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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Antigenprasentation

Das Immunsystem in Vertebraten dient der Abwehr von Parasiten, Bakterien, Viren und sonstigen
Erregern, aber auch der Bekampfung maligner Verdanderungen. Dabei unterscheidet man
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem, wobei die Funktionalitdt des adaptiven
Immunsystems auf T- und B-Zellen beruht, welche durch spezifische Rezeptoren in der Lage sind,
Peptide (Antigene) auf der Oberflache antigenprasentierender Zellen (englisch antigen presenting
cells, APC) zu erkennen, sie als Fremd zu identifizieren und letztendlich zu eliminieren. Die

Prasentation dieser Peptide erfolgt Giber HLA- (human) bzw. MHC-Molekile (murin).

1.1.1 Struktur und Charakteristika von HLA- und MHC-Molekiilen

Der Haupthistokompatibilitaitskomplex (englisch major histocompatibility complex, MHC) kommt
in allen Wirbeltieren vor und stellt im Genom der Mammalia als auch im humanen Genom die
hochst variable Region dar'. Im Menschen wird der MHC als Histokompatibilitatsantigen oder
auch humanes Leukozytenantigen-System (englisch human leukocyte antigen, HLA) bezeichnet,
da er zuerst durch Antigene auf weiBen Blutkorperchen, den Leukozyten, identifiziert wurde.
Diese erste Beschreibung des HLA geht auf Jean Dausset in den 1950er Jahren zuriick, der mit
»MAC” das erste Leukozyten-Antigen entdeckte und auch den Grundstein der HLA-Typisierung
und damit der Forschung zur Histokompatibilitit legte’®. Der MHC-Genkomplex ist beim
Menschen in Centromer-Ndhe auf dem Chromosom 6, bei der Maus auf Chromosom 17 lokalisiert
und stellt eine Gruppe von hoch polymorphen Genen dar, die fiir die Funktionalitdt des
Immunsystems essentiell sind, da sie unter anderem fir die HLA-Klasse-I- und HLA-Klasse-II-
Proteinkomplexe kodieren*®. HLA-Klasse-I-Molekiile finden sich auf der Oberfliche aller
kernhaltiger Zellen' und bestehen aus einer etwa 45 kDa groRen schweren Kette (a-Kette) und
einer nicht-kovalent gebundenen 12 kDa groBen leichten Kette, dem so genannten beta-2-
Mikroglobulin (B2M)®” (Abbildung 1). Das B2M liegt beim Menschen auf Chromosom 15 und bei
der Maus auf Chromosom 2°. Die a-Kette besteht aus drei a-Domanen, wobei al und a2 die
Peptidbindungsfurche  bilden® und die  Immunglobulin-dhnliche  a3-Doméine  der
Transmembrandomane zugewandt ist”’. Die Peptidbindungsfurche der HLA-Klasse-I-Molekiile ist
geschlossen, wodurch die Lange der gebundenen Peptide auf typischerweise 8-10 Aminosauren

begrenzt ist und diese mit ihrem N- und C-Terminus in der Tasche binden'® % Auch HLA-Klasse-II-
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Molekiile bilden ein Heterodimer, diese aber aus einer a — und einer B-Kette, welche nicht-
kovalent miteinander verbunden sind (Abbildung 1). Diese Ketten bestehen aus jeweils zwei
Domanen, wobei al und B1 die Peptidbindungsfurche bilden und a2 und B2 Immunglobulin-
dhnliche (lg-dhnlich) Domaénen darstellen. Diese Ig-dhnlichen Domanen sind den zwei
Transmembrandomanen zugewandt, welche sie mit der Zelloberfliche verankern®. HLA-Klasse-II-
Molekile sind vorrangig auf der Oberfliche professioneller APCs wie Makrophagen, B
Lymphozyten und dendritischen Zellen exprimiert™. Ihre Peptidbindungsfurche ist offen, wodurch
die Ldnge der gebundenen Peptide nahezu unbegrenzt und hoch variabel ist, zumeist aber bei 13-

17 AS liegt™*™.

Peptid Peptid
\ / \ /
al a2 B1 al
o
B2M o3 B2 o2
o-Kette B-Kette i o-Kette
Transmembrandomaéne
HLA-Klasse-1 HLA-Klasse-2

Abbildung 1: Struktur der HLA-Klasse-I-Molekiile und HLA-Klasse-Il-Molekiile'®

HLA-Klasse-I-Molekiile bestehen aus einer a — und einer B-Kette (beta-2-Mikroglobulin, 2M) wobei die al und a2
Domaénen die geschlossene Peptidbindetasche bilden und die a3-Domaéne nicht-kovalent mit dem B2M verbunden und
der Transmembrandomédne zugewandt ist. HLA-Klasse-1I-Molekdile bilden einen Heterodimer aus einer nicht-kovalent
verbundenen a — und B-Kette, wobei al und B1 die offene Peptidbindetasche bilden und a2 und B2 Immunglobulin-
dhnliche Doméne darstellen, welche den beiden Transmembrandomanen zugewandt sind.

Die oben beschriebenen HLA-Molekiile werden in verschiedene Klassen eingeteilt. Im Menschen
unterscheidet man bei HLA-Klasse-l drei klassische Klasse-l Gene, die als HLA-A, -B und —C
bezeichnet werden. Die korrespondierenden Subtypen der MHC-Klasse-I in der Maus sind H-2D,
H-2K und H-2L. Die klassischen Gene der HLA-Klasse-II heikRen HLA-DR, -DP und —DQ, die der MHC-
Klasse-Il H-2A und H-2E"""®, AuRerdem wurde durch das HLA Nomenklatur Komitee im Jahre
1976 die erweiternde Nomenklatur festgelegt, bei welcher im humanen System zusatzlich zur
Region (HLA) und Genlocus-Bezeichnung (A, B, C, etc.) die Spezifitdt durch Zahlen gekennzeichnet

wird®. Dadurch ergeben sich beispielsweise die Namen der in der vorliegenden Dissertation
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betrachteten Allele HLA-A-02:01 und HLA-B-07:02. Bei der Maus sind diese Haplotypen durch die
Kleinbuchstaben k, b und d gekennzeichnet (z.B. H-2K" oder H—2Db). Aufgrund dieser Polygenie
des HLA und Polymorphie der HLA-Allele, ist eine hohe Variabilitdt in den gebundenen Peptiden
moglich®®. Die chemischen und strukturellen Eigenschaften der Peptidbindefurche bestimmen das
Repertoire der moglichen gebundenen Peptide der verschiedenen HLA-Molekile?’. Die
Peptidbindefurche umfasst sechs verschiedene Taschen, die in HLA-Klasse-I-Molekiilen als A-F
Tasche und in HLA-Klasse-Il-Molekiilen als P1-P9 Tasche bezeichnet werden®. Diese Taschen
dienen neben der N- und C-terminalen Bindung der Peptide der zusatzlichen Verankerung dieser
in der Peptidbindefurche. Daher stammt der Ausdruck der Ankerpositionen, die flr jedes Allel
unterschiedlich und in Abbildung 2 exemplarisch fir die murinen H—ZKb(ZA, oben) und H-2D" (2A,
unten) sowie humanen HLA-DR3 (2B) in griin dargestellt sind. Da die Peptide nur Gber diese
konservierten Ankerpositionen gebunden werden, ergibt sich ein Repertoire von bis zu mehreren

tausend potentiellen Peptiden, die jedes HLA-Molekiil binden kann.
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Abbildung 2: Peptidliganden verschiedener HLA-Molekiile 2

HLA-Molekiile binden in ihrer Peptidbindefurche Allel-spezifisch Peptide mit unterschiedlichen Sequenzen. Hierbei
besitzt jedes Allel andere Ankerpositionen (griin) zur festen Bindung der Peptide. Exemplarisch dargestellt sind das
murine H-2K" (A, oben) und H-2D" (A, unten) sowie das humane HLA-DR3 (B).

Besonders der mittlere Teil der Antigene (Peptide), der aus der Peptidbindefurche herausragt, ist
gut zuginglich zur Erkennung durch zytotoxische CD8" T-Zellen (HLA-Klasse-1) bzw. CD4" T-Zellen

(HLA-Klasse-11)**?*. Im Folgenden wird sich auf die HLA-Klasse-I-Molekiile beschrénkt.
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1.1.2 Antigenerkennung von T-Zellen iiber HLA-Molekiile

