaltige Chemotherapie
mit nachfolgendem Tumordebulking. Die Datenlage ist bisher jedoch widersprichlich
(Bristow and Chi 2006; Bristow et al. 2007; Kuhn et al. 2001; Schwartz 2009), so dass diese
Therapieoption noch nicht als Standardregime empfohlen werden kann. Weitere
Untersuchungen im Rahmen von klinischen Studien sind nétig (Park and Kuhn 2004), um die

Patientinnengruppe zu ermitteln, die von einer derartigen Therapie profitiert.

A.1.7 Therapie des OvCa-Rezidivs

operative Therapie

Die Durchfihrung einer Rezidivoperation ist nach wie vor ein kontrovers diskutiertes Thema.
In retrospektiv durchgefilhrten Studien zeichnet sich jedoch ein Uberlebensvorteil fir ein
selektioniertes Patientenkollektiv ab (Deutsche Gesellschaft f. G&G). Patientinnen bei denen
eine makroskopische Tumorfreiheit erreicht werden kann, profitieren am meisten bezuglich
des Gesamtiiberlebens (Tebes et al. 2007). Aus diesem Grund mussen in Zukunft pradiktive
Faktoren evaluiert werden, um die Patientinnen, bei denen eine optimale Zytoreduktion
moglich ist, der entsprechenden Therapie zuzufihren und die Anzahl der ineffektiven
Operationen zu minimieren (Gungor et al. 2005).

Es miuissen in Zukunft prospektive Studien durchgefihrt werden, um all dies zu zu
bestatigen und die Frage zu beantworten, ob die Rezidivoperation wirklich einen hdoheren
Uberlebensvorteil bietet als eine erneute, nicht-invasive Chemotherapie (Munkarah and
Coleman 2004).
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Chemotherapie

Das OvCa ist einer der chemosensibelsten soliden Tumoren. Dennoch wird ein Grofteil der
Patientinnen mit fortgeschrittenem OvCa ein Rezidiv erleiden (Markman and Bookman
2000). Um die geeignete second-line-Therapie auszuwahlen, mussen Art und Erfolg der
primaren Chemotherapie berlcksichtigt werden. Man unterscheidet hierbei das
platinsensible OvCa, bei dem das rezidivfreie Intervall mindestens 6 Monate betragt, vom
platinrefraktaren OvCa, bei dem es entsprechend schon nach weniger als 6 Monaten nach
Therapieende zum Progress kommt.

Patientinnen mit chemosensiblem OvCa werden zu einem groRen Prozentsatz wieder auf
eine platinhaltige Therapie ansprechen. Je langer das progressfreie Intervall, desto hdher ist
die Wahrscheinlichkeit der erneuten Remissionsinduktion (Markman et al. 1991). Die
platinhaltige Kombinationstherapie hat sich gegeniiber der platinhaltigen Monotherapie der
als effektiver erwiesen. So wird in diesem Fall ein Therapieregime mit Carboplatin/Paclitaxel
oder Carboplatin/Gemcitabine empfohlen. Bei Platinallergie kann pegyliertes, liposomales
Doxorubicin eingesetzt werden, gegebenenfalls in Kombination mit Trabectidin (Leitlinie
maligne Ovarialtumore Deutsche Gesellschaft f. G&G).

20% der Tumore sind primar platinresistent, haufiger handelt es sich jedoch um erworbene
Resistenzen (Markman and Bookman 2000). Patientinnen mit einem platinrefraktarem OvCa
profitieren nicht von einer erneuten platinhaltigen Therapie. In randomisierten Studien wurde
die hochste Effektivitat fir eine Monotherapie mit Topotecan, pegyliertem, liposomalem
Doxorubicin, Gemcitabine und Paclitaxel bei nicht mit einem Taxan vorbehandelten
Patientinnen nachgewiesen. Eine Kombinationstherapie bietet bisher keinen Vorteil
gegenlber einer Monotherapie (Leitlinie maligne Ovarialtumore Deutsche Gesellschaft f.

G&QG). Ziel der sekundaren Chemotherapie soll die Optimierung der Lebensqualitat sein.

A.1.8 Neue Therapieansatze

Aufgrund der hohen Rezidivraten von 70-80% und der haufigen Entwicklung einer
Platinresistenz beim OvCa, wird massiv nach alternativen Therapiemdglichkeiten geforscht.
Besondere Aufmerksamkeit kommt dabei den ,targeted therapies® zu, Wirkstoffen, die
spezifisch in das Tumorwachstum eingreifen und so die Effektivitit und das
Nebenwirkungsprofil der Behandlung verbessern sollen. In Studien werden zurzeit v.a. die
drei folgenden Wirkstoffgruppen untersucht:

e Angiogeneseinhibitoren

e EGFR-Inhibitoren

e Multikinase-Inhibitoren
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Sie werden innerhalb von Studien sowohl in der Primar-, als auch in der Rezidivtherapie
getestet, als Monotherapeutika und auch in Kombination mit verschiedenen etablierten
Chemotherapeutika. Bisher konnte jedoch nur selten ein klinisches Ansprechen beobachtet
werden (Han et al. 2009). Am erfolgversprechendsten in der Therapie des OvCa scheint
Bevacizumab, ein monoklonaler Antikdrper gegen VEGF-A. Dieser verhindert die
Neoangiogenese, die entscheidend zum Tumorwachstum beitragt. Als Monotherapeutikum
beim Ovarialkarzinomrezidiv konnte bei 42% der mit Bevacizumab behandelten Patientinnen
ein progressionsfreies Intervall von mindestens 6 Monaten verzeichnet werden. Es laufen
aktuell mehrere Phase-IlI-Studien, die den Nutzen von Bevacizumab auch in der adjuvanten
Therapie, in Kombination mit verschiedenen Chemotherapeutika untersuchen soll (Han et al.
2009; Martin and Schilder 2007).

A.2 Das Immunsystem

A.2.1 Aufbau des Immunsystems

Durch den standigen Kontakt und stofflichen Austausch mit seiner Umwelt muss sich der
menschliche Organismus vor schadlichen Stoffen und Krankheitserregern schitzen. Diese
Aufgabe dbernimmt das Immunsystem, in dem zelluldre und humorale Anteile
zusammenwirken, um ,Eigen® und ,Fremd® zu unterscheiden und das als ,Fremd® erkannte
abzuwehren.

Aulerdem lasst sich das Immunsystem in einen angeborenen und einen adaptiven (=
erworbenen) Teil unterteilen, wobei sich beide aus zellularen und humoralen Bestandteilen
zusammensetzen. Das angeborene Immunsystem ist die Grundausstattung, die dem
menschlichen Korper von Geburt an mitgegeben ist. Es erkennt schnell allgemeine
pathogene Strukturen, meist ganze Gruppen von Antigenen, wirkt also eher Muster-
spezifisch, und es kommt zu keiner Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses. Zu
diesem Teil des Immunsystems gehoéren unter anderem phagozytische Zellen und natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) sowie Teile des Komplementsystems.

Das erworbene oder auch adaptive Immunsystem besitzt eine hohe Spezifitdt und kann ein
sogenanntes ‘"immunologisches Gedachtnis® ausbilden. Die Vielfalt der adaptiven
Immunantwort und ihre selektive Wirkung gehen auf das Prinzip der klonalen Selektion
zurtck. Diesem Teil des Immunsystems ist es mdglich, sich an verschiedene Antigene
anzupassen. Dies geschieht durch spezifische Rezeptoren, die Reifung der Zellen und die
Rekombination von antigenerkennenden Oberflachenmolekilen, wie z.B. des T-
Zellrezeptors. Im Falle eines wiederholten Kontaktes mit demselben Antigen erméglicht dies

dem Organismus eine schnellere Reaktion und so einen verbesserten Schutz. Das adaptive
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Immunsystem lasst sich weiter in die Teile der humoralen und der zellularen Immunantwort
untergliedern. Die Hauptakteure des humoralen Immunsystem sind die B-Lymphozyten, die

Antikorper sezernieren, welche Uber das Serum weitergegeben werden kénnen.

A.2.2 T-Zellen

Zu den Hauptvertretern des zellularen adaptiven Immunsystems zahlen einige
antigenprasentierende Zellen (APC) wie Makrophagen, Dendritische Zellen (DCs) und die T-
Lymphozyten. T-Zellen werden weiter unterteilt in T-Helferzellen (Ty1, T2 und Ty17) und
zytotoxische Killerzellen (cytotoxic T lymphocytes, CTLs). Die T-Helferzellen haben eine
Vermittlerrolle im Immunsystem und erkennen neben extrazellularen auch vaskulare und
intrazellulare Antigene. Durch diese Erkennung von Antigenen auf APC werden sie dazu
angeregt, wiederum andere Zellen zu aktivieren, indem sie beispielsweise entsprechende
Zytokine ausschiitten. Die Ty1-Zellen aktivieren vor allem Makrophagen, CTLs, B-Zellen und
andere zellulare Teile des Immunsystems. Ty2-Zellen aktivieren vor allem B-Zellen und
stellen so eine Verbindung zur humoralen Immunantwort des adaptiven Immunsystems dar.
CTLs dagegen sind in der Lage, Antigene zu erkennen, die zytosolischen bzw.
intrazellularen Ursprungs sind. Daher ist es diesen T-Zellen moglich, kérperfremde Proteine
wie virale und Tumorantigene aus dem Zytosol aufzuspuren und die Zielzelle dann zu
lysieren. Durch das Phanomen der Cross Presentation, (auf welches hier nicht eingegangen
werden soll) kdnnen den CTLs auch extrazelluldre Antigene prasentiert werden. Diese Zellen
sind weiter in der Lage, Zytokine zu sekretieren, die sich auf andere Komponenten des

Immunsystems auswirken.

A.2.3 MHC-Molekule

Die Erkennung von zytosolischen bzw. intrazellularen Antigenen durch CTLs basiert auf der
Prasentation von Peptiden auf der Zelloberflache der APCs und deren Erkennung durch den
hochvariablen T-Zellrezeptor auf der Zelloberflache der T-Zellen (Davis et al. 1998). Die
prasentierten Peptide sind durch komplexe Vorgange der Antigenprozessierung aus
Proteinen entstanden. Die Molekile, auf denen diese Peptide prasentiert werden, sind im
MHC (Major Histocompatibility Complex) Gencluster kodiert. Der polygene und extrem
polymorphe MHC liegt beim Menschen auf Chromosom 6 (bei der Maus auf Chromosom
17). In der Bevolkerung gibt es viele verschiedene Allele fur die meisten der einzelnen
Genloki, wie Tabelle 2 zeigt. Der Polymorphismus des MHC ist der am starksten
ausgepragte des menschlichen Genoms Uberhaupt. Dies fuhrt dazu, dass sich die MHC-

Allele zwischen einzelnen Individuen unterscheiden und somit als kdrpereigene Antigene
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bezeichnet werden koénnen. Da diese Eigenschaft zunachst bei humanen Leukozyten
entdeckt wurde, werden die MHC-Molekile auch als HLA-Molekiile bezeichnet (Human
leukocyte antigen). Der MHC spielt auch eine zentrale Rolle bei der Transplantatabstof3ung,
weshalb man auf ihn aufmerksam wurde (Davis et al. 1998; SNELL 1964).

Tabelle 2: Polymorphismus der humanen MHC-Gene.

MHC Klasse | MHC Klasse Il
Locus A B C | DPa DPp DQu DQB DRa DRP
ﬁﬂ;@h' der 965 1543 626 | 28 138 35 107 3 855

Tabelle nach (Holdsworth et al. 2009)

Die MHC-Molekiile werden in zwei Klassen unterteilt: MHC-(Klasse)-I-Molekile und MHC-
(Klasse)-lI-Molekile. Die Unterteilung beruht auf strukturellen Unterschieden sowie der
unterschiedlichen Herkunft der Peptide auf den Zelltypen, von denen sie erkannt und
exprimiert werden. So werden MHC-I-Molekile von CTLs und MHC-II-Molekiile von Ty-
Zellen erkannt.

Die Expression von MHC-II-Molekiilen ist auf die APCs beschrankt. Peptide, die auf MHC-II-
Molekllen binden, sind in ihrer Lange sehr variabel, jedoch mindestens 13 Aminosauren
lang und stammen von Proteinen, die von den APCs durch Endozytose aufgenommen
wurden. In dieser Arbeit wird vorrangig von MHC-I-Molekiilen die Rede sein, weshalb auf die
weitere Struktur und Funktion von MHC-II-Molekilen nicht weiter eingegangen wird.
MHC-I-Molekile werden von nahezu allen kernhaltigen Kdrperzellen exprimiert. Peptide, die
auf MHC-I-Molekulen binden, stammen von endogenen Proteinen ab. Das MHC-I-Molekdl
gibt somit Auskunft Uber den aktuellen Proteinbestand einer Zelle. Endogene Proteine
werden im Proteasom in Fragmente von 5-20 Aminosauren zerlegt. Einige dieser Peptide
gelangen in das endoplasmatische Retikulum (ER) und werden dort mit Hilfe der TAP-
Transporter (TAP, transporter associated with antigen processing) auf das MHC-I-Molekil
geladen und an die Zelloberflache gebracht (Williams et al. 2002). Auch virale Proteine und
Tumor-assoziierte Proteine werden so Uber das MHC-I-Molekll an CTLs prasentiert.

Hierbei haben die verschiedenen MHC-Molekile bevorzugte Peptidmotive (Falk et al. 1991;
Rammensee et al. 1993), die sich aus der speziellen Struktur der MHC-Molekile ergeben.
MHC-Molekule sind Heterodimere, die sich aus einer schweren (Domanen a1-a3) und einer
leichten Kette (B2m) zusammensetzten. Die schwere Kette bildet mit zwei ihrer drei
Domanen (a1 und a2) eine Furche, in der die Peptide meist in gestreckter Konformation

(Madden et al. 1993) liegen. C- und N-Terminus des Peptids werden Uber invariante
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Positionen der Bindungsfurche gehalten (Bouvier and Wiley 1994), die Seitenketten dagegen
interagieren mit Bindungstaschen innerhalb der Furche. Diese hochpolymorphen Taschen,
die durch mehrere spezifische Aminosduren gebildet werden (Falk et al. 1991; Saper et al.
1991), binden die sogenannten "Ankerreste® der Peptide. Als Ankerreste werden kleine
Gruppen von nahe verwandten Aminosduren bezeichnet, die an der gleichen Position im
Peptidliganden eines MHC-Allels auftreten. Sie bilden die Grundlage fur die grof3e Variabilitat
der verschiedenen MHC-I-Allele und der dazu passenden Peptidliganden (Rammensee et al.
1993). So ergibt sich aus den Taschen jedes Allels und den Ankerresten seiner Liganden ein
spezifisches Peptidmotiv, aufgrund dessen eine Vorhersage von MHC-I-Liganden mdglich
wird (Parker et al. 1994). Die Vorhersage von Peptidmotiven kann mit Hilfe eines Programms
wie z.B. SYFPEITHI erfolgen, welches einen Liganden anhand seiner wahrscheinlichen
Bindungseigenschaften auf ein bestimmtes MHC-Klasse-I-Molekil bewertet (Rammensee et
al. 1999).

A.2.4 Der T-Zellrezeptor

Wie bereits erwahnt, bendtigt das adaptive Immunsystem zur Erkennung von Antigenen
nicht nur auf MHC-Molekilen prasentierte Peptide sondern auch den T-Zellrezeptor (TCR, T
cell receptor). Die Gruppe der T-Lymphozyten lasst sich anhand ihres TCRs in zwei
Untergruppen gliedern, die ap und die y® T-Zellen. Letztere stellen die kleinere Untergruppe
dar, die Antigene direkt und nicht Uber Peptide auf MHC-Molekilen erkennen. In dieser
Arbeit soll aber der Schwerpunkt auf af T-Zellen und der MHC-Peptid-TCR-Interaktion
liegen. Wenn also im weiteren Verlauf die Rede von T-Zellen ist, sind immer aff T-Zellen
gemeint. Der af TCR ist wie das MHC-Molekll ein heterodimeres Glykoprotein, das
strukturelle Ahnlichkeit zu membranstandigen Fab-Fragmenten eines Antikdrpers besitzt
(Garboczi et al. 1996). Die Homologie des TCR zu Immunglobulinen zeigt sich hier durch
das Vorhandensein zweier konstanter (Ca/ CB) und zweier variabler (Va/ V) Regionen. Die
Interaktion des TCR mit dem MHC-Peptid-Komplex kommt durch letztere zustande, weshalb
in dieser Region die grolte Variabilitdt vorliegt. Die V-Regionen von Va werden auf
genomischer Ebene durch V-/ J-Elemente (V = variable; J = joining) kodiert. Bei VB werden
diese V- und J-Elemente durch ein Drittes, das D-Element (D = diversity) voneinander
getrennt (Rowen et al. 1996). Diese Segmente werden auf genetischer Ebene durch
Umlagerung, die absichtlich ungenau ablauft, miteinander verbunden. Auch bei diesem
Rearrangieren ist eine starke Homologie zu der Antikérpersynthese von B-Zellen zu
erkennen. Neben der Tatsache, dass es mehrere verschiedene V-, D- und J-Elemente gibt,
trdgt die ungenaue Verknipfung dieser Segmente entscheidend zu der grofRen

Gesamtdiversitat von etwa 10'® des TCR bei.
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A.2.5 Korezeptoren

Der TCR ist mit weiteren Molekllen an der Zelloberflache assoziiert. Dabei sind neben dem
CD3-Komplex, der vor allem an der Signaltransduktion sowie Oberflachenexpression des
TCRs beteiligt ist, vor allem die Korezeptoren CD4 bei T-Helferzellen und CD8 bei CTLs zu
erwdhnen (Janeway, Jr. 1992). Hierbei interagiert CD4 mit MHC-II-Molekulen, und CD8+ T-
Zellen erkennen MHC-I-Peptid-Komplexe auf der Zelloberfliache und erhéhen damit die

Bindungsstarke des jeweiligen Komplexes bis zu einem Faktor von 100.

A.2.6 Entwicklung und Selektion der T-Zellen

Welche T-Zellen nun CD4 und welche CD8 exprimieren, wird wahrend der Reifung der T-
Zellen im Thymus entschieden. Dort findet nach der Rekombination des TCR die positive
und negative Selektion statt. Diese Vorgange gewahrleisten die Erkennung der MHC-
Molekile durch die TCRs (positive Selektion) sowie die Eliminierung selbst-reaktiver T-Zellen
(negative Selektion). Schatzungen zufolge Uberstehen lediglich etwa zwei Prozent aller
Thymozyten die Selektionsvorgange. Die Zellen exprimieren fortan nur noch einen der
beiden Korezeptoren und verlassen den Thymus nach etwa drei Wochen als reife, naive T-
Zellen (Shortman et al. 1990; Surh and Sprent 1994).

Nach dem Verlassen des Thymus zirkulieren die naiven T-Zellen durch das Blut- und
Lymphsystem, wahrend in geringem Umfang auch eine Teilung naiver T-Zellen stattfindet.
Diese Homoostase gewahrleistet, dass nicht zu viele T-Zellen erhalten bleiben, jedoch ein
ausreichend diverser Pool an naiven T-Zellen am Leben gehalten wird bleibt. Hierzu missen
entsprechende Signale die homdostatische Proliferation der T-Zellen regulieren. Es hat sich
gezeigt, dass sowohl Zytokine als auch TCR-Signale die Homdéostase der T-Zellen
beeinflussen. So bendtigen naive T-Zellen zum Uberleben in der Peripherie die MHC-
Selbstpeptid-TCR Wechselwirkung. (Kirberg et al. 1997; Nesic and Vukmanovic 1998; Rooke
et al. 1997; Tanchot et al. 1997; Witherden et al. 2000).

Gleichzeitig inhibieren monoklonale naive T-Zellen die Proliferation von T-Zellen gleicher
Spezifitat, wahrend transgene naive T-Zellen unterschiedlicher Spezifitat sich gegenseitig
nicht beeinflussen (Troy and Shen 2003), was eine Ubermaflige Vermehrung einzelner T-
Zellspezifitaten unterbindet und somit die Vielfalt der TCR-Spezifitat garantiert. Die GroRe
der gesamten polyklonalen T-Zellpopulationen wird wahrscheinlich Uber Zytokine reguliert.
Naive T-Zellen exprimieren groRe Mengen an Interleukin-7-Rezeptor (IL-7R). Experimente
mit blockierenden IL-7- und IL-7R-Antikdrpern zeigten, dass IL-7 ein limitierender Faktor der

homoostatischen Proliferation naiver T-Zellen ist (Schluns et al. 2000).
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A.2.7 Aktivierung der T-Zellen

Bei ihrer Zirkulation durch das Blut und die peripheren Lymphorgane treffen die naiven T-
Zellen nun auf von professionellen APCs prasentierte Peptide (1. Signal). Als professionelle
APCs bezeichnet man solche Zellen, die neben dem Antigenkontakt auch kostimulatorische
Signale (z.B. Gber CD80 oder CD86) vermitteln. Dieser Vorgang wird als ,priming“ von T-
Lymphozyten bezeichnet (im Folgenden als Aktivierung bezeichnet) (Lenschow et al. 1996).
Die so prasentierten kérperfremden Antigene wurden zuvor von den APCs aufgenommen
und in die peripheren Lymphorgane transportiert (Banchereau and Steinman 1998). Die
kostimulatorischen Signale durch die APCs sind von entscheidender Bedeutung, da es durch
das Fehlen des 2. Signals meist zur Anergie (Reaktivitatsverlust) oder zum Tod der naiven
T-Zellen kommt (Guerder et al. 1994). Die erfolgreich aktivierten T-Zellen beginnen mit der
Proliferation und Differenzierung zu Effektor- und Gedachtnis-Zellen. Hierbei produzieren die
T-Zellen autokrin wirkendes Interleukin-2 (IL-2), wodurch eine erhdhte Expression des IL-2-
Rezeptors angeregt wird. So wird die Zelle Uber mehrere Tage hinweg zu zwei bis drei
Zellteilungen pro Tag angeregt. Unterstitzt wird die Aktivierung von T-Zellen durch Zytokine
(z.B. IL-1 und IL-6), die von den APCs freigesetzt werden, aber auch durch Zell-Zellkontakt
mit aktivierten CD4*-T-Zellen.

Effektorzellen sind nun in der Lage, ohne weitere Kostimulation bei Antigenerkennung
Effektorfunktionen auf eine Zielzelle auszuuben. Die wohl wichtigste Effektorfunktion von
CTLs ist die Lyse von Zielzellen, die durch das Ausschitten von Zytotoxinen, wie Perforin
und Granzym, und die FasL-induzierte Apoptose erfolgt (Henkart 1994). Die Zytotoxine sind
intrazellular in Vesikeln gespeichert und kénnen Uber einen kalziumabhangigen Prozess
freigesetzt werden. Granzyme sind eine Gruppe mit mindestens flnf Serinproteasen, die
Uber eine enzymatische Kaskade Apoptose induzieren kénnen. Perforine polymerisieren in
der Zellmembran der Zielzelle zu Poren, was letztlich zur Lyse dieser Zelle fihrt. CTLs
besitzen neben dieser ,Killer-Funktion auch die Fahigkeit Zytokine wie TNFa, TNFB und
IFNy zu sekretieren. Die beiden erstgenannten Stoffe kénnen an TNF-Rezeptoren der
Zielzelle binden und so an deren Toétung mitwirken. TNFa, TNFB und IFNy sind darlber
hinaus in der Lage, Makrophagen zu aktivieren. Neben dieser Hauptaufgabe von
IFNy bewirkt dieses Zytokin eine verstarkte Expression von MHC-I-Molekulen auf Zellen und
hemmt die Virusreplikation. Das Wanderungsverhalten der T-Zellen andert sich mit der
Aktivierung drastisch: Wahrend die Wanderung der naiven T-Zellen darauf ausgerichtet ist,
das Zusammentreffen mit APCs in den lymphatischen Organen zu gewahrleisten, sollen
aktivierte T-Zellen in peripheren Geweben auf potentielle Zielzellen treffen und ihre

Effektorfunktionen ausiiben.
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A.3 Krebs im Kontext des Inmunsystems

A.3.1 Die Andersartigkeit der Tumorzellen

Um nun darstellen zu kdénnen, wie und durch welche Komponenten das Immunsystem
Tumorzellen erkennt, muss zunachst die “Andersartigkeit® (= “Fremd“) der Tumorzellen
beleuchtet werden. Die Mechanismen, die eine gesunde Zelle zu einer Tumorzelle werden
lassen sind vielféltig und die Tumorgenese von einem Carzinoma in situ, welches noch
Gewebeschranken akzeptiert, bis hin zu einem invasiven, metastasierenden Tumor vollzieht
sich in mehreren Schritten. In der Regel fuhren mehrere Mutationen zu einem veranderten
Expressionsverhalten der Zelle, die dadurch einen Selektionsvorteil gegenliber gesunden
Zellen erhalt und in der Lage ist, unkontrolliert zu proliferieren (Shih et al. 1981; Vogelstein et
al. 1988). Hierbei treten die Mutationen vor allem in Tumorsuppressorgenen,
Transkriptionsregulatoren, Proto-Onkogenen und weiteren Genen, die flr die Regulation von
Proliferation und dem Uberleben der Zelle notwendig sind, auf. Dies fiihrt zu einer breiten
Anderung der intrazelluldren Proteine (Fearon and Vogelstein 1990), wodurch sich die
Proteome einer gesunden Zelle und einer Tumorzelle voneinander unterscheiden. Die
veranderten Proteine, welche immunogene Determinanten hervorbringen, werden als
Tumorantigene bezeichnet. Teile dieser Tumorantigene kénnen dann Uber MHC-Molekiile
auf der Zelloberflache prasentiert werden. Tumorantigene lassen sich in verschiedene

Klassen unterteilen (Tabelle 3) (Stevanovic 2002).

Tabelle 3: Einteilung der TAAs mit Beispielen

Klasse der Antigene Beispiel

, . . Melan A/MART-1, Tyrosinase, gp 100, CEA, NY-BR-1,
Differenzierungsantigene

rab38

Uberexprimierte Antigene Her2/neu, p53, MUC-1
Cancer/Testis-Antigene MAGE, BAGE, GAGE, NY-Eso-1, SSX
Punktmutationen B-Catenin, MUM-q, CDK-4, p53, ras
Virale Antigene HPV (E16, E17), EBV (LMP1, LMP2), HTLV-1

Modifiziert nach (Jager et al. 2003)

Differenzierungsantigene kénnen von Normal- und Tumorgewebe exprimiert werden.
Cancer/Testis-Antigene werden normalerweise nur von testikularen Keimzellen oder
plazentaren Trophoplasten exprimiert. Da diese Zellen keine MHC-I-Molekiile exprimieren,

kommt es nicht zu Entstehung von antigenen Peptiden, was diese daher tumorspezifisch
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macht. Im Gegensatz hierzu werden Differenzierungsantigene auch auf Zellen des normalen
Gewebes prasentiert, was den Einsatz in der Immuntherapie unter der gesicherten
Vermeidung einer Autoimmunreaktion schwierig macht. Diese Problematik findet sich auch
bei den Uberexprimierten Antigenen. Diese Proteine werden zwar von Tumorzellen in
héherem Male produziert und prasentiert, finden sich jedoch auch auf normalen Zellen. Da
schon eine geringe Menge eines Antigens ausreichen kann um eine Immunreaktion
auszuldsen, kdnnen auch hier Autoimmunreaktionen bei der Verwendung solcher Antigene
in der Therapie von Krebspatienten nicht ausgeschlossen werden. Weiter kénnen
Mutationen in bestimmten Genen wie z.B. von p53 zu Krebs fiihren. Weiter werden auch
Infektionen mit verschiedenen Viren, wie z.B. dem Epstein-Barr (EBV) oder humanen
Papillomavirus (HPV) mit Entstehung von Tumoren assoziiert. Daher sind auch Proteine der

beiden zuletzt genannten Gruppen als mdgliche TAAs von wissenschaftlichem Interesse.

A.3.2 Erkennung durch das Immunsystem

Viele TAAs sind urspriingliche Selbstproteine, die entweder verandert, Uberexprimiert, oder
eigentlich nur wahrend der Embryogenese vorkommen. Diese Tatsache lasst vermuten,dass
sie vorrangig auf MHC-I-Molekiilen prasentiert werden und somit in erster Linie CD8" CTLs
allein oder in Kombination mit CD4*-T-Zellen die zentrale Rolle bei der Tumorbekampfung
spielen (Garrido et al. 1997; Roth et al. 1994). Aufer der Unterstiitzung der CD8"-T-Zellen
als Ty1-Zellen wurden auch direkte Effektor Reaktionen von CD4"-T-Zellen beschrieben (Hu
and Stein-Streilein 1993; Levitsky et al. 1994; Overwijk et al. 1999; Toes et al. 1999).
Inzwischen wurde aber gezeigt, dass aulRer T-Zellen auch andere zellulare Komponenten
des Immunsystems in der Tumorimmunologie eine Rolle spielen. Hierzu gehéren Antikérper,
NK-Zellen, Monozyten, Makrophagen und DCs, wobei insbesondere DCs eine wichtige
Funktion bei der Vermittlung antitumoraler Immunitat zugesprochen wird (Smyth et al. 2001).
NK-Zellen erkennen stressinduzierte Molekile auf Tumorzellen, sowie eine Verringerung der
HLA-Expression. Antikdrper koénnen an veranderte Oberflachenmolekile binden. Das
Immunsystem ist also prinzipiell in der Lage, diese Tumorantigene zu erkennen (ltoh 1987;
Rosenberg et al. 1988; Rosenberg et al. 1994; van der Bruggen P. et al. 1991). Jedoch
kommt es haufig zu einer Anergie und Inhibition der zustandigen Effektorzellen. So wurde
beispielsweise gezeigt, dass in der Peripherie von Melanompatienten T-Zellen existieren, die
autologe Tumorzellen in vitro erkennen und lysieren kénnen (Valmori et al. 2002). In vivo
kommt es aber nicht zur effizienten Eliminierung der entarteten Zellen. Dieses Fehlen der
Effektorfunktion kann verschiedene Ursachen haben. So ist bekannt, dass sowohl in weiter
differenzierten murinen, aber auch humanen Kolonkarzinomen die Expression von Granzym

B und der {-Kette des TCR herunterreguliert sind (Bronstein-Sitton et al. 2003; Nakagomi et
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al. 1993). Werden isolierte TILs zusammen mit IL-2 inkubiert, stellt sich nach kurzer Zeit
jedoch wieder eine typische Expression der (-Kette ein (Nakagomi et al. 1993; Rabinowich et
al. 1996). Weiter wurde in der Vergangenheit gezeigt, dass auch die Signaltransduktion von
IL-2 und seinem Rezeptor CD25 gestort sein kann, was sich in einer reduzierten Expression
von CD25 auf T-Zellen widerspiegeln kann (Chiou et al. 2005; Sheu et al. 1997). Aul3erdem
kann die Deletion von Immunzellen durch Induktion von Apoptose zustande kommen
(Hoffmann et al. 2002). Es wurde diskutiert, dass FasL von Tumorzellen exprimiert wird, was
zusammen mit der dauerhaften Aktivierung der Immunzellen Activation Induced Cell Death
(AICD) induzieren kann (Chiou et al. 2005).

A.3.3 Tumorescape

Im Folgenden stellt sich nun die Frage, inwiefern Tumorzellen und ganze Tumoren ihre
Erkennung durch das Immunsystem zulassen oder vielmehr, wie sie sich Uberhaupt
ausbreiten kénnen, wenn sie eigentlich erkannt werden. Im Prinzip wird jedes TAA nach
demselben Mechanismus erkannt wie ein virales Antigen mit dem Unterschied, dass die
Tumorzelle aktiv einer Erkennung entgegen wirkt und versucht zu ,entkommen®. Hierbei gibt
es zahlreiche Mechanismen auf Seiten des Tumors, die es ihm ermdglichen, sich dem
Immunsystem zu entziehen. Hierzu gehdren die Stromabarriere, Defizienzen in der
Antigenprozessierung, ein verandertes Zytokinmilieu, eine Induktion von regulatorischen T-
Zellen sowie eine fehlende Vermittlung kostimulatorischer Signale.

Die Stromabarriere

Die Theorie der Stromabarriere ist eine Moglichkeit des Tumors, dem Immunsystem zu
entgehen (Spiotto et al. 2002). Hierbei gibt es eine der Basalmembran ahnliche Struktur, die
den Tumor umgibt und so die Infiltration immunkompetenter Zellen verhindert (Buckanovich
et al. 2008; Menon et al. 2003; Valmori et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass die
erhdhte Expression des Endothelin B Rezeptors (ETBR) im BlutgefalRsystem des Tumors
von Patienten mit OvCa die Infiltration durch Lymphozyten vermindert oder sogar vdllig
unterdriickt (Buckanovich et al. 2008). Im Gegensatz hierzu konnte in anderen Studien
gezeigt werden, dass dieses Stroma bestimmte Oberflachenmarker und Zytokine besitzt,
welche eine verstarkte Infiltration von Lymphozyten in das Tumorgewebe erlauben wirden.
Zu diesen Stoffen zahlen der Tumor Necrosis Factor Superfamily (TNFSF-14) (Yu et al.
2004) oder das Glykoprotein gp33 (Spiotto and Schreiber 2005).

Defizienzen in der Antigenprozessierung

Eine wichtige Voraussetzung zur Prasentation von Antigenen an CTL ist, wie bereits
dargestellt, die Assoziation der Peptide an MHC-Molekiile. Somit sollten Veranderungen

innerhalb des MHC-I-Prasentationsweges die einfachste Mdglichkeit darstellen, einer CTL-
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Antwort zu entkommen. Tatsachlich findet man bei zahlreichen Tumoren Defekte der
Antigenprozessierung und —prasentation. Beim OvCa konnten in immunhistologischen
Untersuchungen sowohl komplette Verluste der MHC-I-Expression als auch partielle Verluste
fur HLA-A*02-Allele beobachtet werden. Komplette Verluste der MHC-I-Expression
korrelierten mit Defekten in der Expression der schweren Kette von B2 Mikroglobulin und
TAP1 (Kaklamanis et al. 1995). Einige klinische Studien zeigten Korrelationen zwischen
Tumorprogression und MHC-I-Verlusten bzw. Defizienzen fir TAP (Cormier et al. 1998;
Vitale et al. 1998). Bei Untersuchungen von Tumorzellinien unterschiedlicher Herkunft
fanden sich nicht nur Defizienzen fur TAP1 und TAP2, sondern auch fiir die Bestandteile des
Immunoproteasoms LMP2, LMP7 und MECL-1 (Johnsen et al. 1998). Defizienzen im
Bereich des Immunoproteasoms werden vor allem mit qualitativen Unterschieden bei der
Generierung von T-Zellepitopen in Verbindung gebracht (Morel et al. 2000). Eine Expression
von MHC-II findet sich in der Regel nur auf professionellen APC wie Monozyten,
Makrophagen, DCs und B-Zellen. Aus diesem Grund weisen Tumorzellen in der Regel keine
Expression von MHC-II auf. Die dadurch bedingte fehlende Stimulierung von CD4*-Ty-Zellen
wirkt sich wiederum negativ auf die Aktivierung von CD8-T-Zellen aus, da eine Sekretion
von Helfer-Zytokinen wie IL-2 ausbleibt (Becker and Brocker 1995).

Verandertes Zytokinmilieu

Tumorzellen kénnen, wie berichtet wurde, ihre Umgebung Uber ein bestimmtes Zytokinmilieu
mit Stoffen wie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Gabrilovich et al. 1996), Tumor
Growth Factor-B (TGF-B) (Tada et al. 1991) oder IL-10 (Elgert et al. 1998) beeinflussen.
Dieses veranderte Chemokinmilieu im Bereich des Tumors kann zum einen die vollstandige
Reifung infiltrierender DCs verhindern (Gabrilovich et al. 1998; Ishida et al. 1998; Shurin et
al. 2002). Zum Anderen kann es auch Anergie und AICD der infiltrierenden Lymphozyten
verursachen. So machen sich Tumore, wie Studien zeigen konnten, regulatorische T-Zellen
(Tregs) oder Myelid-Derived-Suppressor-Cells (MDSC) zu Nutze, um dem Immunsystem
auszuweichen (Sutmuller et al. 2001; van et al. 2001).

Induktion regulatorischer T-Zellen

Es wurde gezeigt, dass das von Krebszellen ausgeschittete TGF-B eine vermehrte
Infiltration von Tregs in den Tumor zur Folge haben kann (Sheu et al. 2001). So berichteten
verschiedene Gruppen Uber Patienten mit Pankreas- Brust-, Lungen-, Magen-, Haut- und
Nierenkrebs von einer erhohten Anzahl regulatorischer T-Zellen in der Peripherie aber auch
im Bereich des Tumors (Cesana et al. 2006b; Griffiths et al. 2007; Ishihara et al. 2003;
Liyanage et al. 2002; Wolf et al. 2003). Auch eine Stimulation durch den immunsuppresiven
Rezeptor CTLA-4 auf T-Zellen fiihrt zu einer verstarkten Aktivierung regulatorischer T-Zellen

(Hodi et al. 2003). Bei der Untersuchung von PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells)

16



A Einleitung

von RCC- (renal cell carcinoma) und Melanom-Patienten konnte nach der Behandlung mit
hohen IL-2-Dosen ein erhohter Anteil an Tregs in den PBMCs detektiert werden
(Ahmadzadeh and Rosenberg 2006; Cesana et al. 2006a). Dieses verstarkte Auftreten von
Tregs in Krebspatienten kann sich negativ auf deren Uberlebensprognose auswirken, wie
verschiedene Untersuchungsergebnisse in der Vergangenheit zeigen konnten (Griffiths et al.
2007; Sasada et al. 2003; Siddiqui et al. 2007).

Fehlende Vermittlung kostimulatorischer Signale

Es konnte auch gezeigt werden, dass Tumore die Expression von kostimulatorischen
Molekilen verlieren und so dem Immunsystem entgehen, da mdgliche reaktive T-
Lymphozyten nicht aktiviert werden kénnen (Chiou et al. 2005; Harding et al. 1992).
Insbesondere die Molekile CD80 und CD86 werden von den meisten Tumoren nicht
exprimiert. In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die Induktion einer Antitumorantwort
u.a. von der Expression des CD80-Molekiils abhangt (Baskar et al. 1993; Townsend and
Allison 1993). Ahnlich verhalt es sich mit CD54 und CD58, welche von vielen Tumorzellen
nur in geringerem Maf exprimiert werden. Das Ausbleiben kostimulatorischer Signale flhrt
bei potentiell reaktiven T-Zellen zur Inaktivierung Gber Anergiemechanismen.
Antigenverlust

Aufgrund der starken genetischen Veranderungen in einer Tumorzelle verandern sich auch
deren Oberflachenstrukturen standig. So kann das Expressionsmuster von Tumorantigenen
innerhalb einer Lasion heterogen sein (Blankenstein et al. 1996; Boczkowski et al. 1996;
Lanzavecchia 1996). Die fehlende Erkennung von Tumorzellen durch T-Zellen kann also
nicht nur indirekt durch Defizienzen des MHC-I-Prasentationswegs zustande kommen,
sondern auch direkt durch den Verlust von Tumorantigenen im Laufe der Tumorprogression.
So kann es zu der Ausloschung einer bereits vorhandenen Immunantwort kommen (Boon et
al. 1994). AulRerdem wurden auch véllige Verluste von Antigen-Expressionen in Melanom-
und Brustkrebs-Patienten beschrieben. Wahrend das Tumorantigen in dem primaren
Tumorgewebe noch exprimiert wurde, lie® es sich im Verlauf der Tumorprogression in
Metastasen nicht mehr nachweisen (Maeurer et al. 1996; Pinto et al. 2009). Desweiteren gibt
es die Theorie des Immunoediting, wobei durch die Auseinandersetzung des Tumors mit
dem Immunsystem Zellen geférdert werden, die von diesem nicht mehr erkannt werden
konnen (Dunn et al. 2002). Das Erhéhen und Aufrechterhalten der Immunogenitat des

Tumors kann aus diesem Grund ein Ziel der Immuntherapie sein.

A.3.4 Immuntherapien bei Krebs

Trotz all dieser Versuche der Tumorzellen, sich dem Immunsystem zu entziehen, kommt es

in Patienten dennoch immer wieder zu spontanen Remissionen des Tumors. Dies kann mit
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auf das Einwirken des Immunsystems gegen den Tumor zuriickgeflihrt werden. Die
Infiltration durch Zellen des Immunsystems, speziell durch T-Zellen, wirkt sich meist auch
positiv auf die Uberlebensdauer der Patienten aus. So zeigten Untersuchungen von
Melanom-, CRC- (Colorectal Cancer) und OvCa-Patienten eine gesteigerte 5-Jahres-
Uberlebensrate (von 30% auf 73% in CRC und von 4.5% auf 38% in OvCa), wenn sich eine
erhdhte Anzahl an T-Zellen im Gewebe des Tumors fand (Zhang et al. 2003; Couzin 2006).
Diese T-Zellen hatten den Phanotyp von zytotoxischen Effektor- oder Gedachtniszellen
(Galon et al. 2006; Pages et al. 2005).

Das heil’t aber, dass mit Hilfe der Immuntherapie der bereits beschriebene Toleranzzustand
der Immunzellen bzw. die Tarnung der Tumorzellen Uberwunden werden muss. Die
wichtigsten Ziele bei der Entwicklung einer Immuntherapie sind die Identifizierung von TAAs,
die Generierung einer ausreichend starken Immunantwort, die letztendlich zu einer
Tumorabstollung flihrt, und die gleichzeitige Blockade von Tumor-Escape-Mechanismen.
Prinzipiell muss man die antigenunabhangigen von den antigenabhangigen Immuntherapien
unterscheiden. Bei der Antigenunabhangigen Therapie wird versucht, durch
Immunstimulanzien verschiedenster Art, z.B. CpG-Sequenzen (Speiser et al. 2005),
Granulozyten—Makrophagenkolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) (Disis et al. 1996) oder
IL-2 (Nencioni et al. 2003), die Immunzellen unspezifisch zu aktivieren.

Im Folgenden soll aber nur auf die antigenabhangigen Immuntherapien eingegangen
werden. Diesen Therapien ist gemeinsam, dass sie auf TAAs zielen, die im Verlauf der
Karzinogenese exprimiert und vom Immunsystem als fremd erkannt werden kdnnen. Hier
sind drei Ansatze zu unterscheiden:

Die Antikdrper-basierte Immuntherapie

Es werden Antikorper gegen TAA oder gegen allgemeine Antigene, die in der Tumorbiologie
eine besondere Rolle spielen, wie Dbeispielsweise Wachstumsfaktoren und
Angiogenesemarker eingesetzt. Das Ziel ist es, z.B. mit einfachen oder bispezifischen
Antikérpern Effektormechanismen zu induzieren, oder die Antikérper gekoppelt an Toxine
oder radioaktive Komponenten selbst direkt als Angriffsmolekil einzusetzten (Bleumer et al.
2006; Elaraj et al. 2004; Hainsworth et al. 2005; Huang et al. 2007; Rini et al. 2004).
Adoptive Imnmuntherapie

Allogene oder autologe immunkompetente oder tumorspezifische Zellen werden ex vivo
expandiert und anschlielfend wieder in den Tumorpatienten transferiert (Bukowski et al.
1997; Figlin et al. 1999; Roigas and Massenkeil 2005; Topalian et al. 1988).
T-Zell-Aktivierungsstrategien

Hier soll mit Hilfe von Vakzinen eine T-Zell-basierte Immunantwort induziert werden. Dass

Tumor-assoziierte Peptide von T-Zellen erkannt werden koénnen, was letztendlich zur
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Abtétung von Tumorzellen fiihrt, konnte erstmalig von van der Bruggen et al (van der
Bruggen P. et al. 1991) gezeigt werden. Fir die Generierung einer T-Zellantwort gegen den
Tumor gibt es verschiedene Vakzinierungsstrategien, die in der folgenden Tabelle aufgelistet

sind.

Tabelle 4: Vakzinierungsstrategien

Strategie Art des Antigens

Antigen mit oder ohne Adjuvant Peptide

Proteine

nackte DANN oder RNA, rekombinantes
Virus

beladene Dendritische Zellen Peptide

Tumorlysate

DNA oder RNA

Proteine

veranderte oder unveranderte Tumorzellen autolog

allogen

gemischt autolog-allogen

Tumor-APC-Hybrid

Das Ziel solcher Vakzinierungen ist die Generierung TAA-spezifischer T-Zellen, die klonale
Expansion dieser T-Zellen und die anschlieRende Tumorlyse durch die CTLs. Im Zentrum
der Vakzinierungsstrategien stehen neben den T-Zellen die DCs, da diese das TAA in den
verschiedenen Darreichungsformen aufnehmen und an naive T-Zellen prasentieren.
Zusatzlich zu den verschiedenen TAA-Darreichungsformen ist die Gabe von DC-
aktivierenden Adjuvantien, von denen es mittlerweile viele verschiedene gibt. Zu nennen
ware beispielsweise CpG-ODN (Cytosin-phosphatidyl-Guanosin Oligodeoxynukleotide)
(Chen et al. 2004) oder GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor)
(Kavanagh et al. 2007).
Die Generierung einer Vakzine ist sehr vielschichtig und viele Aspekte missen beriicksichtigt
werden. Folgende Fragen sollen einen Einblick in die Komplexitat geben:

= |n welcher Form soll das Antigen verabreicht werden?

=  Welche Adjuvantien sind sinnvoll?

= Fldhren monovalente oder multivalente Vakzinen zu besseren Ergebnissen?

= |n welchem Krankheitsstadium ist eine Vakzinierung angemessen?

= Wie haufig und wie lange muss die Vakzinierung erfolgen?

= Wie kbnnen antigenspezifische Immunantworten tiberwacht werden?

= Wie kann eine induzierte Immunantwort aufrechterhalten werden?
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Im Gegensatz zu einigen therapeutischen Antikdrpern haben die verschiedenen
Vakzinierungsstrategien zur Aktivierung von CTLs bisher noch nicht den Weg in den
klinischen Alltag gefunden. Es kdnnen zwar in den meisten Fallen TAA-spezifische T-Zellen
in vivo generiert werden, und die Nebenwirkungen dieser Therapien sind sehr moderat. Jedoch
sind die Einzelfalle mit einem klinischen Ansprechen oft nicht statistisch signifikant. Als ein
Grund dafur Iasst sich sicherlich die klinische Prifung solcher Vakzinierungen in bereits
fortgeschrittenen Tumorstadien verantwortlich machen. Die so behandelten Patienten haben
haufig im Verlauf der Therapie einen Tumorprogress und mussen deshalb friihzeitig aus der
Studie aussteigen. Dies flhrt oft zu sehr kleinen Patientenkollektiven und somit zu geringerer
statistischer Aussagekraft. Zudem haben diese spat behandelten Tumore meist schon
verschiedene Tumor-Escape-Mechanismen ausgebildet, so dass auch ein aktiviertes
Immunsystem wenig ausrichten kann. Eine Losung ware zukiinftig die Kombination aus einer
solchen Vakzinierung mit therapeutischen Antikérpern. Hier waren beispielsweise Antikérper

gegen immuninhibitorische Strukturen zu nennen, wie etwa CTLA-4 (Ruter et al. 2009)).

A.3.5 Immuntherapie bei OvCa

Die Rolle des Immunsystems beim OvCa wurde durch die Arbeit von (Zhang et al. 2003)
deutlich. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass die 5-Jahres-Uberlebensrate von Patientinnen mit
der An- bzw. Abwesenheit von tumorinfiltierenden Lymphozyten (TILs) korreliert. AuRerdem
konnte gezeigt werden, dass sich auch das Verhéltnis von CD8"- und CD4"-positiven TILs
auf die Lange der Uberlebenszeit auswirkt, mit einer besseren Prognose je héher der Anteil
an CD8"-T-Zellen ist. Dieser ungiinstige Effekt der CD4'-T-Zellen konnte auf Tregs
zurtckgeflhrt werden, die durch die Expression von CD4, CD25 und FoxP3 (forkhead box
P3) gekennzeichnet sind. Diese Beobachtungen Ilassen darauf schlieRen, dass
immuntherapeutische Ansatze bei der Bekdmpfung des OvCas sinnvoll sind.

In friiheren immuntherapeuthischen Ansatzen bei OvCa wurden Zytokine wie IFNy und TNFa
direkt in die Bauchhohle appliziert. (Allavena et al. 1988; Vanderkwaak and Alvarez 1999).
Dies flihrte zu einer Proliferation der Lymphozyten, erhéhter Chemokin- und
Zytokinproduktion als auch zu einer gesteigerten MHC-I-Expression auf den Tumorzellen.
Dennoch zeigten diese Behandlungen nur einen geringen klinischen Effekt bei relativ hohen
Nebenwirkungen.

Klinische Studien mit adoptivem T-Zell-Transfer in OvCa-Patientinnen wurden zwar im
Allgemeinen gut toleriert, zeigten aber in den meisten Fallen keinerlei Effekt auf Tumorgrofie
und Wachstum. Dies wurde vor allem mit der kurzen Uberlebensdauer der T-Zellen in den

Patientinnen und der fehlenden Migration zu den Tumorzellen erklart (Kershaw et al. 2006).
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Um die T-Zellen mit den Tumorzellen in Kontakt zu bringen gab es verschiedene Ansatze
mit bispezifischen Antikorpern (Flieger et al. 2000; Marme et al. 2002; Strauss et al. 1999).
Bei einigen palliativ behandelten Patienten wurde die Bildung von Aszitis durch den
bispezifischen Antikdrper HEAXOKT3 deutlich herabgesetzt und eine Aktivierung
tumorgerichteter Lymphozyten in der Bauchhdhle beobachtet (Marme et al. 2002).

Einige monoklonale Antikorper sind bereits in klinischen Studien fur OvCa-Patientinnen. Der
therapeutische Antikérper Oregovomab gegen CA125 ist bereits in fortgeschrittener Phase
der klinischen Prufung (Nicodemus and Berek 2005; Weiner and Borghaei 2006).
Korrelationen zwischen Antikdrpergabe und positivem klinischen Ansprechen konnte jedoch
bisher nicht beobachtet werden (Berek et al. 2009). Andere Antikdrper gegen TAAs befinden
sich erst in frihen Abschnitten der klinischen Priufung, darunter Bevacizumab gegen VEGF
(vascular epidermal growth factor) (Burger et al. 2007), Trastuzumab gegen HERZ2/neu
(Bookman et al. 2003) und Removab gegen EpCAM (epithelial cell adhesion molecule)
(Schmitt et al. 2004).

Bei Ansatzen zur aktiven T-Zell-Induktion wurden in frilheren Studien allogene Tumorzellen
als Impfstoff eingesetzt. Alternativ hierzu wurde auch mit DCs vakziniert, die mit Tumorlysat
(Hernando et al. 2002) oder definierten MUC-1 Peptiden beladen waren (Brossart et al.
2000). Einige dieser Vakzinen verwendeten auch Peptid/Adjuvant Kombinationen (Knutson
et al. 2002). Gemeinsam zeigten all diese Ansatze geringe Nebenwirkungen und dass eine

tumorspezifische T-Zell-Induktion in OvCa-Patientinnen méglich ist.

A.3.6 Peptid-basierte Vakzinierung - Identifizierung von T-Zellepitopen

Der groRe Vorteil einer Peptid-basierten Vakzinierung ist, dass das Risiko einer
Autoimmunrektion durch den Einsatz klar definierter, von TAAs abgeleiteter T-Zellepitope
minimiert werden kann. So kommt es sehr selten zu schweren Nebenwirkungen, und diese
sind meist, wie bei einer Impfung auf die Reaktion des Immunsystems zurickzufuhren.
Aulerdem ist die Produktion der Peptide unter GMP (good manufactoring practice)-
Bedingungen erheblich einfacher als Zellpraparationen. Schliellich kébnnen innerhalb einer
Vakzinierung ganze Peptid-Cocktails verabreicht werden, die eventuell speziell auf den
Patienten abgestimmt werden kénnen. Nun stellt sich die Frage, wie man die richtigen T-
Zellepitope flr eine bestimmte Tumorklasse definieren kann. Drei Methoden beruhen auf
bereits existierenden tumorspezifischen T-Zellen. Zwei weitere Methoden gehen von der

Antikoérper-Reaktion der Patienten oder vorhergesagten MHC-Liganden aus:
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»Screening“ von Expressionsdatenbanken

Bei der ersten Methode werden Zellen mit Bibliotheken aus genomischer DNA oder cDNA
von Tumorzellen transfiziert und dann in Zytokin-Freisetzungs- oder Zytotoxizitatstests mit
den Tumor-reaktiven T-Zellen analysiert (Boon 1993; Smith et al. 2001).
MHC-Liganden-Analyse

Bei der zweiten Methode werden MHC-Liganden von Tumormaterial isoliert und
chromatographisch in Fraktionen aufgetrennt. AnschlieRend werden mit diesen Fraktionen
beladene APC in funktionellen T-Zell-Tests untersucht. Peptide aus den Fraktionen, die von
T-Zellen erkannt wurden, werden schlielBlich per Massenspektrometrie sequenziert (Cox et
al. 1994).

TIL-Stimulation mit autologen Tumorzellen

Die letzte Methode beruht auf der in vitro-Stimulation von TILs mit autologen Tumorzellen
(Brandle et al. 1996; Gaudin et al. 1999; Probst-Kepper et al. 2004; Van den Eynde et al.
1999).

Serologische Analyse

Eine weitere Moglichkeit bietet die Serumanalyse von Tumorpatienten, die oft Antikorper
gegen TAA enthalten (Gouttefangeas et al. 2007). Auf dieser Tatsache beruht das Prinzip
von SEREX (Serological analysis of autologous tumor antigens by recombinant cDNA
expression cloning). Hier konnten bei der Durchsuchung von cDNA-Expressionsbibliotheken
aus menschlichem Serum TAA-spezifische Antikérper identifiziert werden (Koroleva et al.
2002; Sahin et al. 1995). Mittels SEREX, dem Serum Antikorper Detektionsarray (SADA)
oder der Proteomics-basierten Analyse SPEAR konnen weitere immunogene Antigene
detektiert werden, gegen die wahrscheinlich auch T-Zellreaktionen entwickelt werden
kénnen, wie bereits fir das Melanom-assoziierte Antigen NY-ESO-1 gezeigt werden konnte
(Gnjatic et al. 2003; Jager et al. 2000).