HLA-Klasse-I-Molekiile sind auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert und prasentieren
intrazellulire Peptide zytotoxischen CD8" T-Zellen?®. Die Erkennung der HLA-Peptid Komplexe
erfolgt Giber T-Zell-Rezeptoren (TZR), die auf der Oberflache der zytotoxischen T-Zellen exprimiert
sind” und die prasentierten Peptide erkennen. Der TZR existiert in zwei Formen: als ap TZR und
als y6 TZR, wobei der aff TZR mit einer Verbreitung von 95% weitaus haufiger vorkommt als der
v8 TZR?. Wie der Name af TZR bereits vermuten l4sst, bestehen die TZRs aus einem Heterodimer
aus einer a- und einer B-Kette, welche uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind®.
Theoretisch ist das Immunsystem in der Lage 10" bis 10%° verschiedene ap TZRs herzustellen, was
aber durch die Selektion im Thymus auf etwa 10° bis 10® im Menschen und 2x10° in der Maus
reduziert wird?>*®. Diese dennoch sehr hohe Diversitit an TZRs wird auf drei Ebenen generiert®.
Zunachst kommt es wahrend der T-Zell-Reifung im Thymus durch die genetische Rekombination
von Exons, die flir die variable Domane (V) des TZR kodieren zur Ausbildung des grofRen
Repertoires von verschiedenen af TZRs. Hierbei bilden die Gensegmente V, J (englisch joining)
und C (englisch constant) die a-Kette (Va) und die Segmente V, D (englisch diversity), ) und C die
B-Kette (VB)*. Des Weiteren werden an den V(D)) Stellen zufillig Nukleotide eingebaut oder
entfernt. Auf der letzten Ebene kommt es zu einer kombinatorischen Paarung der so gebildeten,
in sich schon variablen a- und B-Ketten. Die V-Domane der a- und B-Kette besitzt jeweils drei
zusatzliche, hoch variable Schleifen, die so genannten Komplementaritdts-bestimmenden
Regionen (englisch complementary-determing regions, CDRs) CDR1, CDR2 und CDR3, welche den
Antigenerkennungsbereich darstellen®**’. Die CDR1 und CDR2 Schleifen sind Keimbahn-kodiert
und daher genetisch nicht variabel?. Dies passt auch mit den Beobachtungen iiberein, dass sie bei
der Bindung des TZR an ein HLA-Molekiil nur an den ebenfalls wenig variablen Regionen des HLA-
Molekiils binden, nicht aber an den Peptiden. Die CDR3 Schleife hingegen ist in den oben
beschriebenen V(D)J Regionen des TZR codiert, in welchen durch die genannten Modifikationen
eine hohe Variabilitdt besteht. Daher ist CDR3 in dem Bereich der a- und B-Kette des TZR
lokalisiert (CDR3a und CDR3p), der direkt mit den ebenfalls hoch variablen Peptiden des HLA-
Komplexes interagiert®. Fur eine erfolgreiche Antigenerkennung benétigt die T-Zelle neben
diesen spezifischen Rezeptoren noch weitere co-stimulatorische Faktoren. Zum einen ist dies das
Differenzierungsantigen 8 (englisch cluster of differentiation, CD8), welches neben dem TZR an
den HLA-Klasse-I-Peptid-Komplex bindet und dadurch erst einen stabilen Komplex ermaglicht®.
Zum anderen bildet der TZR einen Komplex mit CD3. Dabei sind die a- und B-Kette des TZR
intrazellulir nicht-kovalent mit dem CD3 verbunden’. Das CD3 selbst besteht aus vier Proteinen,
die die zwei Heterodimere CD38e und CD3ye bilden sowie einem Homodimer, dem CD3Z(".

Zusatzlich besitzt jeder TZR/CD3 Komplex insgesamt 10 ITAMs (englisch immune receptor
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tyrosine-based activation motifs): jeweils eins an CD38, CD3¢ und CD3y und drei an jedem CD37*
Diese ITAMS dienen als Phosphorylierungsstellen durch die Lymphozyten-spezifische Protein-
Tyrosin-Kinase (LCK), welche mit der zytoplasmatischen Doméane des Co-Rezeptors CD8 assoziiert
ist und durch die Phosphorylierung der ITAMs schlieBlich die Signalkaskade der T-Zellen initiiert®
Damit ist der TZR/CD3 Komplex mit seinen Co-Rezeptoren vollstiandig und kann schlieRlich
effektiv und selektiv an den HLA-Klasse-I-Peptid-Komplexen binden, die prasentierten Antigene

erkennen und die Immunantwort initiieren. All dies ist in Abbildung 3 noch einmal schematisch

dargestellt.
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Abbildung 3: HLA-Peptid-Komplex Erkennung liber den T-ZeII-Rezeptor27’39

An HLA-Molekiile gebundene Peptide werden durch T-Zellen und ihre spezifischen Rezeptoren (TZR) erkannt. Der TZR
besteht aus einem Heterodimer aus einer a — und B-Kette, welche jeweils drei CDR-Regionen besitzen (CDR1, CDR2,
CDR3). Diese wiederum besitzen ITAMS, welche durch LCK phosphoryliert werden und hierdurch schlieflich die
Signalkaskade der T-Zellen initiiert wird (links). In der rechten Halfte ist diese Interaktion zwischen dem HLA-Peptid-
Komplex und der T-Zelle als Kristallstruktur dargestellt.

Bevor die Erkennung der Antigene durch den TZR allerdings stattfinden kann, miissen die Peptide

generiert, auf die HLA-Molekile geladen und an die Zelloberflache transportiert werden.



Einleitung

1.1.3 Antigenprozessierung

Die effektive Generierung von Peptiden zur Beladung auf HLA-Klasse-I-Komplexe und die
anschlieBende Prasentation an T-Zellen ist essentiell flir die Aktivierung des adaptiven
Immunsystems. Dies ist ein mehrstufiger Prozess, die so genannte Antigenprozessierung43 und ist

im Uberblick in Abbildung 4 dargestellt.

Peptide—-MHC class |
Plasma membrane ag complex
i
©) ® I Vesicular
VL I mMRNA Golgi transport
‘/\ Ribosome complex
2ET High error —
Peptide— [ratein Endoplasmic
@ epitope ( translation reticulum
Ubiquitin
( Amino- Synthesis and assembly
peptidase(s) of MHC class | molecules
® Peptidases 5
~J
- > Calreticulin ¢
Proteasome Peptide ~)

Tapasin class| B,m
e —

Peptide-loading
complex

Abbildung 4: Antigenprozessierung44

Die Antigenprozessierung dient der Herstellung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden. Zu Beginn werden Proteine mit
Ubiquitin zum Abbau durch das Proteasom markiert. Nach dem proteasomalen Abbau folgt der Transport aus dem
Cytosol in das endoplasmatische Retikulum durch TAP (englisch transporter associated with antigen presentation), wo
das finale Trimming der Proteine durch Aminopeptidasen stattfindet. Die Peptide werden mit Hilfe eines
Peptidladekomplexes auf die HLA-Molekiile geladen, so dass die HLA-Peptid-Komplexe abschlieBend das ER verlassen
und liber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache gelangen kénnen.

HLA-Klasse-I-Peptide sind Degradationsprodukte von endogenen Proteinen, viralen oder
bakteriellen Proteinen oder Produkten mutierter Gene z.B. im Rahmen einer malignen
Erkrankung®. Die genaue Herkunft dieser Proteine ist bis heute ein kontrovers diskutiertes
Forschungsfeld, doch eine hoch anerkannte mogliche Quelle fiir endogene Proteine stellt die in
den 1990er Jahren durch Yewdell aufgestellte Theorie der DRiPs dar. Dabei handelt es sich um
falsch translatierte oder falsch gefaltete Proteine (englisch defective ribosomal products)®. Ein
wichtiger Hinweis fiir die Hypothese der DRiPs besteht darin, dass sie neu synthetisiert werden,
nie ihre reife, funktionale Form erreichen und somit mit einer Halbwertszeit von weniger als 10

Minuten schnell degradiert und prasentiert werden konnen®’. Allerdings werden auch langlebige
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und stabile zellulire Proteine nicht als Quelle fiir prasentierte Peptide ausgeschlossen®®. Der
nachste Schritt der Antigenprozessierung ist unabhangig ihrer Herkunft stets die Ubiquitinierung
der Proteine als Markierung fiir den folgenden Abbau durch das Proteasom. Die Ubiquitinierung
erfolgt in einem dreistufigen Prozess. Zuerst wird das Ubiquitin ATP-abhangig durch das Enzym E1
aktiviert, welches mit dem C-Terminus des Ubiquitin einen Thiolester bildet, welcher dann im
zweiten Schritt auf das Ubiquitin-Tragermolekil E2 geladen wird. Im dritten und letzten Schritt
wird dieser C-Terminus katalysiert durch die Ubiquitin-Protein Ligase E3, (iber eine Isopeptid-
Bindung mit der Aminogruppe des Lysins des Zielproteins gekoppelt. Dadurch entsteht eine
Polyubiquitinierung des Zielproteins, welches dieses zum Abbau durch das Proteasom

4930 Das Proteasom ist eine multikatalytische Einheit im Nukleus und Zytosol aller

markiert
eukaryotischen Zellen®. Das konstitutive 26S Proteasom besteht aus einem katalytisch aktiven
20S Kern, welcher die Form eines hohlen Zylinders besitzt und 19S Einheiten, welche als Deckel
auf den beiden Offnungen des 20S-Komplexes sitzen. Diese Deckel erkennen die zum Abbau
markierten Proteine, entfalten sie und bringen sie in das Innere des Proteasoms. Hier gelangen sie
zu dem 20S Kern, der wiederum aus vier Ringen mit insgesamt 28 Untereinheiten besteht. Die
beiden dulleren Ringe setzen sich aus sieben homologen a-Untereinheiten (al - a7) zusammen,
an denen die eingetretenen Proteine erkannt werden und ihnen den Zugang zu den beiden
inneren Ringen, an denen die proteolytische Aktivitat lokalisiert ist, ermdglicht wird. Diese Ringe
bestehen aus sieben homologen B-Untereinheiten (1 - B7), wobei nur B1, B2 und B5
Proteaseaktivitdt zeigen. Die drei proteolytisch aktiven Untereinheiten zeigen dabei verschiedene
Spezifitaten: B1 spaltet nach sauren Aminosduren (Glutaminsdure, Asparaginsdure) und zeigt
damit eine Caspase-dhnliche Aktivitdt, B2 schneidet nach basischen Aminosduren (Arginin und
Lysin) wodurch ihm eine Trypsin-dhnliche Aktivitdt zugesprochen wird und B5 spaltet nach
hydrophoben Aminosduren (Leucin, Isoleucin, Methionin, Valin, Tyrosin, Phenylalanin,
Tryptophan) und vereint damit Chymotrypsin-dhnliche Eigenschaften in sich®*~*. Kommt es
beispielsweise aufgrund einer Infektion zur Ausschiittung des Zytokins IFN-y durch Immunzellen
wie Thl-Zellen, CD8" T-Zellen oder NK-Zellen, so fiihrt dies zu einer verdnderten
Zusammensetzung des Proteasoms und damit zur Expression des so genannten

>>%6 Von der Grundstruktur ist das Immunoproteasom identisch zu dem

Immunoproteasoms
konstitutiven Proteasom. Es unterscheidet sich allerdings in den katalytischen B-Untereinheiten:
LMP2 (englisch low molecular weight protein, LMP) oder B1li ersetzt f1, MECL1 (englisch
multicatalytic endopeptidase complex subunit, MECL) oder B2i ersetzt 2 und LMP7 oder B5i

ersetzt p5°"°®

. Das Immunoproteasom zeichnet sich dadurch aus, dass es durch veranderte
Schnittpraferenzen eine gesteigerte Anzahl an Peptiden zur Beladung auf HLA-Klasse-I-Molekiile

generiert als das Standard-Proteasom®®. Aufgrund der Anwesenheit von einer Vielzahl an
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Aminopeptidasen und Endopeptidasen im Zytosol der Zelle wie beispielsweise der Puromycin-
sensitiven Aminopeptidase (PSA) und der Bleomycin Hydrolase (BH), schafft es nur ein kleiner Teil
der generierten Peptide dem Abbau zu Aminosduren zur Generierung neuer Proteine zu
entkommen und durch TAP (englisch transporter associated with antigen presentation) in das

endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert zu werden®® 2

. Hierbei transportiert TAP Peptide
besonders aufgrund ihrer ersten drei N-terminalen und der letzten C-terminalen AS mit
unterschiedlicher Praferenz®®. Diese Motive sind in Abbildung 5 dargestellt, wobei die rot
gekennzeichneten AS einen negativen und die griin gekennzeichneten AS einen positiven Einfluss

auf die TAP-Affinitat besitzen.

Murine Position Human Position

TAP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TAP 1 2 3 4 5 6 7 8 9
A -04-0100 0.0 01 0.0 0.1 0.2 0.3 A -0.7-01 00 0.1 0.0 0.1 0.1 0.0 0.2
C  0.0-0.100 0.1 0.0 0.0-0.2-0.1-0.4 C 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0-0.1 0.0
D [o0.0]0.1]l88-05 0.1 0.1 0.1 0.1. D H-o.1 0.1 0.1 -0.1.
E [0.1]0.0 0.4-0.2 0.0 0.1 0.0 0.1 E 0.0 J0M 0.0 0.2 0.1 0.3 0.2
F 03 0.1:0.700-02-02-04-03-1.4 F  0.4-0.2-05-0.2-0.1 0.0 -0.2 0.1 -1.1
G 0.0 03 03 0.3 0.0 0.0 0.1 0.1 ¢ 0.1 55NN 0.2 0.3 0.1 8-> |08
H 0.1 0.1-0402 0.0-0.10.0-0.1-0.2 H 0.1 0.1-0.1-0.10.0 0.0-0.10.2 0.2
I 0.0 0.0-0.40.1-0.1-0.1-0.1 0.0 0.7 I 0.0-0.2-0.30.0-0.2-0.3-0.4 0.2 0.2
K -0.1-0.1 0.0 0.0 0.1 0.2 0.4 0.1 K -0.4-0.20.0-0.1 0.0-0.1 0.2 0.1[-0.2]
L 000201 02-0.1-0.2-0.1 0.1 -0.6 L -0.200 0.0 0.0-0.10.0-0.3 0.0-0.4
M -0.2-0.2-0.3 0.2 -0.1-0.1-0.1-0.1 M -0.2-0.2-0.3-0.2-0.1 0.1 -0.3 0.0[-0.1]
N 02010300 0.1-0.100 0.1 02 N -060.3 04 02 02-0.1 0.1 0.1
P 0.1 0.1 0.1 0.1 0.3 -0.1 P [0.1]0.0 -0.3-0.1-0.4 0.0 0.0
Q 0.0-0204 01 0.1 0.1 0.0 0.1 0.1 Q 02-0402 01 0100 0.1 0.1 0.1
R -0.3-050.0-0.1 0.1 0.2 0.1 -0.2 R -0.6-0.6-0.2-0.1-0.1-0.3 0.0 -0.2[-0.6]
S -02-0102 0.0 0.1 0.1 0.2 0.0 S -0.2-010.0 0.1 02 0.1 0.4 0.2
T -0.100-0.1-0.1 0.0 0.1 0.2 0.1 T 010002010202 02-0203
V  -0.1-02-030.0-0.100 02 0.2-0.3 V. -0.2-02-0.3 0.1 0.2 0.0 0.1 0.0 -0.1
W 0.2-0.3-0.4-0.3-0.1-0.1-0.2 -0.3[1.1] W 02-03-0.7-0.1-0.3 0.1 -0.2 -0.3[-0.4]
Y  0.2-0.1-06 0.0 -0.1-0.1-0.4-0.5-1.0 Y 0.2-03-08-0.1-0.10.1-0.4 0.0 -1.3

Offset 2.0 Offset 2.7

Abbildung 5: Einfluss verschiedener AS auf die Affinitat des murinen und humanen TAP-Transporters63

Dargestellt ist die negative (rot) oder positive (griin) Beeinflussung bestimmter AS an bestimmten Positionen eines
Peptids mit der Lange von 9 AS auf die Affinitat von TAP.

TAP gehort zu den ABC-Transportern (englisch ATP binding cassette, ABC) und bildet ein
Heterodimer aus TAP1 und TAP2, die durch jeweils eine Transmembrandomane im ER verankert
und fir die Bindung von ATP verantwortlich sind®. TAP bildet das Zentrum des Peptid-Lade-
Komplexes (englisch peptide loading complex, PLC) und steht im Prozess der
Antigenprozessierung am Ubergang vom Zytosol in das ER. Der PLC besteht neben TAP aus der
schweren Kette des HLA-Molekiils, dem B2M, dem Chaperon Tapasin (Tpn), der ER-residenten
Oxidoreduktase ERp57 und dem Chaperon Calreticulin®. Der erste Schritt der Bildung des PLC
besteht in der Bindung der schweren Kette des HLA-Molekiils mit den Chaperonen BiP (englisch
binding immunoglobulin protein) und dem mit Erp57 assoziierten Calnexin. Als nachstes erfolgt
die Bindung des 2M an diesen Komplex, wodurch der Austausch von Calnexin durch Calreticulin
induziert wird. Parallel bindet Tpn an TAP und vereint Uber seine Bindung an die schwere Kette

66,67

des HLA-Molekiils sowie an ERp57 alle Komponenten des PLC™"’. Zum besseren Verstdandnis ist

8
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der PLC noch einmal in Abbildung 6 grafisch dargestellt.

Abbildung 6: Peptidladekomplex (PLC) 67

Der Peptidladekomplex dient der Beladung von Peptiden auf HLA-Molekiile. Er besteht aus dem ABC-Transporter TAP,
der schweren Kette des HLA-Molekils mit dem B2M, dem Chaperon Tapasin (Tpn), der ER-residenten Oxidoreduktase
ERp57, dem Chaperon Calreticulin (Crt) und dem Export-Rezeptor Bap31.

Die bedeutenden Rollen von TAP und Tpn konnten in verschiedenen in vitro als auch in vivo
Modellen gezeigt werden. So haben humane Zelllinien, in denen die HLA-Molekiile nicht in der
Lage sind mit TAP zu assoziieren, nicht mehr die Fahigkeit Peptide effizient auf die HLA-Molekile
zu laden®®. Im murinen Modell zeigen Mause mit einer Tpn-Defizienz weniger stabile HLA-Peptid-
Komplexe und daraus resultierend eine schlechtere Immunantwort bei einer Infektion®®’.
Insofern sie bereits durch den Abbau im Proteasom die richtige Lange besitzen, kdnnen nun die
durch TAP in das ER transportierten Peptide auf die HLA-Klasse-I-Molekile geladen werden. Ist
dies der Fall, dissoziiert der HLA-Peptid-Komplex zusammen mit dem Export-Rezeptor Bap31 vom
PLC. AnschlieRend verlassen sie in sekretorischen COP Il Vesikeln das ER und werden durch den
Golgi-Apparat an die Zelloberfliche transportiert, wo sie die Antigene zytotoxischen CD8" T-Zellen
prasentieren®’. Meist generiert das Proteasom allerdings Peptide, die am C-Terminus kompatibel
zu HLA-Klasse-I-Molekiilen, N-terminal aber verlangert sind und deshalb ein N-terminales
Trimming durch Aminopeptidasen bendtigen’’. Die Forschung auf diesem Feld ist mit ihren
Anfangen vor rund 15 Jahren noch sehr jung und auch bis heute sind noch nicht alle Fragen zu den
Mechanismen und den beteiligten Aminopeptidasen geklart. Im Jahr 2001 wurden die ersten
Beobachtungen gemacht, dass es ER-residente Aminopeptidasen gibt, die fiir das N-terminale
Trimming von Vorldufer-Peptiden verantwortlich sind. So wurde festgestellt, dass es

Aminopeptidasen im ER gibt, welche N-terminale Enden von Peptiden mit Ausnahme von Prolin
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schneiden’® und dass der Prozess des Trimming hoch effizient und rapide innerhalb von wenigen
Minuten stattfindet’. Auch Versuche mit dem OVA-Modell-Antigen SIINFEKL bestatigten, dass es
eine ER-residente Aminopeptidase gibt, die fir die finale Prozessierung des Peptids
verantwortlich ist’*. Doch alle anfianglichen Studien konnten keine genaue Peptidase benennen,
durch die das Trimming stattfindet. Dies gelang erstmals Saric et. al, die im Jahr 2002 mit ERAP1
(englisch  endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 oder adipocyte-derived leucine
aminopeptidase, A-LAP) die erste Aminopeptidase benennen konnten’. ERAP1 ist eine Zink-
Metallopeptidase, gehort zur Oxytocinase Subfamilie der M1 Aminopeptidasen, ist durch IFN-y
induzierbar und kirzt Vorldufer-Epitope unter anderem auf die fir HLA-Klasse-I-Molekiile
optimale Linge von 8-9 Aminosiuren’®. ERAP1 schneidet mit Ausnahme von Prolin alle N-
terminalen Reste, allerdings mit unterschiedlicher Prdferenz und damit einhergehend auch
unterschiedlicher Effizienz. Bevorzugt schneidet ERAP1 hydrophobe Reste wie Leucin, gefolgt von
Methionin und Cystein, dagegen aber kaum saure und basische Reste’®. Aufgrund dieser
unterschiedlichen Praferenzen ist es naheliegend, dass es noch weitere Aminopeptidasen geben
muss. Die zweite und damit auch letzte bisher bekannte ist ERAP2 (auch leukocyte-derived
aminopeptidase, L-RAP). ERAP1 und ERAP2 teilen eine Sequenzhomologie von etwa 50%, ERAP2
aber schneidet bevorzugt basische Aminosauren und hier besonders Arginin’’’%. ERAP1 liegt als
murines Homolog in Form von ERAAP vor, von ERAP2 ist bisher kein Homolog beschrieben. Es
konnte gezeigt werden, dass ERAP1 und ERAP2 auch als Heterodimer in humanen Mikrosomen
vorliegen (etwa 30%) und dadurch ihr Wirkungsspektrum noch einmal erweitern. Dennoch wird
bis heute ERAP1 durch die Expression in einem gréBeren Spektrum an Geweben und einer
groReren Substratspezifitit die dominante Rolle als Aminopeptidase im ER zugesprochen’.
Aufgrund der Diversitat der durch HLA-Komplexe prasentierten Antigene und der komplexen
Maschinerie der Antigenprozessierung ist es naheliegend, dass es noch weitere, bisher
unbekannte Aminopeptidasen gibt. Ein moglicher Kandidat hierfir ist ERMP1 (englisch
endoplasmic reticulum metallopeptidase 1), welches von Frau Dr. Nadja Akkad im Rahmen ihrer