In Silico-Vorhersage oder “Reverse Immunology*

Eine weitere verbreitete Methode ist die sogenannte "Reverse Immunology“. Hierbei nutzt
man die Tatsache, dass flr viele HLA-Allele Peptidmotive bereits sehr genau definiert sind.
Darauf basierend koénnen flur die Proteinsequenzen interessanter Tumorantigene
Ligandenvorhersagen gemacht werden (Rammensee et al. 1999). Mit den vorhergesagten
synthetisierten Liganden werden in vitro-T-Zellstimulationen durchgefiihrt. AnschlieRend
werden die stimulierten T-Zellen auf ihre Tumorreaktivitat untersucht (Brossart et al. 1998;
Celis et al. 1994; Schmitz et al. 2000; Sun et al. 2000; Vonderheide et al. 1999). Ein
alternativer Ansatz anhand von vorhergesagten T-Zellepitopen ist die "Predict, Calibrate,
Detect*- Methode (PCD) (Pascolo et al. 2001; Schirle et al. 2000). Hier werden zunachst

auch T-Zellepitope vorhergesagt und synthetisiert. In einem natirlichen HLA-Peptid-Gemisch
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aus Tumorzellen kann spezifisch nach diesen Peptiden gesucht werden, indem dieses
Gemisch chromatographisch getrennt und koeluierende Peptide anschlieRend
massenspektrometrisch sequenziert werden. Dazu wird zuvor das chromatographische

System mit den gesuchten Peptiden kalibriert.

A.3.7 TAAs im OvCa

Wie fir die meisten Tumore sind fiir das OvCa bereits eine Vielzahl TAAs bekannt, die mit
einer mehr oder weniger hohen Frequenz auf OvCa-Geweben exprimiert werden. Diese
altbekannten TAAs wurden meist schon im Zusammenhang anderer Tumore ausgiebig
beschrieben und erst im Nachhinein auch auf OvCa-Gewebe nachgewiesen.
Carcinoembrionic antigen (CEA) ist hierbei das wohl schon am langsten beschriebene
Antigen, das vor allem im Serum von Colonkarzinom Patienten nachgewiesen wurde und im
Anschluss auch als Diagnose- und Prognosemarker verwendet wurde (Kleinman and Turner
1972). Weiter wurde NY-ESO-1 erstmals in Melanompatienten (Jager et al. 1998), Her2/neu
in Brustkrebspatientinnen (Seshadri et al. 1989) und WT1 in akuter lymphoblastischer
Leukdmie (ALL) (Chen et al. 1983) beschrieben. MUC-1, Survivin und hTERT sind dagegen
TAAs, die in sehr vielen Tumorarten stark exprimiert werden (Ambrosini et al. 1997,
Apostolopoulos and McKenzie 1994; Vonderheide et al. 1999). EpCAM ist ein TAA, das auf
allen normalen epithelialen Zellen exprimiert wird aber auch auf allen gastrointestinalen
Tumoren Uberexprimiert wird. Durch die hohe Expression im OvCa wird es auch haufig als
Marker fur OvCa-Zellen verwendet. Fir viele dieser Antigene wurden auch schon T-
Zellepitope beschrieben, was sie fir eine Peptid-Vakzine nutzbar macht. Die in Tabelle 5
blau unterlegten Antigene wurden in dieser Arbeit ndher untersucht. Nahere Beschreibungen
dieser Antigene befinden sich daher im ersten Ergebnisteil bei der Charakterisierung von

Tumorzellen.
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Tabelle 5: OvCa-assoziierte Antigene. Blau unterlegt Antigene, die in dieser Arbeit nadher

untersucht wurden.

Hinter den jeweiligen Expressionen aus der Literatur stehen in Klammern die jeweiligen Methoden, mit
denen diese gemessen wurden. (MRNA): Expression der mRNA des Antigens, (ICH): Expression
wurde durch immunhistochemische Farbung gemessen, (WB): Expression wurde durch Westernblot

A Einleitung

detektiert, (Serum): die Proteinmenge wurde im Serum der Patienten bestimmt.

Antigenfamilie

Antigen

Tumorsuppressorgene

Onkogene

Cancer/Testis-A

Angiogenese

Referenz

% Expression in

OvCa
WT1 (Bruening et al. 1993) 75% (MRNA
Her-2/neu | (Verri et al. 2005) 27% (ICH)
hTERT (Kyo et al. 1999) 80% (mRNA)
Survivin (Sui et al. 2002) 51% (ICH

NY-ESO-1

(Odunsi et al. 2003)

43% (ICH)

Onkofetale Antige

SPAG9

CEA

(Garg et al. 2007)

(Denk et al. 1972)

90% (WB)

20-45% (Serum)

SIX1

uberexprimierte Antigene

(Behbakht et al. 2007)

50-63% (MRNA)

MUC-1 (Dong et al. 1997) >90% (ICH)
EpCAM (Kim et al. 2003) >90% (ICH)
L1CAM | (Fogel et al. 2003) 80% (ICH)
Testisin | (Shigemasa et al. 2000) 78% (MRNA)
NeuromedinU | (Euer et al. 2005) 53% (mMRNA)
Jagged2 (Euer et al. 2005) 50% (mRNA)
Mesothelin | (Hassan and Ho 2008) 67%-100% (ICH)
CA125 (Canney et al. 1984) 83% (Serum)

Osteopontin

(Nakae et al. 2006)

(Ishii 1995)

81% (Serum

77% (MRNA)
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A.4 Zielsetzung

Das OvCa ist wegen seiner spaten Erkennung mangels geeigneter Diagnoseverfahren eine
der todlichsten Tumorerkrankungen bei Frauen. Die Behandlungsstrategien der Ovarektomie
und Chemotherapie sind begrenzt und enden meist in der Resistenz gegen samtliche
Chemotherapeutika. Daher werden dringend Behandlungsstrategien gebraucht, die diese
Resistenzmechanismen umgehen und bestehende Therapieansatze sinnvoll erganzen
kénnen.

Eine Peptid-basierte Immuntherapie kénnte eine solche Erganzung darstellen. Zum einen ist
nach der operativen Entfernung des Tumorgewebes (,Debulking®) die Tumorlast geringer
und vereinzelte Tumorzellen und Metastasen bieten dem Immunsystem eine bessere
Angriffsflache. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass bei OvCa-Patientinnen aul’er dem
optimalen Debulking die Anwesenheit von intratumoralen T-Zellen der entscheidende Faktor
fur den weiteren Krankheitsverlauf darstellt (siehe Abb. 2). Dies belegt die wichtige Rolle des
Immunsystems im Tumorgeschehen mit TILs als positivem Prognosemarker. Allerdings wird
eine erfolgreiche Therapie mallgeblich von zwei Faktoren abhangen: der erfolgreichen
Umgehung von Tumorescape-Mechanismen und der Vermeidung oder Aufhebung anerger
und inhibitorischer Zustande der Effektorzellen.

P<0.001 P<0.001

100+ 100
i . ! Intratumoral T cells,

g 754 g 75 | optimal debulking
= s
3 2
2 £
a0 Intratumoral T cells 2 504 Intratumeral T cells,
= = suboptimal debulking
£ E Mo intratumoral
a 254 ) 3 259 T cells, optimal Mo intratumoral T cells,
Mo intratumoral T cells debulking suboptimal debulking
0 — T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T 1
0 12 24 356 48 60 72 84 96 108 120 132 0 12 24 3 48 60 T2 84 95 108 120 132
Month Month

Abbildung 2: Intratumorale T-Zellen spielen die zentrale Rolle bei der Uberlebensrate von
OvCa-Patientinnen (Zhang et al. 2003).

Das Ziel dieser Arbeit war es neue T-Zellepitope zu identifizieren, die eine Grundlage flr
eine Peptid-basierte Immuntherapie fiir OvCa-Patientinnen bilden kénnen.
Zur Veranschaulichung der Strategie und der Verknupfung der einzelnen Teile dieser Arbeit

ist in Abbildung 3 eine Gliederung der verwendeten Methoden dargestellt.
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in silico Ansatz zur Definition Charakterisierung von MHC-Liganden-Analyse
neuer T-Zellepitope Tumorzellen

Aus der Literatur OvCa-Zeiflinien ™0 * Immunprazipitation

bekannte TAAS pyb d T_gnaﬂ:ecn-
i i g
in sifico I N
Vorhersage HLA-
A*02 restringierter | — LC-MS
Peptide — * Analyse

v
Potentielle T-
itope? Peptid-Validierun T-Zellepitope?
colbplicps? \ P 9 / Neue TAAs?

in vitro T-Zellstimulation —
und funktionelle T-
Zelltests

Abbildung 3: Strategie und Verkniipfung der verwendeten Methoden.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten OvCa-Zelllinien und —Primargewebe hinsichtlich ihres
TAA-Profils charakterisiert werden, um Kenntnisse Uber die Haufigkeit verschiedener TAAs
zu gewinnen. Die Auswahl der untersuchten TAAs erfolgte unter Kriterien, die daraus
identifizierte T-Zellepitope flr den therapeutischen Einsatz interessant machen.
Daruberhinaus war die Charakterisierung der OvCa-Zelllinien eine Grundlage fur weitere

Experimente mit generierten TAA-spezifischen CTLs, wie etwa Zytotoxizitatstests.

Im zweiten Teil sollten in einem in silico Ansatz neue T-Zellepitope definiert werden. Dazu
wurden mit Hilfe des SYFPEITHI-Algorithmus HLA-A*02 restringierte Peptide ausgewahliter
TAAs vorhergesagt und anschlieRend fir in vitro T-Zellstimulationen verwendet. Durch
funktionelle T-Zelltests sollten so potentielle T-Zellepitope identifiziert werden, die als

therapeutisch nutzbare Peptide in der Tumortherapie einsetzbar sind.

Im dritten Teil wurde die MHC-Ligandenanalyse verwendet werden um mdgliche T-
Zellepitope auf der Oberflache von OvCa-Primargeweben direkt zu finden. Die so
identifizierten HLA-Liganden sollten anschlie®Bend durch den Abgleich mit einer
Proteindatenbank (BLAST) ihrem Quellprotein zugeordnet werden. Die so erhaltenen
Quellproteine sollten dann auf moégliche Assoziation mit Tumorerkrankungen geprift werden

und somit als potentielle neue OvCa-assoziierte Tumorantigene identifiziert werden.
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B Material und Methoden

B.1 Material

B.1.1 Ethikantrage fiir die Arbeit mit Patientenproben

Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgte Asservierung und Untersuchung von Proben (Blut,

Gewebe) von OvCa-Patienten wurden von der Tibinger Ethikkomission genehmigt (siehe

Anhang):

-Entwicklung einer Multiepitop-Vakzine gegen Antigene
Tumorassoziiertes Endothel”

»Analyse von HLA-Liganden aus Ovarialkarzinomgewebe*
Nummern der Ethikantrage: [113/2006V] und [353/2007BO2]

B.1.2 Gerate

Dampfsterilisator 113

Dampfsterilisator 11-6-9 HS1-FD
Durchflusszytometer FACSCanto™ |l mit der Software Diva™
Durchflusszytometer FACSCalibur™ mit
Software Cell Quest™ oder Cell Quest Pro™
Einfrierbehalter "Qualifreeze"

Entwickler, M35 X-OMAT Processor

FlowdJo 7.2 zur Analyse von FACS-Daten
FPLC System AKTA prime

Gammagzelle, 1000 Elite

Glocke, Genesphere UV100

Gelkammer, Easy Cast

Heizblock, HBT 130-2

Kahl-/Gefrierschrank

Inkubator fur Gewebekulturen (37°C)

mit 5% CO, Begasung

Lichtmikroskop TELAVAL 31
Lyophilisieranlage Vaco5

MassLynx 4.0 Software
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KSG
Sauter

Becton Dickinson

Becton Dickinson
Qualilab

Kodak

Tree Star
Amersham Biosciences
Nordion

Axon

Hybaid ACS

Heap Labor Consult
Bosch

Labotect 3250
Messer

Zeiss

ZIRBUS
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Micro Beta Counter 1450 Plus
Mini-Tischzentrifuge

Mixer Model 32BL79 mit 250ml Edelstahlbecher
pH-Meter 765

Pipettierhilfe, Pipetus

Pipetten

Potter RZR 2020, mit spitz zulaufendem Glasgefal und

Teflonpistill

Q-Tof-Massenspektrometer Q-Tof Ultima
Quarzkivette, Schichtdicke 10 mm, Zentrum 15 mm
Rotationsschattler, Typ OMV-ROM

Rotator mit Drehteller und Klammern

Schiittler, Rotamax 120

SDS-Gelapparatur, Mini Protein 3 Cell
Spannungsquelle, E831

SpeedVac

Sterilbank Technoflow Integra

SIGMAPIot 2001

Tagman Cycler, ABI PRISM 7700 SDS
Thermocycler ,MJ Research PTC-200“
Tischkuhlzentrifuge Biofuge fresco
Tischkuhlzentrifuge Megafuge 1.0 und 2.0
Ultraschallgerat Sonifier 250, Schallkopf Typ 102-C
Ultrazentrifuge L-80 Ultracentrifuge, Rotor Ti70
UV-Spektrometer Ultraspec 3000
Vorsaulenpumpe ABI 140D Delivery System
Vortexer 7-2020

Wasserbad

Western-Blot-Apparatur

Zahlkammer

5 um C-18-Material, ID 75 pym, Lange 250 mm

Perkin Elmer
Qualitron

Waring Commercial
Knick

Hirschmann Laborgerate

Abimed

Heidolph

Waters

Hellma

Frébel Labortechnik
Bachofer

Heidolph

BioRad

Consort

Bachhofer

Biosciences

Applied Biosystems
Peltier

Heraeus
Heraeus

G. Heinemann
Beckman Coulter
Pharmacia
Perkin Elmer
neolLab

GFL

Roth

Neubauer

Dionex

B.1.3 Chemikalien fur proteinbiochemische Methoden

Acrylamid, 40%, Mix 29:1
Ammoniumpersulfat, APS
3-Mercaptoethanol, 3-ME
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Bromphenolblau
Bradfordreagenz, Roti Nanoquant
Bovines Serumalbumin, BSA
Coomassie, Roti-Nanoquant
ECL-Reagenz

Entwicklerlésung
Ethylendiamintetraacetat, EDTA
Fixierlésung

Glycerol

Glycin

Isopropanol

Methanol

Milchpulver

Natriumazid

Natriumchlorid, NaCl
Natriumdeoxycholat
Nonoxynol-40, NP-40
Protein-Molekulargewichtstandard
SeeBlue Plus 2 Pre-Stained Standard
Natriumdodecylsulfat, SDS
Tetramethylethylendiamin, TEMED
Tris-HCI

Tris-OH

Tween 20

B.1.4 Chemikalien flir zellbiologische Methoden

Ampuva

CellFIX (10 x)

Chrom 51 (°'Cr)

Cyclosporin A, Sandimmun

Cytofix/Cytoperm

Dimethylsulfoxid, DMSO CryoSure

EDTA (0,5 M)

Ficoll

Fotales Kalber Serum (FCS, hitzeinaktiviert 30 min 56°C)

Gentamycin, 50 mg/ml
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Riedel-de Haén
Roth
Roth
Roth

Amersham Biosciences

Kodak
Gibco
Kodak
Roth

Roth
Merck
Merck
AppliChem
Merck
Roth

Fluka Biochemika

Fluka Biochemika

Invitrogen
Roth

Roth

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Fresenius Kabi
Becton Dickinson
Hartmann Analytic
Novartis

Becton Dickinson
WAK-Chemie
Gibco

Biochrom AG
BioWhittaker
Gibco
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Glucosteril 40%

GolgiStop

G418, Geneticin
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure, HEPES, 1 M
Humanserum

Insulin, 10 mg/ml, human rekombinant
lonomycin

L-Glutamin, 200 mM

Natriumazid

PBS

Penicillin (10° x U/ml)/Streptomycin (10 g/ml), Pen/Strep
Permwash-Puffer (10 x)

Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA
Triton X-100

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Fresenius Kabi
Becton Dickinson

Invitrogen

Gibco

c.c.pro GmbH
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Gibco

Merck

Gibco

Gibco

Becton Dickinson
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Gibco

PAA Laboratories GmbH

B.1.5 Medien und Puffer fiir zellbiologische Methoden

Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM
DMEM-F12

Fotales Kalberserum, FCS

Iscove's Modified Dulbecco's Medium, IMDM

Mc Coy’s Medium

Phosphat-gepufferte Salzlésung, PBS

Roswell Park Memorial Institute 1640, RPMI-1640
X-Vivo 15

CTL-wash

Gibco
Gibco
Lonza
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Lonza

Cellular Technologie Ltd

B.1.6 Zytokine und Wachstumsfaktoren fiir die Zellkultur

GM-CSF (Granulozyten—Makrophagenkolonie-
stimulierender Faktor), human rekombinant
IL-1R (Interleukin 13), human rekombinant
IL-2, Proleukin S, human rekombinant

IL-4, human rekombinant
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IL-6, human rekombinant

IL-7, human rekombinant

IL-12, human rekombinant

B Material und Methoden

PGE, (Prostaglandin E2), human rekombinant

TNF-a (Tumornekrose-Faktor a), human rekombinant

B.1.7 Zelllinien

Tabelle 6: Andere Zelllinien

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
Calbiochem

R&D Systems

Name Herkunft e Kulturmedium | ' achstums-
Typisierung verhalten
Dr. Schultze,
t-CD40L- . Dana Farber ..
NIH-3T3 Maus-Fibroblasten Cancer Institut, n.b. DMEM F-12 adharent
Boston, USA
T-B-
T2-Zellen | lymphoblastoider ATCC* HLA-A*02 RPMI-Medium | Suspension
Hybrid
K562 Lymphoblast ATCC n.b. RPMI-Medium | Suspension
HLA-A*02, . .
JY B-lymphoblastom n.b. HLA-B*07 RPMI-Medium | Suspension

*ATCC, American Type Culture Collection; ECACC, European Collection of Cell Cultures;
n.b.=nicht bekannt
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Tabelle 7: OvCa-Zelllinien

Ursprung

B Material und Methoden

HLA-

Kultur-

Wachstums-

Typisierung

medium

verhalten

S. Reinarzt, Abteilung
. Gynakologie und N .
BG1 ovariales Geburtshilfe, Universitat | A0 A28 | pMEM | adhérent
Adeno-karzinom : B*38
Marburg (Buick et al.,
1985)
S. Reinarzt, Abteilung
Pathologie Gynéakologie u. A*02, A*66, .
CK19 unbekannt Geburtshilfe, Universitit | B*41, B2 | DMEM | adharent
Marburg
maligner Dr. B. Giickel, AG
Aszites; seroses Tumorimmunologie A*03, A*30
Elgr papillares Universitatsfrauenklinik | B*13, B35 | DMEM | adharent
Zystadeno- L
karzi Tlbingen
arzinom
Dr. B. Glckel, AG
FraWi | maligner Aszites | Tumorimmunologie | xvqo Bsas | DMEM | adhérent
Universitatsfrauenklinik
Tdbingen
maligner
Aszites; wenig | b g Gijckel, AG
differenziert, Tumorimmunologie A*02, A*32
GG seroses Universitétsfrauenklinik | B*07, B27 | DMEM | adharent
papillares Tiibingen
Zystadeno- 9
karzinom
M. Lindner, Abteilung
. . Gynakologie u. . . .
Hest maligner Aszites Geburtshilfe, Universitat A*02, B*27 DMEM adharent
Heidelberg
S. Reinarzt, Abteilung
papillares Gynakologie u. A*03. A*26
HEY Zystadeno- Geburtshilfe, Universitat e ’ DMEM adhérent
¢ L B*38
karzinom Marburg (Geisinger et
al., 1989)
. . . S. Kaul, Frauenklinik, A*02, A*23, ..
Hi maligner Aszites Universitit Heidelberg B*44. B*50 DMEM adharent
Dr. B. Guickel, Abteilung
maligne pleurale | Immunologie, A*01, A*24, ..
KiHe Effusion Universitatsfrauenklinik | B*07, B*37 | DMEM | adharent
Tlbingen
Dr. B. Glickel, Abteilung
. . Immunologie, A*01, A*02, N
MT maligner Aszites | ;v ersitatsfrauenklinik | B*08, B*51 | DMEM | adharent
Tabingen
Aszites,
OAW 42 | Zystadeno- ECACC* (85073102) A*02. DMEM adharent
karzinom
epitheliales Subklon von OvCar 3, ..
OvCar29 Adenokarzinom | ATCC (HTB 161) n.b. DMEM adhérent
Aszites, . A*03, A*68, , ..
SKOV3 Adenokarzinom ATCC* (HTB 77) B*18, B*35 Mc Coy’s | adhéarent

n.b.=nicht bekannt
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B.1.8 Gesunde Blutspender

Tabelle 8: gesunde Blutspender

Spender Blutbank Geschlecht /
Spenden Nr CMV Status
Dr.Brigitte

Giuckel A*02 w/+
D12 D206927396 A*02, B*51, B*13 n.b.
D13 n.b. A*02 +
D14 D206928167 A*02, A*32, B*07, B*44 n.b.
D18 D206930027 A*02, A*01, B*08, B*50 n.b.
D20 D206931060 | A*02, A*01, B*18, B*57 n.b.
D25 D207902033 A*02, A*11, B*52, B*44 w
D26 D207902576 A*02, A*33, B*51, B*65 n.b.
D28 D207904255 A*02, A*29, B*44, B*64 w
D31 D207906036 A*02, A*03, B*35 n.b.
D37 n.b. A*02 n.b.
D39 D207908226 A*02, A*23, B*44, B*56 m/-
D41 D207909328 A*01, A*02, B*08, B*44 m/-
D43 D207909804 A*02, A*32, B*51, B*62 m/-
D44 D207909914 A*02, A*25, B*27, B*38 m/-
D45 D207910462 A*02, A*01, B*08, B*13 m/-
D46 D207912435 A*02, A*01, B*08, B*18 m/-
D47 D207913002 A*02, B*13, B*60 m/-
D54 D207920369 A*02, A*01, B*08, B*44 w/-
D55 D207921004 A*02, A*25, B*07, B*18 m/+
D68 D207925634 A*02, A*31, B*62 m
D69 D207925985 A*02, A*01, B*44, B*8 w/+
D71 D207926885 A*02, B*07, B*08 m
D72 D207928913 A*02, A0*3, B*07, B*38 m/+
D73 D207928289 A*02, A*01, B*08, B*57 w
D74 D207929551 A*01, A*02, B*08, B*27 m/+
D76 D207930238 A*02, A*03, B*35, B*60 w/-
D77 D207931444 |A*02, A*03, B*07, B*58 m
D87 D208925994 A*02, A*24, B*53, B*27 w
D88 D208926501 A*02, A*03, B*35, B*49 m
D89 D208926600 A*02, A*31, B*56, B*62 m/-
D91 D208927488 A*02 m/-
D92 n.b. A*02 ?
D93 D208931935 A*02, A*11, B*35, B*08 m/-
D94 D208932395 A*02, A*03, B*35, B*49 m/+
D95 D208932510 A*02, A*32, B*08, B*27 m
D96 D209901954 A*02, B*60, B*56 m
D97 D209901864 A*01, A*02, B*38, B*60 m
D102 D209905872 A*02, A*30, B*14, B*44 m

33




B Material und Methoden

D103 D209905959 | A*02, A*03, B*44, B*62 m
D106 D209907233 | A*02, A*33, B*51, B*65 m
D107 D209910782 | A*02, A*24, B*39, B*51 W
D108 D209911507 A*02, B*18, B*38 m
D109 D209911595 A*02, A*01, B*07 m
D112 D209915865 | A*02, A*23, B*35, B*57 m
D113 D209916506 A*02, A*32, B*5, B*65 m
D116 D209920972 | A*02, A*03, B*41, B*62 m
D119 D209926716 | A*02, A*23, B*35, B*49 m/-
D121 D209927505 | A*02, A*03, B*37, B*62 m/-
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B.1.9 Patientenmaterial

Tabelle 9: primares Ovarialtumorgewebe

Patienten- Alter Pathologie und Einteilung in HLA-
Identifika- Differenzierungsgrade *) Typisierung
tion
Gering differenziertes transitionalzelliges A*01. A*03
HBL 49 (solides), fokal auch ser6ses Adenocarcinom der o o
) B*07, B*35
Ovarien, G3
. . . A*01, A*03
ASC 86 | Serdses Adenokarzinom der Ovarien, G3 B*07. B*08
. . . A*01, A*02
ASZ 38 | Seroses Adenokarzinom der Ovarien, G3 B*13, B*44
i . A*01, A*02
RKA 61 Muzinéser Borderlinetumor des Ovars B*08. B*41
. : : A*03, A*32
IKL 74 | Seréses Adenokarzinom der Ovarien, G3 B*44, B*49
WSC 68 | Serdses Adenokarzinom der Ovarien, G2-3 A*02 negativ
HA1 74 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien, . o
G3* A*02 positiv
LA 79 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien, N .
G1* A*02 negativ
M1 62 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien, A*02 .
G3* negativ
S1 62 | Papillar-seroses Adenokarzinom der Ovarien,
G3*, eine Gewebeprobe aus dem Ovarr,
abgekirzt mit S10va; eine Gewebeprobe aus A*02 negativ
dem Omentum (Metastase), abgekuirzt mit
S1Netz
S2 78 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien . o
G3* A*02 positiv
S3 45 | Papillar-serdses Adenokarzinom der Ovarien . .
G3*, Probe aus dem Omentum (Metastase) A*02 positiv
S4 48 | Adeno-squamoses Karzinom des Corpus Uteri n.b.
G3*
P1 61 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien n.b.
G1*
B1 80 [ Maligner Muller'scher-Mischtumor G3* n.b.
G1 57 | Seréses-endometroides Adenokarzinom der n.b.
Ovarien G2*
K1 68 | Papillar-seroses Adenokarzinom der Ovarien n.b.
G3*
K2 68 | Papillar-seroses Adenokarzinom der Ovarien n.b.
G3*
R1 77 | Endometroides Stromasarkom G3* A*02 positiv
S5 68 | Endometroides Adenokarzinom der Ovarien G2* n.b.
J1 63 | Papillar-seroses Adenokarzinom der Ovarien n.b.
G2-3*
D1 83 | Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien n.b.
G3*
D2 84 | Serdses Adenokarzinom der Ovarien G3* n.b.
G2 63 | Serbéses Adenokarzinom der Ovarien G3* n.b.

* G1 bzw. G3: Differenzierungsgrade des Tumorgewebes; G1 differenziert, G3 wenig differenziert.
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Tabelle 10: PBMCs von OvCa-Patientinnen

Patienten- .
Identifikation FEUTRIERTE

ASZ1610 Serdses Adenokarzinom der Ovarien A*01, A*02

HBR 1008 Tubulopapilldres Adenokarzinom der Ovarien A*02

HHE Zervixkarzinom A*02

IBI Mammakarzinom A*02

1S12708 serés_es tubulopapilllares Adenokarzinom der .
Ovarien A*02

KBR Serodses Adenofibrom A*02

MPO Nicht bekannt A*02

PGSC2603 Serdses Adenokarzinom der Ovarien A*02

SKR1007 Serdses Adenokarzinom der Ovarien A*02

B.1.10 Peptide

Theoretischer Hintergrund:

Die Aminosauresequenz der untersuchten Tumorantigene (Kap. C.1) wurde in die MHC-
Datenbank SYFPEITHI (Rammensee et al. 1999) eingegeben und 4-23 HLA-A*02-restringierte
Peptide pro Tumorantigen, mit der hdchsten Wahrscheinlichkeit (score) an das MHC-I-Molekil zu
binden, ausgewahlt. Sie wurden nach Standard-Fmoc-Chemie von Patricia Hrstic in der
Abteilung der Molekularen Immunologie hergestellt und durch HPLC- und MS-Analyse auf
Identitdt und Reinheit Gberpruft. Die Peptide sind in Tabelle 11 gelistet. Fur die Rlckfaltung
der Monomere wurden die Peptide in DMSO in einer Konzentration von 10 mg/ml gelost. Fur
alle Anwendungen in der Zellkultur wurden die Peptide zuerst in DMSO in einer

Konzentration von 10 mg/ml gelost, und daraufhin mit Bidest auf 1 mg/ml verdinnt.
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Antigen Sequenz Position Antigen Sequenz Position
LLANAYIYVV | 413-422 QLLETKNAL | 419-427
RINGIPVEEL | 367-376 SLLGGITVV 837-845
SLNGDIKPL | 1194-1202 AIIESTPEL 343-351

L1CAM SLADYGGSV | 1207-1215 ALADGTLAI | 1016-1024
ALQGQPLVL | 254-262 ELMPLVVAV 49-57
ILNSSAVLV 823-831 DLIAKVDEL 433-441
LLLRWQPPL | 934-942 HLKFRISHEL | 297-306
PLLQLVPHL | 126-134 SPAGY I RIIGRYDEEV 37-46
AASPLLLLL 18-26 VLQGELEAV | 447-455

nl:l:;;ou ALEELCFMI 77-85 FLSEETEASL | 609-618
SVVHPLLQL | 122-130 VMSERVSGL 19-27
GLQPEQQLQL | 45-53 AVLENLDSV 56-64
SLLLAVTEV | 1060-1068 LILENTQLL 413-421
AICSGIRSL 990-998 KLKDSILSI 998-1006
LLAVTEVKV | 1062-1070 SLAKLTTL 789-797
LLAGQPEAL | 912-920 SLPGHTAPV | 13781-13789

Jagged2 | WLACVVLCV | 1095-1113 KLTRGIIEL | 15605-15613
LLLLLALWV 13-21 NLTNGIQEL | 14825-14833
CLKEYQAKV 74-82 SLATSQVTL | 9671-9679
NLLHGGCTV | 250-258 LILPGLVKT | 9762-9770
RLPRRLLLL 8-16 SLTSGLRE| | 8707-8715
ALLLARAGL 10-18 ALPRTTPSV | 10554-10562
SLLSHRWAL 70-78 KMISAIPTL | 11192-11200
ALVKLSAPV | 139-148 TISPGIPGV | 11312-11320

Testisin GLWYQIGVV | 248-256 LLTSGLVKI | 5073-5081
RLWDSHVCGV | 60-69 CA125 | DMLASVASL | 6556-6564
LLFFPLLWAL | 299-308 VLQGLLGPL | 14136-14144
TLQEVQVAIl | 190-199 GIPGVLTSL | 11316-11324
LLSWVHWSL 4-12 GLLETTGLL | 11872-11880

VEGF ALLLYLHHL 13-21 VLQGLLRSL | 21311-21319
FLLSWVHWSL 3-12 VILIGLAGL | 22100-22108
YIFKPSCVPL 71-80 YLGCQLISL | 21768-21776
LLGPGPVLTV | 611-620 QLYWELSKL | 20587-20595
ALAQKNVKL 88-96 QLTHGITEL | 21062-21070

. LLSEADVRAL | 176-185 TLASPTSSV 63-71

Mesothelin ™, B TVAEY | 539-547 WLWDLTTSL | 2051-2059
SLSPEELSSV | 451-460 SLATEANTV | 7556-7564
SLLFLLFSL 20-28 NLLAPQNAV 53-61

RNA- YLLPAIVHI 148156 QLYNKYPDAV 31-40

Helikase p68 Osteo-

pontin | VIDSQELSKV | 260-269
CLLGITCAI 9-17
VICFCLLGI 5-13
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B.2 Molekularbiologische Methoden

Alle Reaktionsansatze erfolgten unter einer sterilen Glocke, die vor jedem Ansatz
einschlielllich der verwendeten Pipetten und des Plastikmaterials UV-bestrahlt wurde, um

Kontaminationen mit DNA zu vermeiden.

B.2.1 Isolierung der RNA aus Tumorzellen

Materialien:

75 cm? Zellkulturflasche mit konfluentem Zellbewuchs
oder

ca. 0,5 cm? primares Tumorgewebe

Reaktionsgefal® 1,5 ml (Eppendorf)

TRIzol® Reagent (Invitrogen)

Chloroform (SIGMA)

Glycogen (Roche)

Isopropanol (Merck)

nukleasefreies Wasser (Promega)

Theoretischer Hintergrund:

TRIzol® ist eine Phenol-haltige Lésung, die zusétzlich Guanidinium-Isothyocyanat und p-
Mercaptoethanol enthalt. Neben der Fahigkeit Zellen zu lysieren, ist Guanidinium-
Isothyocyanat ein potenter RNase-Inhibitor. AnschlielRend wird die RNA durch Zugabe von
Chloroform zur Phenol-haltigen LOsung unter sauren Bedingungen extrahiert. Hierbei
verbleiben die DNA und Proteine in der organischen und Interphase wahrend sich die RNA
in der wassrigen Phase sammelt. Mit Hilfe von Isopropanol wird die RNA anschliel3end
gefallt. Die Zugabe eines “Carriers” (Glycogen) flihrt dazu, dass das RNA-Pellet deutlich

sichtbar ist und die weiteren Arbeitsschritte erleichtert werden.

Durchfiihrung:

Die Isolation von RNA aus OvCa Zelllinien erfolgte zum Zeitpunkt der Zellkonfluenz. Die
Zellen wurden einmal mit PBS gespilt und anschlieBend mit Trypsin/EDTA vom
Zellkulturflaschenboden abgeldst. Die Zellen wurden zentrifugiert und das Pellet in 1 ml
TRIzol® resuspendiert und bei -80°C eingefroren. Zur Isolation von RNA aus primarem
Tumorgewebe wurde das frische Tumorgewebe in Trizol gegeben und mittels zweier
Objekttrager zu einer Einzelzellsuspension zerrieben. Auch diese Proben wurden bei -80°C

eingefroren. Nach dem Auftauen wurden 200 ul Chloroform zugefligt und die Suspension flr
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15 s kraftig geschittelt. Nach einer Inkubation von 2 min bei RT wurde die Suspension fir 15
min bei 12000xg und 4°C zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde abgenommen und in ein
neues Reaktionsgefall dberfihrt. Nun wurden 1 pl Glycogen und 500 ul Isopropanol
zugefugt und weitere 10 min bei RT inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fur 10 min
bei 12000xg und 4°C. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das
Pellet mit 1 ml 75%-igem Ethanol gewaschen. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei
8500xg bei 4°C wurde der Uberstand vollstidndig abgenommen und das Pellet trocknen
gelassen. Schlief3lich wurde die RNA in 40 yl RNAse freiem Wasser aufgenommen und far
10 min bei 56°C linearisiert. Die Menge und Konzentration der isolieten RNA wurde
spektralphotometrisch bestimmt. Hierfir wurde ein Aliquot entnommen und 1:20-1:50
verdinnt. Die Absorption von 1 Unit bei A=260 nm (Azs0) entspricht 40 pg/ml RNA. Daraus
folgt fur die Berechnung der Konzentration C = 40 x Ay X Verdinnungsfaktor. Zur
Bestimmung der Reinheit der Praparation erfolgte zusatzlich die Messung der Absorption bei
A=280 nm (Aggo). Uber die Ratio Ayso/Azs0 konnte die Reinheit der RNA abgeschatzt werden.
Die Ratio sollte 1,8 - 2,1 betragen.

B.2.2 cDNA-Synthese

Materialien:

RNA der zu untersuchenden Zellen

Kontroll RNA: Human Ovary Total RNA (Ambion)
DTT (Invitrogen)

dNTP (Invitrogen)

Random Primer (Invitrogen)

RNasin (Promega)

5x Puffer (Invitrogen)

nukleasefreies Wasser

RT-Enzym: Superscript Il (Invitrogen)

Theoretischer Hintergrund:

Bei der cDNA-Synthese wurde RNA in komplementare DNA umgeschrieben. Dies erfolgte
durch Bindung von Random-Primern an die Sequenz der mRNA und anschlieRender
Synthese des komplementaren Strangs durch das Enzym Reverse Transkriptase im
mitgelieferten Puffer. DTT wurde zugegeben, um Sekundarstrukturen innerhalb der RNA
aufzulésen. Um RNasen wahrend der Reaktion zu unterdricken, wurde ein RNaseinhibitor

(RNasin) der Reaktion zugefugt.
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Durchfiihrung:

Die cDNA Synthese erfolgte mit dem Superscript Il Kit ™ von Invitrogen in einem
Endvolumen von 20 pl. Hierfir wurde zunachst 1 uyg RNA mit 1 pl 50 ng/pl Random Primer
und nukleasefreiem Wasser 10 min bei 70°C denaturiert. Anschlielend erfolgte ein
Inkubationsschritt auf Eis fur 3 min. Fur die anschlieRende Synthese bei 42°C fur 60 min
wurden 2 ul 100 mM DTT, 2 ul 5x Puffer, 2 uyl 5 mM dNTP, 10 U RNasin und 1 yl RT-Enzym
zugegeben. Nach erfolgter Synthese wurde das RT-Enzym bei 93°C fiir 5 min inaktiviert.

B.2.3 Qualitative RT-PCR

Materialien:

dNTP (Life Technologies)
Taqg-DNA-Polymerase: HotStar Taq (Qiagen)
10x Puffer (Qiagen)

MgCl, (Qiagen)

nukleasefreies Wasser
Molekulargewichtsmarker, peqGOLD 100-10.000 bp (peqlab Biotechnologie GmbH)
6x Probenpuffer (Promega)

Agarose (Roth)

Ethidiumbromid (Roth)

TAE-Puffer (Promega)

Tabelle 12: spezifische Primer (MWG-Biotech)

o Produkt Elonga-
Antigen Ari?;:nesi 53 3 -groRe [-‘I,-é] "':;'E;ai';] m\%z Zyklen tion Referenz
[bp] [min]
WT1 ggc atc tga gac cag tga gaa 482 65 2 15 35 1 Kobayashi
gcg act cag act tga aag cag t ’ et al. 2005
Her- cat caa ctg cac cca ctc ct Greiner et
2/neu gca gca gtc tcc gea teg tg 194 64 2 15 35 L al. 2004
NY-ESO- ccc cac cgc ttc ccg tg Lethe et
1 ctg gcc act gtg gct ggg a 274 60 2 15 35 1 al. 1998
cag gaagaatgtgtctgtg Xin Xie et
EpCAM cca gcg aca cac att tgt aa 956 58 2 15 35 L al. 2005
acg ggc aac aac agc aac Gavert et
L1CAM cgg ctt cct gtc aat cat g 429 58 2 15 35 L al. 2005
- ctg act tcc atg cca tcc tt Manton et
Testisin gct tca cga ctc caa tct gat 464 55 05 15 35 0.75 al. 2005
agt gtc ctt gtg gat ggg ta Corrales
CA 125 gat cct cca ggt cta ggt gt 229 62 0.5 15 40 0.5 et al. 2003
. ggc atc gtg atg gactcc g De Smeth
p-Actin gct gga agg tgg aca gcc ga 610 68 0.5 15 20 2 et al. 1994
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Theoretischer Hintergrund:

Zum Nachweis des jeweiligen TAA in der PCR wurden mit sequenzspezifischen Primern fir
WTH1, Her-2/neu, EpCAM, L1CAM, CA 125, Testisin und NY-ESO-1 die Zielsequenzen der
cDNA in getrennten Reaktionsansatzen amplifiziert (Tab. 12)). Ein Ansatz mit Primern fur 3-

Actin wurde fir jede synthetisierte cDNA mitgefiihrt.

Durchfiihrung:

Die Reaktionsansatze zur Amplifikation von WT1, Her-2/neu, EpCAM, L1CAM, CA 125,
Testisin und NY-ESO-1 setzten sich wie folgt zusammen: 1 yl cDNA aus der reversen
Transkription, spezifische Primer 500 nM, 20 uM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1,25 U Tag-DNA-
Polymerase und 5 pl 10x Puffer ad 50 pl nukleasefreies Wasser. Die Amplifikation erfolgte im
Thermocycler nach den in Tabelle 8 angegebenen Amplifikationsbedingungen. Zur
Auswertung wurden 15 ul des PCR-Produktes und ein Molekulargewichtsmarker mit 6x
Probenpuffer auf ein 1,5%-iges mit Ethidiumbromid gefarbtes Agarosegel in TAE-Puffer
aufgetragen und die DNA in einer 12x14 cm Gelkammer bei einer angelegten Spannung von
100 V entsprechend ihrer GréRRe aufgetrennt. Nach dem Gellauf wurden die Gele unter UV-
Licht (A=260nm) photographisch dokumentiert. Ausgewertet wurde hinsichtlich des
Vorhandenseins oder Nicht-Vorhandenseins des entsprechenden Signals ohne

Quantifizierung.

B.2.4 Quantitative RT-PCR

Materialien:

SYBR®-Green-PCR-Master-Mix (Applied Biosystems)
TagMan®-Universal-PCR-Master-Mix (Applied Biosystems)

96 Well- MicroAmp®-Platten, optische Platten und Deckel (Applied Biosystems)
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Tabelle 13: spezifische Primer und Sonden (MWG-Biotech)

PCR

Methode Antigen Sense 5' 3 Antisense 5' 3 Referenz
L1CAM | acg ggc aac aac agc aac cgg cttcctgtcaatcatg (Gavert et
al. 2005b)
aca gcc tga aca aca gct (Euer et al.
NMU aca tgc cca act tct gtg tct tc 2005)
SYBR®- (Euer et al.
Green Jagged2 | gggtcg tac ttg cac tca ca ccg ttg atc tca tcc aca ca 2005)
aac atc acc atg cag att atg (Weinzierl et
VEGF c ggc ttg tca cat ttt tct tgt ¢ al. 2008)
18s- cgg cta cca cat cca agg aa gct gga att acc gcg gct (Weinzier| et
RNA al. 2008)
(Hu et al.
hTERT | tga cac ctc acc tca ccc ac cac tgt ctt ccg caa gtt cac 2004)
m FAM acc ctg gtc cga ggt gtg tcc ctg a TAMRA
fluoreszenz- o cag ttc ttg aat gta gag atg cgg | (Vallbohmer
markierte Survivin tgc ccc gac gtt gcc t et al. 2005)
Sonde m FAM cct ggc agc cct ttc tca agc acc TAMRA
18s- cgg cta cga cat cca cgg aa gct gga att acc gcg gct (Riker et al.
RNA 2000)
ﬂg FAM tgc tgg cac cag act tgc cct TAMRA

Theoretischer Hintergrund:

Die RNA-Isolierung, Konzentrationsbestimmung und cDNA Synthese erfolgten wie unter
Kapitel B.2.1. und B.2.2.. beschrieben. Die quantitative RT-PCR (qRT-PCR) erfolte mittels
Echtzeit PCR im Tagman-Cycler 7700 SDS. Das Prinzip der Quantifizierung im 7700 SDS-
Cycler besteht darin, dass es wahrend der Amplifikation zum Anstieg eines gekoppelten
Fluoreszenzsignals kommt, das im Gerat wahrend der Dauer der gesamten Amplifikation
aufgenommen wird. Uber eine im Gerat integrierte Software wird die logarithmische
Fluoreszenzzunahme in Abhangigkeit der Zykluszahl als Amplifikationskurve dargestellt. In
der anschlielenden Analyse wird eine Gerade, der sogenannte Schwellenwert, durch den
linearen Bereich der Kurven gelegt. Der Schnittpunkt dieser Geraden mit den
Amplifikationskurven wird als CT-Wert bezeichnet. Der CT-Wert driickt die Zyklenzahl aus,
bei der erstmals ein Anstieg der Fluoreszenz Uber die Grundlinie erfasst wird. In diesem
PCR-System mit 100%-iger Effizienz nimmt der CT-Wert mit jeder Verdopplung der
Startkopienzahl um einen Zyklus an. Zwei Mdglichkeiten der Echtzeit-PCR kamen in dieser

Arbeit zur Anwendung:
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1. SYBR®-Green im PCR-Ansatz
Ahnlich wie Ethidiumbromid kann SYBR®-Green mit DNA interkalieren und bei
bestimmten Wellenlangen Licht emittieren. Die Zugabe von SYBR®-Green im PCR-
Ansatz fiohrt wahrend der Amplifikation zu einer parallelen Zunahmen des
Fluoreszenzsignals. Mit dieser Methode wurden Expressionsanalysen in Tumorzellen
auf L1CAM, NMU und Jagged?2 durchgeflhrt.

2. Fluoreszenzmarkierte Sonden

Bei dieser Methode wird neben sequenzspezifischen Primern eine spezifische Sonde
zugegeben, die innerhalb der Zielsequenz bindet, die nach Primer-Bindung
amplifiziert wird. Die Sonde ist am 5-Ende mit einem Reporter-Farbstoff und am 3*-
Ende mit einem Quencher-Farbstoff markiert. Bei Anregung der Sonde unter einer
spezifischen Wellenlange wird die Fluoreszenz durch die raumliche Nahe von
Quencher und Reporter durch einen sogenannten Fluoreszenz-Energie-Transfer-
Effekt (FET) verhindert. Binden Primer und Sonde an die Zielsequenz, erfolgt in der
Extensionsphase der PCR eine Veranderung der Sonde durch die Tag-Polymerase.
Hierbei kommt es zur Ausbildung einer Sekundarstruktur, die zur Aktivierung der 53'-
Exonukleaseaktivitdt der Polymerase fiihrt. Uber diese enzymatische Aktivitat wird
die Sonde hydrolisiert und die raumliche Nahe von Reporter und Quencher
aufgehoben. Die damit verbundene Inaktivierung des FET-Effektes fuhrt zu einem
Anstieg des Fluoreszenzsignals, das proportional zur Akkumulation des PCR-
Produktes ist. Mit dieser Methode wurden Expressionsanalysen in Tumorzellen auf
hTERT, Survivin und VEGF durchgefihrt.

Durchfiihrung:

Fir die Expressionsnachweise auf L1CAM, NMU, Jagged 2 und 18s-rRNA als Referenz
(L1CAM Primer freundlicherweise bereit gestellt von P. Altevogt, DKFZ, Heidelberg) wurden
die in Tabelle 13 aufgefiihrten sequenzspezifischen Primer verwendet. Der PCR-Ansatz
erfolgte mit SYBR®-Green-PCR-Master-Mix. Fir die Expressionsnachweise auf hTERT,
Survivin, VEGF und 18s-rRNA als Referenz (VEGF und 18s-RNA Primer freundlicherweise
bereit gestellt von A. Weinzierl, Abt. Immunologie, Tibingen) wurden die in Tabelle 13
aufgeflihrten sequenzspezifischen Primer sowie Sonden, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff
FAM und dem Quencher TAMRA markiert waren, verwendet. Der PCR-Ansatz erfolgte mit
TagMan®-Universal-PCR-Master-Mix. Beide Ansatze wurden in 96 Well- MicroAmp®-
Platten pipettiert und die cDNA wurde 1 : 100 verdinnt in die PCR eingesetzt. Untersucht
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wurde in getrennten Reaktionsansatzen das jeweilige TAA und 18sRNA zur Normierung der
Expression. Die Reaktionsansatze fiir SYBR®-Green waren wie folgt: 5 ul 1 : 100 verdiinnte
cDNA, je 300 nM spezifische Primer, 10 pl 2x SYBR®-Green-PCR-Master-Mix ad 20
nukleasefreies Wasser. Die Reaktionsansatze fur die fluoreszenzmarkierten Sonden waren
wie folgt: 5 pl 1 : 100 verdinnte cDNA, je 400 nM spezifische Primer, 150 nM Sonde, 10 pl
TagMan®-Universal-PCR-Master-Mix ad 20 pl nukleasefreies Wasser. Die Amplifikation im

Sequenz-Detektor erfolgte fur beide Ansatze unter folgenden Bedingungen:

1 Zyklus
50°C: 2 min
95°C: 10 min
40 Zyklen:
95°C: 15 s
60°C: 1 min

Von Doppelbestimmungen in der PCR wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen
der ermittelten CT-Werte berechnet. Die L1CAM, NMU und Jagged2 Expressionen wurden
Uber die Expression der 18s-RNA normiert. Angegeben wurde die relative Expression von
L1CAM, NMU und Jagged?2 als Vielfaches der Expression, die auf Ovarial Normalgewebe
(OvaNG) ermittelt wurde.

Damit gilt:

Relative EXpreSSion = 2-((CT(*TAA)—CT(TAA OvaNG))-(CT(*18sRNA)-CT(18sRNA OvaNG)))

CT: Zyklenzahl, bei der erstmals ein Anstieg der Fluoreszenz tber die Grundlinie erfasst wird
CT (*TAA): ermittelter CT-Wert fir L1CAM, NmU oder Jagged2 der zu untersuchenden
Zelllinie

CT (TAA OvaNG): ermittelter CT-Wert fir L1CAM, NmU oder Jagged2 der OvaNG Kontrolle
CT (*18s-RNA): ermittelter CT-Wert flr 18s-RNA der zu untersuchenden Zelllinie

CT (18s-RNA OvaNG): ermittelter CT-Wert fir 18s-RNA der OvaNG Kontrolle
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B.3 Proteinbiochemische Methoden

B.3.1 Herstellung von Zelllysaten aus Tumorzellen

Materialien:

75 cm? Zellkulturflasche mit konfluentem Zellbewuchs

oder

ca. 0,5 cm? primares Tumorgewebe

PBS

RIPA Puffer (“Radioimmunoprecipitation assay”-Puffer): 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA, 1% NP-40, 1% Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS

Durchfiihrung:

Die Herstellung von Zelllysaten aus den verschiedenen Zelllinien bei adharenten Zellen
erfolgte aus jeweils einer 75 cm? groRen Zellkulturflasche zum Zeitpunkt der Zellkonfluenz.
Die Zellkulturflaschen wurden auf Eis gestellt und 2x mit eiskaltem PBS gewaschen. Dann
wurden 500 pl des RIPA-Lysepuffers pro Flasche zugegeben und mit einem Zellschaber die
Zellen vom Boden abgeldst. Bei Suspensionszellen wurde das Medium mit den Zellen
vollstdndig abgenommen, zentrifugiert (300xg, 5 min, 4°C), 1x mit eiskaltem PBS
gewaschen, nochmals zentrifugiert und dann das Zellpellet in 500 pl RIPA-Puffer
resuspendiert. Bei adharenten Zellen und Suspensionszellen wurde die Zellldsung in ein
Reaktionsgefalt tberfihrt und bei 4°C fir 15 min auf einem Rotator inkubiert. Zur Herstellung
von Zelllysaten aus primarem Tumorgewebe wurde das frische Tumorgewebe in RIPA Puffer
gegeben und mittels zweier Objekttrager zu einer Einzelzellsuspension zerrieben. Die so
gewonnene Zellsuspension wurde bei -80°C gelagert. Entweder nach der Rotation oder dem
Auftauen wurden die Zelllysate fir 15 min bei 12000xg und 4°C zentrifugiert. Das Pellet
wurde verworfen und der Uberstand mit den darin geldsten Proteinen fir weitere

Experimente verwendet, beziehungsweise bei -20°C gelagert.

B.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit der Bradford-Methode

Materialien:
96 Wellplatte, Flachboden
BSA

Bradfordreagenz
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Theoretischer Hintergrund:

Die Bradford-Methode dient zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den
unterschiedlichen Zelllysaten und beruht auf der Verschiebung des Absorbtionsmaximum
des im Bradfordreagenz befindlichen Farbstoffes Coomassie nach Anlagerung an Proteine
von 465 nm nach 595 nm. Diese Verschiebung lasst sich mit einem Spektrometer messen
und dabei gilt, je mehr Protein sich in der Lésung befindet, desto hdher ist die Intensitat bei
595 nm. Anhand einer Eichkurve und der gemessenen Absorption lasst sich dann die

Proteinkonzentration berechnen.

Durchfiihrung:

Die Eichkurve wurde in diesem Fall mit verschiedenen BSA-Konzentrationen erstellt, die sich
auf 0 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 60 pg/ml, 80 pg/ml und 100 pg/ml beliefen. Das
Bradfordreagenz wurde zuvor im Verhaltnis 1:5 mit Bidest und die Proteinproben im
Verhaltnis 1:100 und 1:1000 verdiinnt. Das Bradfordreagenz wurde dann im Verhaltnis 1:5
mit den Proteinproben und der BSA-Standardreihe vermischt. Von den Proteinproben
wurden jeweils Triplets gemessen und der Mittelwert fir die Berechnung der
Proteinkonzentration verwendet. Die Zelllysate wurden anschlieRend fiir den Nachweis der
verschiedenen Tumorantigene im Western-Blot verwendet. Dafiir wurden pro Experiment

jeweils 50 pg Protein eines Zelllysats eingesetzt.

B.3.3 SDS-Gelelektrophorese

Materialien:

Sammelgel-Puffer pH 6,8: Bidest, 1,0 M Tris-HCI

SDS-Auftragspuffer (6x): 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 25% Glycerol, 10% R-Mercaptoethanol,
2% SDS, 0,01% Bromphenolblau

SDS-Elektrophoresepuffer: Bidest, 1,9 M Glycin, 25 mM Tris-OH, 10% SDS

Trenngel-Puffer pH 8,6: Bidest, 1,5 M Tris-HCI
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Tabelle 14: SDS-Gellosungen

4,5%-ige 10%-ige 12%-ige
Sammelgellésung Trenngellésung Trenngellésung

Acrylamid 29:1, 40% 0,65 ml 2,5 ml 3,0 ml

1,5 M Tris/HCI pH 8,6 - 2,5ml 2,5 ml

1,0 M Tris/HCI pH 6,8 0,612 ml - -

10% SDS 0,05 ml 0,1 ml 0,1 ml

H,O 3,7 ml 4,9 ml 4,4 ml

TEMED 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml

10% APS 0,025 ml 0,05 ml 0,05 ml

Theoretischer Hintergrund:

Bei der SDS-Gelelektrophorese, auch SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) genannt, werden negativ geladene Proteine in einem Polyacrylamidgel
durch ein elektrisches Feld nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Da durch Sekundar-,
Tertiar- und Quartarstrukturen die Grolie der Proteine trotz vergleichbarer Aminosaureanzahl
stark schwankt, ist es nétig die Proteinproben vor der Auftrennung in einem Auftragspuffer,
der als Reduktionsmittel R-ME und SDS enthalt, zu denaturieren. Die Kombination aus Hitze
und R-ME fihrt dazu, dass die Wasserstoffbrickenbindungen und kovalente
Sekundarstrukturen wie Disulfidbriicken zerstért werden. SDS steht fir Natriumdodecylsulfat
und ist ein Detergens, das dafir sorgt, dass alle Proteine eine negative Gesamtladung
bekommen. Je nachdem, in welchem Gréflenbereich die nachzuweisenden Proteine liegen,
werden Gele mit unterschiedlichen Acrylamidkonzentrationen verwendet. Die eingesetzte
Acrylamidkonzentration betrug 10% bei Proteinen gréRer als 150 kDa und 12% fur Proteine
kleiner als 150 kDa. Das Polyacrylamidgel setzte sich aus zwei unterschiedlichen Gelen
zusammen: einem oberen Sammelgel und einem darunter liegenden Trenngel (Tab. 14) Das
Sammelgel hatte einen niedrigeren Acrylamidgehalt (4-4,5%), und dient zum ,Sammeln“ der
aufgetragenen Proben damit alle denselben Ausgangspunkt fur eine Auftrennung haben. Im
Trenngel hingegen geschieht die eigentliche Auftrennung der Proteine. Die Zugabe des
Reaktionsstarters APS und des Katalysators TEMED sorgten fir die Polymerisation zu

einem festen Gel.