Dissertation am Institut fir Immunologie identifiziert wurde.
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1.1.4 ERMP1

ERMP1 ist im humanen und murinen Organismus als ER-stdndige Peptidase exprimiert und gehort
zu den Zink-Metallopeptidasen. Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es nur zwei Publikationen, die
sich mit ERMP1 beschaftigen. Die erste aus dem Jahr 2007 beschreibt ERMP1 (Fxna) als
entscheidendes Enzym in der Entwicklung der Eierstocke von Ratten, genauer gesagt in
Signalwegen zur Organisation von somatischen Zellen und Oozyten in Ovarialfollikeln®. In der
Dissertation von Frau Dr. Nadja Akkad im Jahr 2011 wurde ERMP1 eine neue, bisher nicht
bekannte Rolle als ER-residente Aminopeptidase zur Herstellung von HLA-Klasse-I-Peptiden
zugesprochen®. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Expression von ERMP1 wie viele andere
Komponenten der Antigenprozessierungs-Maschinerie durch IFN-y reguliert wird, ERMP1 in
lymphatischen Geweben stark exprimiert ist und mit TAP und MHC-1-Molekilen im ER
kolokalisiert. AuRBerdem konnte ERMP1 eine Beeinflussung der MHC-Klasse-I-Expression in
Abhangigkeit des Haplotyps nachgewiesen werden, sowie eine Auswirkung auf die Prasentation
des OVA-Epitops SIINFEKL. Erst kirzlich (September 2016) ist eine Veréffentlichung erschienen,
die ERMP1 erstmals mit malignen Geschehnissen in Verbindung bringt®” und damit eine maogliche
Bestatigung der Daten von Frau Dr. Nadja Akkad darstellt. Hier wird gezeigt, dass ERMP1 in
Brustkrebs, kolorektalen Karzinomen, Lungenkrebs und Ovarialkarzinomen stark exprimiert ist
und sowohl die Proliferation als auch Migration und Invasivitdit von Krebszellen signifikant
verringert. Diese Arbeit zeigt auBerdem die Notwendigkeit des besseren Verstandnisses der
zugrundeliegenden Mechanismen im Bereich der Prdasentation von Antigenen tber HLA-Klasse-I-

Komplexe, um eine effiziente Anti-Tumor-Therapie hervorzubringen.
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1.2 Krebsimmuntherapie

Neben der klassischen Chemotherapie zur Behandlung von Krebserkrankungen haben sich in den
letzten Jahren immer mehr immuntherapeutische Ansatze etabliert. Hier sind vor allem Erfolge
durch die Behandlung mit so genannten Checkpoint-Inhibitoren zu nennen. Das Wirkprinzip
dieser Inhibitoren liegt darin, die Interaktion von inhibitorischen Rezeptoren auf der T-Zelle mit
ihren Liganden zu unterbinden und dadurch die Effektorfunktion der T-Zelle zu reaktivieren®. Die
groflten Erfolge konnten bisher mit Antikérpern gegen die inhibitorischen Rezeptoren CTLA-4
(englisch cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) und PD-1 (englisch programmed cell death

. . 84,85
protein 1) erzielt werden™

. Da sich aber in den letzten Jahren gezeigt hat, dass eine Vielzahl der
Krebspatienten nicht auf die Behandlung mit Checkpoint-Inhibitoren anspricht, ist es notwendig
weitere immuntherapeutische Ansatze zu entwickeln. Aufgrund der groBen Bedeutung von HLA-
Molekilen und der Erkennung ihrer Antigene u{ber T-Zellen fir ein funktionierendes
Immunsystem ist es naheliegend, dass maligne Erkrankungen mit dem Expressionslevel von HLA-
Klasse-I-Molekiilen zusammenhdngen als auch, dass verschiedenste (immunvermittelte)
Erkrankungen mit bestimmten HLA-Varianten assoziiert sind. Daher ist das HLA-System sowie die

Interaktion der HLA-Molekile mit T-Zellen ein attraktives Ziel zur Weiterentwicklung der

Immuntherapie.

1.2.1 HLA-assoziierte Erkrankungen

Erste Erkenntnisse zu Zusammenhadngen zwischen bestimmten HLA-Allelen und Erkrankungen
gehen bereits auf die 1970er Jahre zuriick. So konnten zwei Arbeitsgruppen um Schlossstein und
Brewerton in den Jahren 1973 und 1974 eine Korrelation zwischen der Expression von HLA-B-27
und dem Krankheitsbild der ankylosierenden Spondylitis (Morbus Bechterew) darstellen®®?’.
Heute ist bekannt, dass Uber 90% der Betroffenen HLA-B-27 positiv sind, wohingegen die
Verteilung in der Normalbevolkerung bei nur 8-12% liegt®. In groRangelegten genomweiten
Assoziationsstudien konnten bisher zahlreiche Verbindungen zwischen HLA-Allelen und
Erkrankungen gezogen werden. Nahezu alle bekannten Autoimmunerkrankungen als auch viele
inflammatorische und infektiése Erkrankungen zeigen eine HLA-Assoziation. Um nur ein paar zu
nennen sind dies neben der ankylosierenden Spondylitis z.B. die Typl Diabetes (HLA-DRB und
HLA-DQ), rheumatoide Arthritis (HLA-DRB1 und HLA-DQA1), systemischer Lupus erythematodes
(HLA-DRB1) und Multiple Sklerose (HLA-DRB1)**%°. In 2017 konnten auch bisher unbekannte HLA-

DRB1-Assoziationen mit malignen Erkrankungen wie Lymphomen, Zervixkarzinomen, malignen

Neoplasien der weiblichen Brust und Krebserkrankungen des Gehirns und Nervensystems
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aufgedeckt werden®. Beziiglich des Zervixkarzinoms konnte auRerdem eine signifikant verstarkte
Anwesenheit von HLA-B-40:06 sowie eine signifikant verringerte Anwesenheit von HLA-B-15:02 in
den Patienten verglichen mit gesunden Probanden gezeigt werden®’. Des Weiteren zeigen
Patienten mit Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen eine geringe Haufigkeit von HLA-B:44, aber ein
vermehrtes Auftreten von HLA-B:13, HLA-B:52 und HLA-B:57°%. Diese HLA-Assoziation bestimmter
Erkrankungen birgt auch eine Therapiemoglichkeit. Da wie in Abbildung 2 erldutert jedes HLA-Allel
spezifische Ankerpositionen und damit auch spezifische Peptidsequenzen aufweist, kdnnen nach
erfolgreicher Epitop-Vorhersage auf die Erkrankung abgestimmte T-Zellen hergestellt und zur

Therapie eingesetzt werden.
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1.2.2 Identifizierung von T-Zell-Epitopen und TZR-Manipulation

Im Rahmen einer Immunantwort werden durch die Antigenprozessierung HLA-Allel spezifische
Peptide aus zuvor von der Zelle aufgenommenen Proteinen generiert und an T-Zellen prasentiert.
Hierbei definiert jedes HLA-Allel eigene Sequenzvoraussetzungen fiir die HLA-Peptide, so dass sich
die Moglichkeit ergibt, Vorhersagen von potentiellen Liganden eines spezifischen HLA-Alles fiir

jede beliebige Proteinsequenz zu treffen®®*

. Eins der meist verwendeten Programme zur
Epitopvorhersage ist das durch die Arbeitsgruppe von Hans-Georg Rammensee entwickelte
SYFPEITHI®®. Die Vorhersage beruht hierbei auf natiirlich vorkommenden Liganden, welche direkt
durch Analysen bezlglich der Peptidsequenz, MHC-Spezifitdit, Ankerpositionen und
Quellproteinen nachgewiesen werden konnten. So ergibt sich als Ausgabe ein Wert, welcher mit
der Wahrscheinlichkeit zur Prdsentation als Ligand korreliert. Ein weiteres stark genutztes

Programm stellt NetMHC dar’®®’

. NetMHC arbeitet mit Sequenzabgleichmethoden basierend auf
kiinstlichen neuronalen Netzen zur Epitopvorhersage. Als Ausgabe generiert NetMHC
verschiedene Parameter wie beispielsweise die Aminosauresequenz des potentiellen Liganden,
eine Bindungswahrscheinlichkeit und einen Rang, der den Liganden als stark oder schwach
bindend einstuft. Mit Hilfe von Programmen wie eben dieser wurden zahlreiche heute bekannte
HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden aus Tumorantigenen identifiziert. Dazu zdhlen z.B. MAGE-3%,
Survivin® und TRP2'®. Diese und auch durch andere Methoden entdeckten Tumorantigene wie
NY-ESO-1'"*  oder MUC1'® stellten die Grundlage fiur eine neue Richtung der
Tumorimmuntherapie, die TZR-Manipulation dar. Durch Manipulation an TZRs ist es moglich,