Durchfiihrung:

Zunachst wurde das Trenngel hergestellt und im flissigen Zustand mit Isopropanol
Uberschichtet, um einen waagerechten oberen Abschluss des Gels zu erreichen. Nach der
Polymerisation konnte das Sammelgel auf das Trenngel gegossen werden und noch vor der

Polymerisation des Sammelgels ein Gelkamm eingesetzt werden, der spater die Geltaschen
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bildet, in die jeweils eine Proteinprobe pipettiert wurde. Die Proben wurden zusammen mit 5
pl SDS-Auftragspuffer bei 96°C fir 10 min aufgekocht. Zusammen mit den Proteinproben
wurden 4 pl des Proteinstandards geladen, um die ungefahre GréRe der nachzuweisenden
Proteine zu ermitteln. Bis die Proben das Sammelgel durchlaufen haben wurde eine

Spannung von 100 V angelegt. Danach wurde das Gel fur 1h bei 120 V laufen gelassen.

B.3.4 Westernblot

Materialien:

TBS-T: Bidest, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-OH , 0,05% Tween 20

Blockierungspuffer: TBS-T, 5% Milchpulver

Primar-Antikorperlésung: 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 5% Milchpulver, 2% BSA, 0,1%
Tween 20, 0,01% Natriumazid

Transferpuffer: Bidest, 0,2 M Glycin , 20 mM Tris-OH, 20% Methanol

Filterpapiere, Whatman (GE Healthcare)
Nitrozellulose Membran, Hybond ECL (Elektrochemolumineszenz) (GE Healthcare)

ECL-Film, Hyperfilm (GE Healthcare)

Tabelle 15: Erst-Antikorper (anti-human)

Spezifitat Ursprung (Klon) Isotyp Endkonzentration Herkunft

CA125 Maus, monoklonal (X75) IgG1 14,8 pg/mi HyTest

EOX IV, HRP | Maus, monoklonal (20E8) IgG2a | 2,5 uiiml Abcam

onjugiert

Mesothelin Maus, polyklonal n.a. 1:1000 Abnova

Osteopontin Maus, monoklonal (1B20) IgG1 2 ug/mi IBL

SIX1 Maus, polyklonal 19G 1:1500 Lifespan
Biosciences

SPAG9 Ziege, polyklonal IgG 1:200 Santa Cruz,
Biotech.

Tabelle 16: Zweit-Antikorper, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase.

Spezifitat Ursprung (Klon) Isotyp | Endkonzentration Herkunft
anti-Maus Ziege, polyklonal [e[€] 1:10000 Dianova
anti-Ziege Kaninchen, polyklonal [e[€] 1:10000 Dianova
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Theoretischer Hintergrund:

Die Western-Blot-Methode erlaubt die immunologische Identifizierung eines Proteins aus
einem Proteingemisch, das zuvor mittels SDS-PAGE aufgetrennt wurde. Damit der
spezifische Antikdrper an das nachzuweisende Protein binden kann, missen die
aufgetrennten und negativ geladenen Proteine von dem SDS-Gel durch ein elektrisches Feld
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert werden. Die Durchfuhrung des Western-Blots
erfolgte mit der semi dry-Methode. Dabei lagen SDS-Gel und Nitrozellulosemembran
zwischen zwei Plattenelektroden und wurden von jeweils drei Lagen feuchtem Filterpapier
umgeben. Das SDS-Gel befand sich auf Seite der Kathode, damit bei angelegter Spannung
die negativ geladenen Proteine in Richtung Anode liefen und dabei auf die
Nitrozellulosemembran transferiert wurden. Die Filterpapiere wurden in einem Transferpuffer
eingeweicht, der der Leitfahigkeit diente. Das im Transferpuffer enthaltene Methanol sorgte
zusatzlich daflir, dass sich das SDS nach und nach von den Proteinen abloste, so dass
diese optimal an die Nitrozellulosemembran binden konnten. Bei der Inkubation in
Blockierungspuffer lagerten sich die im Milchpulver enthaltenen Proteine an die noch frei
gebliebenen Stellen auf der Nitrozellulosemembran und verhinderten somit eine
unspezifische Bindung des Primarantikbrpers. Um die Bindung des Antikorpers an das
nachzuweisende Protein sichtbar zu machen, wurde ein polyklonaler Sekundar-Antikérper
mit Spezifitat gegen den Primar-Antikorper eingesetzt. Das Signal des Primar-Antikorpers
wird dabei um ein Vielfaches verstarkt, da mehrere Sekundar-Antikbrper an einen Primar-
Antikérper binden kénnen. Der Sekundar-Antikdrper war an die Meerrettich-Peroxidase
(engl. horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt, das bei Anwesenheit seines chromogenen
Substrats, das sogenannte ECL-Substrat (Elektrochemolumineszenz-Substrat), ein
Lichtsignals erzeugt. Dieses Lichtsignal wurde von einem lichtsensitiven Film erfasst, der
anschlief3end entwickelt wurde. Die Belichtungszeit richtete sich nach der Signalstarke.

Als Ladekontrolle diente die vierte Untereinheit der Cytochrom-c-Oxidase (COX [V). Dieses
16-kDa-grol3e Protein ist in der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert. Es wurde
davon ausgegangen, dass alle hier verwendeten Zelllinien in etwa die gleiche Menge der
Cytochrom C Oxidase exprimieren. COX IV wurde wegen seiner geringen GrofRRe als
Ladekontrolle gewahlt. Die anderen nachzuweisenden Proteine haben ein hoheres
Molekulargewicht, so dass der gleichzeitige Nachweis von zwei Proteinen auf einer
Nitrozellulosemembran erfolgen konnte. Der hier eingesetzte Primar-Antikdrper gegen COX

IV war bereits an die HRP gekoppelt.
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Durchfiihrung:

Die Proteine eines Gels wurden bei 42 mA innerhalb von 2h auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert, bei zwei Gelen erhohte sich die Stromstarke entsprechend auf 84 mA. Nach dem
Transfer wurde die Nitrozellulosemembran fur 1h in Blockierungspuffer blockiert. Der
jeweilige Primar-Antikérper wurde in der entsprechenden Verdinnung (siehe Tabelle 15) zu
10 ml der Primar-Antikorperldsung gegeben und die Nitrozellulosemembran tUber Nacht bei
4°C mit der Loésung inkubiert. Der Primar-Antikdrper wurde in der Primar-Antikdrperlésung
bei 4°C gelagert und mehrmals verwendet. AnschlieRend wurde die Membran 3 x mit 10 ml
TBST gewaschen und fir 2h bei RT mit dem in Blockierungspuffer geldsten Zweit-Antikdrper
inkubiert (siehe Tabelle 16). Nach 3-maligem Waschen in 10 ml TBS-T wurde die Membran
mit 500 pl ECL und 500 yl ECL Reagenz betraufelt. Nach Belichtung eines ECL-Films
zwischen 2 min und 1h wurde der Film entwickelt.

Der Antikérper gegen COX IV wurde erst nach dem Nachweis des eigentlichen Proteins auf
die Membran gegeben. Nach 2h Inkubation und mehreren Waschschritten erfolgte eine
erneute Zugabe des ECL-Reagenz und es konnte ein weiterer Film auf die Membran gelegt

und anschlief®end entwickelt werden.

B.3.5 Rickfaltung von MHC Klasse I-Monomeren

Materialien:

reduziertes Glutation (SIGMA)

oxidiertes Glutation (SIGMA)

PMSF (1000x): Methanol (Merck) mit 200 mM PMSF

Ruckfaltungspuffer, pH 7.76 bei 10°C, bei 121°C sterilisiert: ddH20 mit 6.97% I-Arginin
(SIGMA),

2.38% HEPES (Roth), 2 mM EDTA (Roth)

DMSO (Merck)

Peptid

Schwere MHC-Kette von HLA-A*0201

Leichte MHC-Kette, B2-Mikroglobulin

Ureapuffer: ddH,O mit 8 M Urea (UBC), 10 mM Tris pH 8.0 (SIGMA), 10 mM NaH2PO4
(Merck), 0.1

mM EDTA

Injektionspuffer, pH 4.2: ddH,O mit 3 M Guaninchlorid (Fluka), 10 mM Natriumacetat
(SIGMA),

10 mM EDTA (Roth)

Vakuumfilter 250 ml (Millipore)
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Ruhrzelle NMWL 10.000 (Millipore)

Filtermembran NMWL 30.000 (Millipore)

Amicon Ultra-15 (Millipore)

Leupeptin (Roche)

Pepstatin 1000x: Methanol (Merck) mit 0.07% Pepstatin

Tris (SIGMA)

ATP (SIGMA)

D-Biotin (SIGMA)

TBS, pH 8.0, bei 121°C sterilisiert: 20 mM Tris mit 150 mM NaCl (Merck)
TBSA: TBS mit 0.03% Natriumazid (Merck)

Theoretischer Hintergrund:

Denaturierte Proteine kdnnen sich unter reduzierenden Bedingungen und bei passendem
pH-Wert spontan in ihre natlrliche Konformation =zuriickfalten. Hierbei kdénnen auch
Proteinkomplexe entstehen, falls deren Untereinheiten vorhanden sind. Um MHC-I-Peptid-
Komplexe durch Rickfaltung herstellen zu kénnen, benétigt man grofle Mengen an
denaturierter schwerer Kette, 2 Mikroglobulin und Peptid, da der Komplex nur in
Anwesenheit aller drei Komponenten stabil vorliegen kann. Dieser Komplex ist in seiner fertig
gefalteten Struktur dann sehr stabil. Ein Problem bei dieser Riickfaltung ist die Neigung der
schweren MHC-Ketten Aggregate zu formen, welche dann aus der Losung ausfallen. Um
diesen Prozess unter Kontrolle zu halten, findet die Ruckfaltung in einem argininhaltigen
Puffer mit wenigen chaotropen Komponenten statt. Die bendtigten proteinen Elemente flr
diese Reaktion werden in stark chaotropem, harnstoffhaltigem Puffer gelagert. Vor der
Ruckfaltung wird ein Azidpuffer mit einem pH-Wert von 4.2 zugegeben und die Proteinldsung
dann in den sich rihrenden Ruckfaltungspuffer injiziert. Dies geschieht so schnell wie
moglich, um eine Aggregation zu verhindern. Das Redox-Potential wird durch die Zugabe
von reduziertem und oxidiertem Glutation eingestellt. Weiter erfolgt die Inhibition von
Proteasen durch das Hinzufliigen von PMSF, Leupeptin und Pepstatin. Die schwere MHC-
Kette wird mehrmals zugegeben, um den Verlust durch Aggregatbildung zu kompensieren.
Nach der Ruckfaltung werden Proteine und Komplexe in einem Filtrationsschritt durch eine
Membran zurlickgehalten. Der Durchfluss enthalt ausreichende Mengen an Peptid fir die
Durchfuhrung einer weiteren Ruickfaltung. Trotzdem wird in unserem System nur etwa 1%
der urspringlich eingesetzten Peptidmenge in dem MHC-I-Peptid-Komplex gebunden.
Dieser Komplex wird von anderen Proteinen und Aggregaten durch eine FPLC-Separation

getrennt.
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Durchfiihrung:

Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt. Es wurden 385 mg reduziertes und
77.5 mg oxidiertes Glutation, 250 pyl PMSF (1000x), 2.5-7.5 mg/ml des gewinschten
Peptides (10 mg/ml in DMSO) in 250 ml Rickfaltungspuffer gelést. Danach wurden 8 mg
schwere MHC-Kette (20 mg/ml in 8 M Ureapuffer) in 700 pl Injektionspuffer aufgenommen
und mit Hilfe einer Spritze und einer 26 G Nadel in den sich rihrenden Riickfaltungspuffer
gegeben. Die gleiche Vorgehensweise wurde im Anschluss mit 7 mg der leichten MHC-
Kette, in 780 pl Injektionspuffer, durchgeflhrt. Die Lésung wurde nun fir etwa 12h bei 10°C
schittelnd inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden noch 2x je 8 mg schwere MHC-Kette
zugegeben. Dies geschah in einem Abstand von 12h. Jetzt wurde die Lésung mit einem 0.22
pm Vakuumfilter filtriert und anschliel3end in eine Ruhrzelle gegeben und mit 60 psi unter
Druck gesetzt. Zuvor wurde die Rihrzelle mit 200 ml ddH,O gespllt. Das Permeat wurde
aufgesammelt und spater weiter verwendet (siehe unten). Das Retentat wurde auf ein
Volumen von etwa 25 ml mit Permeat aufkonzentriert. Die Membran der Rihrzelle wurde in
einer Petrischale bis zu ihrer spateren Verwendung in TBSA gelagert. Zu den
aufgesammelten Permeaten wurden 250 yl PMSF (1000x) gegeben und erneut 8 mg
schwere MHC-Kette und 7 mg leichte MHC-Kette, wie bereits beschrieben, zugegeben. Die
Inkubationszeit betrug anschliefend wieder 12h. Nach dieser Inkubation wurden noch 2x je 8
mg schwere MHC-Kette zugegeben. Dies geschah in einem Abstand von 12 Stunden. Das
Retentat und die neue Losung wurden jetzt zusammen durch einen 0.22 ym Vakuumfilter
filtriert. Das Filtrat wurde mit einer, wie bereits beschrieben, vorbereiteten Rihrzelle auf ein
Volumen von 25 ml aufkonzentriert. In die Riuhrzelle wurde die bereits verwendete Membran
eingesetzt. Die 25 ml Retentate wurde mit Hilfe eines Amicon Ultra-15 und der Zentrifugation
bei 3200xg fur je 5 min stufenweise auf ein Finalvolumen von 5-6 ml aufkonzentriert.
Hierdurch wurden entstandene Komplexe, bestehend aus der schweren MHC-Kette,
entfernt. Zur Reinigung des Monomers wurde nun ein FPLC-Lauf mit einer S75 Saule
durchgefiihrt. Hierbei wurde das zuvor bei 3200xg fur 5 min zentrifugierte Retentate auf die
Saule geladen und Fraktionen von 5 ml des gesamten Laufes (100-200 ml) gesammelt. Die
Fraktionen, die das Monomer enthalten wurden gepoolt und mit PMSF, Leupeptin sowie
Pepstatin versetzt. Das Volumen wurde anschlieRend mit Hilfe eines Amicon Ultra-15 und
der Zentrifugation bei 3200xg stufenweise auf 5 ml eingeengt. Zur Biotinilierung der
Monomere wurde zunachst 400 ul Tris-Lésung (1 M; pH 8) und 250 uyl ATP (100 mM)
zugegeben. Nach dem Mischen der Reagenzien wurden noch 10-20 ug BirA Enzyme und
28.5 pl Biotin-Lésung (100 mM) zugegeben. Nach wiederholtem Mischen wurde die Lésung
fir 12-16h bei 27°C im Wasserbad inkubiert. Erneut wurde ein FPLC-Lauf, wie bereits

beschrieben, durchgeflihrt und die Fraktionen mit dem biotiniliertem Monomer gesammelt.
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Auch hier wurden wieder PMSF, Leupeptin sowie Pepstatin zugegeben und durch NaNj
(0,1% Finalkonzentration) und EDTA (2 mM Finalkonzentration) erganzt. Ein mit 5 ml TBSA
equilibriertes Amicon Ultra-15 wurde zum Aufkonzentrieren des Monomers auf 250-300 pl,
sowie der Abtrennung von entstandenen Komplexen der schweren MHC-Kette verwendet.
Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration wurde diese mit Permeat auf 2 mg/ml

eingestellt. Die Monomere wurden in Aliquots von je 50 ug bei -80°C gelagert.

B.3.6 Multimerisierung von MHC Klasse I-Monomeren mittels
Streptavidin

Materialien:

Konjugiertes Streptavidin PE (Invitrogen)

Theoretischer Hintergrund:

Streptavidin (aus Streptomyces avidii) und Avidin (aus dem Huhnerei) sind Proteine, die Uber
je vier Bindungsstellen fiir Biotin verfiigen. Die Bindungskonstante liegt hier bei 10"° mol™ und
ist damit eine der groBten natdrlich vorkommenden. Daher ist es einfach, biotinylierte
Proteine Uber Avidin oder Streptavidin als zentrales Molekll zu Tetrameren zu verbinden.
Bei der Farbung von Zellen mit diesen Reagenzien kommt es jedoch auch zu unspezifischen
Bindungen an die Zelloberflache. Bei Streptavidin (60 kDa) sind diese geringer, weshalb es
in der Durchflusszytometrie bevorzugt wird und es als Fluoreszenz-Konjugat kommerziell
erhaltlich ist. Das hier verwendete Streptavidin war ein Konjugat mit R-Phycoerythrin (PE,
240 kDa, Extinktion 480 nm, Emission 575 nm).

Durchfiihrung:

100 pg bei ca. 4-8°C aufgetautes MHC-I-Monomer wurden im stéchiometrisch molaren
Verhaltnis von 4:1 (HLA-A*0201:Streptavidin) mit R-Phycoerythrin konjugiertem Streptavidin
versetzt. Dazu wurde die berechnete Menge Streptavidin in 10 Intervallen a 10% der
errechneten Gesamtmenge zugegeben und jeweils fiir 30 min im Dunkeln bei 4°C rotiert. Die
fertige Tetramerldsung wurde bei ca. 8°C im Dunkeln gelagert. Von den
Streptavidinkojugaten wurde 157 ug je 100 ug HLA-A*0201 eingesetzt: (HLA-A*0201
MW=45 kD, Streptavidin MW=60 kD, R-Phycoerythrin MW=240 kD).

B.3.7 Kryokonservierung von HLA Klasse I-Tetrameren

Das Protokoll zur Kryokonservierung von HLA-Klasse-lI Tetrameren wurde von J.Nouta vom

Leiden University Medical Center zur Verfugung gestellt.
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Material:

Fir 1 ml 3x Einfriermedium:

HSA 75 pl einer 20%igen Stockldésung

NaN3 6 yl einer 10%igen Stocklésung

Protease Inhibitor 1x 120 pl einer 25x Stocklosung
Glycerol 480 pl einer 100%igen Stocklosung

Tris 319 pl einer 20 mM Stocklésung

Durchfiihrung:

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Die Finalkonzentration eines Tetramers
betrug 480 pg/ml in einem Volumen von 103.5 pl. Um die Tetramere einfrieren zu kénnen,
wurde ein Drittel des entsprechenden Volumens an Einfriermedium zugegeben und mit der
Tetramerldsung gemischt. AnschlieRend konnten die Tetramere aliquotiert und bei -80°C
eingefroren werden. Die Konzentration anderte sich durch die Zugabe des Einfriermediums
bei PE-Tetrameren von 480 ug/ml auf 321 pg/ml. Einmal aufgetaut wurden die Tetramere

nicht wiederholt eingefroren.

B.3.8 Aufreinigung von MHC-Liganden durch Immunprazipitation
B.3.8.1 Herstellung der Saule

Materialien:

1 mM HCI

CNBr-activated Sepharose 4B( Amersham Pharmacia Biotech)
Kopplungspuffer: 0,1 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,3 mit NaOH eingestellt
0,1 M Glycin

Tabelle 17: Zur Kopplung verwendete Antikorper

Antikorper MHC-Spezifitadt Referenz

L243 HLA-DR (Lampson and Levy 1980)
W6/32 HLA-A,-B,-C (Barnstable et al. 1978)
B1.23.2 HLA-B,-C (Rebai and Malissen 1983)
BB7.2 HLA-A*02 (Parham and Brodsky 1981)
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Theoretischer Hintergrund:

Die verschiedenen Antikorper (Tab. 17) wurden im Verhaltnis 1:40 (w/v) an CNBr-aktivierte
Sepharose gekoppelt. Die Kopplung des Antikdrpers an CNBr-aktivierte Sepharose beruht
auf einer nukleophilen Substitutionsreaktion, wobei das Bromid-Anion als Abgangsgruppe
fungiert. Als angreifende Nucleophile dienen der Aminoterminus bzw. die e-Aminogruppen
von Lysin-Resten. Die Reaktion muss im Basischen stattfinden, da die Aminogruppen nicht

protoniert vorliegen durfen.

Durchfiihrung:

Vor der Antikoérper-Kopplung wurde die Sepharose in 40 ml 1 mM HCI 30 min auf dem
Rotator bei RT gequollen und aktiviert. AnschlieRend wurde sie 2 min bei 60 x g ohne
Bremse abzentrifugiert und der Uberstand durch die Antikérperldsung in 40 ml
Kopplungspuffer ersetzt. Diese Mischung wurde fir 120 min bei RT auf dem Rotator
inkubiert. Vor und nach erfolgter Kopplung wurden zur Bestimmung der Kopplungseffizienz
200 pl der Sepharose-Antikorpermischung entnommen, die Sepharose bei 13000 rpm fir 2
min abzentrifugiert (Biofuge) und der Uberstand in ein neues Eppendorfgefal tberfiihrt. Die
Kopplungseffizienz ergab sich aus dem Verhaltnis der OD,gp am Anfang und am Ende der
Kopplungszeit. AnschlieBend wurden die noch unbesetzten reaktiven Gruppen der
Sepharose durch Zugabe von 40 ml 0,1 M Glycin ab gesattigt, die 30 min auf dem Rotator
inkubiert wurde. Zum Abschluss wurde die Sepharose mit 40 ml PBS gewaschen, in eine
Saule gepackt und nochmals fir 30 min mit PBS bei einer Flussrate von 1,0 mil/min

gewaschen.

B.3.8.2 Herstellung des Zelllysats

Materialien:

2x Lysepuffer: 200 ml PBS, 0,6% (w/v) CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-
propansulfonat) (Roche), 3 Tabletten Proteaseinhibitor "complete” (Roche)

0,2 um-Filter (Millipore)

Durchfiihrung:

Das gefrorene OvCa-Gewebe wurde zunadchst im Mixer zerkleinert. Nach Zugabe eines
weiteren Volumens einfach konzentrierten Lysepuffers wurde die Zellsuspension eine
Stunde bei 4°C gerUhrt. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem Potter weiter
homogenisiert. Ein weiteres Volumen Lysepuffer wurde zugegeben und das Lysat wiederum
eine Stunde bei 4°C gerthrt. AnschlieRend wurde das Lysat 3x 20 sec mittels Ultraschall

behandelt, um DNA zu zerstéren und Transmembranproteine aus der Membran zu l6sen,
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danach wurde das Lysat wieder eine Stunde bei 4°C gerihrt. Um Zelltrimmer zu beseitigen
wurde das Lysat zunachst 20 min bei 4°C und 4000 rpm (Megafuge, Heraeus) und dann in
der Ultrazentrifuge (Beckman, Ti45- Rotor) eine Stunde bei 40.000 rpm (158.420xg) und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen 0,2 ym-Filter filtriert. Das so erhaltene Filtrat

wurde auf die Affinitdtssaulen aufgetragen.

B.3.8.3 Affinitatschromatographie und Elution

Materialien:
Triuoro acetic acid (TFA) (Applied Biosystems)

Centricon-10 Zentrifugen-Filtereinheiten (Millipore)

Durchfiihrung:

Das Lysat wurde zunachst einmal linear mit einer Geschwindigkeit von ca. 2 ml/min Uber die
mit den Antikdrpern gekoppelte Sepharose-Saule gepumpt und anschlieRend zyklisch Gber
Nacht. Dabei wurde der Durchfluss aus der Saule gesammelt und aus diesem
Sammelbehalter kontinuierlich wieder auf die Saule geladen. Anschliefend wurde die Saule
30 min mit PBS und dann 60 min mit Wasser gewaschen, trocken laufen gelassen und dann
eluiert. Zur Elution wurde so viel 0,1%-ige TFA auf die Saule gegeben, dass das Gelbett
bedeckt war, die Saule wurde 10 min auf einem Schittler geschittelt und das Eluat
gesammelt. Bei der ersten Elution wurden zusatzlich noch 10 yl 10%-ige TFA zugesetzt. Der
Vorgang wurde zehnmal wiederholt. Die Eluate wurden jeweils in einem mit 0,1%-iger TFA
gewaschenen Zentrikon vereinigt. Zur Bestimmung der Menge an MHC-Molekilen wurden
5% des Eluats abgenommen und mittels Edman-Abbau analysiert. Das Eluat wurde durch
das Zentrikon zentrifugiert (Megafuge, Heraeus; 4000 rpm, 4°C, Dauerbetrieb). Im
Durchfluss befanden sich aufgrund des Zentrikon-Ausschlussvolumens von 10 kDa nur die

Peptide. Der Durchfluss wurde lyophilisiert und bei -80°C gelagert.

B.3.9 Modifizierung von Peptiden

Materialien:

GUA-Reagenz: (100 mg O-Methyl-Isoharnstoff-Hemisulfat in 102 pl ddH,0;
Endkonzentration 1,1 M) (ACROS Organics)

NaOH (10 M)

Ameisensaure (konz.)

Elutionslésung:50% Acetonitril (Baker), 1% Ameisensaure

Hydroxylamin-Lésung
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Theoretischer Hintergrund:

HLA-Liganden kénnen an ihrem N-Terminus mit 1-(Nicotinoyloxy)succinimid (NIC-NHS)
modifiziert werden. Die Nicotinsdure bleibt dabei kovalent Uber eine Amid-Bindung am N-
Terminus gebunden. Damit bei der Modifizierung der a-Aminogruppen nicht auch gleichzeitig
die e-Aminogruppen von Lysinresten nicotinyliert wurden, mussten diese zuvor mit einem
Guanidin-Rest versehen werden. Setzt man fir eine Gruppe von Peptiden 1-
([H4]Nicotinoyloxy)succinimid, flr eine andere 1- ([D4]Nicotinoyloxy)succinimid ein, so sind
die Peptide der ersten Gruppe anschlieRend mit dem leichten Isotop der Nikotinsaure (NIC),
die der anderen mit der deuterierten und damit schweren Form der Nikotinsaure (dNIC)
markiert. Die Eigenschaften der NIC- und dNIC-markierten Peptide unterscheiden sich bei
gleicher Sequenz kaum voneinander. In der high performance liquid chromatography (HPLC)
sieht man jedoch einen leichten Isotopen-Effekt, der sich darin zeigt, dass das dNIC-
markierte Peptid einige Sekunden friher eluiert. Im Massenspektrometer lassen sich die
Peptide auf Grund ihrer Massendifferenz von 4 Da leicht voneinander unterscheiden. Mit
dieser Methode kann man zum Beispiel Peptide von verschiedenen Quellen in einem LC-
MS/MS-Lauf mischen, um sie relativ zueinander zu quantifizieren. Wie in der predict-
calibrate-detect Methode (Kap. B.5.9.6) kdnnen synthetische Peptide, die mit einer Form der
Nikotinsdure markiert wurden, zu mit der anderen Form der Nikotinsdure markierten nattrlich
prasentierten HLA-Liganden gegeben werden, um so gezielt nach Peptiden mit der gleichen

Sequenz zu suchen.

Durchfiihrung:

a) Selektive Guanidierung der e-Aminogruppe von Lysinresten in Peptiden
Die zu guanidinylierenden lyophilisierten Peptide wurden zunachst in 500 pl H,O
aufgenommen, und die Peptidlésung mittels 10 M NaOH auf pH 10,5 gebracht. Der pH
wurde mit pH-Papier Uberprift. Dann wurden 92 ul GUA-Reagenz zugegeben. Die
Guanidierung fand fir 10 min bei 65°C statt. Gestoppt wurde die Reaktion durch pH-
Reduzierung auf pH 3-4 mit 11 pl konzentrierter Ameisensaure.

b) Nicotinylierung der a-Aminogruppe von guanidinylierten Peptiden
Die N-terminale Nicotinylierung der guanidinylierten Peptide fand auf zentrifugentauglichen
Saulchen statt, die mit C-18-reversed-phase-Saulenmaterial geflllt waren. Nach jedem der
im Folgenden genannten Schritte wurden die Saulchen bei RT mit 2000 rpm fur 15 sec
zentrifugiert (Biofuge fresco). Das Saulenmaterial wurde zunachst je dreimal mit 200 pl
Elutionslésung aktiviert und dann je dreimal mit 200 uyl ddH,0, 0,1% TFA (v/v) aquilibriert.
Anschlieend wurden die guanidinylierten Peptide in drei 200 pl-Portionen auf die Sdulchen

geladen. Nach dem Laden der Probe wurden die S&ulchen je dreimal mit 200 yl ddH,O
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gewaschen, bevor die eigentliche Nicotinylierung stattfand. Diese wurde durch Zugabe von
500 pl der jeweiligen 1H4- bzw. 2D4-NicNHS-Ester-Losung durchgeflihrt, wobei - anstelle
des Zentrifugationsschrittes - die Saulchen auf gekappte 1 ml-Spritzen gesteckt wurden und
mit Hilfe des Kolbens alle 1,5 min je 50 pl Lésung aus den Sulchen gesaugt wurden.
Danach fanden wieder drei Waschgange statt. Um eventuelle Bindungen zwischen dem Nic-
Ester und Tyrosinresten zu I6sen, wurden erneut je 500 ul 50%-ige Hydroxylamin-Losung auf
die Saulchen gegeben und wieder mit Hilfe der Spritzen-Konstruktion in 1 min-Schritten
eluiert. Nach weiteren drei Waschgangen wurden die modifizierten Peptide je viermal mit 50
Ml Elutionslésung eluiert und die Eluate gepoolt. Die nach der Entsalzung der
guanidinylierten Peptide bzw. nach der Nicotinylierung eluierten Peptide wurden fir die LC-
MS-Analysen in einer SpeedVac eingeengt. Nach dem Einengen der Proben auf ca. 10 pl
wurden 90 ul Lésung A zugegeben und die Probe nach 10 min Zentrifugation bei RT mit
13000 rpm (Biofuge) in das HPLC-System injiziert (Kap. B.9.4).

a) NH,
HN:<

HyN—(CHy)4 OH NH NH—(CH,), OH
>—< + 04{ —_— >—< + H3C—OH
H,N o] H3C/ NH, H,N O
Lys O-Methyl-Isoharnstoff Homoarginin Methanol

b) (D) 0 Q
(D)
D8
/
(D) N (D) 4
1-([H,/D,]Nicotinoyloxy)sucicinimid

= (d)NIC-NHS

Abbildung 4: a) Modifizierung von Lysin mit O-Methyl-Isoharnstoff. b) Strukturformel von
(d)NIC. Abbildung nach (Weinzierl 2004).
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B.4 Zellbiologische Methoden

B.4.1 Zellkultur von Adharenten und Suspensionszellen

Samtliche Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen in einem Begasungsbrutschrank bei 5%
CO, und 37°C kultiviert. Alle Arbeiten an diesen Zellen wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt. Wenn nicht anders beschrieben, erfolgten alle Zentrifugationsschritte bei 300 x
g fur 5 min bei RT.

Materialien:

250 ml Gewebekulturflasche 75 cm? (Nunc)

PBS

Trypsin/EDTA

McCoy’s Medium mit 10% FCS (hitzeinaktiviert 30 min 56°C), 1% L-Glutamin, 1% Pen/Strep
DMEM Medium mit 10% FCS, 1% L-Glutamin, 1% Pen/Strep

RPMI-1640 Medium 10% FCS, 1% L-Glutamin, 1% Pen/Strep

Durchfiihrung:

Adharente Zellen wurden je nach Wachstumsgeschwindigkeit alle 3-4 Tage im Verhaltnis 1:3
gesplittet. Dazu wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und der
Zellrasen mit 1 ml Trypsin/EDTA abgelost. Nach Zugabe von Medium wurden zwei Dirittel
dieser Zellsuspension verworfen, der Rest wurde zentrifugiert, in 13 ml frischem Medium
resuspendiert und in die Zellkulturflasche zurlickgegeben.

Suspensionszellen wurden je nach Bedarf alle 3-4 Tage im Verhaltnis 1:10 gesplittet. Dazu
wurde der Zellsupension 9/10 des Volumens entnommen und mit demselben Anteil an

frischem Medium aufgefullt.

B.4.2 Bestimmung der Lebendzelldichte

Materialien:

Trypanblaulésung: Trypanblau 1 : 10 in PBS

Durchfiihrung:

Die Rander der Neubauer-Zahlkammer wurde leicht angefeuchtet und dann das Deckglas
durch leichtes Andriicken fixiert, wobei Newtonsche Ringe sichtbar wurden. Die
Zellsuspension wurde 1:2 mit Trypanblaulésung gemischt (je 30 pl) und dann in den

Zwischenraum von Deckglas und Zahlkammerboden pipettiert. Die Dichte der ungefarbten,
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vitalen Zellen konnte dann unter dem Lichtmikroskop mittels folgender Formel ermittelt:

Zelldichte der Suspension = Zellzahl in 1 GroRquadrat x 2 (Verdiinnung) x 10* Zellen/ml

B.4.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Materialien:

Einfrierbehalter mit Isopropanol

2 ml Cryordhrchen (Corning)

Einfriermedium: FCS mit 10% DMSO

DC-2x-Einfriermedium: Humanserum mit 20% DMSO und 10% Glucosteril

Waschmedium: RPMI Medium mit 10% CTL-wash (plasmafrei)

Durchfiihrung:

Die Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium resupendiert, in Kryo-Réhrchen gegeben und lber
Nacht in einem Einfrierbehalter bei -80°C eingefroren. Das im Einfrierbehalter enthaltene
Ispropanol sorgt daflr, dass die Zellen sehr langsam und kontinuierlich auf -80°C gekiihlt
werden (ca. -1°C/min). Fir eine langerfristige Lagerung wurden die Zellen in flissigen
Stickstoff Gberfuhrt.

Far DCs wurde DC-2x-Einfriermedium verwendet. Nach der Zentrifugation wurden die DCs
pro Aliquot in 500 pl autologem Serum und 500 pl DC-2x-Einfriermedium resuspendiert.
Danach wurde wie bei den anderen Zellen verfahren. Alle Zellen wurden in 10 ml warmen
Waschmedium aufgetaut, zentrifugiert und in dem jeweiligen Kultivierungsmedium

aufgenommen.

B.4.4 Kultivierung der murinen Zelllinie t-CD40L-NIH-3T3

Materialien:

PBS

Trypsin EDTA

250 ml Gewebekulturflasche 75 cm? (Nunc)

6 Well Zellkulturplatte (Falcon)

DMEM F-12 Medium mit 10% FCS, 1% L-Glutamin, 1% Pen/Strep, 2,5% HEPES (NIH-
Medium)

DMEM F-12 Medium mit 10% FCS, 1% L-Glutamin, 1% Pen/Strep, 2,5% HEPES und 0,4%
G418

(NIH+ Medium)
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Theoretischer Hintergrund:

Bei der adharenten Zelllinie NIH-3T3 handelt es sich um murine Fibroblastenzellen, die mit
dem CD40-Liganden (CD40L) stabil transfiziert und mit G418 im Medium selektioniert
wurden (t-CD40L-NIH-3T3). Um die Transfektion aufrecht zu erhalten mussen die Zellen also

in G418 haltigem Medium in Kultur gehalten werden.

Durchfiihrung:

Die t-CD40L-NIH-3T3 Zellen wurden zweimal pro Woche gesplittet, und ein Teil der Zellen
wurde flr die Kokultivierung mit B-Zellen ausgesat. Dazu wurde das Medium von den Zellen
abgenommen, mit PBS gewaschen und die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA pro Zellflasche
abgeldst. Nach Zugabe von Medium zur Unterbrechung der Trypsin/EDTA-Reaktion wurden
8/10 entnommen und zentrifugiert. Der Rest der Zellen wurde mit der entsprechenden
Menge NIH+ Medium aufgefiillt und weiter kultiviert. Die zentrifugierten Zellen wurden in
NIH- Medium resuspendiert, da sich G418 negativ auf das Wachstum der B-Zellen
ausgewirkt. AnschlieRend wurde die Zellzahl auf 2x10° Zellen/ml eingestellt und die Zellen in
der Gammazelle bei 96 Gray (Gy) bestrahlt. Durch die y-Strahlung kommt es in den Zellen
zu gravierenden DNA-Schadigungen und nach 1-2 Tagen zur Apoptose. Somit konnte sicher
gestellt werden, dass die B-Zellen zwar mit CD40L aktiviert, jedoch nicht lGberwachsen
wurden. Nach der Bestrahlung wurden die t-CD40L-NIH-3T3-Zellen in 6-Kavitat-Platten in 2
mi/Kavitat ausgesat. Uber Nacht adharierten die Zellen, so dass am darauf folgenden Tag

die B-Zellen dazugegeben werden konnten.

Ubersicht iiber Isolation von T-Zellen, B-Zellen und DCs aus Vollblut

T-Zellexperimente wurden mit PBMCs gesunder Blutspender (Tab. 8) durchgefihrt.
Abbildung 2 gibt einen Uberblick (iber die einzelnen Schritte der Isolation von T-Zellen, B-

Zellen und DCs aus Vollblut. Zu jedem Schritt gibt es eine nachfolgende detaillierte

Beschreibung.
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Trennung einer Vollblutspende Kapitel B.4.5
in einen Plasmaanteil und einen
buffy coat-Anteil

! | —PBMC- Dichtezentrifugation zur Kapitel B.4.6
Schicht Isolation von PBMCs

aus buffy coat

B-Zelle
@5 Kokultivierung von Kapitel B.4.7
B-Zellen aus PBMCs
v
: ’ Trennung von Kapitel B.4.8
N paLs Monozyten und PBLs
+ Isolierung von T-Zellen aus Kapitel B.4.10
PBLs mit der magnetischen
Zellsortierung (MACS)

%‘Smt und Differenzierung und Reifung Kapitel B.4.9
- D4*-T-Zellen L
Dendritischer Zellen aus
Abbildung 5: grafischer Ablauf der Isolation von T-Zellen, B-Zellen und DCs aus Vollblut.

B.4.5 buffy coat Praparation

Die Blutkonserven (500 ml heparinisiertes Vollblut) gesunder Blutspender wurden mit
freundlicher Genehmigung von der Blutspendezentrale des Universitatsklinikum Tubingen
zur Verfugung gestellt. Alle Vollblutspender besaflen den HLA-Typ HLA-A*02. Vor der
PBMC-Isolierung wurde mittels Zentrifugation (1000xg, 25 min ohne Bremse, 20°C) das
Plasma vom Vollblut getrennt. AnschlieRend wurde mit einer ,Schneider-Quetsche® der
Plasmaanteil und die Erythrozyten vom buffy coat abgetrennt und in verschiedene
Konservenbeutel Uberfuhrt. Das Plasma wurde fur 30 min bei 56°C im Wasserbad inaktiviert
und dann bei 1600xg fur 15 min zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und das Plasma

spater als autologes Plasma den individuellen Zellmedien zugesetzt.
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B.4.6 Isolation von PBMCs aus buffy coat

Materialien:

PBS/EDTA: PBS mit 1 mM EDTA

Ficoll

50 ml-Réhrchen (BD Falcon™)

250 ml Gewebekulturflasche 75 cm? (Nunc)

Theoretischer Hintergrund:

PBMCs enthalten Lymphozyten und Monozyten des peripheren Blutes. Bei dieser Art der
Isolation der PBMCs werden weitere Bestandteile wie Thrombozyten, Erythrozyten und
Granulozyten durch Zentrifugation Uber einen Stufengradienten weitgehend abgetrennt. Bei
Ficoll handelt es sich um ein Gemisch aus iodhaltigem Metrizamid und dem Polysaccharid
Ficoll, was zu einer Dichte von 1,077 g/ml fihrt. Die Zellgruppen werden wahrend der
Zentrifugation aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte von einander getrennt. In der
entstehenden und leicht zu entfernenden Interphase befinden sich die PBMCs, wahrend die
polymorphkernigen Leukozyten und Erythrozyten pelletieren. EDTA ist ein Chelatbildner und

verhinderte die Aggregation der Leukozyten.

Durchfiihrung:

Der buffy coat wurde mit PBS/EDTA 1:1 verdunnt. In 50 ml-Réhrchen wurden jeweils 50 ml
Ficoll vorgelegt und dann mit bis zu 35 ml verdinntem Blut vorsichtig Uberschichtet. Die
anschlielende Zentrifugation fand bei 820xg flir 20 min bei 20°C mit ausgeschalteter
Bremse statt. Nach dem Abnehmen etwa eines Drittels der oberen gelblichen Phase, welche
aus verdinntem Plasma und Thrombozyten besteht, wurde die weillliche Interphase
vorsichtig abpipettiert Nun folgten drei Waschschritte mit  PBS/EDTA, wobei die
Zentrifugationsgeschwindigkeit kontinuierlich reduziert wurde, um den Wascheffekt zu
erhdhen. So wurde der erste Waschschritt bei 280xg fir 10 min bei 4°C, der zweite
Waschschritt bei 200xg fir 10 min bei 4°C und der letzte Waschschritt bei 150xg fir 10 min
bei 4°C durchgefihrt. Danach wurden die Zellen gezahlt und flir die weiteren Experimente
verarbeitet. Aus einer Vollblutspende wurden je nach Spender 3-9x10® PBMCs isoliert. Der
grofte Anteil von etwa 2-4x10® Zellen wurde fiir die Trennung von peripheren Lymphozyten
(PBL, peripheral blood lymphocytes) und Monozyten verwendet (Kap. B.4.9). Ein Teil der
PBMCs wurden flir die Kokultivierung von B-Zellen mit t-CD40L-NIH-3T3-Zellen verwendet
(Kap. B.4.7) und der Rest der PBMCs wurde in Aliquots & 2-4x10” PBMCs eingefroren.
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B.4.7 Kokultivierung der B-Zellen

Materialien:

6 Well Zellkulturplatte mit adharierten t-CD40L-NIH-3T3-Zellen

IMDM Medium mit 10% Humanserum, 1% L-Glutamin, 1% Pen/Strep, 0,5% Insulin, 0,3%
Gentamycin

Cyclosporin A

IL-4

Theoretischer Hintergrund:

Die B-Zellen wurden aus PBMCs gewonnen, die zuvor aus Vollblut isoliert wurden. Ziel der
Kokultivierung war es, das antigenprasentierende Potential der B-Zellen zu aktivieren und
die B-Zellen zu vermehren. Dies geschah durch die Bindung des von den t-CD40L-NIH-3T3-
Zellen exprimierten CD40L an den CD40-Rezeptor auf den B-Zellen und der Zugabe des
Zytokins IL-4 (2 ng/ml) (Schultze et al. 1997). In vivo bindet der CD40L von Ty-Zellen an den
CD40-Rezeptor auf B-Zellen, nachdem diese den Ty-Zellen das passende Peptid Uber ihr
MHC-II-Molekll prasentiert haben. Zusatzlich schitten die Ty-Zellen dabei IL-4 aus. Diese
zwei Signale sorgen fur die Aktivierung und die klonale Expansion der B-Zellen. Die
Aktivierung aulert sich in der Expression kostimulatorischer Molekule, wie solche aus der
B7-Familie, die wiederum fur die Aktivierung von T-Zellen nétig sind. Der Einsatz von t-
CD40L-NIH-3T3-Zellen und IL-4 sollte diesen Vorgang simulieren (Valle et al. 1989). Zu den
B-Zellen wurde zusatzlich das immunsuppressive Medikament Cyclosporin A (5,5x107 M)
gegeben. Cyclosporin A wird als Medikament in der Transplantationsmedizin eingesetzt, wo
es, wie bei der Kokultivierung der B-Zellen, eine Eliminierung der T-Zellen bewirkt.
Cyclosporin A bindet in der Zelle an Calcineurin und verhindert somit die Phosphorylierung
des Transkriptionsfaktors NF-AT (nuclear factor of activated T cells). Als Folge dessen
werden zahlreiche Zytokine wie z.B. IL-2 nicht mehr transkribiert, wodurch es zu einer
Proliferationshemmung kommt. Calcineurin ist zwar ein ubiquitar exprimiertes Protein, jedoch
ist die Menge in T-Zellen besonders niedrig. Deshalb werden T-Zellen schon von niedrigeren
Konzentrationen (10 nM) an Cyclosporin gehemmt, wahrend andere Zellen wenig

beeintrachtigt werden. (Crabtree 1999).

Durchfiihrung:

Die PBMCs wurden in IMDM Medium auf 2x10° Zellen/ml eingestellt und IL-4 (2 ng/ml) und
Cyclosporin A (5,5x107 M) zugesetzt. AnschlieRend wurde das Medium von den
ausplattierten t-CD40L-NIH-3T3-Zellen abgenommen und pro Kavitdt 4 ml der B-Zell-
Suspension gegeben. Die Rekultivierung der B-Zellen auf neu-ausplattierte t-CD40L-NIH-
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3T3-Zellen erfolgte 2x/Woche. Durch die Zugabe von Cyclosporin A nahm die Menge an
Zellen/Kavitat zunachst ab, wodurch sich die Zellzahl fir die Rekultivierung schrittweise
verringerte (Tab. 18.). Uberschritt die Zellzahl die eingesetzte Zellzahl/6-Well-Platte, wurden

die Uberzahligen B-Zellen in Einfriermedium aufgenommen und bei -80°C eingefroren.

Tabelle 18: Zeitlicher Ablauf der B-Zell-Kokultivierung in der Ubersicht.

Aktion Einsatz der B-Zellzahl fiir die Rekultivierung

0 Vorbereitung der t-CD40L-NIH-3T3-Platten,
PBMC-Aufreinigung eines neuen Spenders
1 Start der Kokultur 2 x 10° Zellen/m|
5 Vorbereitung der t-CD40L-NIH-3T3-Platten
6 Rekultivierung der B-Zellen 2 x 10° Zellen/ml
8 Vorbereitung der t-CD40L-NIH-3T3-Platten
9 Rekultivierung der B-Zellen 1,5 x 10° Zellen/ml
12 Vorbereitung der t-CD40L-NIH-3T3-Platten
13 Rekultivierung der B-Zellen 1,0 x 10° Zellen/ml
15 Vorbereitung der t-CD40L-NIH-3T3-Platten
16 Rekultivierung der B-Zellen 0,75 x 10° Zellen/ml
19 Vorbereitung der t-CD40L-NIH-3T3-Platten
20 Rekultivierung der B-Zellen 1,0 x 10° Zellen/ml
22 Vorbereitung der t-CD40L-NIH-3T3-Platten
23 Rekultivierung der B-Zellen 0,75 x 10° Zellen/ml

B.4.8 Trennung von Monozyten und peripheren Lymphozyten aus
PBMCs

Materialien:

250 ml Gewebekulturflasche 75 cm? (Nunc)

X-Vivo 15 Medium mit, 1% L-Glutamin, 1% Pen/Strep, 3% autologem Plasma (DC-Medium)
X-Vivo 15 Medium mit, 1% L-Glutamin, 1% Pen/Strep, 10% autologem Plasma (T-
Zellmedium)

IL-2

IL-7

Durchfiihrung:
Zur Trennung von Monozyten und peripheren Lymphozyten (PBLs) aus PBMCs wurde ein

Adharenzschritt in einer Gewebekulturflasche durchgefihrt. Hierflir wurden die PBMCs in
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DC-Medium auf 7,6x10%/ml eingestellt und je 13 ml in eine Gewebekulturflasche gegeben.
Nach 1-2h Adharenzzeit im Brutschrank wurden die PBLs im Uberstand abgenommen, die
Gewebekulturflaschen dreimal grundlich mit PBS gewaschen, um locker haftende PBLs
abzuwaschen und dann zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde zu den adharenten
Monozyten, neben diesen sich auch Zellen wie Makrophagen befanden, je 13 ml/Zellflasche
DC-Medium gegeben. Die abzentrifugierten PBLs wurden in 13 ml/Zellflasche T-Zellmedium
resuspendiert und die Zytokine IL-7 (5 ng/ml) und IL-2 (30 U/ml) als Proliferationsstimulus

zugegeben.

B.4.9 Differenzierung und Reifung Dendritischer Zellen

Materialien:

X-Vivo 15 Medium mit 1% L-Glutamin, 1% Pen/Strep, 3% autologem Plasma (DC-Medium)
IL-4

GM-CSF

IL-6

IL-1B

PGE2

TNFa

Durchfiihrung:

Um die adharenten Monozyten zu unreifen DCs zu differenzieren, wurde das Medium von
den Monozyten vorsichtig abgenommen und neues DC-Medium (13 ml/Zellflasche),
supplementiert mit GM-CSF (100 ng/ml) und IL-4 (40 ng/ml), dazugegeben. Sechs Tage
spater wurden die unreifen DCs mit verschiedenen Faktoren zur Reifung gebracht (Jonuleit
et al. 1996). Dazu wurde das Medium von den unreifen DCs abgenommen und zentrifugiert,
da sich im Uberstand bereits abgeloste DCs befanden. Die zentrifugierten Zellen wurden in
DC-Medium, supplementiert mit IL-4 (40 ng/ml), GM-CSF (100 ng/ml), IL-113 (10 ng/ml), IL-6
(10 ng/ml), TNF-a (10 ng/ml) und PGE; (1 pg/ml), aufgenommen und zu den adharenten
DCs in die Gewebekulturflaschen gegeben. Uber Nacht reiften die DCs und lésten sich
vollstdndig vom Boden der Zellkulturflasche ab. So konnten die reifen DCs am darauf
folgenden Tag geerntet werden, indem das Medium abgenommen, die Zellflasche mit PBS
grandlich gespilt, um locker haftende DCs abzuldsen, und zentrifugiert wurde. Die DCs
wurden gezéhlt. So konnten aus 1x10® PBMCs 1,5-2,5x10” DCs gewonnen werden. Ein Teil
der DCs wurde direkt fir die Peptidbeladung am selben Tag verwendet, der restliche Teil der

DCs wurde in DC-Einfriermedium eingefroren.
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B.4.10 Isolierung von T-Zellen aus PBLs mit der magnetischen
Zellsortierung (MACS)

Materialien:

Pan T-cell separation Kit Il (Miltenyi Biotech)
PBS mit 5% BSA, 1% EDTA (MACS Puffer)
MACSColumn (Miltenyi Biotech)

Theoretischer Hintergrund:

Die magnetische Zellsortierung (MACS, magnetic cell sorting) macht die Separation von
Zellen mit bestimmten gemeinsamen Eigenschaften aus einer gemischten Zellsuspension
moglich. Sie beruht auf der Markierung von Zelloberflachenmolekilen mit
antikorperkonjugierten magnetischen Kiigelchen (MicroBeads) und der anschlieRenden
Trennung von markierten und nicht markierten Zellen Uber ein starkes magnetisches Feld.
Dies geschieht Uber eine Saule (MACSColumn), die an den sogenannten MACS Separator
montiert wird. Auf diese Saule wird dann die Zellsuspension mit den markierten und
unmarkierten Zellen gegeben. Wahrend die markierten Zellen Uber ihre Kkonjugierten
MicroBeads in der Saule hangen bleiben, befinden sich die unmarkierten Zellen im
Durchfluss. Zur Separation von CD4"- und CD8"-T-Zellen aus den PBLs wurden die Zellen
mit verschiedenen biotinylierten Antikdrpern gegen diverse Oberflachenmolekile (CD14,
CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, Glycophorin A) markiert und Uber den Magneten

getrennt.

Durchfiihrung:

Die PBLs wurden geerntet, zentrifugiert (bei 4°C) und in MACS-Puffer aufgenommen. Dann
wurden die Zellen gezahlt, zentrifugiert (bei 4°C) und in MACS-Puffer (40 pl/10’ PBLs)
resuspendiert. Die Ausgangszellzahl betrug in der Regel 1-3x10® PBLs. Zu den Zellen wurde
anschlieRend das biotinylierte Antikdrpergemisch (10 pl/10” PBLs) gegeben und fiir 10 min
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von MACS-Puffer (30 pl/10” PBLs) wurde der mit MicroBeads
gekoppelte Anti-Biotin-Antikdrper (20 pl/10” PBLs) hinzugefiigt und die Zellen fiir weitere 15
min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit MACS-Puffer (bei 4°C), sowie die
Resuspension der Zellen in MACS-Puffer (500 pl/10® PBLs). Die Zellsuspension wurde dann
auf eine MACS-Saule gegeben, die zuvor an den MACS-Separator montiert wurde. Die
durchgelaufenen Zellen wurden zusammen mit dem Durchfluss mehrerer Waschschritte am
unteren Ende der S&ule aufgefangen. Die im Durchfluss enthaltenen T-Zellen wurden
zentrifugiert, in T-Zellmedium aufgenommen und gezahlt. Die Zellzahl betrug in etwa 20-30%

der Ausgangszellzahl.
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Ubersicht iiber T-Zellstimulationen und funktionelle T-Zell-Assay

Proteinsequenzen
OvCa assoziierter

Antigene Generierung von MHC-I-restringierten

Peptiden von ausgewahlten TAAs mit der
Datenbank Syfpeithi

SLLGGITVV
ALAQKNVKL
LLANAYIYVV

Beladung der aktivierten DCs bzw. B-
Zellen mit Peptiden

T-Zell-Priming

aktivierte und expandierte
peptidspezifische T-Zellen

Nachweis von peptidspezfischen
Effektor-T-Zellen tber
funktionelle T-Zell-Assays

Zytotoxizitatstest
IFN-y-Farbung

Tetramer-Farbung

Abbildung 6: T-Zellstimulation und anschlieBende funktionelle T-Zell Analysen. Uberblick (iber
die einzelnen Schritte der T-Zellstimulation mit peptidbeladenen APCs und den anschlieRenden
funktionellen T-Zell-Assays. Zu jedem Schritt gibt es eine nachfolgende detaillierte Beschreibung.
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Zeittafel von T-Zellstimulationen und funktionellen T-Zell-Assays

T-Zell-Stimulationen funktionelle T-Zell-Assays
Tetramer-Férbung +  Tetramer-Farbung + o
Trennung von IFN-y-Férbung + |FN-v-_Farbur_lg +  Zytotoxizitits-
PBLs und 1. Stimulation 2. Stimulation 3. Stimulation 4. Stimulation (5. Stimulation) Test

T L]

do di1 d6 d7 do d14 d21 d28 d33/34 d40

Abbildung 7: Zeittafel der T-Zellexperimente
Uberblick Uber die zeitliche Einordnung der einzelnen Schritte der T-Zellstimulation mit
peptidbeladenen APCs und den sich anschlieRenden funktionellen T-Zell-Assays.

B.4.11 In vitro priming von T Zellen mit peptidbeladenen, antigen-
prasentierenden Zellen

Materialien:

Waschmedium

24 Wellplatte (Greiner)

X-Vivo 15-Medium

T-Zellmedium mit autologem Plasma
IL-7

IL-12

IL-2

Theoretischer Hintergrund:

Die nach dem Protokoll in Kapitel B.4.9 gereiften DCs sind spezialisiert auf die Antigen-
Prasentation Uber MHC-I- und MHC-II-Molekiile sowie auf das Priming von T-Zellen. Dies
erfolgt durch eine Hochregulation nach Antigenkontakt von MHC- I- und II-Molekilen,
kostimulatorischen Moleklilen wie CD80 und CD86 und T-Zell-Adhasions-Molekilen wie
CD48 und CD58 sowie durch Sekretion von inflammatorischen Zytokinen wie z.B.
Interleukin-12, TNFa. Um nun diese reifen DCs mit den zu testenden Peptiden extern zu
beladen, werden die DCs zuerst in plasmafreiem Medium gewaschen um die

Peptidbeladung nicht zu stéren. Anschlielend wurden sie in einer hohen Konzentration des
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zu testenden Peptids aufgenommen so dass die bereits auf den MHC-I-Molekilen
prasentierten Peptide verdrangt wurden. Befinden sich nun naive T-Zellen in der
Zellpopulation, die den passenden TCR fur das Uber MHC-I prasentierte Peptid besitzen,
kommt es zu einem T-Zell Priming und im Verlauf weiterer Stimulationen und

Zytokinzugaben zu einer klonalen Expansion dieser spezifischen T-Zellen.