Tumorantigenspezifische T-Zellen in vitro in einer therapeutisch vertretbaren Zeit sowie in

ausreichender Menge herzustellen, so dass bereits klinische Erfolge in Patienten mit

103 5

metastasierenden Melanomen'®, Kolorektalkarzinomen'®, Synovialsarkomen'® und multiplem
Myelom'® verzeichnet werden konnten. Auch Neoantigene, die durch somatische
Punktmutationen im Tumorgewebe entstehen, reprasentieren gut geeignete Ziele solcher
Immuntherapien. Dabei werden TZR-Sequenzen retroviral in T-Zellen eingebracht, die spezifisch
solche zuvor identifizierten Neoantigene erkennen und dadurch zu einer Eliminierung des Tumors

fiihren®”-108

. Diese neuen Wege der Krebsimmuntherapie tiber adoptiven T-Zell-Transfer zeigen
einen Ansatz auf, der durch die Identifizierung neuer Epitope und neuer Neoantigene in einer
Tumorentitatsspezifischen oder letztendlich in einer personalisierten Krebstherapie miindet. Dies
bedarf eines tieferen Verstindnisses der HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden-Prdsentation, wodurch

auch die Programme zur Epitopvorhersage optimiert werden kénnen.
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1.3 Personalisierte Krebstherapie

Die Tatsache, dass Krebs sowohl eine extrem hohe Heterogenitat zwischen individuellen Tumoren
als auch eine hohe intratumorale Heterogenitit aufweist'® zeigt die Notwendigkeit, aber auch die
Herausforderungen einer personalisierten Krebstherapie. Die Auswahl moglicher Antigene ist
unter anderem dadurch limitiert, dass diese gar nicht oder zumindest nur sehr gering auf
normalen Korperzellen exprimiert werden dirfen, um zu starke Nebenwirkungen zu vermeiden.
Bisher haben schon mehrere Peptid-Vakzinierungen den Weg in die Klinik gefunden. So haben
Noguchi und Kollegen die Gesamtiliberlebensdauer von Patienten mit Prostatakrebs durch die
Behandlung mit personalisierten Peptid-Vakzinen auf 17,8 Monate im Vergleich zu 10,5 Monaten
in der Kontrollgruppe erhéht'™. Ein anderes Beispiel ist die Phase-1- und Phase-2-Studie von
Walter et. al, in der eine Peptid-Mischung aus 9 HLA-A-02-restringierten und einem HLA-DR-
restringierten Peptid zur Behandlung von Patienten mit Nierenzellkarzinom verwendet wurde™*.
Die Tumorantigene wurden zuvor mit der XPRESIDENT-Plattform, die eine Kombination aus
massenspektrometrischen Analysen, Genexpressionsanalysen, in vitro T-Zell-Versuchen und

112183 pje Studie konnte zeigen, dass die

bioinformatischen Analysen verwendet, identifiziert
Behandlung mit der Peptid-Mischung keine schweren oder gar tédlichen Nebenwirkungen
hervorruft und eine positive Korrelation zwischen der Behandlung und der Gesamtiiberlebensrate
darstellen. Weitere Arbeiten mit einzelnen oder multiplen Antigenen zeigten erfolgreiche
Therapien z.B. gegen Brustkrebs (Antigen: Her2/neu)™, Melanome (Antigene: Melan-A,
Tyrosinase, gp100, MAGE-A3, MAGE-A1, Survivin)'™, nicht-kleinzellige Lungenkarzinome (Antigen:
Telomerase)'*® und vulvire intraepitheliale Neoplasien (Antigene: HPV-16 Onkoproteine)*’. Diese
Tumorantigene sind in verschiedene Typen wie Tumor-Hoden-Antigene (Antigene, die sich nur auf
Krebszellen und bei gesundem Gewebe nur in den maéannlichen Keimzellen befinden), durch
Mutationen entstandene Neoantigene oder gewebsspezifische Genprodukte einzuteilen™®. All
diese Arten von Antigenen sind flir eine personalisierte Vakzinierung geeignet und kdnnen in
verschiedenen Formen verwendet werden: z.B. als Protein'®®, als Viruskonstrukt'®®, als RNA'*
oder auch als Peptide, die exakt den natirlichen HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden widerspiegeln'*.
Um die letztgenannten HLA-Peptide synthetisch herzustellen und zur personalisierten
Krebstherapie zu nutzen, ist eine umfangreiche Analyse der Gesamtheit der prasentierten HLA-

Klasse-I-Peptid-Liganden, dem so genannten Ligandom essentiell. Hierzu hat sich in den letzten

Jahren vor allem die Massenspektrometrie als besonders geeignete Methode etabliert.

15



Einleitung
1.3.1 Massenspektrometrische Analysen des HLA-Klasse-I-Ligandoms

Die Identifikation von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden ist ein wichtiger Schritt in der Entwicklung von
neuen personalisierten Peptid-Vakzinierungs-Strategien. Hierbei spielt seit einigen Jahren die
Massenspektrometrie eine immer groBere Rolle. Ein Massenspektrometer besteht
definitionsgemall aus drei Teilen: einer lonenquelle, einem Analysator und einem Detektor. An
der lonenquelle wird die Probe ionisiert und in die Gasphase tberfiihrt. Anschliefend kann der
Analysator die lonen gemaR ihres Masse-zu-Ladung-Verhiltnis (m/z) auftrennen bevor sie final
am Detektor erfasst werden. Diese drei Komponenten sind in verschiedenen technischen und
physikalischen Varianten erhéltlich und werden in unterschiedlichen Geraten variabel kombiniert,
wie von Aebersold und Mann in ihrem Review niher beschrieben'®. In der vorliegenden
Dissertation wurde mit dem Synapt G2-S von Waters gearbeitet, dessen Aufbau in Abbildung 7

schematisch dargestellt ist (ilbernommen von Kuharev'?, adaptiert nach Pringle et al.***).

ESI

-—

L~ StepWave Quadrupol TriWave Flugzeitanalysator
Detektor
s ——-—— == |~

IHHHHHHHHHHHHH HHHH lonenfalle MS Transfer —_\

Abbildung 7: Schematischer Aufbau des Waters Synapt G2-s'31

Das Synapt G2-S ist ein Flugzeitmassenspektrometer (TOF-MS), welches die Proben tiber eine ESI-Quelle ionisiert und
die lonen anschlieBend Uber eine lonentransfereinheit (StepWave) zum Quadrupol leitet. Diesem ist eine TriWave-
Einheit nachgeschaltet, die eine Trennung nach lonenmobilitat ermdglicht, aber auch als lonenfalle und Kollisionszelle

dienen kann. Letztendlich werden die lonen dem Flugzeitanalysator zugefiihrt und am Detektor erfasst.

Beziglich der lonenquelle haben sich im Bereich der Proteomik vor allem schonende
lonisationsverfahren wie die Matrix-unterstiitze Laser-Desorption/lonisation (englisch matrix-
assisted laser desorption/ionisation, MALDI)**® und die Elektrospray-lonisation (ESI)**®
durchgesetzt. Wie in Abbildung 7 zu sehen, nutzt das Synapt G2-S die ESI, bei welcher die Probe
durch eine wenige um dicke Kapillare geleitet wird'?’. Beim Austritt aus dieser unter Spannung

stehenden Kapillare bildet sich durch das Auftreffen des Analyts auf ein orthogonal angelegtes
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elektrisches Feld ein so genannter Taylor-Konus, so dass sich die lonen in Form feiner geladener
Trépfchen von der Kapillare 16sen*?®. Durch die zumeist stattfindende Einleitung von Stickstoffgas
wird an dieser Stelle die Verdampfung des Losungsmittels unterstltzt, so dass die GroRe der
Trépfchen sinkt und ihre Oberflichenladung steigt, was letztendlich zum vollstindigen Ubergang
des Analyts in die Gasphase fiihrt und dieser als Spray auf das Massenspektrometer auftrifft. Die
so erzeugten lonen werden im Synapt G2-S durch die lonentransfereinheit (StepWave) zum
Analysator, dem Quadrupol geleitet. Der Quadrupol besteht aus parallel angeordneten
Stabelektroden, die ein elektrisches Wechselfeld erzeugen und die beschleunigten lonen nach

129 Beim Synapt G2-S wird das Prinzip der Tandem-Massenspektrometrie

ihrem m/z selektieren
(MS/MS) angewandt. Das bedeutet, dass wie beschrieben zunichst die intakten lonen
(Vorlauferionen) analysiert werden und anschliefend in einer Kollisionszelle durch Kollisionen mit
neutralen Gasmolekiilen wie Helium, Stickstoff oder Argon fragmentiert (Fragmentionen) und

BOB1 - Diese im Synapt G2-S angewandte

erneut massenspektrometrisch analysiert werden
Technologie wird als kollisionsinduzierte Dissoziation (englisch collision induced dissociation, CID)
bezeichnet. Dabei beschleunigen die lonen nach jeder Kollision mit einem Gasmolekiil neu, bis es
zur nachsten Kollision kommt. Bei diesen ZusammenstoRen des Analyts mit einem Gasmolekil
nimmt dieser einen Teil der Kollisionsenergie auf, so dass es zu einem Anstieg der inneren Energie
und dadurch letztendlich zur Fragmentierung des Analyts kommt. Jede lonenspezies besitzt eine
fir ihre Ladung und Struktur charakteristische Geschwindigkeit im elektrischen Feld, die so

132

genannte Driftgeschwindigkeit, die die Identifizierung des Analyts erlaubt™*. Das Verhiltnis der

auftretenden Geschwindigkeiten zur Starke des elektrischen Felds wird als lonenmobilitdt und die

133
. Durch

so stattfindende Analyse der Proben als lonenmobilitdtsspektrometrie (IMS) bezeichnet
die zusatzliche Analyse der lonenmobilitat ergibt sich die Moglichkeit, isomere Molekiile, welche
die gleiche Masse und Ladung aber eine unterschiedliche Struktur aufweisen, zu unterscheiden.
Letztendlich gelangen die lonen zum Flugzeitanalysator (englisch time of flight mass spectrometry,
TOF-MS), wo sie final in Abhdngigkeit von ihrem m/z zu unterschiedlicher Zeit am Detektor
eintreffen und erfasst werden.

Bei der Analyse von komplexen Proben werden diese vor der massenspektrometrischen Analyse
chromatographisch aufgetrennt. Dabei wird die ESI-Quelle an ein Flussigkeitschromatographie-
System (englisch liquid chromatography, LC) gekoppelt. Meist kommt hierbei die
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (englisch high performance LC, HPLC) zum Einsatz, bei
welcher durch stete Weiterentwicklung der Trennleistung heutzutage Partikel mit einer GroRe
von etwa 3,5um verwendet werden. Durch die dadurch mégliche Reduktion des Durchmessers

der Chromatographiesaulen ergibt sich eine um etwa das 4000-fache gesteigerte Sensitivitat. Bei

diesen Systemen reichen wenige Nanoliter der zu analysierenden Proben aus, weshalb man auch
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von nanolC spricht™*

. In den letzten Jahren wurde auch diese Technik immer weiterentwickelt, so
dass die modernsten Systeme die ultra-performance liquid chromtography (UPLC) nutzen. Dabei
werden Partikel mit einer GréBe von lediglich 1,7um verwendet, was letztendlich zu einer
optimierten Dauer der Experimente sowie gesteigerter Sensitivitit und Auflésung fihrt™.

Zur Datenakquisition stehen drei Methoden zur Verfligung: die datenabhdngige Akquisition
(englisch data dependent acquisition, DDA), die gezielte Akquisition und die datenunabhangige
Akquisition (englisch data independent acquisition, DIA).

Bei der gezielten Akquisition werden nur vor der Messung festgelegte Proteine detektiert und
guantifiziert. Die hierbei am haufigsten angewandte Methode stellt die selected reaction
monitoring (SRM) dar, wobei zu dem zu analysierenden Protein passende Vorlduferionen und die
korrespondierenden Fragmentionen gezielt analysiert werden. Dadurch stellt die gezielte
Akquisition die sensitivste Methode dar, kann aber durch die bendtigten Vorkenntnisse nur eine
geringe Abdeckung des gesamten Proteoms erzielen®*®. Bei der DDA dagegen kann die héchste
Abdeckung des Proteoms erreicht werden. Hierbei werden in einem so genannten MS1-Scan alle
Vorlduferionen erfasst und automatisch ausgewertet. Anhand dieser Auswertung werden
anschlieRBend die lonen mit der hochsten Signalintensitdt dem MS2-Scan zugefiihrt, wo sie erneut
fragmentiert und analysiert werden. So ergeben sich zwei Spektren (Vorlauferionenspektrum und
Fragmentionenspektrum) mit sich erganzenden Informationen, wobei die Informationen aus dem
Fragmentionenspektrum eindeutig der passenden Vorlduferionenspezies zugeordnet werden

I 137
kénnen

. Durch diese Art der Datenakquisition und der Tatsache, dass keinerlei Vorabwissen
Uber die Probe notwendig ist, ergibt sich die hohe Abdeckung des Proteoms sowie die Moglichkeit
des quantitativen Vergleichs mehrerer Proben. DDA weist aber auch Limitierungen auf, welche
sich beispielsweise in einer nicht reproduzierbaren Auswahl der Vorlauferionen, Under-sampling

. . 138,139
und langen Messzeiten zeigen™"

. Diese Limitationen umgeht die DIA, da weder eine Analyse
der Vorlauferionen noch eine Vorkenntnis tUber die zu identifizierenden Proteine bendtigt wird.
Bei der DIA erfolgt keine serielle, sondern eine parallel stattfindende Fragmentierung von nahezu
allen Vorlauferionen, was sowohl in einer Zeitersparnis als auch einer hohen Reproduzierbarkeit
resultiert. Durch die zusatzliche Kombination von DIA mit IMS und die dadurch erhohte
Fragmentierungseffizienz konnte eine signifikante Steigerung der Abdeckung des Proteoms
erreicht werden, welche nahezu identisch mit der von DDA-Methoden ist**.

Zur Quantifizierung von Proteinmengen mittels LC-MS/MS stehen zwei Methoden zur Verfligung
— die Quantifizierung durch die Markierung mit Isotopen und die markierungsfreie
Proteinquantifizierung. Fir die Markierung mit Isotopen haben sich die Methoden der Isotopen-

kodierten Affinitatsmarkierung (englisch Isotope-coded affinity tag, ICAT) und der stabilen

Isotopen-Markierung durch Aminosauren in Zellkultur (englisch stable isotope labeling with amino
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141,142 . .
**. In beiden Verfahren werden leichte und schwere

acids in cell culture, SILAC) etabliert
Varianten eines Isotops mit bekannten Masseunterschieden verwendet, um zwei Proteome
guantitativ miteinander zu vergleichen. Bei ICAT werden diese Isotope durch funktionelle
Gruppen chemisch an spezifische Seitenketten der Probe gekoppelt und sind zusatzlich durch
beispielsweise Biotin markiert, so dass die mit Isotopen ummantelten Peptide zur
Fehlerminimierung durch eine Avidin-Affinitdtschromatographie isoliert werden kdnnen. Bei
SILAC macht man sich den normalen Metabolismus der Zelle zu nutze und fligt dem normalen
Zellkulturmedium zum Beispiel schwer markiertes Arginin hinzu, wodurch die Proteine bei der
Proteinbiosynthese markiert werden. Anhand der resultierenden unterschiedlichen Massen
kénnen die markierten Peptide identifiziert werden. Aufgrund der hohen Kosten und begrenzten
Verflgbarkeit von lIsotopen zur Markierung ist bei diesen Methoden die Anzahl an Proben
limitiert, so dass sich in den letzten Jahren markierungsfreie Methoden immer starker etabliert
haben und auch in der vorliegenden Arbeit angewandt wurden. Bei der markierungsfreien
Quantifizierung wird sich die Tatsache zu nutze gemacht, dass ein Zusammenhang zwischen der
Konzentration des Analyts und der Signalintensitdt im Massenspektrometer besteht. Das heil3t,
die Signalintensitdten kdonnen zur Quantifizierung herangezogen werden, wobei im Rahmen
dieser Arbeit die so genannte TOP3-Methode verwendet wurde®. Dabei wird die
Proteinabundanz anhand der durchschnittlichen Signalintensitdt der drei meist abundanten
Peptide des Proteins ermittelt.

Die Identifikation der massenspektrometrisch charakterisierten Proteine erfolgt durch
Datenbanken mit bekannten Proteinsequenzen wie beispielsweise die im Rahmen der

vorliegenden Dissertation verwendeten Uniprot/Swissprot Datenbank**.

Dabei erfolgt die
Identifikation anhand verschiedener Suchalgorithmen, wobei hier besonders SEQUEST™,
MASCOT™®, PLGS™ und PEAKS™® zu erwihnen sind. Dabei werden die gemessenen Spektren mit
theoretischen Spektren von in silico-Peptiden verglichen.

Mit Hilfe von Massenspektrometern wie z.B. dem hier beschriebenen Synapt G2-S und den
beschriebenen Akquisitions — und Identifizierungsmethoden ist es nun also unter anderem
moglich neben der Gesamtheit der Proteine, dem Proteom auch die Gesamtheit der prasentierten
HLA-Liganden, das Ligandom zu identifizieren und zu analysieren. Die ersten Beschreibungen von
Arbeiten zur Isolierung von HLA-Peptiden durch massenspektrometrische Analysen gehen auf das
Jahr 1990 zuriick, in denen Rotzschke et al. HLA-assoziierte Viruspeptide aus infizierten Zellen

149

isoliert haben™. Zwei Jahre spater konnten Hunt et al. die erfolgreiche Isolation von zelleigenen

130 Seitdem hat sich die Technik immer weiter entwickelt, so dass sie

Peptiden durchfiihren
mittlerweile zu vielen erfolgreichen Studien beigetragen hat, von denen nur manche genannt

werden kénnen: ldentifizierung eines neuen Tumorantigens in Kolon— und Lungenkarzinomzellen
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(SUV39H2)"*, HDAC1-Peptide (englisch histone deacetylase 1) zur Vakzinierung von Patienten mit
Ovarialkarzinom™?, Ermittlung von Nierenzellkarzinom-assoziierten Antigenen mit T-Zell-
Reaktivitit (PLOD2, LOX, ENEP, TGFBI)*™3, Herstellung einer Patienten-spezifischen
Peptidmischung zur Vakzinierung gegen metastasierendes Gallengangkarzinom mit andauernder

Remission des Patienten seit 2013"*

, oder auch die Charakterisierung eines Sets bestehend aus
58 Myelom-assoziierten Antigenen, die in der Lage sind eine T-Zell-Reaktion auszulésen™. Fiir die
Ligandomanalysen haben sich zwei Methoden etabliert: die milde saure Elution und die
Immunoaffinitatsaufreinigung (englisch immunaffinity purification, 1P). Bei der milden sauren
Elution werden die Zellen fiir wenige Minuten mit einem Zitronensaure-Puffer mit einem pH von
3 inkubiert, was zu einer Denaturierung der HLA-Molekiile fiihrt, so dass die Peptide von ihnen
gelost und analysiert werden kénnen™®. Diese Methode ist allerdings auf Einzelzellsuspensionen
beschrankt, so dass sie nur fir einen kleinen Anteil an Fragestellungen geeignet ist. Bei der IP
hingegen werden HLA-spezifische Antikorper genutzt, um die HLA-Peptid-Komplexe
beispielsweise aus einem Zelllysat zu isolieren und die Liganden anschlieBend durch saure Elution
und anschlieBende GroRRenfiltration oder Umkehrphasenchromatographie von den Komplexen zu

137.1% piese Methode bietet viele Vorteile: anwendbar in Zelllinien und Geweben, hoch

trennen
spezifisch durch die Verflgbarkeit einer Vielzahl von HLA-Allel-spezifischen Antikdrpern,
anwendbar fur HLA-Klasse-l und HLA-Klasse-I1""%. Aufgrund dieser Punkte hat sich die IP zur
Methode der Wahl zur Isolierung von HLA-Liganden etabliert und wurde auch im Rahmen dieser
Dissertation verwendet und optimiert und ist daher im Ergebnisteil detailliert erldutert. All diese
Entwicklungen im Bereich der Identifikation von HLA-Peptid-Liganden zeigen, dass sowohl die
Methodik der massenspektrometrisch basierenden Ligandomanalyse als auch das Verstandnis der

Prozesse der Antigenprozessierung und -prdsentation immer mehr an Bedeutung gewinnen und

damit ein sich stets weiterentwickelndes Forschungsfeld darstellen.
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1.4 Zielsetzung

Die Antigenprozessierung und —prasentation stellt einen zentralen Aspekt der Immunologie dar.
Mit Hilfe von spezifischen Aminopeptidasen werden Vorlduferepitope auf die korrekte Linge
getrimmt, um effizient auf HLA-Klasse-I-Molekiile geladen und durch diese CD8" zytotoxische T-
Zellen prasentiert zu werden, wodurch eine Immunantwort ausgeldst wird.