Durchfiihrung:

Nachdem mit der MACS-Methode CD4- und CD8-positive T-Zellen angereichert wurden
(Kap. B.4.10) und in einer Konzentration von 1x10° Zellen/ml in 24 Wellplatten ausgesat
wurden, erfolgte noch am selben Tag die erste Stimulation der T-Zellen mit peptidbeladenen
DCs. Zunachst wurden die DCs in CTL-Wash gewaschen und pro Peptidansatz in 1 ml X-
Vivo 15-Medium ohne Zusatze resuspendiert. Nun wurden 10 pg/ml des zu testenden
Peptids zugegeben und fur 1h bei 37C° und 5% CO, inkubiert. Zur Stimulation wurden die
autologen DCs in einem Verhaltnis von 1:10 zu den T-Zellen gegeben. Die T-Zell-Stimulation
erfolgte alle sieben Tage und so lange mit DCs, bis die Verfligbarkeit der DCs erschopft war.
Alle weiteren Stimulationen erfolgten mit kokultivierten autologen B-Zellen in einem
Verhaltnis von 1:4. Die B-Zellen wurden nach Peptidzugabe mit 20 Gy bestrahlt um sie nach
zwei Tagen in Apoptose zu treiben. Zusatzlich erfolgten verschiedene Zytokinzugaben: 1-2
Tage nach der 1. Stimulation wurde IL-7 und IL-12 (je 5 ng/ml) zugegeben. Zur 2. Stimulation
wurde IL-7 (5 ng/ml) zugegeben und zu allen weiteren Stimulationen wurde IL-2 (30 U/ml)
zugegeben (Abb. 7). Die T-Zellen konnten mit Hilfe der Zytokine innerhalb von 30 Tagen auf
das etwa 2-3-fache der Ausgangsmenge vermehrt werden. Des weiteren wurden die Zellen

den in Abbildung 6 beschriebenen funktionellen Tests unterzogen.

B.4.12 Peptid-Prastimulation von PBMCs

Materialien:
T-Zellmedium

48 Wellplatte (Greiner)
24 Wellplatte (Greiner)
Peptide von Interesse
IL-2

IL-4

IL-7
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Theoretischer Hintergrund:

Mit einer Prastimulation sollen bereits in den PBMCs vorhandene peptidspezifische
Gedachtnis-T-Zellen reaktiviert und expandiert werden um sie fur nachfolgende Analysen
besser sichtbar machen zu konnen. Es handelt sich also um die gezielte Vermehrung
peptidspezifischer T-Zellen, die bereits vorhanden waren. Das Protokoll ist von der
Zytokinzugabe, Menge und der entsprechenden Zeitpunkte der Zugabe so aufgebaut, dass
eine Aktivierung naiver T-Zellen in Form einer in vitro-primings ausgeschlossen werden

kann.

Durchfiihrung:

Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Inkubation der
Zellen fand bei 37°C und 5% CO, statt. Die Zellen der zu untersuchenden Spender wurden
aufgetaut, anschlieRend wurde die Lebendzellzahl bestimmt. Nach dem Einstellen einer
Zelldichte von 10-12x10° Zellen/ml wurden entweder 250 pl/Ansatz in eine 48 Wellplatte oder
500 ul/Ansatz in eine 24 Wellplatte Uberfihrt und dem Medium wurde jeweils 5 ng/ml IL-4
und IL-7 zugesetzt. Nach einer Ruhephase von etwa 16h wurde zu den Ansatzen die jeweils
zu untersuchenden Peptide (10 pg/m Finalkonzentrationl) und nochmals IL-4 und IL-7
(jeweils 5 ng/ml Finalkonzentration) zugegeben. An Tag 3 und 5 der Stimulation wurden den
Ansatzen jeweils die genannten 250 pl/Ansatz bzw. 500 pl/Ansatz Medium mit jeweils 2
ng/ml IL-2 Finalkonzentration zugegeben. Die Zellen wurden an den Tagen 5, 7 und 9 mit
frischem Medium und IL-2 gefuttert. Hier wurden je nach Bedarf 250-500 pl/Ansatz oder 500-
1000 pl/Ansatz des Mediums aus der Kultur entfernt und durch das entsprechende Volumen
frischen Mediums mit IL-2 (2 ng/ml Finalkonzentration) ersetzt. Von Tag 9 bis 14 bekamen
die Zellen nur noch Medium ohne IL-2 und wurden an Tag 14 mit Tetramerfarbung oder der
kombinierten Tetramer- und intrazellularen Zytokinfarbung untersucht. Wurden nicht alle
Zellen fur die Farbung bendtigt, wurden die verbliebenen Zellen nochmals mit IL-2 (2 ng/ml

Finalkonzentration) gefuttert und weitere 5 Tage spater erneut gefarbt und untersucht.
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B.5 Analytische Methoden

B.5.1 Durchflusszytometrie

Materialien:

FACS-Clean, FACS-Rinse, FACS-Flow (Becton Dickinson)

PBS mit 1% FCS, 0.01% Natriumazid (FACS-Puffer)

CellFIX (1:10 verdinnt in PBS)

Gefarbte Zellen in Cellfix oder FACS-Puffer

Durchflusszytometer: FACS-Calibur mit Software Cell Quest oder Cell Quest Pro
FACS-Canto Il mit Software FACSDiva

Mit verschiedenen Fluorochromen konjugierte Antikérper

Theoretischer Hintergrund:

Bei der Durchflusszytometrie werden zuvor fluoreszenz markierte Zellen aus einer
Zellsuspension mit hoher Geschwindigkeit an einem oder mehreren Lasern vorbeigeflhrt
(beim BD FACSCanto™II von Becton Dickinson: 488 nm Feststoff-, 635 nm NeHe- und 405
nm Dioden-Laser). Die dabei entstehende Lichtemission wird gemessen und mittels
Photomultipliern als verschiedene optische Parameter bestimmt. Zu diesen Parametern
gehoren das Vorwartsstreulicht (FSC), welches ein Mal fiir die relative ZellgroRe darstellt,
die Seitwartsstreuung (SSC), die ein Mal fir die relative Zellgranularitat liefert, sowie die
Fluoreszenzintensitaten flir verschiedene Wellenlangen. Die Empfindlichkeit der
Photomultiplier kann durch Anderung der Spannung an der Anode eingestellt werden. Da
sich das Emissionslicht der verschiedenen Fluorochrome Uber ein gewisses Spektrum
erstrecken und so mehrere Kanadle ansprechen koénnen, ist eine Kompensation bei
Mehrfachfarbungen notwendig. Diese kann in Form einer Einzelfarbung entweder mit
antikérpermarkierten Zellen des Spenders oder Kigelchen (Beads) vorgenommen werden.
Letztere bieten den Vorteil, eine genauere Kompensation auch von niederfrequenten
Oberflachenmarkern sowie mit Tandemfarbstoffen konjugierten Antikdrpern durchfuhren zu
kénnen. Die neueren Generationen der Mess- und Analysesoftware, zu denen auch die BD
FACSDiva™ und FlowJo 7.2 gehéren, verwenden im Gengensatz zu BD FACS Calibur
Geraten digitale Daten. Diese werden im Falle der BD FACSDiva™ auf einer Skala mit 18 Bit
(262-144 Kanale) dargestellt. Es findet keine analoge Umwandlung der Messwerte von linear
in logarhytmisch statt. Die Transformation geschieht mit Hilfe der ,log look-up table* die
neben nah-idealen mathematischen Log-Werten auch eine bessere Linearitat, sowie das
einfache Umschalten zwischen linearer und logarhytmischer Darstellung erlaubt. Die
Skalierung dieser digitalen Messewerte kann daher auch negative Werte annehmen und wird

als biexponentielle Darstellung wiedergegeben [BD Biosciences 2007]. Die Farbung
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mehrerer extra- und intrazellularer Marker und Zytokine wird auch ,Multicolorstaining®
genannt. Sie ermdglicht eine differenzierte Charakterisierung und Beschreibung der
Eigenschaften von untersuchten Zellen. Die Etablierung eines Multicolorstainings ist zeit-
und kostenintensiv, da die verwendeten Reagenzien immer neu aufeinander abgestimmt
werden muassen. So ist es von Bedeutung, auf die Konzentration, den Isotyp und Klon der
verwendeten Antikorper zu achten. Bei der Planung einer Antikdrperkombination fir ein
Multicolorstaining  sollte z.B. vermieden werden, Marker mit benachbarten
Fluoreszenzemissions-Wellenldangen gemeinsam auf einer Zelle zu farben. Weiter muss
entschieden werden, welcher Marker durch welches Fluorochrom gefarbt werden soll, da bei

ungunstiger Wahl z.B. intermediare Expressionen nicht detektiert werden kénnen.

Durchfiihrung:

Ungefarbte und einfach gefarbte Zellen fiir jedes verwendete Fluorochrom wurden als
Kontrollen bendtigt, um die Gerateparameter zellspezifisch einstellen zu kénnen und die
verschiedenen Fluoreszenzkanale gegeneinander zu kompensieren. Diese Zellen wurden
genauso behandelt wie die Ubrigen mehrfach gefarbten Zellen der jeweiligen Farbung nur,
dass jeweils nur ein fluoreszenzmarkierter Antikdrper zugegeben wurde. Die gefarbten
Zellen wurden am FACS-Calibur oder am FACS-Canto analysiert und mit der Software Cell
Quest Pro oder FlowJo ausgewertet. Nach jeder Probe wurde kurz mit FACS-Flow gesplilt,

um Kreuzkontaminationen zwischen aufeinander folgenden Proben auszuschlief3en.
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B.5.2 Charakterisierung der Tumorzellen mittels Durchflusszytometrie

Materialien:

1x10° Zellen einer konfluenten Zellkultur

FACS-Puffer

Tabelle 19: Erst-Antikorper

Farbung Antigen Konjugation Firma / Klon AK Typ Isotyp  Verdiinnung
Isotyp- KLH FITC BD / X40 monoklonal | 1gG1 10 pl direkt
Kontrolle KLH FITC BD / X39 monoklonal | 1IgG2a | 10 pl direkt
WT1 unkonjugiert | Abcam / WLMO04 | monoklonal | 1gG1 8 ul direkt
intra- hTERT unkonjugiert Biozol / 2C4 monoklonal | n.b. 10 pl direkt
" Survivin unkonjugiert Dako / 12C4 monoklonal | 1gG2a 10 ul direkt
zellular —— i
CEA unkonjugiert Immunotech monoklonal | 19G1 10 i direkt
VEGF unkonjugiert GeneTex monoklonal | 19G1 5 ul direkt
Santa Cruz / .
IgG1 15 ul direkt
MUC-1 FITC VU4H5 monoklonal | ° Hcire
extra"- Her-2/neu | unkonjugiert | Oncogene /c-neu | monoklonal | 1gG1 1:20
zellular .
EpCAM unkonjugiert GeneTex monoklonal | 1gG1 10 pl direkt
L1CAM unkonjugiert L1-11A monoklonal | 19G1 50 pl direkt

Tabelle 20: Zweit- Antikorper

Antigen Konjugation

Firma Verdiinnung

goat anti mouse PE SIGMA 1:50

Durchfiihrung:
Die Zellen wurden nach der Ernte zweimal mit je 1 ml FACS Puffer gewaschen und auf zwei
FACS Rohrchen verteilt. Das eine Réhrchen wurde zur Kontrolle nur mit dem 2. Antikorper
gefarbt, wahrend das andere die normale Farbung erhielt. Der 1. Antikérper wurde laut
Tabelle in einem Farbevolumen von 50 pl verdlnnt und fir 30 min bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml FACS-Puffer und Zentrifugation bei 300 x g fir 5 min bei
RT, wurden der 2. Antikorper zugegeben und ebenfalls fur 30 min bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluss zweimal mit je 1 ml FACS-Puffer gewaschen und
in 200 ul CellFIX

Durchflusszytometer. Zur Auswertung wurde die Fluoreszenzintensitat anhand des Mean-

zum Schluss resuspendiert. Nun folgte die Messung am

Wertes (mittlere Immunfluoreszenzintensitat) bestimmt (mlF-Analysen). Hierbei wurden

Mean-Werte der Negativkontrollen von den Mean-Werten des zu untersuchenden Antigens

abgezogen (AmIF-Werte) oder graphisch als Histogramm-Uberlagerungen dargestellt.
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B.5.3 Peptidbindungs-Kompetitions-Test

Materialien:

JY-Zellen

RPMI-Medium
96-Well-Rundbodenplatte
FACS-Puffer

Tabelle 21: FITC-Reporterpeptid, positiv- und Negativkontrolle und Testpeptide

Sequenz Quelle MHC
FITC- .
Reporterpeptid ILK(FITC)EPVHGV HIV-1 RT A*02
positiv Kontrolle YLLPAIVHI RNA ;'g’;'kase A*02
negativ Kontrolle TPRQAILTL HEX8-ADEQOS B*5101
LLANAYIYVV A*02
RINGIPVEEL A*02
SLNGDIKPL A*02
SLADYGGSV L1CAM A*02
ALQGQPLVL A*02
Testpeptide ILNSSAVLV A*02
LLLRWQPPL A*02
LLSWVHWSL A*02
ALLLYLHHL VEGE-A A*02
FLLSWVHWSL A*02
YIFKPSCVPL A*02

Theoretischer Hintergrund:

Dieser Bindungstest beruht auf der Tatsache, dass sich Peptide, die schlechtere
Bindungsaffinitadten zu MHC-I-Molekiilen besitzen, durch einen Uberschuss von sehr gut
bindenden Peptiden verdrangen lassen. Hier wurde ein FITC-markiertes Peptid mit mittleren
Bindungseigenschaften mit JY-Zellen inkubiert und anschlielRend ein sehr gut bindendes
Peptid als Positivkontrolle zugegeben. Im Vergleich dazu wurden die zu testenden Peptide in
verschiedenen Konzentrationen zugegeben. AnschlieRend konnten, wie bereits beschrieben
(van der Burg et al. 1995), die relativen Bindungsaffinititen der zu testenden Peptide
berechnet werden, indem die maximale Verdrangung des Reporterpeptids durch die Positiv

Kontrolle auf 100% gesetzt wurde.
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Durchfiihrung:

Am Vortag des Tests wurden JY-Zellen einmal in frischem RPMI-Medium gewaschen und
auf 1x10° Zellen/ml eingestellt. AnschlieRend wurden 200 pl/Well auf eine 96 Well-
Rundbodenplatte ausplattiert und Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen
zweimal mit X-Vivo gewaschen und anschlieend fir 1h mit den Peptiden (Tab. 21) bei 37°C
und 5% CO; inkubiert. Hierzu wurden Kontrollwells mit JY-Zellen und je 1 yM und 0,1 pM
FITC-Reporterpeptid und JY-Zellen ohne Peptid angelegt. Dann folgten die Kontrollpeptide
und die zu testenden Peptide in Konzentrationen von 10 pg/ml, 1 pg/ml und 0,1 pg/ml. Nach
der Inkubation wurden die Zellen zweimal in FACS-Puffer gewaschen und anschlie3end im

Durchflusszytometer analysiert.

B.5.4 Tetramer-Farbung

Materialien:

96 Wellplatte, Rundboden

PBS mit 2% FCS, 0.01% Natriumazid, 2 mM EDTA (Tetramer-Puffer)
PBS mit 50% FCS, 0.01% Natriumazid (Tetramerldsung)

Tetramer: PE — gekoppelt

Theoretischer Hintergrund:

Die Bindung des TCR von CD8" T-Zellen an den MHC-I-Peptid-Komplex ware eine gute
Grundlage, um die Frequenz von antigenspezifischen T-Zellen bestimmen zu kénnen. Bei
diesem Ansatz existiert jedoch das Problem der hohen Dissoziationsrate des MHC-I-Peptid-
Komplex und des TCRs (Corr et al. 1994; Matsui et al. 1994). Eine Ldsung flir dieses
Problem ist die Bindung von mehreren TCRs an mehrere MHC-I-Peptid-Komplexe, was die
Dissoziationsrate verringert und sich so zur Markierung von CD8" Zellen eignet (Altman et al.
1996).

In der praktischen Anwendung benutzt man hierzu Tetramere aus MHC-I-Peptid-Komplexen.
Einer dieser MHC-I-Peptid-Komplexe besteht aus einer rekombinant hergestellten schweren
MHC-I-Kette, welche in Anwesenheit des zu bindenden Peptides zurickgefaltet wird.
AnschlieRend wird der Komplex mit Hilfe des Enzyms Bir A und einer rekombinanten
Signalsequenz biotiniliert. Die Biotinylierung erméglicht in dem nun folgenden Schritt die
Multimerisierung dieser Monomere. Hierzu werden die MHC-I-Peptid-Komplexe Uber einen
Biotinrest an fluoreszentmarkiertes Streptavidin gebunden, wodurch letztlich Multimere
(meist Tetramere) entstehen.

Die Bindung der MHC-I-Tetramere an CD8" Zellen ist hochspezifisch (Burrows et al. 2000),

jedoch auch sehr temperaturabhangig (Whelan et al. 1999). So findet unter physiologischen

76



B Material und Methoden

Bedingungen die Internalisierung des Tetramers statt, wobei die Fluoreszenz intrazellular zu
beobachten ist [Whelan, J.A. et al. 1999b]. Die Bindung der Tetramere kann auch von anti-
CD8 Antikdrpern beeinflusst werden, was unter Umstanden zu einer Verminderung oder
sogar Verdrangung von bereits gebundenen Tetrameren fuhren kann (Skinner et al. 2000;
Denkberg et al. 2001). Bei der Durchfiihrung ist daher darauf zu achten, welcher Typ (Klon
und Isotyp) verwendet wird und mit welchem Fluorochrom dieser konjugiert ist. Gegebenfalls
muss das Versuchsprotokoll abgeadndert werden, damit eine ausreichende Bindung der
Tetramere gewahrleistet werden kann. Die Farbung von Zellen und deren
durchflusszytometrische Analyse (Kap. B.5.1) ist eine sehr sensitive Nachweismethode,
deren unteren Grenze bis 0.01% Tetramer positive unter den CD8"-Zellen bei PBMCs reicht
(He et al. 1999). Weitere Vorteile der Tetramermarkierung sind, dass gefarbte lebende Zellen
mit FACS-Sorter (Altman et al. 1996) aussortiert und zum Generieren von T-Zelllinien
benutzt werden kdénnen (Nielsen et al. 2000). Weiter lasst sich diese Technik mit anderen
Farbemethoden wie der Analyse von Oberflachenmarkern (Lee et al. 1999) und intra- oder

extrazellulare Zytokinfarbungen (Appay et al. 2000; Pittet et al. 2001) kombinieren.

Durchfiihrung:

Alle Schritte wurden auf Eis und unter der Vermeidung direkten Lichtes durchgefiihrt. Die
Waschschritte fanden bei 681xg fir 3 min bei 4°C statt. Der Uberstand nach der
Zentrifugation wurde durch ruckartiges Stirzen der Platte entfernt. Die zu farbenden Zellen
wurden zunachst in Tetramer-Puffer auf eine Zellkonzentration von 5-10x10° Zellen/ml
eingestellt und 200 pl/Test dieser Suspension einer 96 Wellplatte gegeben. Nach einem
Zentrifugationsschritt und anschlieRendem Entfernen des Uberstandes wurden die
Zellpellets in dem Antikdrpercocktail (50 pl, ad. Tetramer-Puffer) resuspendiert. Der Cocktail
enthielt die entsprechenden Mengen an Antikérpern, die flr das jeweilige Experiment
bendtigt wurden. Nach einer Inkubation von 20 min bei 4°C im Dunkeln wurden die Proben
mit 150 pl/Test Tetramer-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 50 pl
Tetramermix resuspendiert und bei 4°C fir 30 min im Dunkeln inkubiert. Der Tetramermix
setzte sich aus den gewinschten Tetrameren in der entsprechenden Konzentration (5 pyg/ml
Tetramer) und 50 ul/Test Tetramerldsung zusammen. Nach dem Ansetzen des
Tetramermixes wurde dieser 5 min bei 13000 rpm (Biofuge) und 4°C zentrifugiert um
mogliche Prazipitate weitgehend zu pelletieren. Nach dem folgenden Waschschritt wurden
die Zellen entweder in 150-200 ul/Test Tetramer-Puffer resuspendiert und bis zu ihrer
Messung bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. In den Fallen einer Kombination mit einer

intrazellularen Zytokinfarbung wurden die Proben wie weiter unten beschrieben behandelt.
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B.5.5 Intrazellulare IFNy Farbung

Materialien:

T-Zellmedium

FACS-Puffer

Cytoperm/Cytofix Solution

Permwash-Puffer 10x (BD) 1:10 in PBS verdinnt (Permwash-Puffer)
GolgiSTOP (BD)

PMA (SIGMA)

lonomycin (SIGMA)

Tabelle 22: Antikorper fir IFNy Farbung

Spezifitat Ursprung (Klon) Isotyp End- Herkunft

konzentration

. Institut fur Zellbiologie,
CDS8-FITC g’;a“S'Hyb”dom (OKT 119624 | 1:400 Abteilung Immunologie,
Prof. H.-G. Rammensee
IFNy PE Maus-Hybridom (B27) | 1gG; 1:200 Pharmingen

Theoretischer Hintergrund:

Aktivierte CTLs schitten als Antwort auf die Bindung an den passenden MHC-I-Peptid-
Komplex das Zytokin IFNy aus (Schroder et al. 2004). Da IFNy von aktivierten T-Zellen
sezerniert wird und bei einer Farbung somit nicht einzelnen Zellen zugeordnet werden
kénnte, muss die Chemikalie ,GolgiStop“ dazugegeben werden. Bei dem im GolgiStop
enthaltenen Monensin handelt es sich um ein lonophor, das den Transport der Proteine vom
Endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat hemmt. Als Folge akkumulieren die
Proteine im ER und kdénnen nicht sezerniert werden (Klausner et al. 1992). Als
Positivkontrolle wurden PMA und lonomycin verwendet, wodurch eine unspezifische
Stimulation der T-Zellen erreicht wird. Dies geschieht durch eine Nachahmung des TCR-
Signals, indem PMA die Proteinkinase C aktiviert und lonomycin die intrazellulare
Kalziumkonzentration erhoht (Klausner et al. 1992; Nau et al. 1988). Als Negativkontrolle
wurde p68 verwendet. P68 ist die Bezeichnung flr ein Peptid, das von der RNA-Helikase
DDX5 abstammt. DDX5 wird ubiquitar exprimiert und sollte in einem gesunden Organismus

keine T-Zellantwort auslosen.

Durchfiihrung:
Alle Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Die Farbeschritte fanden auf

Eis und unter der Vermeidung direkten Lichtes statt. Die Waschschritte wurden bei 681xg fiir
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5 min bei 4°C durchgefiihrt. Der Uberstand nach der Zentrifugation wurde durch ruckartiges
Stlirzen der Platte entfernt. Die intrazellulare Zytokinfarbung erfolgte immer 5 Tage nach der
letzten IL-2-Zugabe, egal nach wie vielen Stimulationen die Zellen untersucht wurden. Hierzu
wurden die Zellen von jeder peptidstimulierten T-Zellpopulation auf 10-200x10° Zellen/ml
eingestellt und 50 pl/Test in eine 96 Wellplatte transferiert. Von jeder Peptidstimulation
wurden zwei Wells angelegt. In einem wurde das Peptid (10 pg/ml) mit dem die Zellen zuvor
stimuliert worden waren in 50 ul T-Zellmedium zugegeben und zum anderen Well wurde als
Negativkontrolle p68 (10 pg/ml) in 50 ul T-Zellmedium zugegeben. Aullerdem wurden Zellen
mehrerer T-Zellstimulationen, aber desselben Spenders fir die Positivkontrolle gemischt und
50 ng/ml PMA und 1 pyM lonomycin in 50 pl T-Zellmedium zugegeben. Zum Schluss wurde in
alle Wells GolgiStop (1:1500) in 50 pl T-Zellmedium/Well zugegeben. Die Zellen wurden flr
6h im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen zunachst mit 50 pl/Well, dann mit 150
pI/Wellt FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert. Danach erfolgte die Resuspension der
Zellen in 50 pl/Well FACS-Puffer, supplementiert mit dem FITC-gekoppelten CD8-Antikérper
(Tab. 22). Die Zellen wurden bei Dunkelheit und auf Eis fiir 30 min inkubiert. Im Anschluss
an die Inkubation wurden die Tests zunachst einmal durch Zugabe von je 50 pl und ein
weiteres Mal von je 200 pl FACS-Puffer gewaschen. Nach dem folgendem Waschschritt mit
150 ul/Test FACS-Puffer wurde das Zellpellet in 100 ul/Test Cytofix/Cytoperm resuspendiert
und die Proben bei 4°C fir 20 min im Dunkeln permeabilisiert. AnschlieRend wurden die
Zellen zunachst mit 100 pl/Test, dann ein zweites Mal mit 200 ul/Test mit Permwash-Puffer
gewaschen. Um die Proben auf intrazelluldres IFNy anzuféarben wurden die Zellen jetzt mit
dem PE-gekoppelten IFNI-Antikdrper in Permwash-Puffer in einem Gesamtvolumen von 50
pl/Test resuspendiert und fiir 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach dem Waschen mit
150 ul/Test Permwash-Puffer wurden die Proben in 150 ul/Test CellFIX resuspendiert und

bis zu der Messung am gleichen Tag bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.
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B.5.6 Kombinierte Tetramer- und intrazellulare Zytokin-Farbung

Materialien:
T-Zellmedium
FACS-Puffer
Tetramer-Puffer
Cytoperm/Cytofix Solution
Permwash-Puffer
GolgiSTOP (BD)
BrefeldinA (SIGMA)
anti-CD3 Antikorper
anti-CD28 Antikérper
PMA (SIGMA)
lonomycin (SIGMA)

Tabelle 23: Monoklonale Antikorper zur funktionellen Charakterisierung

Axtéliggsr/ Konjugation = Verdinnung  Hersteller
CD8 PerCP- Cy5.5 [1:17 BD
CD107a FITC 1:150 BD
[FNy PE-Cy7 1:40 BD
IL-2 APC 1:40 Biologend
TNFa Pacific Blue 1:120 Biolegend

Tabelle 24: Verwendete Tetramere

Antikorper/

Antigen Peptidsequenz
LLANAYIYVV
L1CAM LLLRWQPPL
CMV pp65 NLVPMVATV
HIV-1 RT ILKEPVHGV
Durchfiihrung:

Alle Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Die Farbeschritte fanden auf
Eis und unter der Vermeidung direkten Lichtes statt. Die Waschschritte wurden bei 681xg fir
3 min bei 4°C durchgefiihrt. Der Uberstand nach der Zentrifugation wurde durch ruckartiges
Stlirzen der Platte entfernt. Die intrazellulare Zytokinfarbung erfolgte immer 5 Tage nach der
letzten IL-2-Zugabe, egal zu welchem Stimulationszeitpunkt die Zellen untersucht wurden.
Hierzu wurden die Zellen von jeder peptidstimulierten T-Zellpopulation auf 10-200x10°

Zellen/ml eingestellt und 50 pl/Test in eine 96-Wellplatte transferiert. Zu den Zellen wurden

80



B Material und Methoden

weitere 50 pl T-Zellmedium mit GolgiSTOP (1:1500 Finalkonzentration) gegeben. Abhangig
von den unterschiedlichen Bedingungen wurden die entsprechenden Ansatze im Fall der
Negativkontrolle mit p68 (10 pg/ml) in 50 pl T-Zellmedium, der Stimulation mit Peptiden
Peptid (10 pyg/ml) in 50 pl T-Zellmedium zugegeben oder fir die Positivkontrolle mit einer
Lésung aus PMA (50 ng/ml Finalkonzentration) und lonomycin (1 yM Finalkonzentration) in
T-Zellmedium auf 150 pl/Test aufgefillt. Den Anséatzen fur die Antikdrperkombination mit
CD107a wurde ein CD107a-spezifischer, fluorochorm-gekoppelter Antikérper, (1:150) fur die
gesamte Inkubationszeit von 6 Stunden bei 37°C zugegeben.

Im Anschluss an die Inkubation wurden die Tests zunachst einmal durch Zugabe von je 50 pl
und ein weiteres Mal von je 200 uyl FACS-Puffer gewaschen. Nun wurde zunachst die
Lebend-Tot-Farbung durchgefihrt. Hierzu wurde das Aqua Live/Dead® Reagenz 1:400 mit
FACS-Puffer verdinnt und das Zellpellet in 50 ul/Test resuspendiert. Nach einer Inkubation
von 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden die Zellen mit 150 pyl FACS-Puffer
gewaschen. Die Zellpellets wurden nun in FACS-Puffer und CD8-PerCP Antikorper (1:17, 50
MI/Test) resuspendiert und fir 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach dem folgendem
Waschschritt mit 150 ul/Test Tetramer-Puffer folgte die Tetramer-Farbung (Kap. B.5.4).
Danach wurde das Zellpellet in 100 pl/Test Cytofix/Cytoperm resuspendiert und die Proben
bei 4°C fur 20 min im Dunkeln permeabilisiert. AnschlieRend wurden die Zellen zunachst mit
100 ul/Test, dann ein zweites Mal mit 200 pl/Test mit Permwash-Puffer gewaschen. Um die
Proben auf die Zytokine und Aktivierungsmarker anzufarben, wurden die Zellen jetzt mit der
entsprechenden Menge an Antikdrpern und Permwash-Puffer in einem Gesamtvolumen von
50 ul/Test resuspendiert und fir 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach dem Waschen
mit 150 pl/Test Permwash-Puffer wurden die Proben in 150 pl/Test Permwash-Puffer

resuspendiert und bis zu der Messung am gleichen Tag bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

B.5.7 Zytotoxizitatsmessung

Materialien:

Szintillationszahler (Wallac, 1450 Microbeta Plus, Liquid Scintillation Counter)
X-Vivo 15

T-Zellmedium

CTL-Wash

PBS

Zielzellen (siehe Tabelle 7)

Effektorzellen: peptidspezifische T-Zellen aus diversen Stimulationen

*1Cr (Nay”'Cr0,), (c = 5 pCi/ul), (NEN Amersham Bioscience)

Synthetische Peptide
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LUMA-Platten (Packard, Yttrium Silicate Scintillator-coated White Microplate)

Durchfiihrung:

Im Verlauf dieses Protokolls wurden die Zellen immer fir 5 min bei 300xg bei RT
zentrifugiert. Am Vortag wurden die Zielzellen mit frischem T-Zellmedium versorgt. Am
nachsten Tag wurden die Zielzellen gezahlt und die gewlnschte Zellmenge in 15 ml-
Roéhrchen aliquotiert. Von den Zielzellen, deren Lyse durch Effektorzellen induziert werden
sollte, wurden 1x10* Zellen pro Well benétigt. Diese Zielzellen wurden zweimal mit 5 ml X-
Vivo-Medium gewaschen und in einem Endvolumen von ca. 500 pl X-Vivo-Medium
resuspendiert. AnschlieBend wurde das entsprechende Peptid mit einer Finalkonzentration
10 pg/ml zugegeben. Zusétzlich wurde diesen 500 ul Zielzellsuspensionen jeweils 10 pl *>'Cr
(100 pCi) zupipettiert. Nach einstiindiger Inkubation bei 37°C im Inkubator wurden die Zellen
zweimal mit CTL-Wash gewaschen, in 5 ml X-Vivo-Medium aufgenommen und fir 30 min bei
37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen wieder abzentrifugiert, mit 5 ml T-
Zellmedium gewaschen, in der entsprechenden Menge (100 pl/Well) T-Zellmedium
aufgenommen und ausplattiert. Bei der Mengenberechnung der Zielzellen wurden die
zusatzlich bendtigten Zellen fir die maximale Lyse und die spontane Lyse mit einberechnet.
Die Ermittlung von maximaler Lyse der Zielzellen und der spontanen Lyse der Zielzellen
erfolgte in einem 6-fachen Ansatz. Wahrend der einstiindigen Inkubation der Zielzellen
wurden die Effektorzellen gezahlt, die gewlinschte Menge fiir eine Verdinnungsreihe und
somit pro Test entnommen (1,35x10° Zellen/ml), einmal mit 5 ml T-Zellmedium gewaschen
und in 450 pl T-Zellmedium (150 ul/Well) aufgenommen und in die drei Wells des ersten
Triplikates der Verdinnungsreihe pipettiert. Es wurden immer sechs Verdlinnungsstufen:
30:1/10:1/3:1/1:1/0,3:1/0,1:1 angesetzt, wobei die Effektorzellen immer 1:3 verdinnt
wurden. Daflir wurden in eine 96 Well-Rundbodenplatte 100 pl T-Zellmedium vorgelegt. 150
pl der Effektorzellen wurden in die 1. Reihe der Platte pipettiert, aus dieser Reihe wurden
wiederum 50 pl in die darunterliegende Reihe Uberfihrt, resuspendiert, erneut 50 pl in die
darunterliegende Reihe gegeben usw. Nach Ablauf der Inkubation der Zielzellen wurden
diese zu den Effektorzellen pipettiert. Fir die Messung der maximalen Lyse wurden zu den
Zielzellen 100 pl Triton-X gegeben, fir die Bestimmung der spontanen Lyse der Zielzellen
wurden nur 100 yl T-Zellmedium zu den Zielzellen gegeben. Die Platte wurde dann bei 37°C
fur 4h oder 20h inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurden 50 pl/Well des Uberstandes
abgenommen, auf eine LUMA-Platte Gbertragen und Uber Nacht getrocknet. Am nachsten
Tag wurde die Platte im Szintillations-Zahler gemessen, wobei nach den
Bedienungsanleitungen des Gerates und der Software verfahren wurde. Der Prozentsatz der

spezifische Lyse wurde nach folgender Formel berechnet:
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N (experimentelle Lyse — spontane Lyse) x 100
Spezifische Lyse =

(maximale Lyse — spontane Lyse)

Der Prozentsatz an spontaner Freisetzung war bei den getesteten Zielzellen immer unter
10%.

B.5.8 Sequenzanalyse und Quantifizierung von Peptiden durch Edman-
Abbau

Der Edman-Abbau ist eine zyklische Reaktionskette zur Sequenzierung und Quantifizierung
von Peptiden und Proteinen. Dazu wird pro Reaktionszyklus eine Aminosaure vom N-
Terminus abgespalten und detektiert. Der Edman-Sequenzierung liegen folgende drei
Reaktionen zu Grunde: Kupplung, Spaltung und Konvertierung. Bei der Kupplung kommt es
zu einem nukleophilen Angriff der a—Aminogruppe des N-Terminus am positivierten
Kohlenstoff der Isothiocyanatgruppe von Phenylisothiocyanat; es entsteht ein PTC-Peptid
(Phenylthiocarbamoylpeptid). Damit das Elektronenpaar des N-terminalen Stickstoffs in
freier, unprotonierter Form vorliegt, muss diese Reaktion unter alkalischen

Reaktionsbedingungen stattfinden.
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Abbildung 8: Reaktionsschema der Edman-Sequenzierung.
PTC: Phenylthiocarbamoyl, ATZ: Anilinothiazolinon, PTH: Phenylthiohydantoin. Darstellung nach A.
Weinzierl (Weinzierl 2004).

Unter Absenkung des pH-Wertes mit Hilfe von wasserfreier TFA kommt es zu einem
intramolekularen nukleophilen Angriff des Schwefels an der Carbonylgruppe der ersten
Peptidbindung und damit zum zweiten Schritt, der Abspaltung (Abb. 10). Es resultieren eine
um eine Aminosaure gekurzte Peptidkette und eine ATZ (Anilinothiazolinon)-Aminosaure, die
durch hydrophobe Extraktion vom Restpeptid abgetrennt wird. Im dritten Schritt, der
Konvertierung, wird mit wassriger Saure die instabile ATZ-Aminosaure zur stabilen PTH-

Aminosaure konvertiert. Die restliche Peptidkette steht einem erneuten Abbau-Zyklus zur
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Verfigung. Im Anschluss an die Konvertierung werden die PTH-Aminosauren
chromatographisch getrennt (hier Gber Reversed-Phase-HPLC) und ihre Absorption bei 269
nm gemessen. Im Vergleich mit den Retentionszeiten einer Referenzprobe, die die PTH-
Derivate aller bekannten Aminosauren enthalt, werden die PTH-Aminosauren identifiziert
und Uber die Peakhdhe ihrer Absorption quantifiziert. Die Nachweisgrenze bei
Edmansequenzierungen liegt im Picomolbereich. Prinzipiell ist eine Quantifizierung der PTH-
Aminosauren durch Integration des zur Aminosaure gehdrenden UV-Absorptions-Peaks und
durch Verrechnung der Hintergrund-Signale vorheriger Abbauzyklen mdéglich. Jedoch muss
dabei bedacht werden, dass Aminosauren mit funktionellen Gruppen in der Seitenkette durch
Nebenreaktionen bei der PTH-Aminosaure-Erzeugung schlechtere Ausbeuten erzielen als
Aminosauren mit aliphatischen Seitenketten. Andererseits kdnnen Hintergrundsignale und

der "Lag“-Effekt durch unsynchrone Reaktionsschritte die Quantifizierung verfalschen.

B.5.9 Massenspektrometrische Analyse
B.5.9.1 Allgemeine Einfiuhrung

Die Massenspektrometrie dient der Bestimmung von Molekiilmassen. Dafiir werden bei allen
massenspektrometrischen Methoden die folgenden drei Schritte durchlaufen: lonisierung der
Proben in der lonenquelle, Auftrennung der Ilonen im Hinblick auf ihr
Masse/Ladungsverhaltnis (m/z) im Massenanalysator und Detektion der lonen im Detektor,
der die Informationen in ein Massenspektrum umwandelt. Um von grof3en, nicht fliichtigen
Biomolekililen lonen zu bilden ohne sie dabei zu zerstoren, braucht man besonders
schonende lonsisierungsmethoden. Dazu zahlen die  Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation (MALDI), bei der die Probe mit Photonen beschossen wird, oder die
Electrospray lonisation (ESI), die lonen durch Verspriihen der Probe im elektrischen Feld
erzeugt. Diese beiden Methoden sind die am haufigsten eingesetzten lonisierungstechniken
bei der Peptid- und Proteinanalytik in der Massenspektrometrie. Die Auftrennung der lonen
im Analysator kann wiederum durch verschiedene Methoden erfolgen. Quadrupolinstrumente
beispielsweise trennen lonen im Hochfrequenzfeld. Hier stehen vier stabférmige
Metallelektroden parallel zueinander und bilden einen Massenfilter, indem sie ein
kombiniertes Wechsel und Gleichspannungsfeld aufbauen, durch das nur lonen definierter
m/z-Verhaltnisse zum Detektor durchgelassen werden. Time of flight(TOF)-Instrumente
dagegen trennen lonen nach ihrer Flugzeit im Hochvakuum eines Messrohres auf. Dazu
werden die lonen zuvor auf die gleiche kinetische Energie beschleunigt, bevor sie in eine
feldfreie Driftstrecke eintreten, in der sie aufgrund verschiedener m/z-Werte verschiedene

Geschwindigkeiten erreichen. In der vorliegenden Arbeit wurde ausschliellich die
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Elektrospray-lonisation (ESI) zur Erzeugung der lonen und ein Hybrid-Quadrupol-Time-of-
Flight- Massenspektrometer zu deren Analyse verwendet. Die Empfindlichkeit dieser

Verfahren erstreckt sich bis in den Femtomol- und Subfemtomol-Bereich.

B.5.9.2 Elektrospray-lonisation

In einem elektrischen Feld werden geldste lonen in die Gasphase Uberflihrt, indem die
Lésung aus einer engen Kapillare verspriiht wird. Dabei bilden sich zunachst kleine geladene
Lésungstropfchen, die durch Verdampfen des Losungsmittels kleiner werden, was zu einer
Erhéhung der Ladungsdichte an der Oberflache fihrt. Die Trépfchen zerfallen immer weiter
durch so genannte Coulomb-Explosionen, bis schliellich freie Gasphasen-lonen am
Ubergang in das Massenspektrometer entstehen (Mora et al. 2000; Smith et al. 1990). Das
Versprihen der Analytldsung in das elektrische Feld wird durch ein nebulizer gas koaxial zur
Kapillare unterstitzt. Es findet bei Atmospharendruck statt, wahrend die spatere Analyse der
freien lonen im Hochvakuum durchgefuhrt wird. Das Potential, das an der leitfahigen
Kapillare anliegt und zu der bendtigten Potentialdifferenz zwischen Kapillarenspitze und
einer interface-Platte am Ubergang zum Massenspektrometer flihrt, betragt 1000-2000 Volt.
An der Mikro6ffnung zum Massenspektrometer flieRt geheiztes Stickstoffgas (curtain gas)
senkrecht zur Flugrichtung der Trépfchen des Sprays, wodurch eine Zone hohen Drucks
entsteht. Dadurch wird verhindert, dass auch Neutralteilchen in das Hochvakuum gesaugt
werden. Die charakteristische Bildung mehrfach geladener lonen [M + nH]"™ beim ESI
Verfahren zeigt sich im Spektrum als Serie von lonensignalen mit m/z = (M + nH)/n, die sich
in der Anzahl der angelagerten Protonen n und damit ihrer Ladung unterscheiden. Bei
Peptiden oder Proteinen, die viele Ladungen tragen kénnen, entstehen so Serien, die aus
mehr als hundert ,Peaks“ bestehen kdnnen. Bei Peptiden mit einem Molekulargewicht
zwischen 1000 und 2000 Da dominieren dabei die zweifach geladenen lonen, die am 0,5 Da

betragenden Abstand der Isotopensignale erkannt werden kdénnen.

B.5.9.3 Q-TOF-Massenspektrometer

Flugzeitmassenspektrometer (time-of-flight-/TOF-Analysatoren) bestimmen die Masse im
Hochvakuum (p = 3,8 10® bar) durch eine genaue elektronische Bestimmung der Zeit,
welche die lonen bendtigen, um die Strecke zwischen lonenquelle und Detektor zu
durchfliegen. Die lonen werden an der Quelle durch ein elektrostatisches Feld beschleunigt
und durchqueren dann eine feldfreie Driftstrecke, in der sie nach ihrem Masse/Ladungs-
Quotienten (m/z) aufgetrennt werden. Letzteres ist moglich, da alle lonen zwar die gleiche

kinetische Energie aus dem elektrostatischen Feld aufnehmen, dabei jedoch entsprechend

86



B Material und Methoden

ihrer m/z-Werte unterschiedliche Geschwindigkeiten erreichen. Durch Messung der Flugzeit

lasst sich das m/z-Verhaltnis berechnen:

Exin = ¥ mv? = mL?/ 2t* = zeU

m/z = 2eUt?/ L?
mit
m = Masse des lons
v = Geschwindigkeit des lons nach Beschleunigungsstrecke
z = Ladungszahl
e = Elementarladung
t = Gesamtflugzeit
U = beschleunigende Spannung
L = Lange des Flugrohres
Das m/z -Verhaltnis ist also proportional zum Quadrat der Flugzeit (Hillenkamp and Karas
1990). Zur Detektion werden Sekundarelektronenvervielfacher (SEV) verwendet. Der auf die
Konversionsdynode auftreffende lonenstrom erzeugt einen Sekundarionenstrom, der
seinerseits durch eine Elektronenkaskade an weiteren Dynoden verstarkt wird. Als
Massenanalysatoren und -filter dienen Quadrupole. Ein Quadrupol besteht aus vier
stabférmigen, parallel angeordneten Metallelektroden, an denen eine Gleich- und eine
Wechselspannung anliegen. Das Verhaltnis beider Spannungen ist entscheidend daflr,
welche lonen mit einem bestimmten m/z-Verhaltnis aufgrund stabiler Oszillationen den
Quadrupol passieren und welche an und zwischen den Staben verloren gehen. Das hier
verwendete Hybrid-Quadrupol-Time-of-Flight-Massenspektrometer (Abb. 9) besteht aus den
beiden funktionellen Einheiten MS1 und MS2. Die an der Quelle durch ESI gebildeten lonen
erreichen den Quadrupol-Analysator MS1 durch eine unabhéangig evakuierte lonenoptik. Ab
hier unterscheidet man zwei Falle: MS-Experimente ohne Fragmentierung der lonen und
Tandem-MS Experimente (MS/MS oder MS2), bei denen die lonen fragmentiert werden. Im
MS-Modus ohne Fragmentierung der lonen ist dieser Quadrupol nicht eingeschaltet, sodass
die lonen ihn sowie die dahinter folgende evakuierte Hexapol-Kollisionszelle passieren und
von der Hexapol-Transferlinse auf den Pusher fokussiert werden, der den lonenstrom mit
maximaler Frequenz von 20 kHz in die MS2-Einheit ablenkt. Diese ist orthogonal zu MS1
angeordnet und besteht aus dem Reflektron-Time-of-flight-Massenspektrometer, in dem die
m/z- Verhaltnisse durch Messung der Flugzeit zwischen Pusher-Aktivierung und Eintreffen

am Detektor bestimmt werden.
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Z-spray
lon Source _
Quadrupole Hexapole Dynolite
Analyser Transfer Lens Point
RF Lens Hexapole Pusher Detector MCP

Collision Cell Detector

DEBRB0AE

R

MS2 (TOF MS)

Abbildung 9: Schematischer Aufbau des verwendeten Massenspektrometers.
RF-Lens: radio frequency-Linse, MCP-Detector: multi channel plate-Detektor. Abbildung aus dem Q-
Tof Handbuch, Micromass.

Bei Tandem-MS-Experimenten wird der Quadrupol-Analysator so eingestellt, dass nur lonen
eines definierten m/z-Wertes die Kollisionszelle erreichen. Diese ist mit einem Inertgas oder -
gasgemisch (z. B. Argon, Helium) gefillt. Bei Niedrig-Energie-Stél3en mit den Gasmolekilen
wird kinetische Energie auf die lonen Ubertragen und in Schwingungsenergie umgewandelt,
die das Peptidion durch Fragmentierungsreaktionen wieder abgibt (collision-induced
decomposition, CID). Die Fragment-lonen werden ebenso detektiert wie im MS Modus. Vor
der StoRaktivierung ist haufig noch eine zusatzliche Beschleunigung der lonen nétig. Die
angelegte Kollisionsspannung betragt 20-60 V. Der genaue Wert richtet sich nach Art und
Druck des Gases in der Kollisionszelle sowie Art und Ladung des zu fragmentierenden lons.

Um den lonenstrom optimal einstellen zu kénnen, gibt es einen Punktdetektor fir lonen, die
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den MS1 verlassen und nicht am Pusher abgelenkt werden. Zur Geratesteuerung,
Datenaufnahme und -verarbeitung dient die MassLynx 4.0 Software. Das instrumentelle
Auflésungsvermogen betragt etwa 5000 FWHM (full width at half maximum). Es wird nach

R = m / Am berechnet, wobei m die Masse des verwendeten monoisotopischen ,Peaks” im
unteren Massenbereich und Am seine Halbwertsbreite ist. Ab einem Wert von 2000 FWHM
im Massenbereich der Peptidionen wird eine Grundlinientrennung der Isotopenpeaks
erreicht. Der m/z-Bereich, der einer Messung zuganglich ist, liegt zwischen 2 und 4000,
wobei jedoch auch Molekile mit einer sehr groflen ungeladenen Masse aufgrund ihrer

mehrfachen Ladungen in diesem m/z-Bereich liegen und damit analysiert werden kénnen.

B.5.9.4 Liquid Chromatography Mass Spectrometry-Kopplung

Zur online-Detektion wird die Mikrospray-Methode eingesetzt. Dabei wird ein HPLC-System
zur Reduktion der Probenkomplexitat direkt mit einer Elektrospray-Quelle gekoppelt (liquid
chromatography mass spectrometry (LCMS)- Kopplung). Dies ermdglicht die fortdauernde
Aufnahme von MS- und MS2- Spektren der von der Saule eluierten Komponenten. Einen
ersten Anhaltspunkt zur Identitat der Peptide bietet die Kombination aus Retentionszeit und
Masse. Dies ermdglicht aullerdem die Selektion bestimmter, beispielsweise vorhergesagter
Peptide fur die Fragmentierung. Das System erreicht durch die kleinen Elutionsvolumina eine
hohe Sensitivitat, da die Peptide in konzentrierter Form vorliegen. Die Flussrate fir die
Elution der Peptide betragt 300 nl/min. Zunachst wird das System 10 min mit 100%
Lésungsmittel B gewaschen und anschliefend mit 15% B 30 min lang aquilibriert. 100-150 pl
der in Losungsmittel A gelésten Probe werden in eine 200 pl-Probenschleife injiziert und mit
einer Flussrate von 20 pl/min 30 min unter Aquilibrierungsbedingungen auf die C18-Vorsaule
geladen, die der Aufkonzentration und Entsalzung dient. SchlieRlich wird die Saule in das
System der pKapillarsadule eingeschaltet und die gebundenen Peptide durch einen linearen
Gradienten von 8-55% B innerhalb von 95 min auf die pKapillarsaule eluiert und dort
aufgetrennt. Zum Schluss werden Probenreste durch Waschen mit 100% B entfernt und das
System neu aquilibriert. Die Datenerfassung und Auswahl der Vorlaufer-lonen [M + 2H]2+ flr
die Fragmentierung erfolgen automatisch entsprechend der in der MassLynx 4.0 Software
eingestellten Parameter. Die Integrationszeit des TOF-Analysators betragt bei MS-Spektren

1 s und im Tandem-MS-Modus 4 s bei einer Interscanverzégerung von 0,1 s.

B.5.9.5 Interpretation der ESI-MS/MS-Spektren von Peptiden

Durch ESI werden Peptidionen erzeugt, bei denen Protonen an allen basischen Stellen

angeheftet sein konnen, beispielsweise an der N-terminalen Aminogruppe und den
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Seitenketten von Histidin, Lysin und Arginin. In der Gasphase ist die Basizitat der
Seitenketten sehr stark. Daher sind an dieser Stelle angeheftete Protonen sogar bei
StoRaktivierung fixiert. Die Protonen an den N-Termini hingegen kdnnen zu jeder der
Peptidbindungen wandern (Migration durch interne Solvatisierung). Dort sind sie dann an
den Carbonylsauerstoff angelagert. So entsteht aus einem Peptid eine heterogene
Population von lonen, die sich hinsichtlich der Position der Protonen an den Amidbindungen
unterscheiden  (Wysocki et al. 2000). Die Protonierungsstelle lenkt die
Fragmentierungsreaktion. Daher fragmentiert jede Subpopulation von Vorlauferionen
unterschiedlich, sodass eine Serie von Produkt-lonen entsteht, die in ihrer Gesamtheit die
Sequenz des Peptids erkennen lasst (Hunt et al. 1986). Die Fragmentierung wird an der
protonierten Stelle initiiert und fihrt zu einem zyklischen Intermediat, das durch eine von
zwei verschiedenen Reaktionen schrittweise fragmentiert. Dabei kdnnen entweder zwei

einfach geladene Produkt-lonen entstehen oder je ein doppelt geladenes und ein neutrales.

b)
0 R Q R
H,N H NS OH
I T T
L |_OH R, H o’ R; H 0
T by lon yz lon
H

e C)

z;

Y5 Aminosduren-
L 72 Rest
x

H,N H

Immonium-
lon

Abbildung 10: Nomenklatur von Peptidfragment-lonen nach Roepstorff und Fohlman und nach
Biemann

(Biemann 1992; Roepstorff and Fohlman 1984), indiziert ist jeweils die Anzahl an Aminosauren, die im
Fragment enthalten sind. a) Nomenklatur der durch Briche im Peptidriickgrat entstehenden
Fragment-lonen, b) Vereinfachte Struktur fir b- und y-lonen, c¢) Immoniumion der zweiten
Aminosaure. Abbildung nach A. Weinzierl (Weinzierl et al. 2007).

N-terminale Fragmente, die eine Ladung tragen und somit sichtbar sind, werden a-, b- und c-
Fragmente genannt. Geladene C-Termini gehéren zur x-, y- bzw. z- Serie. Jedes Fragment
erhalt einen zusatzlichen Index, der die Zahl der darin enthaltenen Aminosauren angibt. In
den zu analysierenden Spektren dominieren b- und y-lonen. Die a-Serie entsteht durch
neutralen Verlust von Kohlenmonoxid aus den b-lonen (Am = 28 Da). Weitere mogliche
neutrale Verluste sind die Abspaltung von Wasser (Am = 18 Da) aus b- und y-Fragmenten
sowie aus den Seitenketten von Serin, Threonin, Aspartat und Glutamat, von Ammoniak (Am
= 17 Da) aus Asparagin, Glutamin, Lysin und Arginin, von Dehydroalanin aus Cystein (Am =
34 Da) und die Abspaltung von Methylsulfensaure (HSOCH;, A = 64 Da) aus oxidiertem
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Methionin. Zusatzlich kénnen noch interne Fragmente durch Bruch von zwei
Peptidbindungen auftreten. Der Abstand zwischen den benachbarten ,Peaks” einer Serie
entspricht einer Aminosaure, deren Identitdt anhand der Differenz der m/z-Werte, die fur alle
Aminosauren tabelliert sind (Tab. 25), ermittelt wird. Weitere Hinweise auf enthaltene
Aminosauren geben die Immonium-lonen (H,N=CHR"), die im unteren Massenbereich des
Spektrums sichtbar sind und typische Massen fur bestimmte Aminosauren aufweisen. Ist
schliel3lich eine Teilsequenz des Peptids durch Auswertung des Spektrums bekannt, kann
hiermit eine Datenbank-Suche am NCBI mit Hilfe des MASCOT Programms
(http://www.matrixscience.com) durchgefuhrt werden [Perkins D.N. 1999]. Je langer die
Teilsequenz ist, desto weniger, dafir aber sicherere Treffer erhalt man. Aus den Treffern
kann dann die Sequenz bestimmt werden, der das Fragmentspektrum am ehesten
entspricht. Eine endglltige Bestatigung ist nur durch Aufnahme des Fragmentspektrums des

entsprechenden synthetischen Peptids moéglich.

Tabelle 25: Massen der proteinogenen Aminosauren sowie deren Immonium-lonen.

Ein- .