Da sich in den letzten Jahren gezeigt hat, dass Mutationen in Tumoren zur Prasentation von
Tumor-spezifischen Antigenen durch HLA-Molekiile fiuhren, bietet dies die Maoglichkeit zur
Entwicklung von personalisierten Peptid-Vakzinierungs-Strategien. Hierzu ist es notwendig,
Zusammenhange zwischen Proteinen und den spater daraus resultierenden HLA-Liganden zu
verstehen und verladssliche Methoden zur Analyse des HLA-Ligandoms zu entwickeln. Aufgrund
dessen war es ein vorrangiges Ziel dieser Arbeit ein reproduzierbares Protokoll zur
massenspektrometrisch basierten Ligandomanalyse zu etablieren und so weit zu optimieren, dass
eine moglichst grofe Abdeckung aller zu dem Zeitpunkt der Analyse prasentierten Liganden
erreicht werden kann. Dieses Protokoll sollte anschlieBend auf zehn humane Zelllinien angewandt
werden und durch Analysen des Proteoms und Transkriptoms derselben Zelllinien erganzt
werden. Die so erhaltenen und in dem Umfang noch nicht existierenden Datensatze sollten zum
einem fir Korrelationsanalysen genutzt werden, aber auch als Grundlage zur Entwicklung neuer
oder Optimierung vorhandener Epitop-Vorhersagemodelle genutzt werden.

Neben dieser globalen Analyse der Antigenprozessierung, sollte im zweiten Teil der vorliegenden
Dissertation eine detaillierte Analyse einer einzelnen Aminopeptidase folgen. Da die
Antigenprozessierung eine enorme Vielzahl an variablen Liganden hervorbringt, ist es
naheliegend, dass es mehr als die bisher bekannten Aminopeptidasen ERAP1 und ERAP2 zur
Generierung eben dieser gibt. Erste Hinweise zur Anwesenheit einer weiteren Aminopeptidase
namens ERMP1 konnten in vorhergegangenen Arbeiten in vitro erzielt werden, so dass diese in

der vorliegenden Arbeit in vivo verifiziert werden sollten.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den Firmen Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland) und Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Standardchemikalien
wurden in dem Reinheitsgrad p.a. (pro analysis) verwendet, Chemikalien fir

massenspektrometrische Analysen in LC-MS-Qualitat. Zellkulturmedien und — zusadtze wurden von

Gibco, Life Technologies (Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

Accutase

Acetonitril
Acrylamid-Bisacrylamid-Stamml6sung 29:1
Agarose

Alanin

Ameisensdure (FA)

APS

Asparagin
Asparaginsaure
Beta-Mercaptoethanol
Biotin

Bromcyan-Sepharose (BrCN Sepharose)

Bromphenolblau

BSA

CHAPS

Cystein

DDM

DMEM Trockenpulver
DMSO GC headspace grade

Hersteller

Gibco (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

GE  Healthcare  (Frankfurt am  Main,
Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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dNTPs

DTT

EDTA

Enolase
Ethidiumbromid
FCS
Glutaminsdure
Glycerin
Glycin
Harnstoff

HCI

HEPES

Hot Start Tag DNA Polymerase

IAA

Insulin

KCl

KHCO;
L-Glutamin
MEM Trockenpulver
Methanol
MgCl,
Milchpulver
NaCl

NaHCO;
NaH,PO,
Natriumazid
Natriumpyruvat
Natrium-Selenit
NH,CI

NH,CO;
(NH4);S04

OGP

Penicillin

Phenolrot

Material und Methoden

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Waters (Eschborn, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
New England Biolabs (Frankfurt a.M.,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Serva (Tubingen, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
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Prolin

Protease Inhibitor Cocktail Tabletten
Saccharose

SDS

Standard Taq Puffer

Streptomycin
TEMED
TFA

Thioharnstoff

TRIS

TRIS HCl

Trypanblau

Trypsin fir Massenspektrometrie
Tween 20

Vitamin B12

2.2 Verbrauchsmaterialien

Alle Plastikwaren wurden steril bezogen.

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien
Chromatographiesaulen (HPLC)
Chromatographiesaulen (Isolierung von HLA-
Klasse-I-Peptid-Liganden)

Cryos (2 mL)

Filterpapier (Whatman-Paper)

Glasréhrchen (Massenspektrometrie)
Latexhandschuhe/Nitrilhandschuhe

OASIS® HLB pElution Plate 30 um

Material und Methoden

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

New England Biolabs (Frankfurt a.M.,
Deutschland)

Serva (Tubingen, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,

Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)
Promega (Mannheim, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
GmbH

SERVA Electrophoresis (Heidelberg,

Deutschland)

Hersteller
Waters (Eschborn, Deutschland)

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

GE  Healthcare (Frankfurt am  Main,
Deutschland)

Waters (Eschborn, Deutschland)

Starlab (Hamburg, Deutschland)

Waters (Eschborn, Deutschland)
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PD 10 Einwegsaulen

Pipettenspitzen (10 pL, 100 uL, 1000 pL)

Pipettenspitzen Maximum Recovery (20 plL,
200 pL, 1000 pL)
Polyacrylamidgele, 4-20 %

Protein G Sepharose 4 Fast Flow Saule

PVDF-Membran 0,45 um

ReaktionsgefdaRe (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL)
ReaktionsgefdaRe Ultrazentrifuge (1,5 mL,15 mL)
ReaktionsgefdaRe Protein LoBind (0,5 mL, 1,5 mL,
5 mL)

Reagenzgefalle (Durchflusszytometrie)
Rundbodenplatte (96-well)

SepPak® tC18 pElution Plate

Spritzen (2 mL, 10 mL)

Waters 1 mL Round Collection Plate
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)

Zellsieb (40 um)

Zentrifugaleinheiten Vivacon 500 (10 kDa,
30 kDa)

Zentrifugenréhrchen (15 mL, 50 mL)

2.3 Laborgeridte

Tabelle 3: Verwendete Laborgerite

Gerat

Bioruptor Plus inkl. Wasserbad

CO, Inkubator

Dokumentationssysteme flir Western Blot

(Chemi Doc)
Durchflusszytometer (LSRII)
Heizblock (Rotilabo H250)

Material und Methoden

GE  Healthcare (Frankfurt am  Main,
Deutschland)

Starlab (Hamburg, Deutschland)

Axygen Scientific (Union City, CA, USA)

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

GE  Healthcare (Frankfurt am  Main,

Deutschland)

Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Waters (Eschborn, Deutschland)

BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland)
Waters (Eschborn, Deutschland)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Sartorius (Go6ttingen, Deutschland)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Hersteller
Diagenode (Liege, Belgien)
Sanyo (Minchen, Deutschland)

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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Massenspektrometer (Synapt G2-S)
Mikroplattenleser (GENios)

Mikroskop (ID03)

NanoAcquity UPLC

Neubauer Zdhlkammer

pH Meter (CG 840)

Pipetten pipetman (0,2-2 uL, 1-10 pL, 2-20 uL,
10-100 pL, 100-1000 pL)

Pipettierhilfe (RF 3000)
Potter-Elvehjem-Homogenisator

Rollenschiittler (KS 250 basic)

Rotator mit Vortexer
SpeedVac (SVC 100)
Sterilbank (MSC Advantage)

Stromgeber (Power Supply E3500)

Tiefkihlschrank -20°C

Tiefkihlschrank -80°C

Trans-Blot SD Semi-Dry Transferzelle
Trans-Blot Turbo Transfersystem
Ultraschallbad (Sonorex)
Ultraschall-Homogenisator (Sonoplus)
Ultrazentrifuge (Optima L-80XP)

Vortexer

Zentrifuge (Multifuge 3L-R, Biofuge Fresco)

Zentrifuge (Sorvall RC-5)

Material und Methoden

Waters (Milford, MA, USA)

Tecan Group AG (Mannedorf, Schweiz)
Zeiss (Oberkochen, Deutschland)
Waters (Milford, MA, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Schott (Mainz, Deutschland)

Gilson (Limburg an der Lahn, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
neolab (Heidelberg, Deutschland)
IKA Labortechnik (Staufen im Breisgau,
Deutschland)

neolab (Heidelberg, Deutschland)

Savant Instruments (Farmingdale, NY, USA)

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,
Deutschland)
Pharmacia Biotech (Freiburg im Breisgau,

Deutschland)

Liebherr (Bulle, Schweiz)
Heraeus (Hanau, Deutschland)
Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Bandelin (Berlin, Deutschland)
Bandelin (Berlin, Deutschland)
Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland)
neolab (Heidelberg, Deutschland)
Heraeus (Hanau, Deutschland)

Fisher Scientific

Thermo (Darmstadt,

Deutschland)
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2.4 Medien, Puffer und Zusatze

Aminosaure-Mischung

32mM Alanin

17 mM Asparagin

26 mM Asparaginsaure
58 mM Glutaminsdure

40 mM Prolin

114 mM Natriumpyruvat

in vollentsalztem (VE) Wasser
Diese Mischung wurde bei 40 °C fur 3 Stunden inkubiert. Wahrenddessen wurde eine zweite

Losung wie folgt angesetzt:

1mM Biotin

184 uM Vitamin B12
1M HCl

in VE-Wasser

Diese zweite Lésung wurde der oben beschriebenen im Verhaltnis 1:185 zugefiigt, so dass sich die

finale Aminosdure-Mischung ergab.
Ammoniumbicarbonat-Puffer (AMBIC)
50 mM NH,;COs

in LC-MS-Grade H,0

Blotpuffer 10x

250 mM Tris
1,9M Glycin
in VE-Wasser

Blotpuffer 1x

200 mL Methanol

700 mL VE-Wasser

100 mL Blotpuffer 10x

400 plL 10 % SDS in VE-Wasser
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Bovines Serumalbumin (BSA)
10 % (w/v) BSA
in PBS

Anschliefend wurde die Losung 0,2 um steril filtriert und in 50 mL Aliquots bei 4 °C gelagert.