Aminosaure Buchstaben- Masse SE
lon

Code
Glycin G 57 30
Alanin A 71 44
Serin S 87 60
Prolin P 97 70
Valin \Y% 99 72
Threonin T 101 74
Cystein C 103 76
Leucin L 113 86
Isoleucin I 113 86
Asparagin N 114 70
Aspartat D 115 71
Glutamin Q 128 101
Lysin K 128/170 101/129
Glutamat E 129 102
Methionin M 131 104
Hsitidin H 137 110
Phenylalanin F 147 120
Arginin R 156 70/129
Tyrosin Y 163 136
Tryptophan W 186 159
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B.5.9.6 Die predict-calibrate-detect-Methode

Diese Methode wird angewandt um gezielt nach HLA-Liganden von interessanten Proteinen
zu suchen. Potentielle Liganden werden mittels einer Software, zum Beispiel SYFPEITHI
[Rammensee 1999], vorhergesagt. Diese werden, wie in Kapitel B.3.9 beschrieben mit einem
schweren Isotop markiert, um sie im Weiteren von den naturlich prasentierten Peptiden, die
wie in Kapitel B.3.8. beschrieben aufgereinigt werden, unterscheiden zu kénnen. Damit die
Eigenschaften der natirlichen Peptide denen der modifizierten entsprechen, missen auch
diese modifiziert werden. Allerdings mit einem leichten Isotop, um sie weiterhin im
Massenspektrometer von den synthetischen Peptiden unterscheiden zu kénnen. Im ersten
Schritt, dem Kalibrieren, werden die modifizierten synthetischen Peptide in einem LC-MS/MS
Experiment untersucht. Dabei wird die Retentionszeit der einzelnen Peptide gemessen und
ihre Sequenz durch die Aufnahme von Fragmentspektren verifiziert. Da unterschiedliche
Peptide bei gleicher Konzentration in Abhangigkeit von ihrer Sequenz verschieden starke
Signale im Massenspektrometer ergeben, werden verschiedene Konzentrationen des ersten
Mixes der synthetischen Peptide gemessen. Mit den Verhaltnissen der Signalstarken der
verschiedenen Peptide in diesen Testldufen werden fur einen zweiten Mix neue
Konzentrationen der Peptide berechnet, in denen sie &ahnlich starke Signale im
Massenspektrometer ergeben. Zur Detektion der natlrlichen HLA-Liganden werden diese
mit den synthetischen Peptiden gemischt und es wird ein weiteres LC-MS/MS-Experiment
gemacht. Existiert ein natirlich prasentiertes Peptid mit der gleichen Sequenz wie einer der
vorhergesagten HLA-Liganden, eluieren diese fast gleichzeitig. Im Massenspektrum
unterscheiden sich die beiden Peptide aber durch eine durch die Isotopenmarkierung
definierte Masse. Diese zusammengehdrenden Massen-Peaks werden auch als Peak-Paar
bezeichnet. Das Vorhandensein der vom natirlichen Liganden erwarteten Masse zu genau
dem erwarteten Zeitpunkt gibt eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass ein Peptid mit der
vorhergesagten Sequenz tatsachlich auf den untersuchten Zellen prasentiert wurde.
Absolute Sicherheit gibt allerdings erst der Vergleich der Fragmentspektren von
synthetischem und natirlich prasentiertem Peptid. Diese Methode wurde bereits erfolgreich
angewandt, um HLA-Liganden des carcinoembryonic antigen CEA und des MAGE-A1-

Antigens zu identifizieren (Pascolo et al. 2001; Schirle et al. 2001).
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C Ergebnisse und Diskussion zur Charakterisierung von Tumorzellen

Der ErgebniSteiI dieser Arbeit ist in drei Teile unterteilt:

1. Charakterisierung von Tumorzellen: in diesem Kapitel wurden OvCa-Zelllinien und
OvCa-Primargewebe durch PCR, quantitativer PCR, Westernblot und Durchflusszytometrie
auf die Expression verschiedener TAAs untersucht.

2. in silico-Ansatz zur Definition neuer T-Zellepitope: bereits bekannte TAAs wurden hier
verwendet, um in silico Epitop-Vorhersagen zu machen. Die resultierenden synthetisch
hergestellten Peptide werden weiter verwendet, um in vitro T-Zellstimulationen
durchzufiihren (sogenanntes in vitro , T-Zell-Priming®) und durch funktionelle Tests der
stimulierten T-Zellen Epitope zu identifizieren.

3. HLA-Liganden Analyse von OvCa-Primargewebe: pathologisch charakterisiertes OvCa-
Gewebe wurde verwendet, um HLA-Liganden zu isolieren. Diese wurden durch gekoppelte
HPLC-MS-MS Spektrometrie analysiert und ihren Ursprungsproteinen zugeordnet.

Direkt an die jeweiligen Ergebnisteile schlieen sich die jeweiligen Diskussionsteile und die
Ausblicke an. Einzelne Teile des ersten und zweiten Ergebnisteils wurden von Josefine
Gotze im Rahmen ihrer Diplomarbeit (Betreuung durch PD Dr. B. Glckel und Helen
Horzer).erstellt. In den entsprechenden Kapiteln wird nochmals separat darauf hingewiesen,

welche Ergebnisse von Frau Gétze stammen.

C Ergebnisse und Diskussion zur
Charakterisierung von Tumorzellen

C.1 Hintergrund und Fragestellung

Die Expression von TAAs ist eine Voraussetzung zur Erkennung von Tumorzellen durch T-
Zellen. Daher ist es flir Vakzinierungsstrategien mit definierten Tumorantigenen wichtig,
einen Uberblick Uber das Expressionsmuster relevanter TAAs auf OvCa-Zelllinien sowie
Primargeweben zu erhalten.

Nun gibt es einige Auswahlkriterien, die ein TAA und die daraus abgeleiteten MHC-Liganden
fur den therapeutischen Einsatz interessant machen. Die in diesem Teil der Arbeit
beschriebenen TAAs wurden daher unter folgenden Kriterien ausgewahlt: Zunachst wurde
darauf geachtet, dass die Antigene eine moglichst hohe Tumorspezifitdt haben, um das
Risiko fur Autoimmunreaktionen zu minimieren. Hierzu wurde die Expression des jeweiligen
TAA auf Normalgewebe gepruft. Dies geschah mit Hilfe von mRNA-Daten einer Datenbank

von Prof S. Stevanovic (Institut flr Zellbiologie, Abteilung Immunologie, Universitat
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Tlbingen). Weiter wurde darauf geachtet, dass eine funktionelle Assoziation des TAA mit
einem malignen Phanotyp besteht, um Antigenverlustvarianten zu verhindern.

In der Arbeit wurde dann untersucht, wie haufig das Antigen auf den getesteten OvCa-
Zelllinien und Geweben zu finden war und wie stark die Uberexpression im Vergleich zu
Kontrollgeweben war. Darlber hinaus ist die Charakterisierung der OvCa-Zelllinien eine
Grundlage fur weitere Experimente mit generierten TAA-spezifischen CTLs, wie etwa
Zytotoxizitatstests.

Auller den im Folgenden beschriebenen TAAs wurden die bereits gut charakterisierten TAAs
WTH1, Her-2/neu, hTERT, Survivin, NY-ESO-1, CEA, MUC-1 und EpCAM in die Analysen mit
eingeschlossen. Diese Antigene wurden bereits in der Einleitung (Kap. A.3.7.) naher

beschrieben.
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C.1.1 L1CAM

L1CAM (L1 cell adhesion molecule), auch bekannt

als CD171, ist ein 200-220 kDa grof’es Typ | A 4 4
Membran Glykoprotein, das zur Ig Superfamilie g

gehort (Moos et al. 1988). Die extrazellulare g2

Doméne besteht aus zahlreichen Ig-ahnlichen 13

Domanen und Fibronektin-ahnlichen lgA
Wiederholungen (Typ Ill). Diese extrazellulare g5

Domaéne ist durch eine einzelne transmembrane L1.200 g6

Sequenz an eine hochkonservierte zytosolische

Domane gebunden. In neuronalen Zellen spielt

L1CAM eine Rolle in der Neuron-Neuron Bindung, Y

Neubildung von Synapsen, Neuritenwachstum und

neuronaler Zellmigration (Hortsch 2000; Dahme et
al. 1997). Dennoch findet man L1CAM auch auf
hamatopoietischen und bestimmten epithelialen
Zellen (Debiec et al. 1998; Ebeling et al. 1996;
Kowitz et al. 1992; Pancook et al. 1997). Eine

L1CAM Uberexpression wurde in verschiedenen

L1-85

L1-32

. . _ Abbildung 11: Proteolytische
Tumorentitaten wie Kolonkarzinom (Gavert et al.  schnittstellen in L1CAM (Fogel et al.

2005), OvCa (Fogel et al. 2003) und seit Kurzem 2004)

auch in Brustkrebs beschrieben (Schroder et al. 2009). Der extrazellulare Teil von L1CAM
kann auch durch Metalloproteinase ADAM10 von der Zelloberflache abgespalten werden
und findet sich so im Serum vieler OvCa-Patientinnen wieder (Gutwein et al. 2003). Daher
wird gespaltenes L1CAM fir OvCa auch als neuer prognostischer Marker neben CA125
diskutiert, (Fogel et al. 2004). AuBerdem wird abgespaltenes L1CAM zunehmend als
Signalmolekil entdeckt, das Signale zur Zellteilung, Migration und Invasion von Tumorzellen
vermittelt (Gast et al. 2005; Mechtersheimer et al. 2001). Zudem weisen neuere Ergebnisse
auf einen Zusammenhang zwischen L1CAM-Expression und Chemoresistenz hin (Stoeck et
al. 2007). Somit konnte eine langerfristige Behandlung mit Cisplatin zu einer verstarkten
L1CAM-Expression, ja sogar zu einer Selektion L1CAM exprimierender Tumorzellen mit
gesteigerten Wachstums- und Invasionscharakteristika fihren und ware fur die Patientinnen
sehr ungunstig. Studien mit L1-Antikbrpern zeigten aber eine deutliche Reduktion des
Tumorwachstums in vitro (Gavert et al. 2005a; Primiano et al. 2003) und in einem Xenograft
Mausmodell in vivo (Arlt et al. 2006). Somit kénnte fir eine Antikdrper-basierte Therapie mit

L1-Antikérpern diese erhdhte L1CAM-Expression die therapeutische Wirkung sogar positiv
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beeinflussen. Auch fir eine peptidbasierte Immuntherapie ware eine extreme
Uberexpression von L1CAM eher von Vorteil, da so evtl. mehr L1CAM-abgeleitete Peptide
auf der Oberflache der Tumorzellen prasentiert werden. Dieser Zusammenhang ist jedoch

noch nicht eindeutig nachgewiesen.

C.1.2 VEGF

VEGF (Vascular endothelial growth factor A) ist ein Mitogen, das in erster Linie von
Endothelzellen der BlutgefalRe exprimiert wird. Das Protein weist diverse biologische
Funktionen wie Stimulation der Angiogenese (Leung et al. 1989; Plouet et al. 1989),
Anregung des Wachstums der Endothelzellen (Ferrara and vis-Smyth 1997) und Induktion
der Expression von antiapoptotischen Proteinen, wie Bcl-2, in Endothelzellen auf (Gerber et
al. 1998). Das menschliche Gen fir VEGF ist in acht Exons organisiert, das durch
alternatives SpleiRen hauptsachlich in den vier Isoformen (VEGF121, VEGF165, VEGF189
und VEGF206) vorkommt (Ferrara et al. 1991; Tischer et al. 1991). Dabei sind VEGF121 und
VEGF165 die am haufigsten vorkommenden Isoformen. Ein Tumor bendtigt ab einer GroRe
von ungefahr 1 bis 2 mm?® seine eigene Blutversorgung (Folkman et al. 1971). Unter diesen
Umstanden kommt es zu hypoxischen Zustanden im Tumorgewebe, welche eine
Uberexpression von VEGF induzieren. Dies wiederum flhrt zur verstarkten BlutgefaRbildung
und verstarktem Tumorwachstum, was inzwischen als prognostischer Parameter gilt (Bossi
et al. 1995; Gasparini et al. 1997). AuRerdem wurde gezeigt, dass das Tumorwachstum in
VEGF uUberexprimierenden Tumoren auch ohne vermehrte Blutgefalibildung beschleunigt
war. Diese Tatsache weist darauf hin, dass VEGF aulier seiner klassischen Rolle in der
Angiogenese auch eine Rolle in der Metastasierung spielt (Graells et al. 2004). VEGF ist ein
interessantes TAA, da es sowohl von angiogenetischen Endothelzellen als auch von
Tumorzellen exprimiert wird. Von VEGF-abgeleitete T-Zellepitope kdnnten deshalb auf
beiden Zielzellen prasentiert und erkannt werden, nur, dass bei Endothelzellen die
Wahrscheinlichkeit eines Verlustes der MHC-I-Expression unter dem Selektionsdruck einer
Immunantwort sehr gering ist. Ein VEGF-abgeleitetes, HLA-B*27 restringiertes Peptid ist
bereits bekannt und wurde auf dem HLA-Ligandom von zwei Nierenzellkarzinomen gefunden
(Weinzierl et al. 2008). In der Tumortherapie wurden verschiedene Strategien entwickelt, die
den Auf- und Ausbau der Blutversorgung des Tumors durch Eingreifen in die VEGF
Signalwege oder durch Regulierung der sezernierten VEGF Konzentration unterbinden
sollen. Einige mit VEGF interagierende Molekiile werden zurzeit in klinischen Phase-I|
Studien getestet. VEGF bindet an zwei Tyrosinkinaserezeptoren (VEGFR-1 und VEGFR-2),
die auf den meisten Endothelzellen exprimiert werden. Durch die Bindung mit VEGF

dimerisieren die Rezeptoren, und durch Autophosphorylierung erfolgt die Aktivierung des
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intrazellularen Signalweges (Matsumoto and Mugishima 2006). VEGFR-1 exprimierende
Zellen konnen selektiv durch das Toxin Gelonin, ein rekombinantes Fusionskonstrukt von
VEGF121, getdtet werden (Mohamedali et al. 2006). Der wichtigere mitogene und angiogene
Mediator VEGFR-2 kann durch Kinaseinhibitoren wie Sunitinib, Sorafenib (Nathan et al.
2006; Schrader et al. 2006), KRN951 (Nakamura et al. 2006) und AMG706 (Polverino et al.
2006) blockiert werden. Der neu entwickelte monoklonale Antikdrper Bevacizumab
verhindert, dass VEGF an seine Rezeptoren binden kann (Presta et al. 1997). Diese neuen

Wirkstoffe werden bereits bei unterschiedlichen Tumorentitaten klinisch eingesetzt.

C.1.3 Testisin

Testisin ist ein Glycosyl-Phosphatidylinositol (GPI) gebundenes oder in der Membran
verankertes Protein, das von dem Genen PRSS21 und ESP-1 kodiert wird. Es gehdért zur
Familie der Serinproteasen, die durch ein hochkonserviertes katalytisches Motiv, bestehend
aus Histidin, Aspartat und Serin, gekennzeichnet sind. Diese Aminosaurentriade ist fur die
enzymatische Aktivitat verantwortlich. Testisin gehort zu einer Unterfamilie der
Serinproteasen, der Chymotrypsin-Gruppe (S1), die Trypsin, Chymotrypsin und zahlreiche
andere sekretierte oder zytoplasmatische Proteasen einschliel3t. Erstmals wurde eine hohe
Testisin-Expression in prameiotischen Keimzellen in den Hoden gefunden. Auf anderen
adulten Normalgeweben konnte hingegen aufler auf Eosinophilen (Inoue et al. 1998) keine
Expression festgestellt werden. Auf OvCa-Gewebe konnte ebenfalls eine hohe Testisin-
Expression festgestellt werden, wahrend diese auf Ovarial-Normalgewebe fehlt (Shigemasa
et al. 2000). Bislang wurde kein spezifisches physiologisches Substrat fur Testisin
beschrieben und der Mechanismus, wie die proteolytische Aktivitat in die Keimzellen- oder
Tumorbiologie eingreift, bleibt unbekannt. Es wurde jedoch beschrieben, dass Testisin ein
GPIl-gebundenes Protein auf der Oberflache von Tumorzellen ist und maligne
Transformation initiert (Tang et al. 2005). Weiter wurde Testisin als ein mit der
Metastasierung assoziiertes Gen identifiziert (Bignotti et al. 2007). Diese Eigenschaften
machen Testisin zu einem idealen TAA, das direkt mit der Malignitat des Tumors verknupft
ist, ausschlieRlich auf dessen Zelloberflache und nicht auf Normalgewebe exprimiert wird

und zudem noch enzymatische Aktivitat besitzt, die vermutlich inhibiert werden kann.

C.1.4 Neuromedin U

Neuromedin U (NmU) ist ein multifunktionales Neuropeptid, das zur Familie der
Neuromedine gehort und erstmals aus Nabelschnurblut von Schweinen isoliert wurde. Es

wird ubiquitdr exprimiert mit hochsten Expressionsraten im Magen-Darm-Trakt und der
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Hypophyse (Funes et al. 2002; Howard et al. 2000). Bisher wurden zwei NmU Rezeptoren
(NmU R1 und NmU R2) gefunden, wobei NmU R1 nur im Magen-Darm Trakt und Nmu R2
nur im Nervensystem exprimiert werden. Die peripheren Funktionen von NmU sind bei der
Stimulation  glatter Muskeln, lonentransport im Darm und Regulierung der
Nahrungsaufnahme anzusiedeln. Welche Rolle NmU bei der Tumorentwicklung spielt ist
bisher nur in Bruchsticken bekannt. In non small cell lung cancer (NSCLC) konnte gezeigt
werden, dass NmU an GHSR1b und NTSR1 als heterodimeren Rezeptor bindet und dadurch
Signale in der Zellzyklusregulation in Gang setzten kann (Takahashi et al. 2006). Eine
andere Studie zeigte stark erhohte NmU Werte in Blutproben von Patienten mit akuter
myeloider Leukamie. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass ein neuer autokriner Loop
bestehend, aus c-myb, NmU, und seinem Rezeptor NmU R1, das Zellwachstum anregt
(Shetzline et al. 2004). Weiter konnte gezeigt werden, dass NmU und sein Rezeptor NmU
R2 in Pankreaskarzinom Uberexprimiert werden und zu erhohter Metastasierung fihren
(Ketterer et al. 2009). Im OvCa wurde NmU durch einen Affymetrix GeneChip® als ein
hochreguliertes Gen mit hoher Tumorspezifitit gefunden und dessen Uberexpression
nachfolgend durch semi-quantitative RT-PCR auf OvCa-Zelllinien und -Geweben bestatigt
(Euer et al. 2005).

C.1.5 Jagged2

Jagged? ist einer von funf Notch-Liganden, die wahrend der embryonalen Entwicklung, aber
auch bei der Regulation der Homeostase und der Erhaltung von Stammzellen entscheidende
Rollen spielen (Artavanis-Tsakonas et al. 1999; Gridley 1997; Gridley 2003). Notch Liganden
sind nach der Ahnlichkeit zu ihren Homologen in Drosophila in zwei Gruppen unterteilt
(Delta-ahnliche und Serrate-ahnliche). Jagged2 gehdrt zu der Gruppe der Serrate-ahnlichen
Liganden und ist ein membrangebundenes Protein mit vielen epidermal growth factor (EGF)
Wiederholungen. Notch-Liganden kdnnen sowohl eine agonistische interzellulare Wirkung
als auch eine antagonistische intrazellulare Wirkung haben (D'Souza et al. 2008). Da Notch-
Liganden sehr unselektiv an ihre Rezeptoren binden wurde zunachst vermutet, dass eine
hohe Redundanz unter diesen sechs Liganden besteht. ,Knock-out® Mause flr einen der
Liganden (Jag1, Jag2 oder DLL4) zeigten jedoch erhebliche embryonale Defekte (D'Souza
et al. 2008). Diese Tatsache weist darauf hin, dass die Einzigartigkeit dieser Liganden nicht
allein durch ihre Rezeptorbindung gegeben ist sondern auch durch posttransionale
Modifikationen, proteolytische Prozessierung und Membranaustausch entstehen missen. Es
konnte gezeigt werden, dass Jagged2 die Zytokin-Expression regulieren und somit eine
Rekrutierung von Monozyten verhindern kann (Choi et al. 2009). Diese Funktion konnte den

Grund einer Uberexpression in verschiedenen Tumorentitdten erkldren. So konnte eine
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Uberexpression von Jagged2 in Multiplem Myelom-, Pankreaskarzinom- und B-chronische
lymphoblastische Leukamie (B-CLL)-Patienten festgestellt werden (Ghoshal et al. 2009;
Mullendore et al. 2009; Rosati et al. 2009). Im OvCa wurde Jagged?2 durch einen Affymetrix
GeneChip® als ein hochreguliertes Gen mit hoher Tumorspezifitdt gefunden und dessen
Uberexpression nachfolgend durch semi-quantitative RT-PCR auf OvCa-Zelllinien und -
Geweben bestatigt (Euer et al. 2005).

C.1.6 CA125

Bei dem Protein CA125 (Cancer Antigen 125) handelt es sich um ein ber 200 kDa-grof3es
Glykoprotein, das von dem Gen MUC16 kodiert wird. CA125 findet sich auf der
Zelloberflache, wird aber auch sezerniert. Im Fetus wird es von Pleura, Peritoneum und
Perikard exprimiert. Bei Erwachsenen ist CA125 im Tubenepithel, Endometrium, Endozervix
sowie in der Pleura und im Peritoneum nachzuweisen. Es wird vermutet, dass CA125 dort
eine Barriere gegeniber fremden und infektiosen Partikeln bildet. CA125 ist ein schon lange
bekannter Tumormarker des OvCas und wird von Uber 80 % aller OvCa im fortgeschrittenen
Stadium exprimiert, weswegen es seit vielen Jahren als Tumormarker verwendet wird
(Canney et al. 1984). Die CA125-Konzentration im Serum der Patientinnen wird regelmafig
bestimmt, um die Entwicklung des OvCas unter einer Therapie zu Uberwachen. Bisher ist
bekannt, dass CA125 an der Metastasierung beteiligt ist, indem es an Mesothelin der
Mesothelzellen bindet (Rump et al. 2004). In klinischer Studie befindet sich derzeit der
Antikérper Oregovomab gegen CA125 (Berek et al. 2009).

Von Bellone et al. (Bellone et al. 2009) wurde klrzlich gezeigt, dass gegen ein bestimmtes
Peptid von CA125 eine T-Zellantwort generiert werden kann und dass diese T-Zellen auch in

der Lage sind Tumorzellen zu lysieren.

C.1.7 Mesothelin

Mesothelin ist ein Glykoprotein, das auf der Oberflache von Mesothelzellen exprimiert wird.
Mesothelzellen kleiden in Form eines Plattenepithels die Pleura, das Peritoneum und das
Perikard aus (Hassan et al. 2004). Das Mesothelin-Vorlauferprotein besitzt ein
Molekulargewicht von 71 kDa und wird in das 31 kDa-grolte megakaryocyte-potentiating
factor (MPF) und das 40 kDa-grolte Mesothelin gespalten (Ho et al. 2005). Mesothelin wurde
bisher auf Pankreaskarzinomen (Argani et al. 2001), Mesotheliomen und 70 % aller
epithelialer OvCa stark Uberexprimiert gefunden (Chang and Pastan 1996). Das Protein kann
daher als Differenzierungsantigen bezeichnet werden und stellt auf Grund seiner eher

schwachen Expression im Normalgewebe ein ideales Ziel fur eine Immuntherapie dar. Die
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physiologische Rolle von Mesothelin bleibt spekulativ, da Mause mit defektem Mesothelin-
Gen keinen veranderten Phanotyp zeigen (Bera and Pastan 2000). Im Kontext von OvCa
konnte allerdings gezeigt werden, dass CA125 auf den Tumorzellen an das Mesothelin der
Mesothelzellen bindet und an der Metastasierung in die Peritonealhdhle beteiligt ist (Rump et
al. 2004). In klinischer Phase | befindet sich derzeitig das rekombinante Anti-Mesothelin
Immuntoxin SS1P (Hassan et al. 2007). Dieses ist ein chimerer Antikorper, bestehend aus
einem Fv Anteil gegen Mesothelin und einem daran gekoppelten, attenuierten Pseudomonas
Endotoxin.

Mesothelin wird von Tumoren teilweise in das Serum abgegeben und Antikérper gegen das
Protein konnten bei ca. 40 % aller OvCa-Patientinnen nachgewiesen werden (Ho et al.,
2005). Dies weist darauf hin, dass Mesothelin ein immunogenes Protein ist und potentiell
eine T-Zellantwort induzieren sollte. Aulterdem ist Mesothelin wegen seiner Nachweisbarkeit
im Serum als Tumormarker im Gesprach (Chang and Pastan 1996). Dass bestimmte
Mesothelin-Epitope tatsachlich eine T-Zellantwort generieren kénnen, wurde von Thomas et
al., (Thomas et al. 2004) gezeigt. Die Arbeitsgruppe vakzinierte Pankreaskarzinompatienten
mit einer GM-CSF-exprimierenden Pankreaskarzinomzelllinie und testete dann, gegen
welche T-Zellepitope die neu entstandenden zytotoxischen T-Zellen (CTL) gerichtet waren.

Es zeigte sich, dass die CTLs spezifisch fiir einige Epitope von Mesothelin waren.

C.1.8 SPAG9

Das Oberflachenprotein SPAGY (sperm-associated antigen 9) gehort zur Familie der mit c-
Jun NHa-terminalen Kinasen (JNK) interagierenden Proteine (JIP = JNK interacting protein).
SPAG9 wird normalerweise ausschliel3lich in haploiden Spermienzellen exprimiert und ist
dort an der Verschmelzung von Spermium und Eizelle beteiligt (Jagadish et al. 2005). Im
Kontext maligner Erkrankungen konnte eine SPAG9-Expression unter anderem bei
Nierenzellkarzinomen (Garg et al. 2008), Mammakarzinomen und OvCa (Garg et al. 2007)
gezeigt werden, so dass es zu den Cancer/Testis-Antigenen gezahlt werden kann.
Cancer/Testis-Antigene werden in vielen Tumoren exprimiert, wahrend die Expression im
Normalgewebe ausschliefdlich auf die Keimzellen beschrankt ist. Sie sind in mehrerer
Hinsicht ein ideales Ziel fir eine Immuntherapie: Zum einen ist die begrenzte Expression im
Normalgewebe von Vorteil, zum anderen sind Cancer/Testis-Antigene meist immunogen.
Das bedeutet, dass antigenspezifische Antikorper im Serum von Tumorpatienten
nachgewiesen werden konnen (Rana et al. 2006; Suri 2006). SPAG9 wird zusammen mit
anti-apoptotischen Genen wie BCL2A1 in Tumoren starker exprimiert, wenn das p53 Gen
mutiert ist (Wei et al. 2006). Dieser Zusammenhang wird fir das metastatische Potential

aggressiver Tumore verantwortlich gemacht. Die Unterdriickung der SPAG9-Expression in

100



C Ergebnisse und Diskussion zur Charakterisierung von Tumorzellen

Nierenkarzinom-Zelllinien flhrte zu einer reduzierten Migration und Invasion dieser Zellen
(Garg et al. 2008). Zudem wurde festgestellt, dass etwa zwei Drittel der Patientinnen mit
OvCa unabhangig vom Krankheitsstadium Antikorper gegen SPAG9 bilden. Diese
Eigenschaften machen SPAGY zu einem idealen TAA, das direkt mit Malignitat des Tumors
verknipft ist, und ausschlielllich auf dessen Zelloberflache und nicht auf Normalgewebe
exprimiert wird. Zudem spricht die Bildung von Antikérpern fir die Immunogenitat des
Antigens und ist unabhangig vom Tumorstadium, wodurch sich SPAG9 neben CA125 zu

einem Tumormarker qualifziert (Garg et al. 2007).

C.1.9 SIX1

SIX1 gehort zu den Transkriptionsfaktoren der SIX Klasse mit Homeodomane. Das Protein
ist an der Organentwicklung von Gehirn, Augen, Ohren, Muskeln und Nieren beteiligt (Li et
al. 2003), indem es auf Proliferation, Uberleben und Migration Einfluss nimmt. In
ausdifferenziertem Gewebe kommt es meist zu einem Verlust der Expression, auf Grund
dessen es in die Gruppe der reaktivierten onkofetalen Tumorantigene eingeteilt werden
kann. Eine Uberexpression von SIX1 konnte bereits in mehreren Tumorarten nachgewiesen
werden, darunter bei Hepatokarzinomen (Ng et al. 2006), Mammakarzinomen (Ford et al.
1998) und OvCa (Behbakht et al. 2007). SIX1 ist wahrend der Mitose hyperphosphoryliert
(Ford et al, 2000) und fihrt in malignem Gewebe, abhangig vom Grad der
Phosphorylierung, zu einer Inhibition des ,Checkpoints® in der G,-Phase nach DNA-
Schadigung (Ford et al. 1998). Zudem wird SIX1 fUr die Resistenz gegeniber der tumor
necrosis factor related apoptosis inducing ligand (TRAIL)-vermittelten Apoptose
verantwortlich gemacht (Behbakht et al. 2007). Dies ist vor allem deshalb problematisch, da
neue Therapiestrategien unter anderem bei OvCa darauf abzielen, den TRAIL-Signalweg zu
aktivieren (Rowinsky 2005). Die Tatsache, dass eine SIX1-Uberexpression besonders haufig
bei Tumoren im Spéatstadium zu finden ist und dass die Menge an SIX1-mRNA mit einer
schlechten Prognose des Krankheitsverlaufs korreliert, lasst darauf schlieen, dass SIX1

direkt an der Malignitat des Tumors beteiligt ist.

C.1.10 Osteopontin

Osteopontin  (OPN) ist ein saures, phosphoryliertes Glykoprotein, das durch
Phosphorylierung,  Glykosylierung und  proteolytischer  Spaltung  unterschiedliche
Molekulargewichte zwischen 25 kDa und 75 kDa einnehmen kann (Franzen and Heinegard
1985). OPN verdankt seinen Namen seiner Erstentdeckung in Osteoblasten. Mittlerweile ist

jedoch bekannt, dass das Protein von vielen Zelltypen exprimiert wird und dass es durch
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seine vielen Zustandsformen unterschiedliche Funktionen hat. So ist es unter anderem in
Zelladhasion (Reinholt et al. 1990), Angiogenese (Asou et al. 2001), Apoptose,
Entzindungsreaktionen (Denhardt et al. 2001) und Tumormetastasierung involviert.
Zusatzlich fungiert OPN als Zytokin und verstarkt die Produktion von IFNy und IL-12 und
hemmt die IL-10-Produktion. Als Differenzierungsantigen konnte OPN bereits Gberexprimiert
in einer Reihe von Tumoren nachgewiesen werden, darunter Lungenkarzinom (Chambers et
al. 1996), Mammakarzinom (Tuck et al. 1998), Prostatakarzinom (Thalmann et al. 1999) und
OvCa (Song et al. 2008a). Genauso divers wie die physiologische Rolle ist auch der
pathologische Einfluss von OPN, da das Protein unter anderem mit einer Reihe von
Oberflachenrezeptoren interagiert, was letztendlich zu einer modifizierten Genexpression
fuhren kann. Bei OvCa konnte gezeigt werden, dass OPN den PI3-K/Akt (Phosphoinositol-3-
Kinase/Akt) Signalweg aktiviert und somit die Uberlebensrate der Tumorzellen unter Stress,
wie z.B. unter Hypoxie, erhdht.

Da OPN auch sezerniert wird und die Konzentration im Serum von einem Grof3teil der OvCa-
Patientinnen erhoht ist, ware es neben CA125 ein potentieller Kandidat fir einen

diagnostischen Tumormarker (Kim et al. 2002).

C.2 Material und Methoden zur Charakterisierung von
Tumorzellen

C.2.1 Zellinien

Die verwendeten Zelllinien waren bereits in der Arbeitsgruppe verfigbar. Sie stammen zum
Teil aus der Abteilung gynadkologische Onkologie Heidelberg, zum Teil aus der Abteilung
Gynakologie und Geburtsthilfe Marburg und drei der Zelllinien stammen aus Zell-
/Gewebebanken (ECACC, ATCC). Funf der Zelllinien waren von PD Dr. B. Guckel in
frheren Arbeiten etabliert worden. Dabei konnten acht der Zelllinien aus malignem Aszites
etabliert werden, eine aus einem Cystadenokarzinom- und nur zwei stammen aus
Adenokarzinom-Primargewebe. Alle Zelllinien waren HLA-A und —B typisiert und wachsen in
DMEM-Kulturmedium adhérent.
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Tabelle 26: OvCa-Zelllinien

Ursprung I.-"TA-
Typisierung
BG1 ovariales S. Reinarzt, Abteilung Gynakologie und A*03, A*26,
Adenokarzinom Geburtshilfe, Universitat Marburg (Buick et B*38
al., 1985)
CK19 Pathologie unbekannt | S. Reinarzt, Abteilung Gynakologie u. A*02, A*66,
Geburtshilfe, Universitat Marburg B*41, B*40
Elgr maligner Aszites; Dr. B. Guckel, AG Tumorimmunologie A*03, A*30,
seroses papillares Universitatsfrauenklinik Tlbingen B*13, B*35
Zystadenokarzinom
FraWi | maligner Aszites Dr. B. Giickel, AG Tumorimmunologie A*02, B*44
Universitatsfrauenklinik Tibingen
GG maligner Aszites; Dr. B. Guckel, AG Tumorimmunologie A*02, A*32,
wenig differenziert, Universitatsfrauenklinik Tubingen B*07, B*27
serdses papillares
Zystadenokarzinom
Hest maligner Aszites M. Lindner, Abteilung Gynakologie u. A*02, B*27
Geburtshilfe, Universitat Heidelberg
HEY papillares S. Reinarzt, Abteilung Gynakologie u. A*03, A*26,
Zystadenokarzinom Geburtshilfe, Universitat Marburg (Geisinger B*38
et al., 1989)
Hi maligner Aszites S. Kaul, Frauenklinik, Universitat Heidelberg | A*02, A*23,
B*44, B*50
KIHe maligne pleurale Dr. B. Glickel, Abteilung Immunologie, A*01, A*24,
Effusion Universitatsfrauenklinik Tlbingen B*07, B*37
MT maligner Aszites Dr. B. Glickel, Abteilung Immunologie, A*01, A*02,
Universitatsfrauenklinik Tibingen B*08, B*51
OAW Aszites, ECACC* (85073102) A*02.
42 Zystadenokarzinom
OvCar2 | epitheliales Subklon von OvCar 3, ATCC (HTB 161) n.b.
9 Adenokarzinom
SKOV3 | Aszites, ATCC* (HTB 77) A*03, A*68,
Adenokarzinom B*18, B*35

n.b. = nicht bekannt

C.2.2 OvCa-Primargewebe

Das untersuchte OvCa-Primargewebe wurde im Rahmen OvCa-typischer Operationen an
der Universitatsfrauenklinik Tubingen asserviert und von Dr. A. Stabler pathologisch
untersucht und prapariert. Anschlielend wurde das Gewebe noch am selben Tag zu einer
Einzelzellsuspension verarbeitet und so flir weitere Verwendungszwecke zuganglich
gemacht. Dieses Material wurde im Rahmen eines Kooperationsprojektes von PD Dr. Giickel
und Dr. Sigurdardottir (Institut fir Zellbiologie, Abteilung Immunologie, Universitat Tubingen)
anschlielend noch weiter untersucht. Im Gegensatz zu den Zelllinien stammt dieses

Gewebe ausschliellich von Primartumoren oder Netzmetastasen und nicht aus Asziten. Der
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Grolteil der Gewebe stammt von papillar-serosen Adenokarzinomen der Ovarien mit

Uberwiegend geringem Differenzierungsgrad.

Tabelle 27: OvCa-Primargewebe

Patienten- Pathologie und Einteilung in ..

Identifikation Alter DifferSnzierungsgrade g) HLA-Typisierung
Gering differenziertes transitionalzelliges (solides),

HBL 49 fokal auch seréses Adenocarcinom der Ovarien, | A*01, A*03, B*07, B*35
G3*

ASC 86 Serdses Adenokarzinom der Ovarien, G3* A*01, A*03, B*07, B*08

ASZ 38 Serdses Adenocarcinom der Ovarien, G3* A*01, A*02, B*13, B*44

RKA 61 Muzindser Borderlinetumor des Ovars A*01, A*02, B*08, B*41

IKL 74 Serdses Adenokarzinom der Ovarien, G3* A*03, A*32, B*44, B*49

WSC 68 Serbdses Adenokarzinom der Ovarien, G2-3* A*02 negativ

H1 74 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien, G3* A*02 positiv

LA 79 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien, G1* A*02 negativ

M1 62 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien, G3* A*02 negativ

S1 62 Papillar-serdéses Adenokarzinom der Ovarien, G3*,

eine Gewebeprobe aus dem Ovar, abgekirzt mit
S10va; eine Gewebeprobe aus dem Omentum
(Metastase), abgeklrzt mit S1Netz

A*02 negativ

S2 78 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien G3* A*02 positiv

S3 45 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien G3*, A*02 positiv
Probe aus dem Omentum (Metastase)

S4 48 Adeno-squaméses Karzinom des Corpus Uteri n.b.
G3*

P1 61 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien G1* n.b.

B1 80 Maligner Miller'scher-Mischtumor G3* n.b.

G1 57 Serdses-endometroides  Adenokarzinom  der n.b.
Ovarien G2*

K1 68 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien G3* n.b.

K2 68 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien G3* n.b.

R1 77 Endometroides Stromasarkom G3* A*02 positiv

S5 68 Endometroides Adenokarzinom der Ovarien G2* n.b.

J1 63 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien G2- n.b.
g%

D1 83 Papillar-seréses Adenokarzinom der Ovarien G3* n.b.

D2 84 Serdses Adenokarzinom der Ovarien G3* n.b.

G2 63 Sertses Adenokarzinom der Ovarien G3* n.b.

Aszites 1 n.b. [n.b. n.b.

Aszites 2 n.b. |[n.b. n.b.

*G1 bzw. G3: Differenzierungsgrade des Tumorgewebes; G1 differenziert, G3 wenig differenziert;
n.b. = nicht bekannt

104



C Ergebnisse und Diskussion zur Charakterisierung von Tumorzellen

C.2.3 Verwendete Untersuchungsmethoden

Die in diesem Kapitel der Arbeit geschilderten Methoden sind ausflhrlich in den Teilen B.2
Molekularbiologische Methoden, B.3 Biochemische Methoden, B.5 Analytische Methoden

und C.3 Ergebnisse beschrieben.

Qualitative RT-PCR: Kap. B.2.3 und Kap. C.3.1
Quantitative RT-PCR: Kap. B.2.4 und Kap.C.3.2
Westernblot: Kap. B.3.4 und Kap.C.3.3

Durchflusszytometrische Analyse: Kap. B.5.1 und Kap. C.3.4

C.3 Ergebnisse zur Charakterisierung von Tumorzellen

Die folgenden Datenbeispiele sollen die verwendeten Methoden zum TAA Nachweis und
deren spatere Auswertung erlautern. Exemplarisch wurden die Ergebnisse aller Methoden
fur das TAA L1CAM dargestellt. Eine Zusammenfassung aller untersuchten OvCa-Zelllinien

und OvCa-Gewebe ist am Ende dieses Ergebnisteils in Tabelle 28 dargestellt.

C.3.1 Nachweis OvCa-assoziierter Antigene mittels qualitativer RT-PCR

Um die Haufigkeit verschiedener TAAs in OvCa nachzuweisen, wurde cDNA von Zelllinien
und OvCa-Primargewebe mit Hilfe der qualitativen RT-PCR analysiert (Kap.2.1.3). Zur
Untersuchung wurden die TAAs WT1, Her2/neu, NY-ESO-1, EpCAM, L1CAM, Testisin und
CA125 herangezogen. Die zugehdrigen Primer stammen aus der Literatur und sind
einschliellich den Amplifikationsbedingungen in Tabelle 12 aufgefuhrt. Da mit der isolierten
mMRNA kein DNAse Verdau durchgefuhrt wurde, kdnnte diese noch DANN-Spuren enthalten.
Um nun sicher zu gehen, dass die PCR Signale nur von mRNA abstammen, wurde
Uberpruft, ob das PCR Produkt zwei Exons Uberlappt. RT-PCR Analysen erfolgten nur mit
cDNA-Proben, in denen B-Actin erfolgreich nachgewiesen werden konnte. Als
Negativkontrolle diente eine kommerziell erhaltliche Ovarial-Normalgewebe RNA (human
ovary total RNA (Ambion)). Die Auswertung im Agarosegel erfolgte rein visuell, beurteilt
wurde nur das Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein des entsprechenden Signals.
Abbildung 12 zeigt eine reprasentative Auswertung der Expressionssignale von L1CAM auf

OvCa-Zelllinien und OvCa-Primargewebe im Agarosegel.
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A L1CAM-Expression auf OvCa-Zelllinien
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Abbildung 12: Qualitative RT-PCR zur Darstellung der Expression von L1CAM auf OvCa-
Zelllinien und OvCa-Primargeweben.

Zur Bestimmung der Expression von L1CAM wurde aus den Tumorzellen die Gesamt-RNA isoliert
und in cDNA umgeschrieben. Zur Kontrolle der RNA-Extraktion erfolgte die Amplifikation von B-Aktin
mit spezifischen Primern. Die PCR auf L1CAM erfolgte in getrennten Ansatzen mit spezifischen
Primern. Die Auswertung erfolgte in einem 1,5%-igen Agarosegel. Ausgewertet wurde das
Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein des entsprechenden Signals. Die abgebildeten Gele zeigen
A Expression von L1CAM (429 bp) auf OvCa-Zelllinien mit Ovarial-Normalgewebe- (OvaNG) und
PBMC-Kontroll-RNA als  Negativkontrolle. Zum  GroéRenvergleich ist ein  100bp-DNA-
Molekulargewichtsmarker abgebildet. B zeigt die mRNA-Expression von L1CAM (429 bp) auf OvCa-

Primargewebe.
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L1CAM wird von fast allen OvCa-Zelllinien exprimiert (12 von 14). Die Expression in BG1
und CK19 ist sehr schwach und nur in GG ist kein Signal zu erkennen. In den OvCa-
Primargeweben ist hingegen in allen Proben ein Expressionssignal zu erkennen (11 von 11).
Das entspricht mehr als den in der Literatur beschriebenen 80%. Vergleicht man Zelllinien
mit Primargewebe sieht man, dass weniger Zelllinien als Primargewebe L1CAM exprimieren.
Zu bericksichtigen ist dabei, dass es sich bei den Zelllinien hauptsachlich um aus Asziten
isolierte Tumorzellen, also vermutlich entdifferenzierte Tumorzellen handelt. Das hier

untersuchte Gewebe stammt hingegen von Primartumoren und Netzmetastasen ab.

C.3.2 Nachweis OvCa-assoziierter Antigene mittels quantitativer RT-PCR

Die quantitative RT-PCR hat gegenliber der qualitativen RT-PCR die Vorteile, dass sie
erstens die sensitivere Messmethode ist und zweitens eine Quantifizierung der Signale
maoglich macht (Kap. B.2.4). So wurde in den folgenden Abbildungen die Expression von
Ovarial-Normalgewebe auf 1 gesetzt und die Expressionssignale der einzelnen Zelllinien
darauf normiert. Ein Signal wurde als positiv gewertet, wenn es mehr als 2,5-mal so hoch wie
das des Ovarial-Normalgewebes war. Da die Proben jeweils in Triplikaten gemessen
wurden, konnte auch eine Standardabweichung berechnet und in Form von Fehlerbalken
dargestellt werden. Zur Untersuchung wurden die TAAs hTERT, Survivin, L1CAM, NmU,
Jagged2 und VEGF herangezogen. Die zugehoérigen Primer stammen aus der Literatur und
sind in Tabelle 13 aufgeflhrt. Hier ist exemplarisch das Expressionsprofii von L1CAM

dargestellt.
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Abbildung 13: Quantitative RT-PCR zur Darstellung der mRNA-Expression von L1CAM auf
OvCa-Zelllinien

Zur Bestimmung der mRNA-Expression von L1CAM wurde eine Echtzeit-gRT-PCR mit spezifischen
Primern und SYBR®-Green durchgefiihrt und das Ergebnis auf 18S-rRNA-Expression normiert.
Angegeben sind die Expressionsstarken in Bezug zur Expression auf Ovarial-Normalgewebe
(OvaNG), die auf 1 gesetzt wurde. Die Ergebnisse reprasentieren Mittelwerte aus Triplikaten in der
PCR.

Die auf 1 normierte Negativkontrolle OvaNG wie auch die PBMCs exprimieren kein L1CAM.
Auch BG1, CK19 und GG zeigen im Verhaltnis dazu kein Signal. Elgr, Hi und KIHe zeigen
eine deutliche L1CAM Uberexpression. Insgesamt wird L1CAM in 10 von 13 OvCa-Zelllinien

im Vergleich zu Ovarial-Normalgewebe Uberexprimiert.

C.3.3 Nachweis OvCa-assoziierter Antigene mittels Westernblot

Die zuvor beschriebenen molekularbiologischen Methoden geben zwar Aufschluss Uber die
MRNA-Expression der zu untersuchenden Antigene, lassen jedoch keinerlei Riickschluss
auf die Protein-Expression zu. Im Folgenden wird daher die proteinchemische Methode des
Westernblot zur Analyse der Protein-Expression beschrieben. Samtliche in diesem Kapitel
gezeigte Ergebnisse wurden von Josefine Gotze im Rahmen ihrer Diplomarbeit generiert.
Zur Untersuchung wurden die TAAs L1CAM, Mesothelin, CA125, VEGF, OPN, SPAGY und
SIX1 herangezogen. Die Auswertung des Westernblot erfolgte rein visuell, beurteilt wurde
nur das Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein des entsprechenden Signals. Abbildung

14 zeigt exemplarisch den Westernblot fiir L1CAM auf samtlichen OvCa-Primargeweben.
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Abbildung 14: Westernblot zur Darstellung der Protein-Expression von L1CAM auf OvCa-
Primargewebe

Zur Bestimmung der Protein-Expression von L1CAM auf OvCA-Primargewebe wurde ein Westernblot
mit dem monoklonalen L1CAM-spezifischen AK L1-11A durchgefihrt. Die COX IV-Expression diente
als Ladekontrolle. Als Negativkontrolle wurde Proteinlysat von PBMCs verwendet.

Das vorhergesagte Molekulargewicht von L1CAM betragt in voller Ldnge 220 kDa. Auf dieser
Hohe sind Banden bei den meisten Proben zu erkennen, auller bei den Proben LA, S4, K2
und den PBMCs, die als Negativkontrolle dienten. Wie Mechtersheimer et al.
(Mechtersheimer et al. 2001) zeigen konnten, kann L1CAM jedoch auch durch die
Metalloproteinase ADAM10 und die Serinproteinase Plasmin in verschieden grofie
Fragmente gespalten werden (Kap.C.1.1, Abb. 11). Daher sieht man neben einer Bande bei
220 kDa bei manchen Proben eine Bande von 85 kDa. Dieses Fragment wird von Plasmin
Uber der Zelloberflache abgespalten und ist in 9 der 20 untersuchten OvCa-Primargeweben
zu finden. Insgesamt exprimieren 18 der 20 untersuchen OvCa-Primargewebe L1CAM-

Protein.

109



C Ergebnisse und Diskussion zur Charakterisierung von Tumorzellen

C.3.4 Nachweis OvCa-assoziierter Antigene mittels durchflusszyto-
metrischer Analyse

Die durchflusszytometrische Analyse (FACS) wurde zusatzlich zur Westernblot Methode zur
Bestimmung der Protein-Expression herangezogen. Allerdings konnte diese Methode nur fiir
einige TAAs eingesetzt werden, flr die auch FACS-gangige Antikorper verfiigbar waren.
Ahnlich wie bei den molekularbiologischen Methoden hat die durchflusszytometrische
Analyse den Vorteil, dass die Protein-Expression besser quantifiziert werden kann (Kap.
B.5.1 und B.5.2.). Die Auswertung erfolgte Uber die Bestimmung der mittleren
Fluoreszenzintensitat (mIF) nach Abzug der Hintergrundfarbung der entsprechenden
Isotypenkontrolle (AmIF). Hierbei wurden AmIF-Werte unter 2 als negativ gewertet. Zur
Untersuchung wurden die TAAs WT1, Her2/neu, hTERT, Survivin, CEA, MUC-1, EpCAM,
L1CAM, und VEGF herangezogen. Die zugehoérigen Antikbrper und Zweitantikdrper sind in
Tabelle 19 und 20 aufgefiihrt. Hier sind exemplarisch die Protein-Expressionen von L1CAM
und HLA-A*02 auf sechs OvCa-Zelllinien dargestellt.
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse zur Darstellung der Protein-Expression von
HLA-A*02 und L1CAM auf sechs OvCa-Zelllinien.

Die Bestimmung der Protein-Expression von HLA-A*02 und L1CAM erfolgte durchflusszytometrisch
mittels indirekter extrazellularer Fluoreszenzanalyse. Die L1CAM (L1-11A)- und HLA-A*02 (BB7.2)-
spezifischen AK wurden mit einem PE-konjugierten Ziege-anti-Maus AK detektiert. Dargestellt sind die
mittleren  Fluoreszenzintensitaten der jeweiligen Antigene als Uberlagerungen Uber die
Negativkontrollen (Farbung nur mit Zweitantikdrper).

Bis auf die Zelllinien Elgr und SkOv3 sind alle anderen hier dargestellten HLA-A*02 positiv,
wobei hier auch schon deutliche Unterschiede bei den Expressionsstarken feststellbar sind.
So exprimieren zum Beispiel die Zelllinien GG und FraWiu deutlich mehr HLA-Molekiile
(AmIF=55,52 und 63,99) als Hi oder Hest (AmIF=2,79 und 18,81). L1ICAM wird von allen
Zelllinien aulBer GG exprimiert. Auch hier gibt es groRe Unterschiede bei der
Expressionshéhe (von AmIF=1,36 bis AmIF=53,94). Analysen dieser Art sind eine Grundlage
fur weitere Experimente mit generierten TAA-spezifischen CTLs, wie etwa Zytotoxizitatstests.
Da man die HLA-Molekiile in dieser Methode direkt an der Zelloberflache farbt, gibt dieses
Ergebnis direkten Aufschluss Uber die HLA-Dichte auf der Zelloberflache. Somit bieten

Zellen mit héherer HLA-Dichte auch potentiell mehr Angriffsflache fir CTLs.
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C.4 Zusammenfassung und Diskussion zur Charakterisierung
von Tumorzellen

C.4.1 Bewertung und Vergleich der verwendeten Methoden zur TAA-
Analyse auf Tumorzellen

Analysen der mRNA-Expression

Die Ergebnisse der qualitativen und quantitativen PCR stimmen in zwei der 13 untersuchten
Zelllinien (BG1, CK19) nicht Uberein. Hier zeigt die qualitative PCR flur zwei Zelllinien noch
schwache Banden, wo die quantitative PCR schon kein Signal mehr detektieren konnte. Dies
war nicht zu erwarten, da die quantitative PCR eigentlich die sensitivere Methode sein sollte.
Das Ergebnis der quantitativen PCR war reproduzierbar. Insgesamt zeigte sich, dass der
Versuch der Quantifizierung der Ergebnisse der qualitativen PCR aufgrund der
Bandenintensitaten nicht zuverlassig ist, da beispielsweise die Expressionsbanden fiir KIHe
und OAWA42 gleich intensiv erscheinen, in der quantitativen PCR jedoch grof3e Unterschiede
aufweisen.

Methodisch kann man zusammenfassen, dass die PCR sicher die einfachste und
kostenglinstigste Methode ist um sich einen Uberblick (ber Expressionsprofile von
Antigenen zu verschaffen. Hier gilt allerdings vor allem bei der Auswahl der Primer, dass
nicht alle in der Literatur beschriebenen ohne grindliche Recherchen der Richtigkeit der
Sequenz und der GroRRe des entstehenden PCR Produktes zu verwenden sind. Auch sind
die Angaben zum PCR-Programm oft luckenhaft und es bedarf einiger Optimierung bis
zuverlassige Expressionsergebnisse erzielt werden kdnnen. Die quantitative PCR ist in
dieser Hinsicht meist nicht einfacher, dafir aber deutlich kostenintensiver. Auch hier bedarf
es einer Optimierung der Amplifikationsbedingungen.

Wie von Weinzierl et al. gezeigt werden konnte, besteht kein klarer Zusammenhang
zwischen mRNA-Expression und dem HLA-Ligandom (Weinzierl et al. 2007). In dieser Arbeit
wurden Liganden von Proteinen gefunden, flr die keine mRNA detektierbar war. Dies ist
nicht verwunderlich, da schon die Korrelation zwischen Hoéhe der mRNA-Expression und

Protein-Expression nicht gegeben ist (Gygi et al. 1999).

Analysen der Protein-Expression

Beim Westernblot ist eine Quantifizierung nur sehr vage mdglich. Mit Hilfe der COX IV
Ladekontrolle lasst sich jedoch feststellen, dass die Tumore K1, B1, M1, S1 und ASZ L1CAM
sehr stark exprimieren und auch das abgespaltene Fragment auf der Oberflache tragen.
Diese finf Tumore hatten einen sehr hohen Differenzierungsgrad (G3). Die Tumore mit

niedrigem Differenzierungsgrad (G1-G2) hingegen exprimieren durchgehend wenig L1CAM,
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und wenn, dann nur das ungespaltene Gesamtprotein. Diese Beobachtung stimmt mit den
Ergebnissen von Mechtersheimer et al., ndmlich dass L1CAM und speziell gespaltenes
L1CAM in bereits metastasierten Tumoren auftritt und ein Marker fur eine schlechte
Prognose ist (Mechtersheimer et al. 2001), Gberein.

Wie schon angesprochen, kann man mit der durchflusszytometrische Analyse der Zelllinien
nicht nur die Expression des jeweiligen TAAs quantifizieren, sondern auch die HLA-Dichte
auf den Zellen bestimmen. Geht man davon aus, dass hohere TAA-Expressionen auch
hohere Peptidkonzentrationen auf MHC-Molekllen bedeuten, kénnte man durch diese
Farbung z.B. die Lysierbarkeit der Zielzellen durch T-Zellen innerhalb eine Zytotoxizitatstests
prognostizieren. Die besten Zielzellen waren somit Zellen mit hoher HLA- und hoher Antigen-
Expression. Dass nun aber tatsachlich ein Zusammenhang zwischen der Héhe der Protein-
Expression des TAA und der Peptidkonzentration auf den MHC-Molekilen besteht, konnte
bisher noch nicht gezeigt werden.

Methodisch kann man zusammenfassen, dass beide Methoden zur Analyse der Protein-
Expression deutlich aufwendiger und kostenintensiver sind als die mRNA-Analysen. Der
Westernblot hat den Vorteil, dass man keine einzelnen lebenden Zellen bendétigt, was fir die
Analyse von Gewebestlicken interessant ist. Mit der durchflusszytometrische Analyse erhalt
man hingegen mehr Informationen Uber Quantitdt und Lokalisation des untersuchten
Proteins. Man kann zum Beispiel durch geeignete Mehrfachfarbungen zunachst die
Tumorzellen eingrenzen und dann die Hohe der Protein-Expression des untersuchten TAA

auf deren Zelloberflache oder intrazellular bestimmen.

C.4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse zur TAA-Analyse auf
Tumorzellen

Im Folgenden werden alle Expressionsergebnisse der zuvor beschriebenen Methoden auf
die 18 hier untersuchten TAAs zusammengefasst. Die Ergebnisse der verschiedenen
Methoden fiir die einzelnen Zelllinien wurden nach den in den jeweiligen Methoden
beschriebenen Richtlinien in + und - zusammengefasst und in Tabelle 28
zusammengetragen. In der Tabelle wurden dann die prozentualen Expressionen des
jeweiligen TAA bezogen auf die Anzahl der getesteten Zelllinien bzw. Gewebe berechnet.
Am rechten Rand der Tabelle sieht man, wie viele der untersuchten TAAs eine
Zelllinie/Gewebe parallel tragt. Wurde ein Antigen durch verschiedene Methoden untersucht,
so wurde die Expression nur dann als positiv gewertet, wenn sie bei allen getesteten
Methoden positiv war. Zelllinien, die nur eine positive mRNA-Expression, jedoch keine
Protein-Expression fir ein Antigen aufwiesen, wurden also nicht als positiv fur das Antigen

gewertet.
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getesteten Expressionsprofile der OvCa-Zelllinien und OvCa-Primargewebe

Die jeweiligen Expressionen wurden, wie in den verschiedenen Methoden beschrieben in + und —
zusammengefasst und in der Tabelle zusammengetragen. Gezeigt wird wieviele untersuchte
Zelllinien/Gewebe flir ein Antigen positiv sind, bzw wieviele der untersuchten TAAs eine

Zelllinie/Gewebe tragt.
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Betrachtet man die Expressionsprofile von Zelllinien und Primargeweben, so wird NY-ESO-1
gar nicht (0%) und SPAG9 und CEA von wenigen (43%-46%) OvCas exprimiert.
Anschlieend kénnte man L1CAM, SIX1, Jagged2, MUC-1, Mesothelin, deren
Expressionshaufigkeit auf OvCa zwischen 77% und 89% liegt. Eine Expression auf allen
untersuchten Zelllinien und Geweben zeigten Her2/neu, Survivin, NmU, und OPN, (100%).
Bei hTERT und EpCAM zeigt sich ein groRer Unterschied zwischen mRNA- und Protein-
Expression, was durchaus nicht ungewohnlich ist wie Ergebnisse von Gygi belegen (Gygi et
al. 1999). Ansonsten korrelieren die verschiedenen Untersuchungsmethoden gut. In wenigen
Fallen konnte eine Protein-Expression, jedoch keine mRNA-Expression festgestellt werden.
Auch diese Beobachtung wurde bereits von Kayser et al. gemacht und lasst sich durch die
Instabiliat der mRNA erklaren (Kayser et al. 2003).

Auffallig ist, dass in allen Fallen die Primargewebe haufiger Expressionen flr die Antigene
aufweisen als die Zelllinien. Tragt man die Antigen-Expression pro einzelner Zelllinie
zusammen (rechteste Spalte der Tabelle) so ergibt sich, dass die Zelllinien zwischen 10 und
14 der 18 untersuchten TAAs exprimieren. Bei den Primargeweben konnten aus Zeitmangel
bzw. aus Grinden mangelnder Verfligbarkeit leider nicht alle TAAs gemessen werden.
Daher kann hier auch kein direkter Vergleich zu den Zelllinien gezogen werden. Man sieht
jedoch deutlich den Trend, dass die meisten Primargewebe mehrere untersuchte TAAs
parallel exprimieren. Dieser Effekt der verminderten Antigenitat in den Zelllinien kénnte durch
Antigenverlustvarianten der entsprechenden Tumorzellen zustande kommen, die im Lauf der
Zellkultur entstanden sind (Maeurer et al. 1996). Dies kann im Rahmen dieser Arbeit jedoch

nur spekuliert werden.

C.4.3 Vergleich der gemessenen Expressionshaufigkeiten der TAAs mit
den Literaturangaben.

In der folgenden Tabelle werden nun die Angaben flir die Expressionshaufigkeiten der
untersuchten TAAs auf OvCa mit den hier gemessenen Expressionen verglichen. Dabei
stehen hinter den jeweiligen Expressions-Daten aus der Literatur in Klammern die jeweiligen
Methoden, mit denen diese gemessen wurden. Die hier gemessenen Expressionen sind in
Zelllinien und Gewebe aufgespalten und wurden mit einer Toleranz von <10% mit den
Literaturwerten verglichen. Die grin unterlegten gemessenen Expressionen stimmen mit der
Literatur Oberein. Rot unterlegte Expressionen sind deutlich hdéher und blau unterlegte

deutlich niedriger als die in der Literatur beschriebenen Werte.
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Tabelle 29: Expressionshaufigkeiten

Hinter den jeweiligen Expressionshaufigkeiten aus der Literatur stehen in Klammern die jeweiligen
Methoden, mit denen diese gemessen wurden. (mMRNA): positiver Nachweis der mRNA des Antigens,
(ICH): Expression wurde durch immunhistochemische Farbung gemessen, (WB): Expression wurde
durch Westernblot detektiert, (Serum): die Proteinmenge wurde im Serum der Patienten bestimmt,
(FACS): Expression wurde mittles durchflusszytometrischer Analyse bestimmt. Mit einer Toleranz von
10% stimmen die griin unterlegten gemessenen Expressionen mit der Literatur Gberein. Rot unterlegte
Expressionen sind deutlich héher und blau unterlegte deutlich niedriger als die in der Literatur
beschriebenen Werte.

Literatur gemessen
Afntiggn- Antigen Referenz % ZyaesEln 7 Zelllinien Gewebe
amilie OvCa
Tumorsuppressorgene
WT1 Bruening 1993 75% (MRNA) GEZI,ZF;CCRS))’ n.a.
Onkogene
Her2/neu |Verri 2005 27% (ICH) 100% 100%
hTERT  |Kyo'S. 1999 80% (MRNA) 42;‘;/52:;‘55))’ n.a.
Survivin Sui L. 2002 51% (ICH) 100% 100%
Cancer/Testis-
Antigene
NY-ESO-1 | Odunsi 2003 43% (ICH) 0% n.a.
Testisin Shigemasa 2000 78% (MRNA) 33% 100%
SPAG9 Garg 2007 90% (WB) 46% 43%
Onkofetale Antigene ‘
CEA Denk 1972 20-45% (Serum) 46% n.a.
SIX1 Behbakht 2007 50-63% (mMRNA) 77% 100%
liberexprimierte Antigene ‘
MUC-1 Dong 1997 >90% (ICH) 85% n.a.
EpCAM | Kim 2003 >90% (ICH) 33;/‘;/5(F|;°‘CCRS))’ n.a.
L1CAM Fogel 2003 80% (ICH) 77% 100%
NmU Euer 2005 53% (MRNA) 100% n.a.
Jagged2 | Euer 2005 50% (MRNA) 85% n.a.
Mesothelin | Hassan 2008 67%-100% (ICH) 77% 83%
CA125 Canney 1984 83% (Serum) 262‘;{? ((I\:C\é:BRZ) 1507(;’{;0%\/5%)
OPN Nakae 2006 81% (Serum) 100% 100%
Angiogenese ‘
VEGF  |IshiiY. 1995 77% (MRNA) 42;‘3,/0(&?5‘))' 100%
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Betrachtet man die Expressionshaufigkeiten der TAAs auf den Zelllinien, so exprimiert ein
gleich hoher Anteil WT1, CEA, MUC-1, L1CAM und Mesothelin wie in der Literatur
angegebenen wurde. Dies sind aber nur finf von 18 untersuchten Antigenen. Her2/neu,
Survivin, SIX1, NmU, Jagged2 und OPN werden auf den hier untersuchten Zellen hingegen
deutlich haufiger exprimiert, als in der Literatur beschrieben. Betrachtet man die
Expressionshaufigkeiten der Zelllinien, so liegen unsere gemessenen Haufigkeiten von
hTERT, NY-ESO-1, Testisin, SPAG9, EpCAM, CA125 und VEGF deutlich unter den
Angaben aus der Literatur. Auffallig sind hier wieder die bei den TAAs VEGF, CA125,
L1CAM und Testisin vorhandenen Unterschiede zwischen deren Expression auf Zelllinien
und Primargeweben.

Der Hauptgrund fir die starken Abweichungen der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Messungen von den Literaturangaben sind sicher die grofien Unterschiede bei dem
untersuchten Zelllinien- und Gewebekollektiv. Wie die dargestellten Ergebnisse zeigen, sieht
man selbst in kleinen Kollektiven, die sich durch Kulturdauer oder Herkunft (Zelllinien versus
Primargewebe) unterscheiden, schon deutliche Unterschiede. Zusatzlich kénnen natrlich,
wie bereits festgestellt, auch die unterschiedlichen Messmethoden zu sehr unterschiedlichen
Ergebnissen fihren (mRNA vs. Protein). Aber auch schon innerhalb einzelner
Messmethoden konnen starke Schwankungen beispielsweise bei der Sensitivitat
unterschiedlicher Antikérper, Primer-Paare oder PCR-Protokolle auftreten. Es ist also
fraglich, ob man die Expressionsergebnisse vergleichen kann wenn man nicht den gleichen

Probensatz und die gleiche Messmethode verwendet.

Zum Schluss stellt sich die Frage, ob sich eine der hier beschriebenen Methoden eignet um
auf die Prasentation entsprechender TAA-abgeleiteter HLA-Liganden zu schlieRen. Diese
Frage muss man mit einem klaren ,Nein“ beantworten. Die Beantwortung dieser
Fragestellung ist nur durch eine MS-basierte HLA-Liganden Analyse (Kap. E) mdglich. Die
Relevanz eines TAA als T-Zell-Target kann darliberhinaus nur in funktionellen, T-Zell-
basierten Tests belegt werden (Kap. D). Letztendlich kann die Aussage, ob ein TAA eine
klinische Relevanz hat bzw. in einem immuntherapeutischen Ansatz ohne Nebenwirkungen

(z.B. Autoimmunitat) zielfihrend ist, nur in klinischen Studien getroffen werden.
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D Ergebnisse und Diskussion zum in silico-
Ansatz zur Definition neuer T-Zellepitope

Nach einer kurzen Einfihrung in den Hintergrund dieses Ansatzes, die Techniken der
Epitopvorhersage und des in vitro primings von T-Zellen wird die Strategie der Validierung
der in silico ausgewahlten Peptide beziglich ihres Potenzials als T-Zellepitope (Peptid-
Validierung) erlautert. Dann folgen die Ergebnisse flir jedes untersuchte TAA. Die in Kapitel
D.3.3.2 und D.3.3.3 gezeigten Ergebnisse zu den TAAs SPAG9 und CA125 waren
Bestandteil der Diplomarbeit von Josefine Gotze (Betreuung durch Helen Horzer und PD Dr.
B. Guickel).

D.1 Hintergrund und Fragestellung zum in silico-Ansatz

Die im vorangegangenen Kapitel beschriebenen TAAs L1CAM, NmU, Jagged2, Testisin,
VEGF, SPAG9, CA125, OPN und Mesothelin wurden ausgewahlt, da sie in der Literatur als
deutlich im OvCa Uberexprimierte Antigene beschrieben wurden. Zusatzlich sind flr die
meisten dieser Antigene bisher keine T-Zellepitope beschrieben. Die geringe Expression
dieser Antigene auf Normalgeweben war ebenfalls zuvor geprift worden, und wie der erste
Ergebnisteil zeigt, konnte eine Uberexpression der ausgewdhlten Antigene auf laboreigenen
Zelllinien und Primargeweben bestatigt werden (Kap. C.4.2). Diese Erkenntnisse machen
diese TAAs zu attraktiven Kandidaten fir eine Peptid-basierte Immuntherapie fir OvCa-
Patientinnen. Um Antigenverlustvarianten entgegenzuwirken werden mittlerweile Peptid-
Cocktails zusammengestellt, die Peptide enthalten, die von verschiedenen TAAs abgeleitet
sind. Idealerweise wird dieser Cocktail auch aus Peptiden zusammengestellt, die fur
verschiedene HLA-Typen restringiert sind um die Impfung einem mdglichst breiten
Patientenkollektiv zur Verfliigung stellen zu kénnen. In dieser Arbeit wurden jedoch nur
vorhergesagte Peptide fir den HLA-Typ A*0201 verwendet, der mit ca. 27% der haufigste in
unserer Bevdlkerung ist.

Ziel dieser Arbeit war es, aus den fur die TAAs L1CAM, NmU, Jagged2, Testisin, VEGF,
SPAGY9, CA125, OPN und Mesothelin vorherhergesagten Peptiden diejenigen zu
identifizieren und zu validieren, die als potentielle T-Zellepitope bzw. als therapeutisch

nutzbare Peptide in der Tumortherapie einsetzbar sind.
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D.2 Material und Methoden zum in silico-Ansatz

D.2.1 Epitopvorhersage

Mit Hilfe der Proteinsequenz der jeweiligen TAAs wurden maogliche Epitope (HLA-Liganden)
vorhergesagt, die die Anforderungen beziiglich Ankeraminosauren und weiteren Kriterien am
besten erflllen (Abb.16). Hierzu wurde die Epitopvorhersage mit der SYFPEITHI-Datenbank
durchgefihrt (Rammensee et al. 1999). Der der Epitopvorhersage zugrunde liegende
Algorithmus generiert aus einer eingegebenen Proteinsequenz alle moglichen Peptide der
gewlnschten Lange, in diesem Falle also 9 — 10 Aminosauren lang. Allen Aminosauren im
Peptid wird aufgrund der Vorlieben der HLA-Molekile ein Zahlenwert zugeordnet, der
maximal +15 fir die optimale Aminosdure an der Ankerposition betragt.
Hilfsankeraminosauren oder solche, die in natirlichen Liganden an einer bestimmten
Position bevorzugt sind, erhalten geringere positive Werte. Aminosauren, die an der
betreffenden Position einen negativen Effekt auf die Bindung an das HLA-Molekul haben,
wird ein negativer Wert zugeordnet. Am Ende werden die Werte fir alle Aminosauren des
Peptides addiert und eine Rangliste aller Peptide erstellt. Daraus ergeben sich die
SYFPEITHI-Scores. Fur HLA-A*0201 Peptide ist der maximale Score z.B. 36. Das von
Influenza A Matrix Protein abgeleitete Epitop GILGFVFTL hat einen Score von 30. Ein
naturlich prasentiertes Peptid sollte unter den besten 2% aller Peptide zu finden sein (die
Wahrscheinlichkeit daftr betragt 80%). Somit wurden die besten 2% der vorhergesagten
Peptide ausgewahlt, synthetisiert, sowie mit Hilfe von HPLC und Massenspektrometrie auf
Identitat und Reinheit Uberprift. Alle verwendeten Peptide sind in Tabelle 11

zusammengestellt.

Das Peptidmotiv fiir HLA-A*02

Position
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Anker L Vv
Hilfsanker \4

bevorzugte E K
Aminosauren K

Abbildung 16: Peptidmotiv fiir HLA-A*02 (Rammensee et al. 1999).
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Ubersicht iiber die verwendeten Methoden

Proteinsequenzen
Von TAAS Generierung von HLA-A02-
restringierten Peptiden mit dem
Epitopverhersage SYFPEITHI Algoritmus

Gedachtnis-T-
Zelle Priistimulation von T-Zellen
(OvCa-Patientinnen)

In vitro priming von T-Zellen
(gesunde Spender)

aktivierte und expandierte aktivierle? anergische?
paptidspazifische T-Zellen und expandienea
peplidspezifische T-
& S
Validierung ?‘.—-—-"""‘r M"“k..,_“

T~

Zellen

-?»‘

Tetramer-Férbung ?‘3' ) Zytotoxizitatstest

IFN-y-Farbung Tetramer-Farbung

Abbildung 17: Strategie zur Identifizierung neuer T-Zellepitope nach in silico Peptid-
Vorhersage.

D.2.2 In vitro priming von T-Zellen

Die so generierten Peptide sollten alle auf HLA-A*02-Molekiilen binden und kénnen naiven
T-Zellen prasentiert werden. Im nachsten Schritt galt es herauszufinden, welche dieser HLA-
Liganden auch T-Zellepitope sind, also von T-Zellen erkannt werden kdénnen. Hierzu wurde
die Methode des in vitro priming, im Folgenden als in vitro Aktivierung bezeichnet,
verwendet. Wie in Kapitel A.2.7. beschrieben, bendtigen naive T-Zellen fir ihre erste
Aktivierung aufler dem Antigenkontakt in Form des MHC-gebundenen Peptids auch
kostimulatorische Signale. Fir die Gewinnung der CD8"-T-Zellen wurden aus
Vollblutspenden (Tab. 8) erst buffy coats hergestellt (Kap. B.4.5) und nach anschlief’ender
Dichtegradientenzentrifugation (Kap. B.4.6) eine MACS-Aufreinigung vorgenommen (Kap.
B.4.10). Die so gewonnen CD8"-T-Zellen wurden anschlieRend mit autologen gereiften DCs
stimuliert, die kostimulatorische Signale auf ihrer Oberflache tragen und die zuvor mit den zu
testenden Peptiden beladen wurden. Diese Stimulation wurde mehrere Male wiederholt und

durch Zusatz bestimmter Zytokine eine Expansion peptidspezifischer T-Zellen erzielt (Abb. 6
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und 7). AnschlieRend wurde durch funktionelle Tests geprift, ob die T-Zellen aktiviert wurden
oder keine Erkennung des MHC-gebundenen Peptids stattgefunden hat. Die Prozedur wurde

fur die getesteten Peptide mindestens mit je drei verschiedenen Spendern wiederholt.

D.2.3 Peptid-Validierung

Um die 80 Peptide untersuchen zu koénnen, die in Tabelle 11 dargestellt sind wurde, nach
einem bestimmten Schema vorgegangen: die Peptide wurden in Mischungen von 3-5
Peptiden (Peptidmixe) nach einer Matrix zusammengefasst, so dass jedes Peptid in zwei
verschiedenen Peptidmixen vertreten war. Mit diesen Mixen wurden erste Stimulationen
durchgefuhrt und mittels einer intrazellularen IFNy-Farbung (Kap. B.5.5.) untersucht, ob sich
peptidspezifische CD8'-T-Zellen innerhalb der T-Zellpopulation gebildet haben, die in
Gegenwart des Peptidmixes IFNy produzieren. Wenn ein Peptidmix eine IFNy-Produktion in
einer T-Zellpopulation ausléste, wurden Einzelpeptidmessungen durchgefiihrt, um das
immunogene Peptid zu identifizieren. Nach einer eindeutigen Identifizierung eines Peptides
mit positiver IFNy T-Zellantwort wurden in Folge Einzelpeptid-Stimulationen durchgefiihrt,
um groBere Mengen an peptidspezifischen T-Zellen zu generieren. Mit diesen T-Zellen

wurden dann Tetramer-Farbungen oder aber Zytotoxizitatstests durchgefihrt.

D.2.4 Peptid-Prastimulation von PBMCs von OvCa-Patientinnen

Eine andere Moglichkeit HLA-Liganden als tatsachliche T-Zellepitope zu identifizieren ist die
gezielte Suche nach peptidspezifischen Gedachtnis-T-Zellen in Patienten PBMCs. Hierzu
werden die PBMCs wie in Kapitel B.4.12 prastimuliert und somit evtl. vorhandene
Gedachtnis T-Zellen aktiviert und expandiert. Dies geschieht durch Zugabe des
entsprechenden Peptids ohne DCs und mit einer Zytokin-Zugabe, die die Aktivierung naiver
T-Zellen verhindern soll. Die aktivierten Gedachtnis-T-Zellen kénnen anschlielend durch
eine Tetramer-Farbung oder kombinierte Tetramer- und Zytokin-Farbung nachgewiesen
werden (Kap. B.5.4 und B.5.6). Die fir diese Experimente verwendeten Patienten PBMCs
wurden im Rahmen der medizinischen Doktorarbeit von Lena Herms an der
Universitatsfrauenklinik TUbingen asserviert. Die PBMCs von 17 Patientinnen wurden auf
HLA-A*02 Expression untersucht und neun wurden als HLA-A*02-positiv identifiziert. Da
diese PBMCs nur in sehr begrenzter Menge vorhanden waren, konnten nur ausgewahlte

Peptide auf diese Art validiert werden.
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Tabelle 30: PBMCs von OvCa-Patientinnen

Patienten- .
Identifikation T athologie
ASZ1610 Seroses Adenokarzinom der Ovarien A*01, A*02
HBR 1008 Tubulopapillares Adenokarzinom der Ovarien A*02
HHE Zervixkarzinom A*02
IBI Mammakarzinom A*02
seroses tubulopapilllares Adenokarzinom der
I1S12708
Ovarien A*02
KBR Seroses Adenofibrom A*02
MPO nicht bekannt A*02
PGSC2603 Seroses Adenokarzinom der Ovarien A*02
SKR1007 Seroses Adenokarzinom der Ovarien A*02

D.3 Ergebnisse zum in silico-Ansatz

Die folgenden Ergebnisse sind in drei Teile unterteilt. In den ersten beiden Teilen werden die
Ergebnisse der oben beschriebenen Methoden fiir die beiden TAAs L1CAM und VEGF
dargestellt. Dann folgt ein dritter Teil, in dem exemplarisch fir Jagged2, SPAG9 und CA125

die bis zu diesem Zeitpunkt erzielten Ergebnisse dargestellt sind.

D.3.1 L1CAM
D.3.1.1 Charakteristika verwendeter L1CAM-abgeleiteter Peptide

Das Zelladhasionsmolekiil L1CAM spielt eine zentrale Rolle bei der neuronalen Entwicklung.
Es wird in 80% aller OvCa uUberexprimiert und ist durch seine Assoziation mit spaten,
metastasierenden Tumorstadien hier ein interessantes Tumorantigen (Kap. C.1.1.). Das
Protein ist 1257 Aminosauren lang und nach Epitopvorhersage mit dem SYFPEITHI-
Algorithmus wurden sieben Peptide mit den besten ,Scores” flir weitere Experimente
ausgewahlt und synthetisiert. Diese Peptide wurden durch einen Peptidbindungs-
Kompetitions-Test auf ihre Fahigkeit hin Gberprift, an HLA-A*02-Molekille zu binden (Kap.
B.5.3).
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Tabelle 31: Auflistung der von L1CAM abgeleiteten Peptide mit SYFPHEITI-Score und
Bindungsaffinitat.

@ gibt die Position des Peptids in der Aminoséduresequenz des Proteins an, bgibt die relative
Bindungsaffinitdt (rBA) an. Diese ergibt sich durch den Vergleich mit einem Reporterpeptid und
dessen Verdrangung durch ein gut bindendes, positives Kontrollpeptid und dem zu analysierenden
Peptid.

Position® Sequenz SYFSZE:ZHI' rBA (%)°
413-422 | LLANAYIYWV 29 93,6
367-376 | RINGIPVEEL 27 95,4
L1CAM  14194-1202 | SLNGDIKPL 28 99,5
Alr?iiz)- 1207-1215 | SLADYGGSV 28 94,2
shuren  |254-262 | ALQGQPLVL 25 08,8
823-831 | ILNSSAVLV 25 99,7
934-942 |LLLRWQPPL 25 74,8

Die sieben von L1CAM abgeleiteten Peptide sind Uber die gesamte Proteinsequenz des
L1CAM Proteins verteilt und stammen somit sowohl von intrazelluldaren als auch von
extrazellularen Teilen des Proteins ab. Es wurden zwei Decamere und finf Nonamere
ausgewahlt und die SYFPEITI-Scores lagen zwischen 25 und 29. Die Bindungsaffinitaten
variierten von 74% bis 99%. Somit haben alle sieben Peptide Sequenzen, die gut auf das
HLA-A*02 Motiv passen und bis auf das Peptid LLLRWQPPL binden sie mit einer
Bindungsaffinitat von Gber 90% an das MHC-Molekdil.

D.3.1.2 Zwei von sieben L1CAM-Peptiden induzieren eine spezifische
IFNy—Antwort in T-Zellen

Nach dem in Kap. D.2.2 und Kap. D.2.3 beschriebenen Schema der in vitro Aktivierung von
T-Zellen und der Peptid-Validierung konnte flr zwei der sieben L1CAM-abgeleiteten Peptide
eine IFNy T-Zellantwort erhalten werden. Nach drei bis vier Stimulationen mit allen sieben
Peptiden konnten in 21 von 32 gesunden Spendern immer nur fUr die Peptide LLANAYIYVV
und LLLRWQPPL IFNy T-Zellantworten gemessen werden. In der folgenden Abbildung 18
sind exemplarisch die in vitro aktivierten Zellen des Spenders D41 dargestellt. Sie wurden
nach dem in Kap B.5.5 beschriebenen Protokoll auf ihre Peptidspezifitdt untersucht. Dem
Farbeansatz wurde als Negativkontrolle immer ein Ansatz mit dem p68-abgeleiteten Peptid
YLLPAIVHI zugefligt. Fir die Auswertung wurden im SSC-H gegen FSC-H Dot-Blot die

lebenden Lymphozyten eingegrenzt und in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abbildung 18: Intrazelluldre IFNy-Féarbung der mit L1CAM Peptiden LLANAYIYVV und
LLLRWQPPL stimulierten T-Zellen.

Die in vitro aktivierten T-Zellen von Spender D41 wurden in einer IFNy-Farbung auf ihre
Peptidspezifitat getestet. Als Negativkontrolle diente jeweils ein Ansatz mit p68-Peptid (a und b). Nach
6h Inkubation bei 37°C in Gegenwart der entsprechenden Peptide (¢ und d) wurden die Zellen
extrazellular mit CD8 PE-Cy7 und intrazellular mit IFNy PE gefarbt.

Abbildung 18 zeigt die IFNy T-Zellantworten des Spenders D41 nach vier Stimulationen. Die
Negativkontrolle zeigt eine IFNy T-Zellantwort von 0,2% in den T-Zellen beider
Stimulationsansatze. Zieht man diesen Hintergrund von der Antwort auf die beiden L1CAM
Peptide ab, ergibt sich eine IFNy T-Zellantwort von 8,3% [LLANAYIYVV] und 5,2%
[LLLRWQPPL] (Abb.2c und 2d). Zusammenfassend kann man sagen, dass die Peptide
LLANAYIYVV und LLLRWQPPL nach in vitro Aktivierung eine IFNy T-Zellantwort in T-Zellen

gesunder Spender induzieren koénnen.

D.3.1.3 L1CAM Peptide LLANAYIYVV und LLLRWQPPL stimulieren T-
Zellen mit entsprechend spezifischem TCR

Nach Validierung der L1CAM-abgeleiteten Peptide LLANAYIYVV und LLLRWQPPL durch
IFNy T-Zellantworten wurden fir diese Peptid/MHC-Komplexe hergestellt (Kap. B.3.5), die

daraufhin mit Streptavidin-PE tetramerisiert wurden (Kap. B.3.6). Diese Tetramere wurden
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weiter verwendet, um die peptidspezifischen T-Zellrezeptoren der stimulierten T-Zellen
anzufarben (Kap. B.5.4). In der folgenden Abbildung 19 sind exemplarisch die mit Tetramer
gefarbten T-Zellen des Spenders D109 dargestellt. Fir die Negativkontrolle wurden die
Zellen mit einem Tetramer gefarbt, gegen dessen Peptid sie nicht stimuliert worden waren.
Fur die Auswertung wurden im SSC-H gegen FSC-H Dot-Blot die lebenden Lymphozyten
eingegrenzt und dann in einem FSC-H gegen FSC-A Dot-Blot die Einzelzellen von den

Dubletten abgegrenzt. In den folgenden Abbildungen sind also nur lebende Einzelzellen

dargestellt.
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Abbildung 19: Tetramer Farbung der mit L1CAM Peptiden LLANAYIYVV und LLLRWQPPL
stimulierten T-Zellen

Die in vitro aktivierten T-Zellen von Spender D109 wurden in einer Tetramer-Farbung auf ihre
Peptidspezifitat getestet. Vor der Tetramer Farbung wurden die T-Zellen mit CD8 PerCP gefarbt. Als
Negativkontrolle (a und b) wurden die Zellen mit einem Tetramer kreuzgefarbt, gegen dessen Peptid
sie nicht stimuliert worden waren (z.B. LLANAYIYVV-T-Zellen mit LLRWQPPL-Tetramer).

Abbildung 19 zeigt die Tetramer-Farbungen der T-Zellen des Spenders D109 nach 4
Stimulationen. Die Dot Blots 19c und 19d zeigen deutliche Zellpopulationen, die bestatigen,

dass eine Subpopulation der mit den Peptiden stimulierten T-Zellen einen fiir das Peptid
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spezifischen T-Zellrezeptor besitzt. Zieht man die Negativkontrolle als Hintergrund ab
ergaben sich fir Spender D109 Tetramer-positive Supopulationen von 1,5% [LLANAYIYVV]
bzw. 0,7% [LLLRWQPPL]. Somit kann man sagen, dass durch in vitro Aktivierung in
gesunden Spendern mit den Peptiden LLANAYIYVV und LLLRWQPPL T-Zellen expandiert
werden, deren T-Zellrezeptor mit LLANAYIYVV- und LLLRWPPL-Tetrameren angefarbt

werden konnen.

D.3.1.4 L1CAM-spezifische T-Zellpopulationen sind polyfunktional

Um nun zu zeigen, dass diese in vitro aktivierten T-Zellen das Potential haben Zielzellen
peptidspezifisch zu lysieren gibt es mehrere Mdglichkeiten: Eine davon ist der Nachweis der
Ko-Expression diverser Zytokine und dem Degranulationsmarker CD107a als
Polyfunktionalitatsnachweis. Studien zeigten, dass die Expression dieses Markers als
Surrogatparameter fiir die Zytotoxizitat von CTLs verwendet werden kann (Aktas et al. 2009).
Zudem wird diese Polyfunktionalitat von CD8" T-Zellen mit einer schiitzenden, effizienten
Immunantwort in Verbindung gebracht (Precopio et al. 2007). Daher wurde im folgenden
Versuch geprift, ob die mit den beiden L1CAM abgeleiteten Peptiden stimulierten T-Zellen
erstens CD107a exprimieren und zweitens fur mehrere Zytokine positive Antworten zeigen.
Die zuvor in der Tetramer-Farbung untersuchten Zellen von Spender D109 wurden nach
dem Protokoll in Kapitel B.5.6 flr 6h mit dem zur Stimulation verwendeten Peptid konfrontiert
und anschlielend extrazellular gegen CD8 und CD107a, sowie intrazellular gegen IFNy, IL-2
und TNFa gefarbt. Dem Farbeansatz wurde als Negativkontrolle ein Ansatz mit dem p68-
Peptid YLLPAIVHI zugefligt. Als Positivkontrolle dienten unspezifische Stimulationen mit
PMA/lonomycin. Exemplarisch ist hier nur die Positivkontrolle der LLANAYIYVV-stimullierten

T-Zelllinie gezeigt. Fur die Auswertung wurden nur lebende Einzelzellen dargestellt.
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Abbildung 20: Zytokin-Farbung der mit den L1CAM Peptiden LLANAYIYVV und LLLRWQPPL
stimulierten T-Zellen

Die T-Zelllinien aus Abb.19 von Spender D109 wurden in einer intrazelluldaren Farbung auf ihre
peptidspezifische Polyfunktionalitat getestet. Als Negativkontrolle diente jeweils ein Ansatz mit p68-
Peptid. Fur die Positivkontrolle wurde unspezifisch mit PMA und lonomycin stimuliert. Nach 6h
Inkubation bei 37°C in Gegenwart der entsprechenden Peptide wurden die Zellen extrazelluar mit CD8
PE-Cy7 und CD107a FITC sowie intrazellular mit IFNy PE-Cy7, IL-2 APC und TNFa PB gefarbt.

Abbildung 4 fasst die Zytokin-Expressionsanalyse der LLLRWQPPL- bzw. LLANAYIYVV-
reaktiven T-Zelllinien nach 4 Stimulationen (zuvor per Tetramer-Farbung gezeigt, Abb.4)
zusammen. Die Positivkontrolle erbrachte Zytokin-produzierende Subpopulationen zwischen
ca. 7-13% fur TNFa, IL-2 und IFNy bzw. ca. 18% fur CD107a. Dies sind fur PMA/lonomycin-
getriebene Stimulationen vergleichsweise niedrige Werte. Dementsprechend gering ist der
Anteil  Zytokin-positiver  Subpopulationen nach den L1CAM-Peptidstimulationen
(LLLRWQPPL/ LLANAYIYVV) mit 0,3%/ 0,9% fiur TNFa, 0,4%/ 0,7% fur CD107a, 0,4%/
0,8% fur IL-2 und 0,6%/ 1,5% fur IFNy. Eine deutliche Aussage bezuglich der
Polyfunktionalitat der untersuchten T-Zellen kann somit nicht aus diesem Experiment

gezogen werden. Zu diesem Zweck hatten die T-Zelllinien gegebenenfalls mit Hilfe der
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entsprechenden Tetramere sortiert und anschlieBend erneut durchflusszytometrisch
analysiert werden mussen. Um dennoch Aufschlisse uUber das zytotoxische Potential der
L1CAM-stimulierten T-Zelllinien zu erhalten, wurden sie daher zusatzlich in einem

Zytotoxizitatstest untersucht.

D.3.1.5 L1CAM-stimulierte T-Zelllinien sind peptispezifisch, aber nur
bedingt tumorzellreaktiv

Der ,Goldstandard® flr den Beweis, dass in vitro stimulierte T-Zellen die Fahigkeit besitzen
andere Zellen peptidspezifisch zu lysieren, ist der °'Cr-Freisetzungstest oder
Zytotoxizitatstest. Hierbei werden Zielzellen mit radioaktiven *'Chromationen beladen und
nach anschlieRender Kokultur mit Effektorzellen wird die Radioaktivitat der lysierten Zellen
im Uberstand gemessen (Kap. B.5.7). Fir diesen Versuch mit L1CAM-stimulierten T-Zellen
wurden als Zielzellen zunachst mit Peptid beladene T2-Zellen verwendet. Diese T-B-
lymphoblastoide Hybridzelllinie ist TAP-defizient, weshalb sie sich fir eine exogene
Peptidbeladung gut eignet und dann hohe Expressionsdichten fir den entsprechenden HLA-
A*02/Peptid-Komplex zeigt (Abb 21A). Um zu Uberprifen, ob die Peptide LLANAYIYVV und
LLLRWQPPL von Tumorzellen prozessiert und von spezifischen T-Zellen erkannt werden,
wurden auch die OvCa-Zelllinien FraWi (HLA-A*02/L1CAM*) sowie GG (HLA-
A*02'/L1CAM) (Kap. C.3.4) als Zielzellen eingesetzt. Sie wurden zudem in parallelen
Ansatzen mit den L1CAM-Peptiden exogen beladen (Abb. 21B,C).
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Abbildung 21: Zytotoxizitatstest mit L1CAM spezifischen T-Zellen.

Die mit LLANAYIYVV und LLLRWQPPL stimulierten T-Zellen wurden fir 4h und dem jeweiligen
L1CAM Peptid beladenen T2-Zellen inkubiert (A). Fir die Zytoxizitatstests B und C wurden FraWi
und GG-Zellen mit *'Cr beladen und mit den jeweiligen T-Zellen fiir 4h inkubiert. Ein Teil der FraWii-
Zellen war mit dem zur Stimulation verwendeten Peptid beladen. Dargestellt ist der Prozentsatz der
spezifischen Lyse bei unterschiedlichen Verhaltnissen von T-Zellen zu Zielzellen.
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Die in Abbildung 21 gezeigten LLANAYIYVV- bzw. LLLRWQPPL-stimulierten T-Zelllinien
zeigten in vorangegangenen IFNy-Farbungen 24% [LLANAYIYVV] und 17% [LLLRWQPPL]
positive T-Zellantworten (nicht gezeigt) Diese Zelllinien wurden im folgenden
Zytotoxizitatstest jedoch unsortiert eingesetzt. Zum Nachweis ihrer peptidspezifischen
Zytotoxizitdt wurden sie zunachst gegen entsprechend beladene T2-Zellen getestet (Abb.
21A). Bei einer T-Zellen : Zielzellen-Ratio von 30:1 zeigte die LLLRWQPPL-stimulierte T-
Zelllinie eine spezifische Lyse von ca. 60%, wahrend die LLANAYIYVV-stimulierte T-Zelllinie
bei 45% lag. Die Negativkontrolle (T2+p68) lag in beiden Fallen unter 10%. LLANAYIYVV-
bzw. LLLRWQPPL-stimulierte T-Zellen waren nur in der Lage, Tumorzellen nach exogener
Peptid-Beladung zu lysieren (ca. 20% bzw. 32%, T-Zellen : Zielzellen-Ratio 30:1).
Unbeladene FraWi-Zellen wurden nicht lysiert, obwohl sie das L1CAM-Antigen exprimieren
(Abb 5B,C). Die HLA-A*02'/L1CAM" OvCa-Zelllinie GG wurde nicht lysiert. Somit konnte
gezeigt werden, dass beide T-Zelllinien peptidspezifisch zytotoxisch sind und prinzipiell
Tumorzellen mit entsprechenden HLA/Peptid-Komplexen lysieren kénnen. Die ,natlrliche”
Prasentation dieser HLA/Peptid-Komplexe ist jedoch entweder zu gering oder die

verwendeten Epitope werden nicht prozessiert.

D.3.1.6 In OvCa-Patientinnen lassen sich LLANAYIYVV/LLLRWQPPL-
spezifische Gedachtnis-T-Zellen nachweisen.

Kultivierte Tumorzelllinien spiegeln nicht notwendigerweise die Antigenitat nativen
Tumorgewebes wieder und die in vitro Aktivierung von T-Zellen gesunder Spender reflektiert
nicht mogliche T-Zellantworten in Krebspatienten. Eine weitere Moglichkeit nachzuweisen,
ob die beiden von L1CAM-abgeleiteten Peptide von Tumorzellen prozessiert und prasentiert
werden, ware der Nachweis peptidspezifischer Gedachtnis-T-Zellen in PBMCs von OvCa-
Patientinnen.

Hier wurden PBMCs von neun HLA-A*02 positiven OvCa-Patientinnen (Tab. 30) mit dem in
Kap. B.4.12 beschriebenen Protokoll prastimuliert. Die Peptid-Prastimulierung war
notwendig, da ein ex vivo-Nachweis peptidspezifischer T-Zellen aus OvCa-Patientinnen nicht
gelang (nicht gezeigt). Zu jedem Prastimulationsansatz wurde auler den zwei L1CAM-
Peptiden zusatzlich das CMV-Peptid NLVPMVATV (HCMV pp65495-503) zugegeben. In
CMV sero-positiven Spendern flihrt die Zugabe dieses Peptids zu einer Vermehrung der
CMV-spezifischen Gedachtnis-T-Zellen und kann somit als Positivkontrolle fir die
Prastimulation verwendet werden. Da nicht bekannt war, ob die OvCa-Patientinnen CMV
sero-positiv oder -negativ waren, war die Zugabe von CMV-Peptid zur Prastimulation nicht

far alle Patientinnen eine Positivkontrolle.
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In einem Vorversuch wurde zunachst geklart, ob das Protokoll der Prastimulierung zu einer
in vitro Aktivierung naiver T-Zellen flihren kénnte. Dazu wurden PBMCs einer gesunden,
CMV sero-negativen Spenderin (D76), die nach in vitro Aktivierung mit L1CAM-abgeleiteten
Peptiden L1CAM-spezifische T-Zellen aufwies, in einem unabhangigen Ansatz dem Peptid-
Prastimulierungs-Protokoll unterzogen Diese Zellen wurden anschlieRend durch eine
kombinierte Tetramer- und intrazelluldre Zytokin-Farbung (Kap. B.5.6.) analysiert. Fir diese
Farbung werden die prastimulierten T-Zellen in einer Kurzzeit-Stimulation von 6h mit den zur
Prastimulation verwendeten Peptiden inkubiert. Zusatzlich wird ein Ansatz mit p68-Peptid als
Negativkontrolle analysiert. Dieser Ansatz wurde auch mit den L1CAM- und CMV-
Tetrameren gefarbt, da man nur dort eine deutlich sichtbare Population erwartet. T-Zellen,
die mit ihrem spezifischen Peptid stimuliert werden, regulieren ihren T-Zellrezeptor nach
Erkennung des Peptids herunter (TCR-Deregulation).

So sind in der ersten Zeile der Abbildung 22A die mit Tetramer gefarbten Ansatze mit p68-
Peptid zu sehen wahrend die Spalte darunter mit dem jeweiligen Peptid inkubiert wurde (Abb
22B). Dem Versuch wurde zusatzlich eine Negativkontrolle mit einem HIV-Tetramer

zugefigt. In allen folgenden Abbildungen werden nur lebende Einzelzellen gezeigt.
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Abbildung 22: Prastimulation fiihrt nicht zu in vitro Aktivierung CMV- oder L1CAM-spezifischer
T-Zellen.

Die prastimulieten PBMCs von Spender D76 wurden nach einer Kurzzeit-Stimulation in einer
kombinierten Tetramer- und intrazellularen Zytokin- Farbung der T-Zellen auf ihre peptidspezifische
Polyfunktionalitat getestet (A). Nach 6h Inkubation bei 37°C in Gegenwart der entsprechenden
Peptide und p68-Peptid als Negativkontrolle (B) wurden die Zellen extrazelluar mit CD8 PE-Cy7 und
CD107a FITC und intrazellular mit IFNy PE-Cy7, IL-2 APC und TNFa PB gefarbt. Zusatzlich wurden
die Ansatze mit p68-Peptid mit den PE-konjugierten CMV-, HIV-, LLANAYIYVV- und LLLRWQPPL-
Tetrameren gefarbt. B zeigt die Peptid-Zugabe wahrend der Kurzzeit-Stimulation zu den
verschiedenen Farbe-Anséatzen (LLA=LLANAYIYVV, LLL=LLLRWQPPL).

Abbildung 22 fasst zusammen, dass die Peptid-Prastimulation mit dem CMV-Peptid und den
L1CAM-Peptiden nicht zur Stimulation naiver T-Zellen fiihrt, da diese weder eine spezifische

Tetramer-Bindung noch Peptid-induzierte Zytokinproduktion zeigten.

Somit konnte diese Methodik der Peptid-Prastimulation verwendet werden, um L1CAM-

spezifische Gedachtnis-T-Zellen in PBMCs von OvCa-Patientinnen nachzuweisen. Die
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PBMCs aller neuen HLA-A*02-positiven OvCa-Patientinnen wurden mit dem Peptid-
Prastimulationsprotokoll stimuliert. AnschlieRend wurde in einer Tetramer-Farbung Uberprift,
ob sich L1CAM- oder CMV-peptidspezifische Gedachtnis-T-Zellen vermehrt haben. Konnten
solche Zellen nachgewiesen werden, wurde weiter eine kombinierte Tetramer- und
intrazellulare Zytokin-Farbung der T-Zellen durchgefuhrt. In zwei der neun OvCa-
Patientinnen konnten LLANAYIYVV und LLLRWQPPL spezifische T-Zellen durch Tetramer-
Farbung nachgewiesen werden. Die Ubrigen sieben Patientinnen, unter denen auch eine
Zervix- und eine Mammakarzinom-Patientin waren, zeigten keine peptidspezifischen
Gedachtnis-T-Zellen. Diese Prastimulations-Versuche wurden fur die PBMCs aller

Patientinnen mindestens zweimal durchgefuhrt und zeigten jeweils die gleichen Ergebnisse.

In Abbildung 23 sind exemplarisch die Tetramer-Farbungen der PBMCs der beiden
Patientinnen gezeigt, in denen sich L1CAM-spezifische Gedachtnis-T-Zellen nachweisen
lielen (Abb 7B und 7C). Zusatzlich zeigt Abbildung 7A PBMCs einer Patientin, bei der sich
weder CMV- noch L1CAM-spezifische Zellen durch Tetramere anfarben lieRen. Um die
Analysen verschiedener OvCa-Patienten PBMCs mittels durchflusszytometrischer Methoden
direkt vergleichen zu kdnnen, wurden sie zeitgleich und mit denselben Antikdrper- bzw.

Tetramer-Chargen durchgefihrt.
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Abbildung 23: PBMCs von OvCa-Patientinnen konnen L1CAM-spezifische Gedéachtnis-T-Zellen
enthalten.

Die prastimulierten PBMCs der Patientinnen ISI (A), KBR (B) und SKR (C) wurden mit PE-
konjugierten CMV-, HIV-, LLANAYIYVV- und LLLRWQPPL-Tetrameren gefarbt. Das HIV-Tetramer
diente hierbei als Negativkontrolle. Zusatzlich wurden die Zellen mit CD8 PE-Cy7 gefarbt. Die
Patientinnen SKR und KBR zeigten deutliche T-Zellpopulationen fir das CMV- und die beiden
L1CAM-Tetramere. Die PBMCs der Patientin ISI zeigten fir keines der Tetramere eine T-
Zellpopulation. Das HIV-Tetramer zeigte wie erwartet keine Bindung.

Abbildung 23A zeigt Daten der Patientin ISI, deren PBMCs nach Peptid-Prastimulation im
Vergleich zur HIV-Tetramer Kontroll-Farbung keine CMV-, LLANAYIYVV- oder
LLLRWQPPL-spezifische T-Zellpopulationen aufwiesen. Im Gegensatz dazu sind in den
PBMCs der Patientin KBR (Abb 23B) ca. 8% CMV-spezifische CD8+-T-Zellen nachweisbar,
was auf eine durchlaufende CMV-Infektion schlieen lasst. Ebenfalls weist diese Patientin
deutliche Populationen LLANAYIYVV- und LLLRWQPPL-spezifischer T-Zellen in den
Tetramer-Farbungen auf. Bei der Patientin SKR wurden ebenfalls sowohl CMV-spezifische
(ca. 6%), LLANAYIYVV-spezifische (ca. 3%) und LLLRWQPPL-spezifische (ca 2%) T-
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Zellpopulationen nachgewiesen (Abb. 23C). Zusammenfassend kann man sagen, dass sich
durch Prastimulation von OvCa-Patientinnen PBMCs mit den Peptiden LLANAYIYVV und
LLLRWQPPL Gedéachtnis-T-Zellen vermehren lieRen. Diese konnten anschliel3end durch die

entsprechenden Tetramere spezifisch dargestellt werden.

Um die Funktionalitdt L1CAM-spezifischer T-Zellen aus OvCa-Patientinnen ndher zu
beleuchten, wurden sie in einer kombinierten Tetramer- und intrazellularen Zytokin-Farbung
untersucht. Hierzu wurden die Zellen, wie schon zuvor beschrieben, bei 37°C fir 6h mit p68-
Peptid als Negativkontrolle und den L1CAM-Peptiden bzw. dem CMV-Peptid inkubiert. In der
anschlielenden Farbung wurden sowohl dem Ansatz mit p68-Peptid als auch dem Ansatz
mit spezifischem Peptid das jeweilige Tetramer zugesetzt um gegebenenfalls eine
Deregulierung des T-Zellrezeptors beobachten zu kénnen. In der folgenden Abbildung ist
exemplarisch die Farbung von T-Zellen der Patientin KBR mit den Tetrameren gegen CMV
und LLANAYIYVV dargestellt. Dieselben Beobachtungen konnte man bei der kombinierten

Tetramer- und Zytokin-Farbung mit den Zellen der Patientin SKR machen (nicht gezeigt).
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B Schema der Peptid-Zugabe
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Abbildung 24: Prastimulierte PBMCs der OvCa-Patientin KBR zeigen eine TCR-Deregulation,
aber keine Peptid-induzierte Zytokinproduktion.
A zeigt die prastimulieten PBMCs der Patientin KBR, die in einer kombinierten Tetramer- und
intrazellularen Zytokin-Farbung auf ihre peptidspezifische Polyfunktionalitdt getestet wurden. Als
Negativkontrolle diente jeweils ein Ansatz mit p68-Peptid. Nach 6h Inkubation bei 37°C in Gegenwart
der entsprechenden Peptide wurden die Zellen extrazelluar mit CD8 PE-Cy7und CD107a FITC und
intrazellular mit IFNy PE-Cy7, IL-2 APC und TNFa PB gefarbt. Zusatzlich wurden die Ansatze mit p68-
Peptid mit den PE-konjugierten CMV-, HIV-, LLANAYIYVV- und LLLRWQPPL-Tetrameren gefarbt. B

zeigt die Peptid-Zugabe wahrend der Kurzzeit-Stimulation zu den verschiedenen Farbe-Ansatzen
(LLA=LLANAYIYVV, LLL=LLLRWQPPL).

Im Ansatz mit p68-Peptid und dem CMV Tetramer ist eine deutlich abgrenzbare Tetramer-
positive Subpopulation zu sehen. Diese verschiebt sich nach Stimulation mit dem CMV-
Peptid (2. Spalte) aufgrund der TCR-Deregulation nach links unten. Das bedeutet, dass
sowohl die CD8-Expression als auch die Expression des T-Zellrezeptors der Tetramer-
positiven Zellen abnimmt. Betrachtet man parallel die Zytokin-Farbungen der mit CMV- und
p68-Peptid Kurzzeit-stimulierten T-Zellen (1. und 2. Spalte), kann man eine deutliche
Zytokinproduktion bei dem mit CMV-Peptid stimulierten Ansatz erkennen. Der Ansatz mit
p68-Peptid zeigt hingegen keine Populationen zytokinproduzierender T-Zellen. Die Farbung
fur IL-2 ist sehr schwach, wahrend die Farbung fur CD107a einen hohen Hintergrund
erzeugt. So steigen die Expressionen von IFNy und IL-2 bei Zugabe von CMV-Peptid nur
sehr schwach (IFNy 0,2% auf 1,6%, IL-2 0% auf 0,5%). Ein sehr starker Anstieg zeigt sich
dagegen bei CD107a und TNFa (CD107a 0% auf 60,2%, TNFa 0% auf 16,3%). Bei dem
Ansatz zur Negativkontrolle mit p68-Peptid und HIV-Tetramer sieht man, wie erwartet, weder
fur das Tetramer noch fir die Zytokine eine Farbung. Betrachtet man den Ansatz mit p68-
Peptid und LLANAYIYVV-Tetramer, sieht man eine deutliche Population Tetramer-bindender
T-Zellen, die sich zwar nicht so deutlich abgrenzt wie die CMV-Population, sich aber deutlich
von der Negativkontrolle unterscheidet. In dem Ansatz, in dem die LLANAYIYVV-stimulierten
T-Zellen mit dem korrespondierenden Tetramer gefarbt wurden (5. Spalte), sieht man im
Vergleich zum Ansatz mit p68-Peptid eine geringere TCR-Expressionsdichte (54,4% auf

49,6%). Dies kann man als zusatzlichen Spezifitdtshinweis werten. Im Gegensatz zur
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Stimulation mit CMV-Peptid konnten nach Kurzzeit-Stimulation mit LLANAYIYVV keine
Peptid-induzierte Zytokinproduktion festgestellt werden.

Im Blut der beiden Patientinnen KBR und SKR sind somit zwar LLANAYIYVV-Peptid-
spezifische T-Zellen nachweisbar, diese zeigen jedoch keine Effektorfunktionen im Sinne
einer Peptid-induzierten Zytokinproduktion. Ahnliche Beobachtungen wurden schon in
anderen Studien gemacht, die vor allem Tumor-infiltrierende Lymphozyten untersuchten
(Carrabba et al. 2003; Whiteside et al. 1986). Speziell der Verlust der IL-2-Produktion trotz
adaquater Kostimulation, zusammen mit der Entwicklung eines toleranten Phanotyps, wurde
sowohl in Menschen (Gervois et al. 1996) als auch in Mausen bereits gezeigt (Slansky et al.
2000).

D.3.2 VEGF
D.3.2.1 Charakterisierung ausgewahlter VEGF-abgeleiteter Peptide

Das Mitogen VEGF spielt eine zentrale Rolle in der Angiogenese und wird vor allem von
Endothelzellen exprimiert. Es wird in 77% aller OvCa Uberexprimiert und ist ein interessantes
Tumorantigen, da es sowohl von angiogenetischen Endothelzellen im Tumor als auch von
den Tumorzellen selber exprimiert wird (Kap. C.1.2). Das Protein ist mit 232 Aminosauren
relativ klein und nach Epitopvorhersage mit Hilfe der SYFPEITHI-Datenbank wurden nur vier
Peptide mit den besten ,Scores® flir weitere Experimente ausgewahlt und synthetisiert. Diese
Peptide wurden durch einen Peptidbindungs-Kompetitions-Test auf ihre Fahigkeit hin
Uberprift, an HLA-A*02-Molekile zu binden (Kap. B.5.3.).

Tabelle 32:Auflistung der von VEGF abgeleiteten Peptide mit SYFPHEITI-Score und
Bindungsaffinitat.

@ gibt die Position des Peptids in der Aminoséduresequenz des Proteins an, bgibt die relative
Bindungsaffinitdt (rBA) an. Diese ergibt sich durch den Vergleich mit einem Reporterpeptid und
dessen Verdrangung durch ein gut bindendes, positives Kontrollpeptid und dem zu analysierenden

Peptid.
L SYPEITHI- o/ b
Position Sequenz Score rBA (%)
4-12 LLSWVHWSL 24 1241
VEGF-A 232 | 13-21 ALLLYLHHL 24 22.8
Aminosauren|  3-12 FLLSWVHWSL 25 103, 1
71-80 | YIFKPSCVPL 23 59,2

Die vier von VEGF abgeleiteten Peptide sind vor allem im N-terminalen Bereich des Proteins
lokalisiert. Dabei unterscheiden sich zwei der Peptide nur durch die Aminosaure

Phenylalanin, die an das Peptid LLSWVHWSL am N-Terminus angehangt ist. So wurden
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zwei Decamere und zwei Nonamere ausgewahlt und die SYFPEITI-Scores laggen zwischen
25 und 23. Die gemessenen Bindungsaffinitdten variieren von 23% bis 124%. Das heilt,
dass die beiden von VEGF abgeleiteten Peptide LLSWVHWSL und FLLSWVHWSL besser
an das HLA-A*02-Molekil binden als das als Positivkontrolle verwendete p68-Peptid
YLLPAIVHI.

D.3.2.2 Zwei von vier VEGF-Peptiden induzieren eine spezifische in IFNy
Antwort in T-Zellen

Nach dem in Kapitel D.2.2 und D.2.3 beschriebenen Schema der in vitro Aktivierung von T-
Zellen und der Peptid-Validierung konnten gegen zwei der vier von VEGF abgeleiteten
Peptide eine IFNy T-Zellantwort erhalten werden. Nach drei bis vier Stimulationen mit allen
vier Peptiden konnten in 15 von 23 gesunden Spendern immer nur flr die Peptide
LLSWVHWSL und FLLSWVHWSL IFNy T-Zellantworten gemessen werden. In der folgenden
Abbildung 25 sind exemplarisch die in vitro aktivierten Zellen des Spenders D20 dargestellt.
Sie wurden nach dem in Kapitel B.5.5 beschriebenen Protokoll auf ihre Peptidspezifitat hin
untersucht. Dem Farbeansatz wurde als Negativkontrolle immer ein Ansatz mit dem p68-
Peptid YLLPAIVHI zugefligt. Fir die Auswertung wurden im SSC-H gegen FSC-H Dot-Blot

die lebenden Lymphozyten eingegrenzt und in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abbildung 25: Intrazellulare IFNy-Farbung der mit VEGF Peptiden LLSWVHWSL und
FLLSWVHWSL stimulierten T-Zellen.

Die in vitro aktivierten T-Zellen von Spender D20 wurden in einer IFNy-Farbung auf ihre
Peptidspezifitat getestet. Als Negativkontrolle dienten Anaatze mit p68-Peptid (a und b). Nach 6h
Inkubation bei 37°C in Gegenwart der entsprechenden Peptide (¢ und d) wurden die Zellen
extrazelluar mit CD8 PE-Cy7 und intrazellular mit IFNy PE gefarbt.

Abbildung 25 zeigt die IFNy T-Zellantworten des Spenders D20 nach vier Stimulationen. Die
Negativkontrolle zeigt eine IFNy T-Zellantwort von 0,1% bzw. 0,4% in den T-Zellen beider
Stimulationsansatze. Zieht man diesen Hintergrund von der Antwort auf die beiden VEGF-
Peptide ab, ergibt sich eine peptidspezifische IFNy T-Zellantwort von ca. 8% [LLSWVHWSL]
bzw. 5% [FLLSWVHWSL] (Abb.25c und 25d). Zusammenfassend kann man sagen, dass die
Peptide LLSWVHWSL und FLLSWVHWSL nach in vitro Aktivierung eine IFNy T-Zellantwort

in gesunden Spendern induzieren kénnen.
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D.3.2.3 VEGF Peptide LLSWVHWSL und FLLSWVHWSL stimulieren T-
Zellen mit entsprechend spezifischem TCR

Nach Validierung der zwei VEGF-abgeleiteten Peptide LLSWVHWSL und FLLSWVHWSL
durch IFNy T-Zellantworten wurde fir FLLSWVHWSL ein Tetramer (Kap. B.3.1) hergestellt.
Die Herstellung des LLSWVHWSL-Tetramers war nicht erfolgreich. Das FLLSWVHWSL-
Tetramer wurde weiter verwendet, um die peptidspezifischen T-Zellrezeptoren der
stimulierten T-Zellen anzufarben (Kap. B.5.4.). In der folgenden Abbildung 26 sind
exemplarisch die mit Tetramer gefarbten T-Zellen des Spenders D41 dargestellt. Fur die
Negativkontrolle wurden die Zellen mit einem Tetramer gefarbt, gegen dessen Peptid sie
nicht stimuliert worden waren. Fir die Auswertung wurden im SSC-H gegen FSC-H Dot-Blot
die lebenden Lymphozyten eingegrenzt und dann in einem FSC-H gegen FSC-A Dot-Blot die
Einzelzellen von den Dubletten abgegrenzt. In den folgenden Abbildungen sind also nur

lebende Einzelzellen dargestellt.
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Abbildung 26: Tetramer-Farbung der mit dem VEGF-Peptid FLLSWVHWSL-stimulierten T-
Zellen.

Die in vitro aktivierten T-Zellen von Spender D41 wurden in einer Tetramer-Farbung auf ihre
Peptidspezifitat getestet. Vor der Tetramer-Farbung wurden die T-Zellen mit CD8 PerCP gefarbt. Als
Negativkontrolle (a) wurden die Zellen mit einem Tetramer kreuzgefarbt, gegen dessen Peptid sie
nicht stimuliert worden waren (z.B. LLANAYIYVV- oder LLRWQPPL-Tetramer).
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Abbildung 26 zeigt die Tetramer-Farbungen der T-Zellen des Spenders D41 nach 4
Stimulationen. Der Dot Blot in Abbildung 26b zeigt eine deutliche Zellpopulation, die
bestatigt, dass eine Subpopulation der mit den Peptiden stimulierten T-Zellen einen fiir das
Peptid spezifischen T-Zellrezeptor besitzt. Zieht man die Negativkontrolle als Hintergrund ab
ergab sich flir Spender D41 eine Tetramer-positive Subpopulation von 1%. Somit kann man
sagen, dass durch in vitro Aktivierung in gesunden Spendern mit dem Peptid FLLSWVHWSL
T-Zellen expandiert werden, deren T-Zellrezeptor mit FLLSWVHWSL-Tetramer angefarbt

werden konnen.

D.3.2.4 VEGF-stimulierte T-Zelllinien sind peptispezifisch und die
LLSWVHWSL T-Zelllinie auch tumorzellreaktiv

Die mit den VEGF-Peptiden LLSWVHWSL und FLLSWVHWSL in vitro stimulierten T-Zellen
wurden ebenfalls in einem Zytotoxizitatstest analysiert. Als Zielzellen wurden zunachst mit
Peptid beladene T2-Zellen verwendet (Abb. 27A).

Um zu Uberprifen, ob die Peptide LLSWVHWSL und FLLSWVHWSL von Tumorzellen
prozessiert und von spezifischen T-Zellen erkannt werden, wurden auch die OvCa-Zelllinien
Frawi (HLA-A*02'/VEGF') sowie GG (HLA-A*02'/VEGF') (Kap. C.3.4) als Zielzellen
eingesetzt. Die Zelllinie FraWia wurden zudem in parallelen Ansatzen mit den VEGF-
Peptiden exogen beladen (Abb. 27 B,C). Die Zelllinie GG wurde dagegen nur unbeladen und

mit p68-Peptid beladen als Negativkontrolle verwendet.
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Abbildung 27: Zytotoxizitatstest mit VEGF-spezifischen zytotoxischen T-Zellen.

Die mit LLSWVHWSL und FLLSWVHWSL stimulierten T-Zellen wurden fir 4h und dem jeweiligen
VEGF Peptid oder p68-beladenenen T2-Zellen inkubiert (A). Fir die Zytoxizitatstests B und C wurden
FraWi- und GG-Zellen mit °'Cr beladen und mit den jeweiligen T-Zellen fiir 4h inkubiert. Ein Teil der
FraWu-Zellen war mit dem zur Stimulation verwendeten Peptid beladen und ein Teil der GG-Zellen
war als Negativkontrolle mit p68-Peptid beladen. Dargestellt ist der Prozentsatz der spezifischen Lyse
bei unterschiedlichen Verhaltnissen von T-Zellen zu Zielzellen.
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Die in Abbildung 27A gezeigten LLSWVHWSL- bzw. FLLSWVHWSL-stimulierten T-Zelllinien
zeigten in vorangegangenen IFNy-Farbungen 18% [LLSWVHWSL] und 20%
[FLLSWVHWSL] positive T-Zellantworten (nicht gezeigt). Diese Zelllinien wurden im
Zytotoxizitatstest jedoch unsortiert eingesetzt. Zum Nachweis ihrer peptidspezifischen
Zytotoxizitdt wurden sie zunachst gegen entsprechend beladene T2-Zellen getestet (Abb.
27A). Bei einer T-Zellen : Zielzellen-Ratio von 30:1 zeigte die LLSWVHWSL-stimulierte T-
Zelllinie eine spezifische Lyse von ca. 70%, wahrend die FLLSWVHWSL-stimulierte T-
Zelllinie bei 60% lag. Die Negativkontrolle (T2+p68) lag in beiden Fallen um 10%.
LLSWVHWSL- bzw. FLLSWVHWSL-stimulierte T-Zellen waren in der Lage, Tumorzellen
nach exogener Peptid-Beladung zu lysieren (ca. 27% bzw. 20%, T-Zellen : Zielzellen-Ratio
30:1).

Wie erwartet, wurde die unbeladene HLA-A*02'/VEGF OvCa-Zelllinie nicht lysiert. Die
unbeladene HLA-A*02°/VEGF® OvCa-Zelllinie GG wurde hingegen von LLSWVHWSL-
stimulierten T-Zellen lysiert (Abb. 27C). Die mit p68-Peptid beladenen GG-Zellen wurden
hingegen ,gerettet” und nicht lysiert. Dieser Effekt kann dadurch erklart werden, dass bei der
Beladung mit dem p68-Peptid die natirlich prasentierten VEGF-Liganden verdrangt wurden.
Somit kann der VEGF-abgeleitete HLA-Ligand LLSWVHWSL als T-Zellepitop betrachtet
werden und die gezeigte Lyse unbeladener Tumorzellen ist ein Beweis, dass der

vorhergesagte Ligand auch in vivo prozessiert und prasentiert wird.

D.3.3 Weitere untersuchte Tumorantigene

Im folgenden Kapitel sollen exemplarisch funktionelle T-Zellanalysen bezlglich in silico
vorhergesagter HLA-A*02-Liganden der TAA Jagged2, SPAGY9 und CA125 dargestellt
werden. Da zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht fir alle Peptide alle Validierungsschritte
durchgefiihrt werden konnten, sind die folgenden Ergebnisse als erste Schritte in der
Validierung eines HLA-Liganden als potentielles T-Zellepitop bzw. als therapeutisch

nutzbares Peptid in der Tumortherapie zu sehen.

D.3.3.1 Sechs von neun Jagged2-Peptiden induzieren eine spezifische
IFNy—Antwort in T-Zellen

Jagged2 ist ein Notch-Ligand und spielt eine zentrale Rolle bei der embryonalen
Entwicklung. Bei einer Uberexpression in Tumoren greift Jagged?2 in die Zytokinexpression
ein, und ist somit ein interessantes Tumorantigen (Kap. C.1.5.). In 50% aller OvCa wurde
Uberexprimierte Jagged2 mRNA gefunden, was durch eigene Untersuchungen bestatigt
werden konnte (Tabelle 28). Bei der Epitopvorhersage mit Hilfe der SYFPEITHI-Datenbank
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wurden neun Peptide mit den besten ,Scores” fir weitere Experimente ausgewahlt und

synthetisiert.

Tabelle 33: Auflistung der von Jagged2-abgeleiteten Peptide mit SYFPHEITI-Score.
Grau unterlegt sind die Peptide, gegen die eine IFNy T-Zellantwort gemessen werden konnte.

Position Sequenz SYg SITHE
core
1060-1068 | SLLLAVTEV 30
990-998 | AICSGIRSL 28
1062-1070 | LLAVTEVKV 28
Jagged2 | 912-920 | LLAGQPEAL 27
1238 [095-1113 | WLACVVLOV. 27
Amino-
sAuren 13-21 LLLLLALWV 26
74-82 | CLKEYQAKV 26
250-258 | NLLHGGCTV 26
8-16 RLPRRLLLL 25

Nach dem in Kapitel D.2.2. und D.2.3 beschriebenen Schema der in vitro Aktivierung von T-
Zellen und der Peptid-Validierung konnte gegen sechs der neun von Jagged2-abgeleiteten
Peptiden eine IFNy T-Zellantwort erhalten werden. Nach drei bis vier Stimulationen mit allen
neun Peptiden konnten in einem (AICSGIRSL, LLAVTEVKY, WLACVVLCV) und zwei
(CLKEYQAKYV, NLLHGGCTYV) von vier gesunden Spendern IFNy T-Zellantworten gegen die
entsprechenden Peptide gemessen werden. In der folgenden Abbildung 28 sind
exemplarisch die in vitro aktivierten Zellen des Spenders D69 dargestellt, der Antworten
gegen alle 6 Peptide zeigte. Die T-Zellen wurden nach dem in Kapitel B.5.5. beschriebenen
Protokoll auf ihre Peptidspezifitat hin untersucht. Dem Farbeansatz wurde als
Negativkontrolle immer ein Ansatz mit dem p68-Peptid YLLPAIVHI zugeflgt. Fir die
Auswertung wurden im SSC-H gegen FSC-H Dot-Blot die lebenden Lymphozyten

eingegrenzt und in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abbildung 28: Intrazelluldre IFNy-Farbung der mit Jagged2-abgeleiteten Peptiden stimulierten
T-Zellen.

Die in vitro aktivierten T-Zellen von Spender D69 wurden in einer IFNy Farbung auf ihre
Peptidspezifitait getestet. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz mit p68-Peptid (a). Nach 6h
Inkubation bei 37°C in Gegenwart der entsprechenden Peptide (b-g) wurden die Zellen extrazelluar
mit CD8 PE-Cy7 und intrazellular mit IFNy PE gefarbt (b-g).

Abbildung 13 zeigt die IFNy T-Zellantworten des Spenders D69 nach vier Stimulationen.
Exemplarisch fur die 6 T-Zelllinien ist nur eine Negativkontrolle dargestellt, die eine IFNy T-
Zellantwort von 0,2% zeigt. Zieht man diesen Hintergrund von der Antwort auf die Jagged2-
Peptide ab, ergeben sich peptidspezifische IFNy T-Zellantworten von 0,9% [LLAVTEVEV],
1,6% [AICSGIRSL], 21,8% [RLPRRLLLL], 2,7% [CLKEYQAKYV], 7,8% [NLLHGGCTV] und
8,3% [WLACVVLCV] (Abb 28c-g). Diese Ergebnisse konnten fur den Spender D69 dreimal
reproduziert werden. In einem von drei weiteren Spendern konnten nur IFNy T-Zellantworten
gegen die Peptide CLKEYQAKYV und NLLHGGCTV gemessen werden.

D.4.1.1 Zwei von 14 SPAG9-Peptiden induzieren eine spezifische IFNy-
Antwort in T-Zellen

SPAGY ist ein Oberflachenprotein und wird ausschlieRlich in haploiden Spermienzellen
exprimiert. Es gehort zu den Cancer/Testis-Antigenen und die Tatsache, dass zwei Drittel
der OvCa-Patientinnen Antikérper gegen SPAG9 bilden, machen es zu einem idealen TAA,

das immunogen ist und gleichzeitig nicht auf Normalgewebe exprimiert wird (Kap. C.1.8).
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SPAGS ist laut Literatur in 90% aller OvCa Uberexprimiert. In den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefluhrten Analysen lag die Expressionshaufigkeit bei 45% (Tabelle 28). Bei der
Epitopvorhersage mit Hilfe der SYFPEITHI-Datenbank wurden 14 Peptide mit den besten

,ocores” fur weitere Experimente ausgewahlt und synthetisiert.

Tabelle 34: Auflistung der von SPAG9-abgeleiteten Peptide mit SYFPHEITI-Score.
Grau unterlegt sind die Peptide, gegen die eine IFNy T-Zellantwort gemessen werden konnte.

Position Sequenz SYg vl

core
419-427 | QLLETKNAL 26
837-845 | SLLGGITVV 32
343-351 | AIIESTPEL 29
1016-1024 | ALADGTLAI 29
49-57 | ELMPLV\VAV 28
SPAGY | 433-441 | DLIAKVDEL 28
1321 297-306 | HLKFRISHEL 21
Amino- 37-46 | RLIGRYDEEV 26
sauren 447-455 | VLQGELEAV 28
609-618 | FLSEETEASL 27
19-27 | VMSERVSGL 26
56-64 | AVLENLDSV 26
413-421 | LILENTQLL 26
998-1006 | KLKDSILSI 26

Nach dem in Kapitel D.2.2 und D.2.3 beschriebenen Schema des in vitro Aktivierung von T-
Zellen und der Peptid-Validierung konnte gegen zwei der 14 von SPAG9-abgeleiteten
Peptiden eine IFNy T-Zellantwort erhalten werden. Nach drei bis vier Stimulationen mit allen
14 Peptiden konnten in vier von sieben gesunden Spendern IFNy T-Zellantworten gegen
SLLGGITVV und in drei von neun gesunden Spendern IFNy T-Zellantworten gegen
ELMPLVVAYV gemessen werden. In der folgenden Abbildung 29 sind exemplarisch die in
vitro aktivierten T-Zellen des Spenders D107 dargestellt. Die T-Zellen wurden nach dem in
Kapitel B.5.5 beschriebenen Protokoll auf ihre Peptidspezifitat hin untersucht. Dem
Farbeansatz wurde als Negativkontrolle immer ein Ansatz mit dem p68-Peptid YLLPAIVHI
zugefugt. Fur die Auswertung wurden im SSC-H gegen FSC-H Dot-Blot die lebenden

Lymphozyten eingegrenzt und in den folgenden Abbildungen dargestellt.

149



D Ergebnisse und Diskussion zum in silico-Ansatz zur Definition neuer T-Zellepitope

Negativkontrolle Negativkontrolle mit
mit p68 Peptid p68 Peptid
a [YLLPAIVHI] b [YLLPAIVHI]
A
0% 0,2%
~
>
Q
| ¢ sLeaiTw d ELMPLVVAV
©
Q 1,2%

IFNy PE

Abbildung 29: Intrazelluldre IFNy-Farbung der mit SPAG9 abgeleiteten Peptiden stimulierten T-
Zellen

Die in vitro aktivierten T-Zellen von Spender D107 wurden in einer IFNy Farbung auf ihre
Peptidspezifitat getestet. Als Negativkontrolle diente jeweils ein Ansatz mit p68-Peptid (a und b). Nach
6h Inkubation bei 37°C in Gegenwart der entsprechenden Peptide (¢ und d) wurden die Zellen
extrazelluar mit CD8 PE-Cy7 und intrazellular mit IFNy PE gefarbt.

Abbildung 29 zeigt die IFNy T-Zellantworten des Spenders D107 nach vier Stimulationen. Die
Negativkontrollen zeigen IFNy T-Zellantworten von 0% und 0,2% in den T-Zellen beider
Stimulationsansatze (Abb. 14a und 14b). Zieht man diesen Hintergrund von der Antwort auf
die beiden SPAG9-Peptide ab, ergibt sich eine peptidspezifische IFNy T-Zellantwort von ca.
1% [SLLGGITVV] und ca. 23% [ELMPLVVAV] (Abb.29c und 29d).

Die mit den SPAG9-Peptiden SLLGGITVV- und ELMPLVVAV-stimulierten T-Zellen wurden
nun weiter in einem Zytotoxizitatstest analysiert. Hierbei wurden die SLLGGITVV-
spezifischen T-Zellen mit Peptid-beladenen T2-Zellen inkubiert (A), wahrend die
ELMPLVVAV-spezifischen T-Zellen mit der Peptid-beladenen OvCa-Zelllinie GG inkubiert
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wurden (B). Als Negativkontrolle dienten in Abb. 30A p68-beladene T2-Zellen, wahrend in
Abb. 30B die unbeladene HLA-A*02"/SPAG9" OvCa-Zelllinie GG verwendet wurde.
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Abbildung 30: Zytotoxizitatstest mit SPAG9-spezifischen zytotoxischen T-Zellen.

Die mit SLLGGITVV- und ELMPLVVAV-stimulierten T-Zellen wurden fiir 4h mit *'Cr beladen Zielzellen
inkubiert. Fir A wurden T2-Zellen mit SLGGITVV oder p68-beladenen. Fir B wurden beladene und
unbeladene GG-Zellen verwendet. Dargestellt ist der Prozentsatz der spezifischen Lyse bei
unterschiedlichen Verhaltnissen von T-Zellen zu Zielzellen
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Die in Abbildung 30 gezeigten SLLGGITVV- bzw. ELMPLVVAV-stimulierten T-Zelllinien
zeigten in vorangegangenen IFN(I-Farbungen 1% [SLLGGITVV] bzw. 23% [ELMPLVVAV]
positive T-Zellpopulationen (Abb 29). Diese T-Zellen wurden im folgenden Zytotoxizitatstest
jedoch unsortiert eingesetzt. Zum Nachweis ihrer peptidspezifischen Zytotoxizitat wurden sie
gegen entsprechend beladene T2-Zellen (Abb. 30A) bzw. gegen die Peptid-beladene OvCa-
Zelllinie GG getestet (Abb. 30B). Bei einer T-Zellen : Zielzellen-Ratio von 30:1 zeigte die
SLLGGITVV-stimulierte T-Zelllinie eine spezifische Lyse von ca. 25%. Die ELMPLVVAV-
stimulierte T-Zelllinie zeigte bei einer T-Zellen : Zielzellen-Ratio von 14:1 eine spezifische
Lyse von 60%. Die Negativkontrollen (T2+p68, GG-unbeladen) lagen in beiden Fallen um
0%. SLLGGITVV- bzw. ELMPLVVAV-stimulierte T-Zellen waren in der Lage, T2-Zellen und
Tumorzellen nach exogener Peptid-Beladung zu lysieren.

In diesem Fall ware es interessant gewesen, zusatzlich zu unbeladenen GG-Zellen eine
unbeladene HLA-A*02"/SPAG9* OvCa-Zelllinie als Zielzellen einzusetzen. Leider reichte die

Menge an ELMPLVAVV-stimulierten T-Zellen fiir einen solchen Versuch nicht aus.

D.4.1.2 Vier von 23 CA125-Peptiden induzieren eine spezifische IFNy-
Antwort in T-Zellen

Das Glykoprotein CA125 ist ein Oberflachenprotein, wird aber auch sezerniert und im Fetus
und im Bauchraum exprimiert. CA125 wird schon lange als Tumormarker fir OvCa
verwendet und in 80% aller OvCa in fortgeschrittenem Stadium Uberexprimiert. (Kap. C.1.6).
Diese Expression konnte auch durch eigene Untersuchungen bestatigt werden (Tabelle 28).
Da das Protein mit 200 kDa sehr groR ist, wurden bei der Epitopvorhersage mit Hilfe der
SYFPEITHI-Datenbank 23 Peptide mit den besten ,Scores fir weitere Experimente

ausgewahlt und synthetisiert.
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Tabelle 35: Auflistung der von CA125-abgeleiteten Peptide mit SYFPEITHI-Score.
Grau unterlegt sind die Peptide, gegen die eine IFNy T-Zellantwort gemessen werden konnte.

Position Sequenz SYg(iI:-eHI'
13781-13789 | SLPGHTAPV 28
15605-15613 | KLTRGIIEL 28
14825-14833 | NLTNGIQEL 27
9671-9679 | SLATSQVTL 28
9762-9770 | LILPGLVKT 28
8707-8715 | SLTSGLREI 27
10554-10562 | ALPRTTPSV 27
11192-11200 | KMISAIPTL 28
11312-11320 | TISPGIPGV. 28

CA125 5073-5081 | LLTSGLVKI 29
22152 6556-6564 | DMLASVASL 27
Amino- | 14136-14144 | VLQGLLGPL 28
sauren | 41316-11324 | GIPGVLTSL 27
11872-11880 | GLLETTGLL 27
21311-21319 | VLQGLLRSL 30
22100-22108 | VILIGLAGL 30
21768-21776 | YLGCQLISL 28
20587-20595 | QLYWELSKL 27
21062-21070 | QLTHGITEL 27

63-71 TLASPTSSV 27
2051-2059 |WLWDLTTSL 27
7556-7564 | SLATEANTV 27

Nach dem in Kapitel D.2.2 und D.2.3 beschriebenen Schema der in vitro Aktivierung von T-
Zellen und der Peptid-Validierung konnte gegen vier der 23 von CA125-abgeleiteten
Peptiden eine IFNy T-Zellantwort erhalten werden. Nach drei bis vier Stimulationen mit allen
23 Peptiden konnten in gesunden Spendern unterschiedlich haufig IFNy T-Zellantworten
gemessen werden. Hierbei ergaben sich fir die Peptide KMISAIPTL, GLLETTGLL und
SLATEANTYV in einem von vier gesunden Spendern positive IFNy T-Zellantworten, wahrend
die SLPGHTAPV- bzw. TISPGIPGV-stimulierten T-Zellen in drei von vier bzw. in zwei von
sechs Spendern positive IFNy T-Zellantworten zeigten. Hier stellt sich sofort die Frage, ob
ein Spender gegen mehrere Peptide reagieren kann. In der folgenden Abbildung 31 sind
exemplarisch nur die positiven IFNy T-Zellantworten verschiedener Spender gegen einzelne
Peptide dargestellt. Die T-Zellen wurden nach dem in Kapitel B.5.5 beschriebenen Protokoll

auf ihre Peptidspezifitat hin untersucht. Dem Farbeansatz wurde als Negativkontrolle immer
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ein Ansatz mit dem p68-Peptid YLLPAIVHI zugefigt. Fir die Auswertung wurden im SSC-H
gegen FSC-H Dot-Blot die lebenden Lymphozyten eingegrenzt und in den folgenden
Abbildungen dargestellt.

Spender Spender Spender Spender
D109 D102 D103 D108
A Negativkontrolle mit p68 Peptid [YLLPAIVHI]
a . 0,7% b | 0,3% c 0,2% 0,1%

GLLETTGLL SLPGHTAPV TISPGIPGV

e 64,5% | 1 . 09% |9 1,7%

CD 8 PE-Cy7

A 4

IFNy PE

Abbildung 31: Intrazelluldare IFNy-Farbungen der mit CA125-abgeleiteten Peptiden stimulierten
T-Zellen.

Die in vitro aktivierten T-Zellen der Spender D102, D103, D108, und D109 wurden in einer
IFNy—Farbung auf ihre Peptidspezifitat getestet. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz mit p68-Peptid
(a-d) . Nach 6h Inkubation bei 37°C in Gegenwart der entsprechenden Peptide (e-h) wurden die Zellen
extrazelluar mit CD8 PE-Cy7 und intrazelluldr mit IFNy PE gefarbt.

Abbildung 16 zeigt die IFNy T-Zellantworten der Spender D109, D102, D103 und D108 nach
vier Stimulationen. Die Negativkontrollen zeigten IFNy T-Zellantworten zwischen 0,1% und
0,7% in den T-Zellen der vier Stimulationsansatze (Abb. 31a-31d). Zieht man diesen
Hintergrund von der Antwort auf die vier CA125-Peptide ab, ergeben sich peptidspezifische
IFNy T-Zellantwort von ca. 64% [GLLETTGLL], 0,6% [SLPGHTAPV], 1,5% [TISPGIPGV] und
0,9% [SLATEANTV] (Abb. 31e-31h). In den untersuchten Spendern konnten immer nur
gegen maximal zwei Peptide auf einmal Antworten erhalten werden. Keiner der Spender

zeigte simultane Antworten gegen alle vier Peptide.
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Die mit dem Peptid GLLETTGLL stimulierten T-Zellen wurden nun weiter in einem
Zytotoxizitatstest analysiert. Hierbei wurden die peptidspezifischen T-Zellen mit der Peptid-
beladenen und unbeladenen HLA-A*02+/CA125+ OvCa-Zelllinie FraWu inkubiert. Eine

adaquate Negativkontrolle fehlt in diesem Ansatz.

60 1 —e— Frawu (A2 *ica125™)
—O— Frawi (A2**/cA125%) + GLLETTGLL

I
o
1

K
o
1

% spezifische Lyse

-

A Y
Ao 4%
T-Zellen : Zielzellen

Abbildung 32: Zytotoxizitatstest mit CA125 spezifischen zytotoxischen T-Zellen.

Die mit GLLETTGLL-stimulierten T-Zellen wurden fiir 4h mit °'Cr beladen FraWii-Zellen inkubiert. Ein
Teil der FraWu-Zellen wurde mit Peptid beladen, wahrend ein Teil der FraWi-Zellen unbeladen blieb.
Dargestellt ist der Prozentsatz der spezifischen Lyse bei unterschiedlichen Verhaltnissen von T-Zellen
zu Zielzellen.

Die in Abb. 17 gezeigten GLLETTGLL-stimulierten T-Zellen zeigten in der vorangegangenen
IFNy-Farbungen 64% positive T-Zellen (Abb. 16). Diese T-Zellen wurden im folgenden
Zytotoxizitatstest unsortiert eingesetzt. Die GLLETTGLL-stimulierten T-Zellen waren nur in
der Lage, FraWi-Zellen nach exogener Peptid-Beladung zu lysieren (ca. 40%, T-Zellen :
Zielzellen-Ratio 15:1). Unbeladene FraWui-Zellen wurden nicht lysiert, obwohl sie das
CA125-Antigen exprimieren (Abb 17). Somit konnte gezeigt werden, dass die T-Zellen
peptidspezifisch zytotoxisch sind und prinzipiell Tumorzellen mit entsprechenden
HLA/Peptid-Komplexen lysieren kénnen. Die ,natlrliche® Prasentation dieser HLA/Peptid-
Komplexe ist jedoch entweder zu gering oder die verwendeten Epitope werden nicht

prozessiert.
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D.4  Zusammenfassung und Diskussion zum in silico-Ansatz
zur Definition neuer T-Zellepitope

Im Folgenden werden alle Ergebnisse zur Validierung der Peptide zusammengefasst. In der
Tabelle 36 sind nur die Peptide aufgeflhrt, die peptidspezifische IFNy T-Zellantworten
induzieren konnten. In der Spalte der ,peptidspezifischen Induktion von IFNy* sind zuséatzlich
die Anzahl der zur Stimulation verwendeten Spender und die Anzahl der Spender mit
positiver IFNy T-Zellantwort aufgeflihrt (x/y). AuBerdem sind in der Spalte ,spezifische
Tetramer-Bindung“ die Peptide gekennzeichnet, fir die HLA/Peptid-Komplexe (Tetramere)
hergestellt wurden und deren Peptid-stimulierte T-Zellen eine Bindung an diese Tetramere
aufwiesen. In der Spalte ,peptidspezifische Lyse* sind diejenigen Peptide mit ,ja“ markiert,
deren stimulierte T-Zellen im Zytotoxizitatstest eine Lyse peptidbeladener Zielzellen zeigten.
Dann folgt die Spalte ,tumorspezifische Lyse“, in der diejenigen Peptide markiert sind, die T-
Zellen stimulieren konnten die unbeladene Tumorzellen lysierten. In der letzten Spalte sind
die Peptide gekennzeichnet, die in einer Prastimulation in OvCa-Patientinnen verwendet

wurden und zum Nachweis von Gedachtnis-T-Zellen gefiihrt haben.
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Tabelle 36: Ubersicht iiber alle Peptide, die eine IFNy T-Zellantwort induzieren konnten und ihre
weitere Validierung.

'x Erfolgreiche T-Zellstimulationen in y untersuchten Spendern, nachgewiesen Uber positive IFNy T-
Zellantworten. 2Spezifische Tetramer-Bindung. 3Erfo|greicher Zytotoxizitatstest von peptidbeladenen
HLA-A*02-positiven Zielzellen (T2- oder Tumorzellen). 4ErfoIgreiche Lyse von Antigen- und HLA-A*02-
positiven Tumorzelllinien. Weitere Erlauterungen siehe Text.

'peptidspez. o
F:nzuktir(;n %spezif. *peptid- “Tumor- qr?g:ﬁz:‘ni':'
Sequenz von IFNy in Te_tramer- spezifische spezifische OvCa-
xly bindung Lyse Lyse Patientinnen
Spendern
L1 LLANAYIYVV 21/32 ja ja nein ja
LLLRWQPPL 21/32 Ja Ja nein ja
VEGF LLSWVHWSL 15/23 nt J.a Ja! n.t.
FLLSWVHWSL 16 /23 Ja Ja nein n.t.
NMU PLLQLVPHL 4/7 n.t. n.t. n.t. n.t.
SLLSHRWAL 3/6 n.t. n.t. n.t. n.t.
Testisin GLWYQIGVV 3/6 nein n.t. n.t. n.t.
RLWDSHVCGV 1/5 n.t. n.t. n.t. n.t.
AICSGIRSL 1/4 n.t. n.t. n.t. n.t.
LLAVTEVKV 1/4 n.t. n.t. n.t. n.t.
Jagged2 WLACVVLCV 1/4 n.t. n.t. n.t. n.t.
CLKEYQAKV 2/4 n.t. n.t. n.t. n.t.
NLLHGGCTV 2/4 n.t. ja n.t. n.t.
RLPRRLLLL 1/4 n.t. n.t. n.t. n.t.
SPAG9 SLLGGITVV 417 n.t. J.a n.t. n.t.
ELMPLVVAV 3/9 n.t. ja n.t. n.t.
SLPGHTAPV 3/4 n.t. n.t. n.t. n.t.
KMISAIPTL 1/4 n.t. n.t. n.t. n.t.
CA125 TISPGIPGV 2/6 n.t. n.t. n.t. n.t.
GLLETTGLL 1/4 n.t. ja nein n.t.
SLATEANTV 1/4 n.t. n.t. n.t. n.t.
Mesothelin | LLGPGPVLTV 5/10 n.t. ja n.t. n.t.
OPN QLYNKYPDAV 1/3 n.t. n.t. n.t. n.t.
VICFCLLGI 1/3 n.t. n.t. n.t. n.t.

n.t.=nicht getestet

Von den 80 vorhergesagten Peptiden, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden,
zeigten 24 positive IFNy T-Zellantworten in gesunden Spendern. Fur funf dieser 24 Peptide
wurden Tetramere hergestellt, von denen drei eine spezifische Bindung an den T-
Zellrezeptor aufwiesen. Die Peptid-stimulierten T-Zellen von neun Peptiden waren in der
Lage Peptid-beladene Zielzellen zu lysieren. Allein das VEGF-abgeleitete Peptid
LLSWVHWSL konnte T-Zellen stimulieren, die auch unbeladene Tumorzellen lysierten.
Gegen die beiden L1CAM-abgeleiteten Peptide LLANAYIYVV und LLLRWQPPL konnten
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Gedachtnis-T-Zellen in zwei von neun getesteten OvCa-Patientinnen nachgewiesen werden.
Somit waren flr drei der validierten Peptide die Bedingungen erfiillt, die es als potentielles T-
Zellepitop bzw. als therapeutisch zu nutzendes Peptid in der Tumortherapie einsetzbar

machen.

D.4.1 Bewertung und Diskussion der Ergebnisse zu L1CAM-abgeleiteten
Peptiden

Mit den beiden L1CAM-abgeleiteten Peptiden LLANAYIYVV und LLLRWQPPL wurden im
Rahmen dieser Arbeit mit Abstand die meisten Experimente durchgefiihrt. Bei den T-
Zellstimulationen konnten in sechs von 32 Spendern ahnlich hohe Prozentsatze (liber 6%)
an positiven IFNy T-Zellen beobachtet werden, wie sie in Abb.3 dargestellt wurden. In der
Regel wurden jedoch Prozentsatze, wie die in Abb.5 zwischen 1% und 2% gemessen. Mit
den stimulierten T-Zellen von flinf Spendern, die eine peptidspezifische IFNy T-Zellantwort
zeigten wurde zusatzlich ein IFNy secretion asssay (Miltenyi) zur Anreicherung der IFNy
positiven T-Zellen durchgefihrt (Daten nicht gezeigt). Aus keinem dieser Versuche konnte
jedoch eine stabile T-Zelllinie etabliert werden. Auch der Versuch die Tetramer-bindenden T-
Zellen mit Hilfe eines FACS Aria Cell-Sorting Systems aufzureinigen und daraus eine T-
Zelllinie zu etablieren, scheiterte. Somit standen zu keinem Zeitpunkt T-Zelllinien zur
Verflgung, deren IFNy positive T-Zellen héherer als 20% war.

Diese Tatsache ist eine mogliche Erklarung dafur, dass L1CAM-spezifische T-Zelllinien nicht
in der Lage waren, unbeladene OvCa-Zelllinien zu lysieren. Mdglicherweise war sowohl die
Lhaturliche* Prasentation dieser HLA/Peptid-Komplexe auf den OvCa-Zelllinien zu gering als
auch die vorhandene Zahl an peptidspezifischen T-Zellen zu niedrig, um eine spezifische
Lyse erkennen zu kdénnen. Hier ist méglicherweise die Sensitivititsgrenze des 5'Cr-
Freisetzungstests erreicht.

Eine weitere Erklarung flr das Fehlen einer tumorspezifischen Lyse ist, dass die
verwendeten Epitope nicht oder modifiziert prozessiert werden. Da L1CAM ein stark
glykosyliertes Protein ist, ware es mdglich, dass auch die prozessierten Peptide noch Reste
der Glykosylierung tragen. Die mit synthetischen Peptiden in vitro stimulierten T-Zellen
waren somit nicht in der Lage, die ,natlrlich prozessierten* glykosylierten Peptide auf der
Oberflache der Tumorzellen zu erkennen und zu lysieren.

Dennoch wurden in den PBMCs von zwei von neun untersuchten OvCa-Patientinnen
Gedachtnis-T-Zellen gezeigt, die mit den L1CAM-Peptid/MHC-Komplexen (Tetrameren)
spezifisch angefarbt werden konnten. Dazu missen naive T-Zellen zuvor in vivo durch die
Prasentation der beiden Peptide auf Tumorzellen oder DCs aktiviert worden sein. Damit

ware der Beweis erbracht, dass die beiden in silico vorhergesagten, von L1CAM-
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abgeleiteten Peptide LLANAYIYVV und LLLRWQPPL auch in vivo prozessiert und
prasentiert werden. Die nachgewiesenen Gedachtnis-T-Zellen zeigten in den hier
verwendeten Tests keine peptidabhangige Funktionalitdt, befanden sich demnach in den
Patientinnen in einem supprimierten oder anergen Zustand.

L1CAM ware durch seine haufige und spezifische Uberexpression in OvCa und seine
Assoziation mit einem malignen Phanotyp ein ideales Tumorantigen fir eine Peptidvakzine.
Diese beiden Tatsachen machen die Peptide LLANAYIYVV und LLLRWQPPL zu mdglichen

Kandidaten fiir eine therapeutische Peptidvakzine fir OvCa-Patientinnen.

D.4.2 Bewertung und Diskussion der Ergebnisse zu VEGF-abgeleiteten
Peptiden

Mit den VEGF-abgeleiteten Peptiden LLSWVHWSL und FLLSWVHWSL wurden ebenfalls
viele T-Zellstimulationen durchgefiihrt. So konnten in 15 [LLSWVHWSL] und 16
[FLLSWVHWSL] von 23 Spendern positive IFNy T-Zellantworten induziert werden, die
ahnlich wie bei L1CAM in drei Spendern zwischen 6% und 20% lagen. Auch hier scheiterten
alle Versuche diese Zellen anzureichern und daraus eine T-Zelllinie zu etablieren. Trotzdem
konnte in einem Experiment eine Lyse der unbeladenen HLA-A*02+/VEGF+ OvCa-Zelliinie
gezeigt werden. Hierzu waren stimulierte T-Zellen verwendet worden, die 18% IFNy positive
T-Zellen aufwiesen. Da jedoch zu keinem spateren Zeitpunkt noch einmal eine T-Zelllinie
ahnlich hoher Peptid-Spezifitat zur Verfligung stand, konnte dieses Ergebnis nicht
reproduziert werden. Daher es nicht eindeutig genug um das Peptid ohne weitere Versuche

als Kandidat fiir eine therapeutische Peptidvakzine aufnehmen zu kdnnen.

D.4.3 Bewertung und Diskussion der Ergebnisse zu Jagged2-
abgeleiteten Peptiden

Aus den Ergebnissen zu den Jagged2-abgeleiteten Peptiden kénnen zu diesem Zeitpunkt
keinerlei Schlisse bezlglich der Verwertbarkeit der untersuchten Peptide fiir eine
Peptidvakzine gezogen werden. Die Griinde hierfirr liegen in der zu geringen Spenderzahl,
fur die positive IFNy T-Zellantworten gemessen werden konnten. Die Tatsache, dass ein
einzelner Spender auf sechs der neun getesteten Peptide reagierte, kann entweder in der
Besonderheit der Spenderzellen oder aber der besonders hohen Immunogenitat des
Proteins und damit der daraus abgeleiteten Peptide zurilick zu flihren sein. Da bisher jedoch
keine Antikdrper gegen Jagged?2 in Tumorpatienten gefunden wurden, ist letztere Moglichkeit

eher unwahrscheinlich. Fir die Validierung der Peptide mit positiver IFNy T-Zellantwort
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sollten diese Antworten zunachst reproduziert und anschlieRend die Prozessierung und

Prasentation der Peptide auf OvCa-Tumorzellen nachgewiesen werden.

D.4.4 Bewertung und Diskussion der Ergebnisse zu SPAG9-abgeleiteten
Peptiden

Die Ergebnisse aus den T-Zellstimulationen mit SPAG9-abgeleiteten Peptiden sind ebenfalls
noch nicht ausreichend, um eine Entscheidung Uber die Verwertbarkeit der Peptide mit
positiver IFNy T-Zellantwort treffen zu konnen. Tatsache ist jedoch, dass SPAG9 als
Cancer/Testis-Antigen mit hoher Immunogenitat, belegt durch Antikérper, die in
Tumorpatienten gefunden wurden, ein ideales Tumorantigen fir eine Peptidvakzine darstellt.
Es ware also interessant, die Peptide SLLGGITVV und ELMPLVVAV in weiteren T-
Zellstimulationen einzusetzen und deren Prozession und Prasentation auf OvCa-

Tumorzellen durch entsprechende Zytotoxizitatstests nachzuweisen.

D.4.5 Bewertung und Diskussion der Ergebnisse zu CA125-abgeleiteten
Peptiden

CA125 ware hinsichtlich seiner hohen Tumorspezifitit und der Assoziation mit einem
malignen Phanotyp (beteiligt an Metastasierung, Kap. C.1.6) ein idealer Kandidat fir eine
Peptidvakzine. Der Einsatz des Antikérpers Oregovomab zeigte bisher vertretbare
Nebenwirkungen, so dass auch bei einem Einsatz von CA125 als Peptidvakzine ahnliche
moderate Nebenwirkungen zu erwarten sind. Somit ware es interessant, die Peptide
GLLETTGLL, SLPGHTAPV, TISPGIPGV und SLATEANTYV in weiteren T-Zellstimulationen
einzusetzen und deren Prozessierung und Prasentation auf OvCa-Tumorzellen durch

entsprechende Zytotoxizitatstests nachzuweisen.
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E Ergebisse und Diskussion zur MHC-
Liganden-Analyse

Dieser Ergebnisteil ist in zwei Abschnitte gegliedert. Im ersten Teil wird die MHC-Liganden-
Analyse von OvCa-Primargeweben dargestellt. Im zweiten Teil wird die gezielte Suche nach
vorhergesagten von L1CAM- und VEGF-abgeleiteten Peptiden in aufgereinigten MHC-

Liganden eines OvCa-Primargewebes diskutiert.

E.1 MHC-Liganden-Analyse von OvCa-Tumoren

E.1.1 Hintergrund

Nach der Epitopvorhersage in silico als Ansatzpunkt zur Identifizierung von T-Zellepitopen
wird in diesem Ergebnisteil die MHC-Liganden-Analyse verwendet, um mogliche T-
Zellepitope auf der Oberflache von OvCa-Primargewebe zu analysieren. Im folgenden
FlieBschema sind sowohl die Menge an analysiertem Probenmaterial als auch die daraus
erzielten Ergebnisse schematisch dargestellt. Hierbei erfolgte die Aufbereitung der Gewebe
und Aufreinigung der MHC-Liganden z.T. durch Gerd Fischer. An der Datenaufnahme waren

Nina Hillen, Oliver Drews und Marc Ginder beteiligt.

Tumorproben ‘

v

Aufreinigung von MHC-Liganden
durch Immunprézipitation

v

Messung der isolierten MHC-
Liganden mittels LC-MS

\

Interpretation der ESI-MS/MS-
Spektren der Peptide

v

identifizierte Peptide
e Selbstproteine | ° Tumor-“assoziierte* Proteine ‘

Abbildung 33: Ubersicht iiber die Menge an Proben und die erzielten Ergebnisse.

Zum Abschluss dieser Dissertation lagen unserer Arbeitsgruppe 20 OvCa-Primargewebe vor. Von 17
dieser Tumoren waren die MHC-Liganden durch Immunprazipitation aufgereinigt worden. Nur 3 dieser
Proben wurden hinsichtlich ihrer HLA-Liganden-Prasentation analysiert. 159 Spektren wurden
analysiert und daraus 83 Peptide identifiziert. Davon stammten 58 aus Selbstproteinen und 25
konnten mit Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht werden.
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E.1.2 Eingesetzte Primargewebe und Ausbeuten der Liganden-
aufreinigung

Das verwendete Probenmaterial deckt sich mit dem in Ergebnisteil C analysierten Material
zur Charakterisierung der TAA-Expression auf Tumorzellen (Kap. C.2.2). In der Tabelle
wurden jedoch die Spalten ,Gewebeart®, ,Erhalten am“ und ,Tumormasse® hinzugeflgt.
~.Gewebeart” beschreibt die genaue Herkunft des Tumormaterials. ,OvCa“ bedeutet, dass
das Material vom Primartumor des Ovars abstammt, wahrend ,Netz“ fur Material aus
Netzmetastasen steht. In der Spalte ,Erhalten am* wird deutlich, dass die Probensammlung
sich bereits Uber 2 Jahre erstreckt. Nach einer MHC-Ligandenaufreinigung durch
Immunprazipitation (Kap. B.3.8) konnte fir zwei Tumore die Menge an isolierten MHC-
Molekilen mittels Edman-Abbau (Kap. B.5.8) bestimmt werden. Die Ergebnisse hierflir sind
in Tabelle 3 dargestellt. Die Immunprazipitation erfolgte beim Tumor HBL in zwei Schritten.
Zunachst wurde das Tumorlysat Uber eine W6/32-gekoppelte und anschlieRend Uber eine
L234-gekoppelte Sepharose-Saule gepumpt (Kap. B.3.8.3). So konnte eine Trennung der
HLA-A,-B,-C von den HLA-DR-Molekilen erreicht werden. Beim Tumor ASZ hingegen wurde
diese Trennung auf vier Saulen ausgedehnt, so dass letztendlich vier Fraktionen mit HLA-
A*02, HLA-A*01, HLA-B, -C, und HLA-DR eluiert werden konnten. Massenspektrometrisch
analysiert wurden nur die Fraktion der HLA-A, -B, -C-Molekile des Tumors HBL und die
Fraktion der HLA-A*02-Molekiile des Tumors ASZ.
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Tabelle 37: Zur MHC-Ligandenaufreiningung verwendete Tumore.

Patienten-
Identi-

fikation

Gewebe-
art

Pathologie und Einteilung
in Differenzierungsgrade *)

Gering differenziertes
transitionalzelliges (solides),

HLA-
Typisierung

Erhalten
am

Tumor

[d]

HBL n.b. fokal auch serdses A*01, A*03, 105.10.2007 | 10,2
. , B*07, B*35

Adenocarcinom der Ovarien,
G3*

ASZ n.b. Seroses Adenocarcinom der [A*01, A*02, |09.10.2007 16,9
Ovarien, G3* B*13, B*44

ASC n.b. Seroses Adenokarzinom der [A*01, A*03, |12.12.2007 |2,0
Ovarien, G3* B*07, B*08

RKA n.b. MuzinGser Borderlinetumor [ A*01, A*02, (23 11,2007 |2,0
des Ovars B*08, B*41

IKL n.b. Seroses Adenokarzinom der [A*03, A*32, |23.01.2008 1,0
Ovarien, G3* B*44, B*49

WSC n.b. Sero§es Adenokarzinom der A*02-negativ | 22.01.2008 |3,0
Ovarien, G2-3*
Papillar-seréses

H1 OvCa Adenokarzinom der Ovarien, | A*02-positiv | 13.01.2009 | 2,4
G3*
Papillar-seroses

LA OvCa Adenokarzinom der Ovarien, | A*02-negativ 19.02.2009 (1,0
G1*
Papillar-seréses

M1 Netz Adenokarzinom der Ovarien, [ A*02-negativ 30.01.2009 |3,3
G3*
Papillar-seréses
Adenokarzinom der Ovarien .

S3 Netz 3, Probe aus dom A*02-positiv 31.03.2009 |4,5
Omentum (Metastase)
Adeno-squamdses Karzinom | , . .

S4 Netz des Corpus Uteri G3* A*02-negativ 13.05.2009 | 1,0
Papillar-seréses

P1 OvCa Adenokarzinom der Ovarien [n.b. 26.05.2009 (0,3
G1*
Maligner Muller’'scher- . .

B1 OvCa Miscghtumor Ga* A*02-negativ 27.05.2009 | 1,0
Serdses-endometroides

G1 OvCa Adenokarzinom der Ovarien |A*02-negativ | 29-05.2009 |3,0
G2
Endometroides . .

R1 Netz b A*02-positiv 24.06.3009 | 3,6
Endometroides

S5 n.b. Adenokarzinom der Ovarien |A*02-positiv 30.06.2009 {2,0
G2*
Papillar-seréses

J1 Netz Adenokarzinom der Ovarien |n.b. 25.08.2009 (1,7

G2-3*

*G1 bzw. G3: Differenzierungsgrade des Tumorgewebes; G1 differenziert, G3 wenig differenziert,
n.b.= nicht bekannt.
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Tabelle 38: Durch Edman-Abbau ermittelte Ausbeuten der MHC-Molekiile nach MHC-
Ligandenaufreinigung.

HLA HLA

Patienten- Tumor | Klasse I- Klasse ll- Kilasse | Klasse Il

Identifikation [g] Molekiille Molekiille Liganden Liganden
[pmol]

HBL 10,2 2000 60 65 n.a.

ASZ 16,9 4000 1300 18 n.a.

H1 2,4 n.d. n.d. n.a. n.a.

n.d.= nicht detektierbar, n.a.= nicht analysiert

Wie aus den beiden Tabellen hervorgeht, variierten die Tumormassen der verwendeten
Primargewebe stark. So konnten nur fir die beiden grofdten Tumore HBL und ASZ Gberhaupt
MHC-Molekule beim Edman-Abbau detektiert werden. In den beiden Fallen sieht es so aus
als bestiinde eine Korrelation zwischen der Tumormasse und der Menge an isolierten MHC-
I-Molekdlen. In friiheren Arbeiten der Abteilung Immunologie (Miller M. 2008) konnte jedoch
gezeigt werden, dass meist weder ein Zusammenhang zwischen Tumormasse und isolierten
MHC-Molekllen, noch zwischen der Ausbeute der MHC-Molekile und der Anzahl der
identifizierten HLA-Liganden besteht. Fir den Tumor H1 konnten weder MHC-I- noch MHC-
[I-Molekule mittels Edman-Abbau detektiert werden. Mit den Ubrigen aufgereinigten Proben
wurde diese Analyse nicht durchgeflihrt, da man relativ viel Probenmaterial benétigt und die
Sensitivitdt der Methode zu gering fur die Probenmenge ist. Zur Analyse des Tumors H1
bleibt anzumerken, dass hier weder bei einem Ubersichtslauf (MS1-Experiment) doppelt
geladene ,Peaks” erkennbar waren, die auf protonierte Peptid-Fragmente hinwiesen, noch in
einem Tandem-MS Lauf auswertbare Peptid-Spektren aufgenommen werden konnten. Nun
kénnte man vermuten, dass dies an der zu geringen Tumormasse von 2,4 g liegt. Die
Ubersichtslaufe der Proben R1 und S3 zeigten hingegen viele doppelt geladene ,Peaks*
obwohl ihre Tumormassen mit 3,6 g und 4,5 g etwa in der gleichen Gréflenordnung lagen
wie die von H1. Dies lasst darauf schlieRen, dass H1 entweder ein Tumor war, auf dem die
MHC-Molekiile stark herunter reguliert waren oder aber, dass es Probleme bei der MHC-
Aufreinigung gab. Generell muss zu den Tumorproben angemerkt werden, dass diese
extrem viel Fettgewebe enthielten, speziell wenn das Gewebe aus Netzmetastasen stammte.
Dieses Fettgewebe verursachte in den meisten MHC-Praparationen eine dicke Lipidschicht,
die auch nach dem Ultrazentrifugations-Schritt nicht vollstandig entfernt werden konnte.
Diese Lipide konnten Einfluss auf die anschlieBende Immunprazipitation genommen haben.
Zu der geringen Anzahl an flir ASZ identifizierten Klasse |-Peptiden bleibt anzumerken, dass
nur die Fraktion der von BB7.2 eluierten Saule (HLA-A*02-Molekiile) gemessen wurde. Die

Intensitat dieser Probe im MS/MS-Lauf war deutlich geringer als die der HBL-Probe. Zudem
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ist die Analyse der Spektren noch nicht abgeschlossen. Die Proben der Klasse ll-Liganden

wurden bisher weder durch LC-MS gemessen noch ausgewertet.

E.1.3 Ergebnisse der Analyse des Tumors HBL

Die Datenaufnahme der hier gezeigten Daten erfolgte nach Kapitel B.5.9 mit einem Q-Tof-
Massenspektrometer. Es wurde zunachst ein MS-Experiment ohne Fragmentierung und
anschlielend ein Tandem-MS-Experiment durchgefihrt. Die Interpretation der MS/MS-
Spektren erfolgte nach der in Kapitel B.5.9.6 beschriebenen Methode.

Eine Schwierigkeit, die bei der Auswertung der Quellproteine auftritt, besteht darin, dass
nicht jeder Ligand nur einem Quellprotein zugeordnet werden kann. Haufig resultieren
mehrere Quellprotein-Zuordnungen aus ahnlichen Proteinen. Zu letzteren zahlen entweder
verschiedene Isoformen eines Proteins oder verschiedene Proteine mit ahnlicher Funktion,
Lokalisation oder Struktur wie beispielsweise verschiedene ATPasen oder ribosomale
Proteine. Um den Fehler bei der Vernachlassigung alternativer Quellproteinvarianten
konsistent zu halten und eine sinnvolle Auswertung der Daten vorzunehmen, wurde
grundsatzlich als Quellprotein dasjenige mit der kleinsten GenelD in der NCBI-Datenbank
Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) (Maglott et al. 2005)
ausgewahlt.

In der folgenden Tabelle sind nun samtliche aus der HBL-Tumorprobe identifizierten Peptid-
Sequenzen und ihre zugehdrigen GenelDs bzw Quellproteine dargestellt. Hierbei sind die
Quellproteine, die man als Haushaltsgene bezeichnet, weil unterlegt. Quellproteine, fur die
in der Literatur eine Verbindung zur Tumorgenese oder Pradisposition fir
Tumorerkrankungen festgestellt wurde sind gelb unterlegt. Rot unterlegt sind Quellproteine,
die als etablierte Tumorantigene bekannt sind oder aber wegen ihrer tumorspezifischen

Uberexpression bereits Zielmolekiile der klinischen Forschung darstellen.

Eine ausflihrliche Beschreibung der gelb und rot unterlegten Quellproteine und ihrer

Tumorassoziation findet sich im folgenden Abschnitt.
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Tabelle 39: Identifizierte HLA-Liganden aus der HBL-Tumorprobe.

Die HLA-Restriktion stammt aus friheren Versuchen, wenn das Peptid schon einmal auf einer
typisierten Probe gefunden wurde oder sie wurde mittels SYFPEITHI vorhergesagt. Selbstproteine
sind weil} unterlegt. Gelb sind Proteine unterlegt, die in Verbindung mit Tumorgenese oder
Timorpradisposition stehen, Rot unterlegt sind etablierte Tumorantigene und Zielmolekile der
klinischen Tumorforschung.

HLA- Gene
Restriction ID

APEEHPVLL [B*07 |60  [ACTB (actin, beta

APRGKSGAAL B*0702 142 PARP-1 (poly (ADP-ribose) polymerase1)
APRTVALTA B*0702 3115 [HLA-DPB1 (MHC II, DP beta 1)
APSPRPLSL B*0702 126321 | C190rf28 (chrom 19 orf 28)
APYSRPKQL B*0702 10189 |ALY (THO complex 4)
DASKVVTVF B*0702 9948 | WDR1 (WD repeat domain 1

Peptid-Sequenz

Quellprotein

DSERQNQEY  A*01 3880 KRT19 (keratin 19)
DTDHYFLRY A*01 51604 |PIGT (phosphatidylinositol glycan)
DVIRLIMQY B*35 55234 SMU1(smu-1 suppressor of mec-8 and unc-52

homolog (C. elegans))
FPANNIVKF B*0702 6745 | SSR1 (signal sequence receptor, alpha)
NDUFC2 (NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1,

FPEEDKKTY B*35 4718

subcomplex 2)
GARPAPGAQA |A*03 8532 | CPZ (carboxypeptidase Z)
GPRGWLVL B*07 712 C1QA (complement component 1, q

subcomponent, A chain)

GPRKGGRVI B*0702 28974 |[C190rf53 (chrom 19 orf 53)
GPRTAALGLL |B*0702 5955 | RCN2 (reticulocalbin 2)

HPDEPLYSF B*0702 933 GTF3C3 (general transcription factor IlIC)

HPTSVISGY B*35 6950 |TCP1 (t-complex 1)

HTDILKEKY A*01 56986 [DTWD1 (DTW domain containing 1)
IPRAALLPLL B*07 5654 | HTRA1 (HtrA serine peptidase 1)
IPTKQTQTF B*0702 3306 |HSPA2 (heat shock 70kDa protein 2

ITAPPSRVL A*02 6319  SCD1 (stearoyl-CoA desaturase)
'KPSKDGVTV  B*0702 8544  PIR (pirin (iron-binding nuclear protein))

KTESHHKAKGK 3012 |HIST1H2ae (histone 1, H2ae)

KYEDEHYEY Cw*07 1164 CKS2 (CDC28 protein kinase regulatory subunit

2)
LLDIRSEY A*01 311 ANXA11 (annexin A11)
LPAKILVEF B*07 11130 [ZWINT (ZW10 interactor)
LPHLADLVSY |B*35 7421 VDR (vitamin D receptor)
LPRNEADEL B*0702 8542 |APOL1 (apolipoprotein L 1)
LPRTDYSF B*07 3113 |HLA-DPA1 (MHC Il, DP alpha 1)
LPTEPPYTAY |A*O1 7458 | EIF4H (eukariotic translation initiotion factor 4H)
LPYNHQHEY A*01 9415 | FADS2 (fatty acid desaturase 2)
LTDDGNKWLY | A*0101 5708 ;)SMDZ (proteasome 26S subunit, non-ATPase,
MPVGPDAILRY |B*35 7917 | BAT3 (HLA-B associated transcript 3)
NAIHAILLY B*35 1374 | CPT1A (carnitine palmitoyltransferase 1A (liver))
NPFHWGEVEY [B*35 84188 |FAR1 (fatty acyl CoA reductase)

RPSA = OFA-iLR(ribosomal protein SA =

NTDSPLRY ,
oncofetal Ag immature LR)
NTEEEGLKY A*01 9774 |BCLAF1 (BCL2-associated transcription factor 1)
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NVADLHEKY A*03 5693 | PSMB5 (proteasome subunit, beta type, 5)

NVHDIMVSF A*03 55164 | SHQ1 (SHQ1 homolog (S. cerevisiae))

NVIRDAVTY A*03 8294 | HIST1H4I (histone 1, H4i)

NVVKLLGEQY |A*03 5977 | DPF2 (D4, zinc and double PHD fingers family 2)

QENGPGGKGR | A*03 53820 |DSCR6 (Down syndrome critical region gene 6)

QLYWSHPRK | A*03 6235 | RPS29 (ribosomal protein S29)

RIFAPNHVVAK |A*0301 6142 [RPL18A (ribosomal protein L18a)

RLEVGSIPK A*0301 10236 HNRDPR (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein R)

RLRLGGAAL A*02 754 PBF (pituitary tumor-transforming 1 interacting

protein)
RPAGLPEKY B*35 6288  SAA1 (serum amyloid A1)
RPKKPGQSF B*0702 23350 [SR140 (U2-associated SR140 protein)
RPRHQGVMV | B*0702 58 actin, alpha 1, skeletal muscle
RPRKAFLLLL B*07 9601 PDIA4 (protein disulfide isomerase family A,
member 4)
RPSGPSKAL B*0702 372 ARCNT1 (archain 1
RPSTSRSL B*0702 VIM (vimentin)
RVKLPSGSKK  A*03 RPL8 (ribosomal protein L8)
RVMAPRALL B*0702 3107 |HLA-C (MHC I,C)
RVTYPAQAK A*03 6185 [RPN2 (ribophorin Il)
SVDPKNYPK A*03 3553 | IL1B (interleukin 1, beta)
SVNGKVLSK A*03 23420 [NOMO1 (NODAL modulator 1

TVDQVKDLY A*01 1356  CP (ceruloplasmin (ferroxidase))
VMAPRTLLL B*0702 3105 |HLA-C (MHC I,C)

YPDRIMNTF B*0702 7280 [TUBB2A (tubulin, beta 2A)
YPFKPPKVTF |B*35 7324 | UBEZ2E1 (ubiquitin-conjugating enzyme E2E 1)
YTDHGSDHHY |A*01 10179 | RBM7 (RNA binding motif protein 7)

E.1.3.1 Quellproteine mit Verbindung zur Tumorgenese

Der THO complex 4 ist ein im Zellkern lokalisiertes Protein, das als molekulares Chaperon
fungiert. Es hat Funktionen in der Dimerisation und Bindung von DNA und als mRNA-
Exportfaktor. ALY ist ein physiologisches Ziel der PI3-Kinase und eine Phosphorylierung
durch Akt aktiviert nicht nur den mRNA-Transport sondern auch die Zellproliferation (Okada
et al. 2008). Zudem ist ALY an der T-Zell-Aktivierung und auch an der Aktivierung von
Onkogenen beteiligt (Mertz et al. 2007).

Das Protein phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class T (PIGT), das an der
Phosphatidylinositolglykan (GPI)-Anker-Biosynthese beteiligt ist, ist Teil der GPI-
Transamidase. PIGT ist im endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert und verantwortlich
fur den Transfer von GPI-Einheiten auf Proteine. Studien zeigten eine erhéhte mRNA-

Kopienzahl von PIGT im Zervixkarzinom (Scotto et al. 2008).
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Reticulocalbin 2 (RCN2) ist ein Kalzium-bindendes Protein, das im ER lokalisiert ist. Studien
zeigten eine lineare Korrelation der Expression von RCN2 mit der Tumormasse in
Brustdrisen von BALB-neuT-Mausen (Cavallo et al. 2005).

T-complex 1 (TCP1) ist ein molekulares Chaperon, das zum TCP1-Ring-Komplex gehort, der
bei der Faltung von Proteinen beteiligt ist. Dieser Komplex faltet verschiedene Proteine,
einschlieBlich Actin und Tubulin. Es konnte gezeigt werden, dass TCP1 in Colonkarzinom

Uberexprimiert wird und eine Rolle in der Tumor-Progression spielt (Coghlin et al. 2006).

Die Serin Peptidase 1 (HTRAA1) ist ein sekretiertes Enzym, das die Verfligbarkeit von Insulin-
ahnlichen Wachstumsfaktoren (IGFs) reguliert. Es wird vermutet, dass HTRA1 auch eine
Rolle beim Zellwachstum spielt. Eine Studie zeigte eine Herunterregulierung der HTRA1-
Genexpression in OvCa im Vergleich zu Normalgewebe und es wird vermutet, dass diese

Gene als Tumorsuppressoren agieren (Narkiewicz et al. 2008).

Heat shock 70kDA protein2 (HSPA2) gehort zur Familie der HSP70-Chaperone und spielt
eine zentrale Rolle in der Spermatogenese. Neben anderen Mitgliedern der HSP70-Familie
spielt auch HSPA2 eine bedeutende Rolle beim Uberleben und Wachstum von Tumorzellen
(Daugaard et al. 2005).

Der Vitamin D3 Rezeptor (VDR) gehort zur Familie der trans-acting transcriptional regulatory
factors und zeigt Ahnlichkeit mit Steroid- und Thyroidhormonrezeptoren. Nachgeschaltete
Zielmolekile des VDR spielen hauptsachlich eine Rolle im Mineralstoffwechsel, jedoch
reguliert der Rezeptor auch andere Stoffwechselwege, die im Zusammenhang mit der
Immunantwort oder der Tumorgenese stehen. Eine Studie konnte zeigen, dass ein
Polymorphismus in VDR mit einer verbesserten Prognose fiir OvCa-Patientinnen assoziiert

werden kann (Tamez et al. 2009).

Das Gen HLA-B associated transcript3 (BAT3) ist im Gencluster der human major
histocompatibility complex class 1ll (MHC-III) lokalisiert und kodiert fir ein nukleares Protein,
das von Caspase 3 gespalten wird und in der Kontrolle der Apoptose eine Rolle spielt. Es
konnte gezeigt werden, dass BAT3 von Tumorzellen freigesetzt werden kann und dann an
den NK-Zellrezeptor NKp30 bindet und so NK-Zellen aktiviert. BAT3 sorgt somit fir die

TumorabstolRung in einem Tiermodell fir Multiples Myelom (Pogge et al. 2007).
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Ribophorin II (RPN2) ist ein Membranprotein, das ausschlieRlich im rauhen ER exprimiert
wird. RPN2 ist Teil eines N-Oligosaccharyl-Transferasekomplexes, das an der
Glykosylierung von Proteinen beteiligt ist. Durch eine Herunterregulierung mit RPN2-siRNA
konnte eine reduzierte Glykosylierung auf Tumorzellen und eine hiermit verbundene erhdhte
Sensitivitdt einer Mammakarzinom-Zelllinien gegenitber Docetaxel festgestellt werden
(Honma et al. 2008).

E.1.3.2 Etablierte Tumorantigene und klinische Zielmolekiile

Poly(ADP-ribose)Polymerase1 (PARP1) ist ein Chromatin-assoziiertes Enzym, das an der
Poly(ADP-ribosyl)ierung verschiedener nuklearer Proteine beteiligt ist. Dadurch nimmt es
Einfluss auf zahlreiche zellulare Prozesse wie Differenzierung, Proliferation und Tumor-
Transformation. Wahrend der Apoptose wird PARP1 durch Caspase-3 und -8 gespalten
(Okamoto et al. 2000). Durch eine Coaktivierung von hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) tragt
PARP1 zu einem besseren Uberleben und Wachstum der Tumorzellen bei (Elser et al.
2008). So wird bereits Uber den Einsatz von PARP1-Inhibitoren als begleitende
Therapieoption zu Chemo- und Strahlentherapie bei Krebspatienten diskutiert (Peralta-Leal
et al. 2008).

Keratin 19 (KRT19) gehort zur Familie der Keratine, ist verantwortlich fur die strukturelle
Integritéat von Epithelzellen und wird vor allem im Periderm exprimiert. Allerdings ist KRT19
auch ein etabliertes Tumorantigen, das zur Unterscheidung zwischen Normal- und
Tumorgewebe vieler Tumorentitaten verwendet wird (Ouellet et al. 2005; Raphael et al.
1994; Trask et al. 1990). In oral squamous cell carcinoma (OSCC) korrelierte eine erhdhte
KRT19-Expression mit geringerem Differenzierungsgrad des Tumors und schlechterer
Prognose (Zhong et al. 2007), wahrend in Brustkrebs-Patientinnen das Fehlen einer KRT19-

Expression mit héherem Risiko fir ein Rezidiv korrelierte (Parikh et al. 2008).

Stearyl-CoA desaturase (SCD) ist ein Enzym, das eine limitierende Rolle im Fettstoffwechsel
spielt. SCD kontrolliert das Verhaltnis von Olsdure und Stearinsdure, das wiederum in
Zusammenhang mit der Regulation von Zellwachstum und Differenzierung steht. Studien, die
SCD-siRNA in Tumorzelllinien einbrachten, zeigten ein reduziertes Tumorwachstum und

erhdhte Apoptoserate (Morgan-Lappe et al. 2007; Scaglia and Igal 2008).

Pirin ist ein Eisen-haltiges nukleares Protein, das der Cupin-Superfamilie angehért. Es wird
in allen Geweben des Kdrpers exprimiert und ist in punktférmigen subnuklearen Strukturen

konzentriert. Pirin ist vermutlich ein transkriptionaler Cofaktor, der an der Regulation der
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DNA-Transkription und Replikation beteiligt ist. Zudem steht er in Verbindung mit dem Raf-
MEK-Erk-Signalweg, der eine zentrale Rolle in der Transformation durch Onkogene spielt.
Inhibiert man hierbei MEK wurde eine erhéhte Expression von Pirin beobachtet (Bergman et
al. 1999). In einer anderen Studie wurde ebenfalls eine erhéhte Expression von Pirin nach
der Behandlung mit dem Chemo-Immunotherapeutikum Polysaccharid-K (PSK) beobachtet
(Yoshikawa et al. 2004).

CDC28 protein kinase regulatory subunit 1 und 2 (CKS1/2) binden an die katalytische
Untereinheit der Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) und sind essentiell fur deren biologische
Funktion. Somit spielen diese beiden kleinen Proteine eine Rolle im Zellzyklus, speziell im
Ubergang von der Meta- in die Anaphase. Eine Uberexpression von CKS1 und 2 wurde
bereits in verschiedenen Tumorentitaten nachgewiesen (Kawakami et al. 2006; Uchikado et
al. 2006; Urbanowicz-Kachnowicz et al. 1999) und mit einer schlechten Prognose unter
anderem auch in OvCa-Patientinnen, assoziiert (Ouellet et al. 2005). Ein ,Knock-down® der
CKS1-Expression in Prostatazellen verminderte das Wachstum und die Migrationsaktivitat
der Zellen, wahrend ein ,Knock-down“ der CKS2-Expression den programmierten Zelltod
ausloste (Lan et al. 2008). Eine weitere Studie zeigte, dass eine erhohte Genexpression von

CKS1 zu verstarkter Progression von Blasenkarzinom beitragt (Kawakami et al. 2007).

Das ribosomale Protein SA (RPSA) ist ein Laminin-Rezeptor mit hochkonservierter
Proteinsequenz, was auf eine biologische SchlUsselfunktion hinweist. Bekannter ist dieses
Protein jedoch unter dem Namen oncofetal Ag immature laminin receptor (OFA-ILR) bzw. 67
kD-Laminin-Rezeptor (67LR) oder 37 kD-Laminin-Rezeptor-Precursor (37LRP). OFA-ILR ist
in vielen Tumorentitaten im Vergleich zum Normal-Gewebe stark tberexprimiert (Coggin, Jr.
et al. 1999; Diggle et al. 2003). Auferdem steigert eine Uberexpression von RPSA die
Invasivitat und Migrationsfahigkeit in Tumorzellen (Chen et al. 1983). Bisher konnten zwei
von RPSA-abgeleitete  HLA-A*02-restringierte  T-Zellepitope identifiziert  werden.
Peptidspezifische CTLs gegen diese Epitope waren in der Lage, RPSA-exprimierende

Zelllinien und primare Tumorzellen zu lysieren (Siegel et al. 2006).

Proteasome subunit, beta type 5 (PSMB5) ist eine Untereinheit des Proteasoms und fiir die
ATP/Ubiquitin-abhangige Spaltung von Proteinen in Peptide zustandig. PSMB5 wurde als
Uberexprimiertes Gen in Mammakarzinom im Vergleich zu Normalgewebe gefunden (Deng
et al. 2007). Zudem wird PSMB5 mit der Resistenz gegen den Proteasominhibitor

Bortezomib (einem neuen Wirkstoff fiir das Multiple Myelom) in Verbindung gebracht. Hierbei
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wurde gezeigt, dass nach Behandlung mit Bortezomib eine Uberexpression einer mutierten
Variante von PSMB5 auftrat (Oerlemans et al. 2008).

Das Protein pituitary tumor-transforming 1 interacting protein (PBF) bindet an pituitary tumor-
transforming gene 1 protein (PTTG1) und aktiviert so die Transkription von
Wachstumsfaktoren in Fibroblasten. PBF wurde bereits als prognostischer Marker fir
Schilddriisenkrebs beschrieben (Stratford et al. 2005), eine Uberexpression dieses Proteins
beeinflusst die Effizienz einer Behandlung mit radioaktivem Jod erheblich (Boelaert et al.
2007).

Serum amyloid A1 (SAA1) ist ein Edukt von Apolipoprotein, das hauptsachlich in
Hepatozyten und unter Einfluss von inflammatorischen Zytokinen exprimiert wird. In
Angehérigen von Colonkarzinom-Patienten, die eine genetische Pradisposition haben
ebenfalls an Colonkarzinom zu erkranken, wurde eine erhdhte SAA1-Expression in der
Darmschleimhaut festgestellt, so dass SAA1 eventuell schon als diagnostischer Marker
interessant werden koénnte (Hao et al. 2005). Zudem wurde SAA1 als potentieller Marker flr
den Ubergang eines carcinoma in situ (CIS) zu invasivem Zervixkarzinom gefunden (Song et
al. 2008b).

Vimentin ist ein Protein des Zytoskeletts, das eine bedeutende Rolle beim Erhalt der
Zellform, der Integritdt des Zytoplasma und Interaktionen des Zytoskeletts spielt. Somit ist
Vimentin ein Selbstprotein, das in allen Zellen des Koérpers exprimiert wird. In vielen
Tumorentitdten wurde jedoch eine Uberexpression von Vimentin beschrieben und so gilt
Vimentin als diagnostischer und prognostischer Marker beim Nierenzellkarzinom (Kim et al.
2005; Moch et al. 1999; Pitz et al. 1987; Skinnider et al. 2005). Es ist aber auch als
Autoantigen bei rheumatoider Arthritis bekannt (Bang et al. 2007; Mewar and Wilson 2006).

Das ribosomale Protein L8 (RPL8) ist ein Bestandteil der 60S-Untereinheit des Ribosoms
und ist im Zytoplasma lokalisiert. Eine Uberexpression von RPL8 wurde in hepatocellular
carcinoma (HCC) beobachtet (Liu et al. 2007). In Melanom- und Gliom-Patienten wurden
auch T-Helferzellen gefunden, die ein HLA-DR7-restringiertes Epitop von RPL8 erkannten
(Swoboda et al. 2007).

Ceruloplasmin (CP) ist eine Ferroxidase, die an der Peroxidation von Fe(ll)transferrin zu
Fe(llhtransferrin beteiligt ist. Mutationen in diesem Gen fiihren zu einer Eisen-Akkumulation

und Gewebeschaden und werden mit Diabetes und neurologischen Fehlfunktionen in
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Verbindung gebracht. CP wurde auch im Serum von Krebs-Patienten gefunden und wird fir
Prostatakarzinom-Patienten als neuer und zusatzlicher Marker neben PSA diskutiert (Fotiou
et al. 2007). Auch im Serum von Pankreaskarzinom-Patienten wurden erhdhte Mengen an
CP gefunden (Hanas et al. 2008).

E.1.4 Ergebnisse der Analyse des Tumors ASZ

Die Datenaufnahme und Interpretation der MS/MS-Spektren erfolgte wie fir die Tumor-
Probe HBL. Die Auswertung dieses Tandem-MS-Laufes ist noch nicht abgeschlossen. Es
wurden bisher 18 Peptide und Quellproteine identifiziert, von denen vier eine Verbindung mit

Tumorerkrankungen aufweisen und zwei bereits als klinische Zielmolekile bekannt sind.

Tabelle 40: Identifizierte HLA-Sequenzen aus der ASZ-Tumorprobe.

Die HLA-Restriktion stammt aus friheren Versuchen, wenn das Peptid schon einmal auf einer
typisierten Probe gefunden wurde oder sie wurde mittels SYFPEITHI vorhergesagt. Selbstproteine
sind weil} unterlegt. Gelb sind Proteine unterlegt, die in Verbindung mit Tumorgenese oder
Timorpradisposition stehen, Rot unterlegt sind etablierte Tumorantigene und Zielmolekile der
klinischen Tumorforschung.

Peptid- HLA- Gene Quellprotein

Sequenz Restriktion ID P

AIVDKVPSV 22820 | COPG (coatomer protein complex, subunit gamma)

ALADGVQKV A*02 8542 APOLA1 (apolipoprotein L, 1)

ALDSQVPKY | A*0201 89846 g)GDS (FYVE, RhoGEF and PH domain containing

ALSDHHIYL A*02 226 | ALDOA (aldolase A, fructose-bisphosphate)

ALVDVLDQP |A*02 282616 | IL28A (interleukin 28A (interferon, lambda 2))

ALVQADSPSA | A*02 252995 | FNDCS5 (fibronectin type Il domain containing 5)

GLGPPGRSV |A*02 144108 | SPTY2D1 (Suppressor of Ty, domain containing 1)

KLIDRTESL A*0201 4046 | LSP1 (lymphocyte-specific protein 1)

KLNPQQFEV | A*02 3703 STT3A (subunit of the oligosaccharyltransferase
complex)

NLAENISRV | A*0201 5834 | BPG (phosphorylase, glycogen; brain)

RLAEAQTYL | A*0201 439996 IFIT1L_ (mterf(_eron-lnduced p_roteln with
tetratricopeptide repeats 1-like)

RMLPHAPGY A*0201 3065 HDAC1 (histone deacetylase 1)

SLAEVLQW | A*02 84103 | C40orf17 (chrom 4 orf 17)

TLADLVHHY | A*02 8295 TRRA_P (transfor_matlon/transcrlptlon domain-

associated protein)

VLLDYVGNVQ | A*02 51676 | ASB2 (ankyrin repeat and SOCS box-containing 2)
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Lymphocyte-specific protein 1 (LSP1) ist ein intrazellulares F-Aktin-bindendes Protein, das in
Lymphozyten, Neutrophilen, Makrophagen und Endothelzellen exprimiert wird. Es spielt eine
Rolle bei der Motilitat, Adhasion und Migration dieser Zellen. Mutationen im LSP1-Gen
stehen im Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko an Mamma- und Ovarialkarzinom zu
erkranken (Gates et al. 2009; Huijts et al. 2007; Ripperger et al. 2009).

Die Glycogenphosphorylase (BGP) wird hauptsachlich im Gehirn exprimiert und formt ein
Homotetramer, das die enzymatisch aktive Form bildet. In NSCLC wurde eine
Uberexpression von BGP festgestellt, die zugleich mit einer schlechten Prognose korreliert
(Lee et al. 2006).

Das Apolipoprotein L, 1 (APOL1) ist ein sekretiertes Lipoprotein, das an Apolipoprotein A-l
bindet. Letzteres ist beim Aufbau von Cholesterylestern im Plasma beteiligt und férdert den
Austritt von Cholesterol aus den Zellen. APOL1 spielt eine Rolle beim Austausch und
Transport von Lipiden im gesamten Koérper, sowie beim Richtransport von Cholesterol von
peripheren Zellen zur Leber. Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von
APOL1 zu Autophagie induziertem Zelltot fihrt (Wan et al. 2008). Da das hier identifizierte
Peptid schon auf mehreren RCC-Tumoren gefunden wurde (Weinschenk et al. 2002), ist es
nun Bestandteil einer Peptid-basierten Immuntherapie fir RCC-Patienten (personliche

Mitteilung von Prof. Dr. S. Stevanovic).

Die Histon-Deacetylase 1 (HDAC1) ist Teil des Histon-Deacetylase-Komplexes, der eine
Schlisselrolle bei der Genexpression spielt. HDAC1 interagiert aber auch mit dem
Retinoblastom Tumorsuppressor-Protein und dieser Komplex spielt eine Schllisselrolle bei
der Kontrolle der Zellteilung und Differenzierung. HDAC1 spielt auch bei der Deacetylierung
von p53 eine Rolle und nimmt auch hierdurch Einfluss auf Zellwachstum und Apoptose. In
OvCa wurde eine Uberexpression von HDAC 1 im Vergleich zu Ovarial-Normalgewebe
festgestellt; ein ,knock down® von HDAC1 durch siRNA verhinderte das Wachstum von
OvCa-Tumorzellen (Khabele et al. 2007). HDAC-Inhibitoren werden derzeit in klinischen
Studien flr verschiedene Tumorentitdten untersucht und auch fur den Einsatz in OvCa-
Patientinnen diskutiert (Graham et al. 2009; Zhu et al. 2008).
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E.1.5 Zusammenfassung und Diskussion

Insgesamt konnten von beiden

Tumorproben 78 HLA-Liganden

————
identifiziet und  Quellproteinen P 18%
S E— |
zugeordnet werden. Davon waren :4‘}{-. — 67% J
53 Peptide von Selbstproteinen Y\‘\\\

abgeleitet und 25 im weiteren Sinne

||||I|n

Tumor ,assoziiert. 11 Peptide I

|

konnten Quellproteinen zugeordnet  Appildung 34: Prozentuale Verteilung  der

werden, die mit der Tumorgenese Quellproteine.
g Selbstproteine sind in weiss, Proteine, die in Verbindung

oder einer Prasdisposition fir  mit Tumorgenese oder Timorpradisposition stehen in gel
. , und, etablierte Tumorantigene und Zielmolekule der
Tumor-erkrankungen in Verbindung \jinischen Tumorforschung.in rot dargestellt.

gebracht wurden. 14 der Peptide

waren von Quellproteinen abgeleitet, die bereits als etablierte Tumorantigene gelten oder
aber Zielmolekule der klinischen Tumorforschung darstellen.

Die Ausbeute an analysierten HLA-Liganden der beiden Tumorproben HBL und ASZ war
zwar im Vergleich mit Tumoren anderer Tumorentitdten mit ahnlicher Masse vergleichbar
gering, jedoch wurde in vielen OvCa eine extrem niedrige MHC-I-Expression beschrieben
(Ge et al. 2003). Zur Auswahl der Quellproteine, die eine Assoziation mit Tumorgenese oder
Tumor-Pradisposition besitzen, bleibt anzumerken, dass viele dieser Proteine bisher nur in
ein oder zwei Publikationen in diesem Zusammenhang dargestellt wurden und man daher
vorsichtig mit der Verwertbarkeit flir den klinischen Einsatz sein muss. Bei den
Quellproteinen mit spezifischer Uberexpression in verschiedenen Tumorentitdten ware es
interessant, diese Uberexpression auch in OvCa-Zellinien und Primargeweben
nachzuweisen. Dasselbe gilt flir die bereits etablierten Tumorantigene Keratin 19 und
Vimentin, die bisher eher mit RCC und Schilddrisenkarzinom in Verbindung gebracht
wurden (Kim et al. 2005; Raphael et al. 1994).

Interessant sind auch die beiden Quellproteine RPL8 und RPSA, fir die bereits T-Zellepitope
gefunden wurden, die aber nicht mit den hier gefundenen identisch sind. Einige der oben
beschriebenen Antigene scheinen auch spezifisch fur andere Tumorentitaten zu sein (CP:
Prostatakarzinom, PBF: Schilddrisenkarzinom, PSMB5: Multiples Myelom). Daher konnten
die gefundenen HLA-Liganden auch potentielle T-Zellepitope flr die immuntherapeutische
Behandlung anderer Tumorentitaten darstellen.

Um nun aber klinisch relevante T-Zellepitope in dieser Sammlung von HLA-Liganden zu
identifizieren, missen diese in funktionellen T-Zell-basierten Tests validiert werden. Dies

geschieht derzeit im Rahmen einer von Janet Peper durchgeflihrten Diplomarbeit.
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Zusatzlich sollen auch die Ubrigen Tumorproben, aus denen bereits die HLA-Liganden
mittels Immunprazipitation isoliert wurden, in LC-MS-Laufen analysiert werden. Die hieraus
gewonnenen Daten kdnnten dann weitere wichtige Fragen beantworten,

e kommen einzelne HLA-Liganden in mehreren Tumorproben vor?

e kommen Tumor-assoziierte Quellproteine in mehreren Tumorproben vor?

e kommen verschiedene HLA-Liganden eines gleichen Quellproteins in mehreren

Tumorproben vor?

E.2 Gezielte Suche nach L1CAM- und VEGF-abgeleiteten HLA-
Liganden

Fir die gezielte Suche nach in silico vorhergesagten L1CAM- und VEGF-abgeleiteten HLA-
Liganden in einer Primargewebe-Probe wurden die bereits im Kapitel D.3.1 und D.3.2
beschriebenen L1CAM- und VEGF-Peptide verwendet, die eine T-Zellantwort auslésen

konnten.

E.2.1 Kalibrierung mit den modifizierten synthetischen Peptiden

Die synthetischen L1CAM- und VEGF-abgeleiteten Peptide wurden einzeln nach dem in
Kapitel B.3.9 beschriebenen Protokoll N-terminal mit dNIC modifiziert und die Lysinreste mit
GUA geblockt. Eine Ubersicht (iber die Peptide wie auch das zugehérige Molekulargewicht,
die Masse in zweifach geladenem Zustand, Retentionszeit auf der HPLC und die Intensitat

des aufgenommenen Spektrums ist in Tabelle 41 aufgefuhrt.

Tabelle 41: Retentionszeiten und Intensitdten der mit dNIC modifizierten Peptide

Molekular- Molekular-

g:pﬂg;z gewicht gewicht + zR;:e['::iz?s' Intensitit
q [g/mol] dNic [g/mol]
L1CAM LLANAYIYVV [1137,65 1247,65 624,38 189,38 1640
LLLRWQPPL |1134,69 1244,69 622,85 | 74,09 4760
VEGE LLSWVHWSL |1139,61 1249,61 625,36 |84,34 1960
FLLSWVHWSL | 1286,68 1396,68 698,90 193,26 672

Um die Retentionszeit der Peptide zu bestimmen wurde eine Menge, die 10 pmol vor der
Modifizierung entsprache, fur einen LC-MS/MS-Lauf eingesetzt. Auf Grund des nicht zu
vermeidenden Verlustes wahrend der Modifizierung lag die tatsachlich eingesetzte Menge

allerdings darunter. Alle vier Peptide konnten detektiert und Uber ihre Fragmentspektren
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eindeutig identifiziert werden. Mit Hilfe der in diesem ersten Versuch gemessenen
Intensitaten wurde ein neuer Peptid-Mix erstellt, in dem die Verhaltnisse der Peptid-
Konzentrationen der Peptide zueinander antiproportional zum Verhaltnis der in diesem
Versuch gemessenen Intensitaten ist. Nach Anpassung der Peptid-Konzentrationen wurde
der Peptid-Mix erneut gemessen um zu bestatigen, dass alle Peptide mit genlgender

Intensitat gemessen werden konnen.

Synthetische Peptide, Modifizierung: dNIC, 85595, 01.04.2009
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Abbildung 35: Massenspuren der Peptide nach angepasster Konzentration.

Die ,Peaks“ zeigen die Retentionszeiten und Intensitaten der dNic-modifizierten Peptide nach
Anpassung der Konzentration. Die Identitat der einzelnen Peptide wurde durch ein Fragmentspektrum
bestatigt.

In Abb. 35 sind die Massenspuren der Peptide nach angepasster Konzentration dargestellt.
Die ,Peaks” zeigen die Signale der synthetischen L1CAM- und VEGF-abgeleiteten Peptide
mit dNic-modifiziertem N-Terminus. Am rechten Rand des Spektrums sind die zweifach
geladenen Massen der Peptide und die Intensitat vermerkt. Die x-Achse gibt die
Retentionszeit in Minuten an. So ergeben sich Retentionszeiten von 89,38 min
[LLANAYIYVV], 74,09 min [LLLRWQPPL], 84,34 min [LLSWVHWSL] und 93,29 min
[FLLSWVHWSL]. In der ersten Massenspur sieht man zwei ,Peaks”, wobei der Peak bei

73,99 min auf eine Verunreinigung zurtckzufuhren ist.
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E.2.2 Suche in der Tumorprobe ASZ

Die bereits im Kapitel E 1.4 analysierte Tumorprobe ASZ wurde hier nun verwendet um nach
der predict-calibrate-detect-Methode (Kap. B.5.9.6) nach den zuvor beschriebenen Peptiden
zu suchen. Hierzu wurden die HLA-Liganden der Tumorprobe ASZ mit Nic modifiziert und
anschlieflend mit den synthetischen dNic-modifizierten Peptiden gemischt und gemeinsam in
das LC-MS-System eingespritzt. Um die Retentionszeiten der synthetischen Peptide, die von
aulleren Umstanden, wie zum Beispiel der Temperatur, abhangig sind, mdglichst genau
unter den Bedingungen des gemischten Laufes zu bestimmen, wurde der Peptid-Mix mit den
synthetischen Peptiden direkt vor dem gemischten Lauf noch einmal in einem LC-MS/MS-
Lauf gemessen. Um das Prinzip dieses Experiments zu erlautern ist in Abbildung 3 ein
idealisiertes Ergebnis eines solchen Experimentes dargestellt. Hierbei sollte man Peptide,
die sowohl in der Tumorprobe als auch in den synthetischen Peptiden vorhanden waren, als
Doppelpeak erkennen. Die identischen Peptide aus unterschiedlichen Quellen sollten zur

selben Zeit eluieren, sich jedoch in ihrer Masse um den Unterschied zwischen Nic und dNic

unterscheiden (Am = 4,03 Da).
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N
R o] R (o] 0—N,
’ : = = (d)NIC
NH NH (D) N (D) J/
NH OH
NH
O Lys® (o] R,
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naturliches
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®
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Abbildung 36: Unterschiedliche Modifizierung von Peptiden mit Nic und dNic.

Aus einer Tumorprobe aufgereinigte HLA-Liganden werden mit Nic, synthetische Peptide mit dNic
modifiziert. In einem anschlieBenden gemischten LC-MS-Lauf werden gleiche Peptide mit
unterschiedlicher Markierung zur gleichen Zeit eluiert, unterscheiden sich aber durch ihre Massen
(Lemmel et al. 2004).
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Dieser Methode folgend wurde daher in dem gemischten LC-MS-Lauf zu der Retetionszeit,
die das synthetische Peptid im vorrangegangenen LC-MS/MS-Lauf hatte, sowohl nach der
Masse des dNic-markierten synthetischen Peptids gesucht als auch nach dem Nic-
modifizierten naturlichen Peptid. Fur den Fall, dass die Peptide doppelt geladen vorkommen

musste das naturliche Peptid seinen Peak genau 2 Da vor dem synthetischen Peptid zeigen.
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Abbildung 37: Spektren des gemischten LC-MS Laufes.
Detektion der fiir die synthetischen Peptide LLANAYIYVV (A), LLLRWQPPL (B), LLSWVHWSL (C),
FLLSWVHWSL (D) erwarteten Massen, aber nicht der Massen der naturlich présentierten Peptide.

In Abb. 37 A-D sind die Spektren des gemischten LC-MS-Laufes zu den Retentionszeiten
der zuvor gemessenen synthetischen Peptide dargestellt. Die Y-Achse zeigt die Intensitat
der gemessenen ,Peaks“ an, wahrend auf der X-Achse das Masse-/Ladungs-Verhaltnis

aufgetragen ist. Man sieht die Isotopenpeaks der zweifach geladenen, dNic-modifizierten
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synthetischen L1CAM- und VEGF-abgeleiteten Peptide. Die natirlichen Nic-modifizierten
Peptide missten genau 2 Da vor dem Peak der synthetischen Peptide zu finden sein. Fr

keines der 4 Peptide ist hier ein Signal zu erkennen.

E.2.3 Zusammenfassung und Diskussion

Die einfachste Erklarung flir das Scheitern dieses Versuchs ware, dass der Tumor ASZ
Uberhaupt kein L1CAM und VEGF exprimiert und somit auch keine Peptide aus diesen TAAs
prozessieren kann. Diese Moglichkeit konnte aber zumindest fur L1CAM widerlegt werden.
Das Proteinlysat des Tumors ASZ wurde auf einem mit L1CAM-spezifischem Antikérper
gefarbten Westernblot aufgetragen und zeigte ein deutliches Signal fir L1CAM (Kap.C 1.3.3,
Abb. 4).

Weiter ware es moglich, dass die Peptide nicht wie vorhergesagt prozessiert werden und
somit keine natlrlich vorkommenden HLA-Liganden und T-Zellepitope darstellen. Diese
Méglichkeit wurde jedoch zumindest fir die Peptide LLANAYIYVV und LLSWVHWSL im
vorangegangenen Ergebnisteil (Kap. D.3.1 und Kap. D.3.2) widerlegt. Hier konnten
LLANAYI1YVV-peptidspezifische Gedachtnis-T-Zellen in OvCa-Patientinnen nachgewiesen
werden, und in vitro aktivierte LLSWVHWSL-spezifische T-Zellen erkannten unbeladene
Zellen einer OvCa-Zelllinie. Dies schlief3t jedoch nicht aus, dass es sich bei den genannten
Epitopen um individuelle HLA-Liganden handelt, die in im HLA-Ligandom des Tumors ASZ
nicht vorhanden sind.

Eine weitere Erklarung fur das Fehlen der ,Peaks” der L1CAM- und VEGF-abgeleiteten
Peptide in den aus der Tumorprobe isolierten HLA-Liganden kénnte eine natirliche
Modifikation der Peptide sein. Speziell L1CAM ist ein stark glykosyliertes Protein, so dass die
daraus prozessierten Peptide eventuell noch Reste dieser Glykosylierung tragen. Das wiirde
bedeuten, dass die Peptide eine andere Masse als die vorhergesagte hatten und somit durch
dieses Experiment nicht detektierbar waren.

Bei dieser Art von Experiment stellt sich generell die Frage der Quantifizierung der
verglichenen Signale. Da aus Tumorproben isolierte HLA-Liganden ein Gemisch darstellen,
in dem jedes Peptid in seiner individuellen Menge vorhanden ist, kann man diese nur schwer
im richtigen Verhaltnis zu den beigemischten synthetischen Peptiden setzten. Es wird
versucht so viel Tumorprobe einzusetzen, dass die durchschnittliche Signalhéhe im Bereich
der synthetischen Peptiden liegt. Wenn nun aber auf der Tumoroberflache nach einem
MHC/Peptid-Komplex mit sehr geringer Konzentration gesucht wird, wird diese Methode an
ihre Sensitivitatsgrenze stoflen. Zusatzlich gibt es natirlich noch die geratespezifische
Sensitivitdtsgrenze des Massenspekirometers, die bei ca. 100 fmol liegt. Neuere

Massenspektrometer, wie die Orbi-Trap haben ihren Sensitivitdtsbereich auf den einstelligen
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fmol-Bereich ausgeweitet. Es ware also interessant, das Experiment mit einem solchen

Gerat der neueren Generation zu wiederholen.
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F Ausblick

Bewertung der hier beschriebenen Methoden: Da die Validierung der sowohl in silico
vorhergesagten als auch der auf OvCa-Primargewebe identifizierten HLA-Liganden noch
nicht abgeschlossen ist, kann man noch keine endgiiltige Aussage Uber die Effizienz der
verwendeten Methoden zur Identifizierung und Validierung klinisch relevanter T-Zellepitope
machen. Generell ist zu bedenken, dass beide Methoden mit erheblichem materiellem und
instrumentellem Aufwand verbunden sind und nicht zwingend zu einem positiven Ergebnis
fuhren. Wie gezeigt gibt es viele in silico vorhergesagte Peptide, die zwar eine IFNy T-
Zellantwort induzieren kénnen, deren Prozessierung und Prasentation auf Tumorzellen
jedoch schwer nachzuweisen ist. Weiter gibt es aber auch viel von Tumorgeweben eluierte
HLA-Liganden, die keine IFNy T-Zellantwort induzieren kénnen und somit auch nicht als
Kandidaten fir eine therapeutische Peptidvakzine in Frage kommen. Eine elegante
Méglichkeit ist sicher die auch in dieser Arbeit verwendete ,predict-calibrate-detect"-
Methode, bei der in silico vorhergesagte Peptide bekannter TAAs mit Hilfe differentieller
Modifizierung massenspektrometrisch in aufgereinigten HLA-Liganden von Tumorgeweben
gesucht werden. Jedoch ist auch hier eine gewisse Anzahl vorhergesagter Peptide und
untersuchter Tumorproben nétig, um auf positive Ergebnisse zu stolRen. Eine groRere
Chance bei der Suche nach und Validierung von klinisch relevanten T-Zellepitopen gibt es
also nur, wenn die Anzahl der untersuchten vorhergesagten Peptide bzw. die Anzahl der
untersuchten Tumorproben maglichst grof3 ist. Vermutlich kann man den Erfolg zusatzlich
durch die parallele Verwendung verschiedener Methoden steigern. Einen eindeutigen Beleg
fur die therapeutische Relevanz eines identifizierten T-Zellepitops kann jedoch immer nur
eine klinische Studie erbringen.

Zusatzliche T-Zellepitope der ausgewahlten TAAs: Die hier identifizierten T-Zellepitope
kénnten nach weiteren Validierungsschritten Bestandteil einer immuntherapeutischen,
peptidbasierten Vakzine flir OvCa-Patientinnen sein. Solch eine Vakzine misste
idealerweise mehrere Peptide aus unterschiedlichen Tumorantigenen umfassen. Somit kann
verhindert werden, dass der Tumor Ausweich-Mechanismen entwickelt, mit denen er sich
der Kontrolle durch das Immunsystem entzieht. Aulerdem steigt die Wahrscheinlichkeit,
dass die Vakzine einen groRen Teil der vom Tumor tatsachlich exprimierten Antigene
abdeckt. Diese Arbeit beschaftigte sich ausschliefdlich mit MHC-I restringierten T-
Zellepitopen. Eine Vakzine misste neben MHC-I-restringierten Peptiden jedoch auch
Peptide enthalten, die auf MHC-II-Molekiilen binden und eine CD4"-Ty-Immunreaktion
induzieren, da diese eine wichtige Helferfunktion erfiillen und die Aufrechterhaltung einer

CD8"-Antwort steigern (Bonehill et al. 2005). AuRerdem missten T-Zellepitope identifiziert
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werden, die nahezu alle HLA-Typen abdecken, so dass die Vakzine nicht auf ein kleines
Patientenkollektiv beschrankt bliebe.

Klinische Perspektive: Eine Alternative zur Vakzinierung mit einem Mix aus ubiquitar
exprimierten TAA-abgeleiteten Peptiden ware ein individualisiertes Vorgehen. Dabei wird
jeder operierte Tumor auf die Expression bestimmter Tumorantigene charakterisiert und
dann die Vakzine entsprechend zusammengestellt. Von Vorteil ist die erhohte
Wahrscheinlichkeit einer Wirksamkeit, jedoch gibt es zahlreiche Nachteile gegenlber einer
im Voraus zusammengestellten Peptidvakzine. So sind Kosten- und Zeitaufwand enorm
hoch und die Vergleichbarkeit der Vakzinen innerhalb einer Studie sowie das Monitoring sind
kaum mdglich. Dariber hinaus besteht Unsicherheit dartiber, ob eventuelle Metastasen die
nachgewiesenen Tumorantigene im Primartumor Uberhaupt noch exprimieren.

Neben den TAAs, die die Vakzine abdecken soll, ist auch die Wahl des Adjuvanz sehr
wichtig, da die Peptide in einem immunstimulatorischen Milieu prasentiert werden muissen.
Die Auswahl an mdéglichen Adjuvantien ist sehr gro3. Sie reicht von Zytokinen wie etwa GM-
CSF und IFN-a, Uber TLR-Liganden (toll-like-receptor) wie CpG oder LPS bis hin zu
Molekilen der TNF-Superfamilie wie CD40L (Kornbluth and Stone 2006); dagegen ist die
Zahl der bereits klinisch zugelassenen Adjuvantien sehr gering. Welches Adjuvanz bei der
Generierung tumorspezifischer T-Zellen am sinnvollsten ist, wird derzeitig noch diskutiert.
Bisherige Vakzinierungsstrategien konnten zwar eine tumorspezifische T-Zellantwort
generieren, jedoch kam es in nur seltenen Fallen zu einem klinischen Ansprechen. Als
Hauptgrund dafir werden immunsuppressive Mechanismen im Tumormilieu verantwortlich
gemacht. Neben der Aktivierung einer tumorspezifischen Immunreaktion gilt es daher, diese
immunsuppressiven Mechanismen zu hemmen. Dies kénnte zum Beispiel durch Gabe von
Antikdrpern geschehen, die Molekile wie beispielsweise CTLA-4 und IL-10 hemmen oder
die direkte Hemmung der Tregs durch Cyclophosphamide (Radojcic et al. 2010).
Andererseits birgt die Blockierung immunsuppressiver Mechanismen ein hohes Risiko, da
die Wahrscheinlichkeit einer Autoimmunreaktion ansteigt. Diese Gefahr gilt es mit dem
Nutzen einer solchen Therapie auszuloten. Eine Losung hierfur ware die selektive Hemmung
von TAA-spezifischen Tregs. Dies lasst sich jedoch mit den heute angewendeten Methoden
noch nicht optimal realisieren.

Ein weiterer Diskussionspunkt ist der Zeitpunkt, an dem die Gabe einer peptidbasierten
Vakzine am sinnvollsten ware. Bisher wurden Vakzinierungsstudien oft bei Patienten in
bereits weit fortgeschrittenem Karzinomstadien durchgefihrt. Ob das klinische Ansprechen
bei frihen Stadien gréRer ist, lasst sich somit nicht ausschliefen. Dazu kommt, dass die
Gabe von Chemotherapeutika das Immunsystem schwacht und somit auch die

Erfolgsaussichten einer Vakzinierung verschlechtert. Demgegeniber scheint es als
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gesichert, dass es bei Patienten, die nach einer Operation eine geringere Tumorlast haben
(minimal residual disease), sinnvoll ist eine Tumorvakzinierung durchzufiihren, da vereinzelte
Tumorzellen und Metastasen dem Immunsystem eventuell besser zuganglich sind.

Dass tumorspezifische Vakzinen in Zukunft nur mit einer Kombination aus aktivierenden und
hemmenden Bestandteilen zu einem effektiven klinischen Ansprechen flihren, scheint aus
den Erfahrungen der letzten Jahre als gesichert. Um welche Bestandteile es sich jedoch im
Einzelnen handelt und welche Adjuvantien im jeweiligen Kontext mehr Vorteile bringen,

bleibt noch abzuwéagen.
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Die Entwicklung einer Peptid-basierten Immuntherapie setzt neben der Auswahl geeigneter
Tumor-assoziierter Antigene (TAA) weiter die Identifikation daraus abgeleiteter T-Zellepitope
voraus. Bei der Auswahl der Antigene sind eine moglichst hohe Tumorspezifitat, eine hohe
Expression des Antigens im Tumorgewebe, ein haufiges Auftreten auf verschiedenen
Subtypen, eine funktionelle Assoziation mit dem malignen Phanotyp und schlieBlich die
Immunogenitat des Antigens mafRgebend fur die klinische Relevanz der davon abgeleiteten
T-Zellepitope. Die T-Zellepitope missen sich durch die Fahigkeit T-Zellen zu stimulieren und
schliel3lich durch Prozessierung und Prasentation auf den Tumorzellen auszeichnen, um als

therapeutisch einsetzbare T-Zellepitope validiert werden zu kénnen.

Nach Literatur-Recherchen wurden nach oben genannten Kriterien 18 TAAs ausgewabhilt,
deren Expressionsprofile anschlieRend auf OvCa-Zelllinien und —Primargeweben analysiert
wurden. Die Charakterisierung der OvCa-Zelllinien und -Primargeweben ergab, dass bis auf
ein TAA (NY-ESO-1) alle 17 untersuchten TAAs auf Uber 50% der untersuchten
Zelllinien/Geweben exprimiert wurden. Weiter ergab sich, dass Zelllinien im Vergleich zu den

untersuchten Primargeweben eine reduzierte Antigenitat aufwiesen.

Die Epitopvorhersage in silico von neun der zuvor untersuchten TAAs flhrte zu 80 HLA-
A*02-restringierten Peptiden, von denen 24 eine peptidspezifische IFNy T-Zellantwort
induzieren konnten. Von den in vitro stimulierten T-Zelllinien waren neun in der Lage
peptidspezifisch Zielzellen zu lysieren. Eine Validierung als T-Zellepitop fur den moglichen
Einsatz in einer Peptid-basierten Immuntherapie gelang fur zwei L1CAM-abgeleitete und ein
VEGF-abgeleitetes Peptid. In PBMCs zweier OvCa-Patientinnen wurden L1CAM-Peptid-
spezifische Gedachtnis T-Zellen gefunden. Diese Gedachtnis T-Zellen zeigten keine Peptid-
induzierbare Zytokinproduktion. Mit dem VEGF-Peptid konnten in vitro T-Zellen stimuliert
werden, die in der Lage waren VEGF-exprimierende OvCa-Zellen zu lysieren. Dies belegt

die nattrliche Prozessierung und Prasentation des vorhergesagten VEGF-Peptids.

Bei der Untersuchung des HLA-Ligandoms zweier OvCa-Tumorproben mittels
Immunprazipitation der MHC-Molekiile und anschlieBender LC-MS-Analyse der eluierten
MHC-Liganden wurden 78 Peptide identifiziert. 24 dieser Peptide wurden Quellproteinen

zugeordnet, die mit der Pradisposition flr eine Tumorerkrankung oder der Tumorgenese in
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Verbindung gebracht werden oder aber wegen ihrer tumorspezifischen Uberexpression
bereits Zielmolekiile der klinischen Forschung darstellen (RPL8, OFA-ILR, HDAC1). Diese
Proteine sind potentielle neue OvCa-assoziierte Tumorantigene, bzw. die daraus

abgeleiteten HLA-Liganden stellen potentielle T-Zellepitope fir eine Peptid-basierte
Immuntherapie dar.
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H Abkurzungsverzeichnis

AICD
ADCC
AIDS
APC
APS
AS
ATCC
B-CLL
BSA
CA125
CD
CDR
cDNA
CEA
CD40L
CDC
CO,
COX IV
CpG ODN
51Cr
CRC
CTL
CTLA-4
Da

DC
ddH,O
DMEM
DMSO
DNA
dNic
ECACC
ECL
EGF

Activation Induced Cell Death

Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity
Aquired Immunodeficiency Syndrome
Antigen Presenting Cell
Ammoniumpersulfat

Aminosaure

American Type Culture Collection
B-Chronische Lymphoblastische Leukamie
Bovine Serum Albumin

Cancer Antigen 125

Cluster of Differentiation
Complementary Determining Region
Complementary DNA
Carcinoembryonic Antigen
CD40-Ligand

Complement Dependent Cytotixicity
Kohlenstoffdioxid
Cytochrom-c-Oxidase, Untereinheit IV
Cytosin-phosphatidyl-Guanosin Oligodeoxynukleotide
51 Chrom

Colorectal Cancer

Cytotoxic T Lymphocyte

Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4
Dalton

Dendritic Cell

doppelt-destilliertes Wasser
Dulbecco's modified eagle medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic Acid
[D4]-Nikotinsaure

European Collection of Cell Cultures
Elektrochemolumineszenz

Epidermal Growth Factor
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EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

EpCAM Epithelial Cell Adhesion Molecule

FasL Fas-Ligand

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

FCS Fetal Calf Serum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FoxP3 Forkhead box P3

FSC Forward Scatter

GAM Goat Anti Mouse

GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
GPI Glycosyl-Phosphatidylinositol

GUA O-Methyl-Isoharnstoff-Hemisulfat

Gy Gray

h Stunde

HCI Chlorwasserstoff

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
HER2/neu Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
HIF Hypoxia Inducible Factor

HI-Virus Humanes Immundefizienz-Virus

HLA Human Leukocyte Antigen

HPLC High Performance Liquid Chromatography
HPV Humanes Papillomavirus

HRP Horseradish Peroxidase

IFNy Interferon y

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium

JIP JNK Interacting Protein

JNK c-Jun NHy-terminale Kinase

kb Kilo Basen

kDa KiloDalton

L1CAM L1 Cell Adhesion Molecule

LC Liguid Chromatography

MACS Magnetic Cell Sorting

MDSC Myeloid Derived Suppressor Cell
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mlF Mittlere Fluoreszenzintensitat
MHC Major Histocompatibility Complex
min Minute

MPF Megakaryocyte-Potentiating Factor
mRNA Messenger Ribonucleic Acid

MS Massenspektrometrie

MUC-1 Mucin-1

NaCl Natriumchlorid

NF-AT Nuclear Factor of Activated T cells
NIC [H4]-Nikotinsaure

NK-Zelle Naturliche Killerzelle

NmU Neuromedin U

NSCLC Non Small Cell Lung Cancer
NP-40 Nonoxynol-40

OPN Osteopontin

PCR Polymerase Chain Reaction

PBL Peripheral Blood Lymphocytes
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell
PBS Phosphate Buffered Saline

PE Phycoerythrin

PGE, Prostaglandin E2

PI13-K Phosphoinositol-3-Kinase

PMA phorbol 12-myristate 13-acetate
gRT-PCR Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction
RCC Renal Cell Carcinoma

RIPA Radioimmunoprecipitation Assay
RNA Ribonucleic Acid

RPMI Roswell Park Memorial Institute
RT Raumtemperatur

SDS Sodium Dodecylsulfate
SDS-PAGE Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis

SIX1 SIX homebox 1

SPAGY9 Sperm-Associated Antigen 9

SSC Side Scatter

R-ME 3-Mercaptoethanol

TAA Tumor-assoziiertes Antigen
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TAP
TBS
TBS-T
TCR
TEMED
TFA
Ty-Zelle
TIL
TNF
TRAIL
Treg
TS-TMBSA
VEGF
WT1

H Abkiirzungsverzeichnis

Transporter Associated with Antigen Processing
Tris Buffered Saline

Tris-Buffered Saline with Tween 20

T Cell Receptor

Tetramethylethylendiamin

Trifluor Acetic Aci

T-Helferzelle

Tumorinfiltrierender Lymphozyt
Tumornekrosefaktor

Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand

regulatorische T-Zelle

Tris/sodium chloride buffer with tween 20, milk and BSA

Vascular Epidermal Growth Factor

Wilms Tumor 1
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