Cystein-Losung

58 uM Cystein
in 0,25 M HCI
DTT-Lésung

8 mM DTT

in FASP Harnstoffpuffer

FASP Harnstoffpuffer

8SM Harnstoff
100 mM Tris HCI
pH 8,5

FASP Lysepuffer

7M Harnstoff

2 M Thioharnstoff
5mM DTT

2 % (w/v) CHAPS

in LC-MS-Grade H,0

Fotales Kilberserum (FCS)
Zur Inaktivierung von Komplementkomponenten wurde das FCS fir 45 Minuten bei 56 °C erwarmt
und nachfolgend bei 4 °C gelagert. Vor Verwendung fir Kulturmedien wurde das FCS fir 20 min

bei 1100 x g zentrifugiert und ausschlieBlich der Uberstand fiir Medien verwendet.
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Gey’s Lysepuffer

16 mM NH,CI

10 mM KHCO;
126 uM EDTA

pH 7,4

in VE-Wasser

GM-Puffer (Groer MACS-Puffer)

0,5% 10 % BSA

5mM EDTA

0,01 % 1 % NaNs-Lésung
in PBS

Harnstoffpuffer zur Zelllyse fiir Western Blot

7M Harnstoff

2 M Thioharnstoff
5mM DTT

2 % (w/v) CHAPS

in VE-Wasser

IAA-L6sung

50 mM IAA

in FASP Harnstoffpuffer

Iscove’s Medium

Trockenpulver DMEM plus folgende Zusatze:

44 mM NaHCO;

12,5 mM HEPES

1:100 Aminosdure-Mischung
1:2500 Cystein-Losung

128 uM Natrium-Selenit

1% (v/v) Pen/Strep

50 uM Beta-Mercaptoethanol
pH 6,9

Material und Methoden
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Kopplungspuffer

0,5M NaCl
0,1M NaHCO;
pH 8,3

in LC-MS-Grade H,0

Material und Methoden

Kulturmedium fiir Mel-HO, Mel 526, LCLC-103H, COLO-699N, JAR, K562_A0201, JY

10 % (v/v) FCS

1% (v/v) 200 mM Glutamin
1% (v/v) 0,1 M Natriumpyruvat
in RPMI

Kulturmedium fiir NIH-OVCAR-3

20 % (v/v) FCS

1% (v/v) 200 mM Glutamin

1% (v/v) 0,1 M Natriumpyruvat
0,01 mg/mL  Insulin

in RPMI

Kulturmedium fiir SK-Mel 37, HEK 293

10 % (v/v) FCS

1% (v/v) 200 mM Glutamin

1% (v/v) 0,1 M Natriumpyruvat
in DMEM

Minimal Essential Medium (MEM)
MEM Trockenpulver
1% (v/v) Pen/Strep

50 uM Beta-Mercaptoethanol

PBS (Phosphate Buffered Saline)

1,4M NaCl
0,1M NaH,PO,
pH 7,2

in VE-Wasser
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Probenpuffer Western Blot 5x
40 % (w/v) Glycerin

6,82 % (w/v) Tris

6,66 % (w/v)  Tris HCI

8 % (w/v) SDS

0,06 % (w/v) EDTA

0,075 % (w/v) Bromphenolblau
in VE-Wasser

Protease-Assay-Puffer (PA-Puffer)

20 mM HEPES/KOH, pH 7,6
150 mM KCl

5mM MgCl,

0,5mM DTT

in VE-Wasser, 0,45 um filtriert

Puffer A

0,1 % (v/v) FA
3% (v/v) DMSO
in LC-MS-Grade H,0

Puffer B

0,1 % (v/v) FA

3% (v/v) DMSO

in LC-MS-Grade Acetonitril

Penicillin/Streptomycin-Lésung (Pen/Strep)

172 uM Penicillin
137 uM Streptomycin
in VE-Wasser

SDS-Laufpuffer 10x

250 mM Tris
1,9M Glycin
1% (w/v) SDS
in VE-Wasser

Material und Methoden
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Solubilisationspuffer 2x

1,2 % (w/v)
1 Tablette

in 33 mL PBS

TBS 20x

50 mM

150 mM

pH 8

in VE-Wasser

TBST 20x
0,05 % (w/v)
in TBS 20x

Testmedium 10 (TM 10) fur W6/32, Y3, 28-14-8S

10 % (v/v)
1% (v/v)
1% (v/v)

CHAPS

Protease Inhibitor Cocktail

Tris
NaCl

Tween20

FCS
200 mM Glutamin

0,1 M Natriumpyruvat

in Iscove’s Medium

Trypanblau-Lésung

0,5 % (w/v)
0,02 % (w/v)
in PBS

Diese Lésung wurde vor Verwendung 1:10 in PBS verdiinnt.

Trypsinlésung
1:100
in AMBIC

Trypanblau

Natriumazid

1 ug/uL Trypsin

Material und Methoden
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2.5 Zelllinien

Die Zelllinien JAR, COLO-699N, JY, Mel 526, NIH-OVCAR-3, SK-Mel 37, K562_A0201, HEK 293,
LCLC-103H und Mel-HO wurden vom Projektpartner TRON zur Verfiigung gestellt. Die Hybridom-
Zelllinien W6/32, Y3 und 28-14-8S wurden von dem Institut flir Immunologie in Tlbingen

bereitgestellt.

2.6 Tiere

Die Tiere des Stammes B6N(Cg)-Ermp1tm1.1(KOMP)Vicg/) (ERMP1 KO) wurden kommerziell von
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) erworben. Fir ex vivo Versuche wurden zur
Organentnahme Tiere verschiedenen Alters, mindestens aber von 10 Wochen, verwendet. Die
Mause wurden in Tierhaltungseinrichtungen des ,Translational Animal Research Center” (TARC)
der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz nach aktuellen Tierschutzbedingungen geziichtet und

gehalten. Die Mause wurden unter einem kiinstlichen 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus gehalten.

2.7 Antikorper

Die in Tabelle 4 aufgelisteten Antikorper wurden fiir Ligandomanalysen, Durchflusszytometrie und

Western Blot Analysen verwendet.

Tabelle 4: Verwendete Antikorper

Antikorper Klon Hersteller

anti-HLA PAN (Ligandom, FACS) W&6/32 eigene Herstellung, Institut fiir Immunologie,
Mainz

anti—H—ZKb(Ligandom) Y3 eigene Herstellung, Institut fiir Immunologie,
Mainz

anti—H—ZDb(Ligandom) 28-14-8S eigene Herstellung, Institut fiir Immunologie,
Mainz

anti-H-2K" (FACS) AF6- affymetrix Bioscience

88.5.5.3

anti-H-2D° (FACS) 28-14-8 affymetrix Bioscience

SA-PE (FACS) eBioscience (Frankfurt am Main, Deutschland)

anti-mouse-PE (FACS) eBioscience (Frankfurt am Main, Deutschland)
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anti-HLA Klassel (Western Blot) EMRS8-5 abcam (Cambridge, United Kingdom)
anti-mouse-HRP (Western Blot) Santa Cruz Biotechnology
2.8 Kits

Im Rahmen der Dissertation wurden folgende Kits nach Herstellerangaben verwendet.

Tabelle 5: Verwendete Kits

Kit Hersteller
Clarity™ Western ECL Substrate Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Pierce™ 660nm Protein Assay Reagent Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,

Deutschland)

2.9 Zellkulturmethoden

Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

2.9.1 Kultivierung von humanen Krebszelllinien

Die Krebszelllinien JAR, COLO-699N, JY, Mel 526, NIH-OVCAR-3, SK-Mel 37, K562_A0201, HEK 293,
LCLC-103H und Mel-HO wurden in den in 2.4 genannten Medien kultiviert. Hierzu wurden die
Zellen im Brutschrank bei 37 °C im wasserdampfgesattigter Umgebung und 5 % CO, bis zu einer
Konfluenz von etwa 90 % kultiviert. Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen gesplittet.
Hierzu wurde bei adharenten Zellen das Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellkulturflasche einmal
mit PBS gewaschen und anschlieBend 3 mL (75 cm? Zellkulturflasche) bzw. 5mL (175 cm?
Zellkulturflasche) Accutase auf die Zellen gegeben. Nach einer kurzen Inkubationszeit haben sich
die Zellen gelost, so dass sie in frisches Zellkulturmedium aufgenommen und in neue

Zellkulturflaschen verdiinnt werden konnten.

2.9.2 Kultivierung von Hybridom-Zelllinien

Bei Hybridom-Zelllinien handelt es sich um Verschmelzungsprodukte von B-Lymphozyten und
einer Tumorzelle. Dabei produzieren die B-Zell-Hybridome Antikorper einer definierten Spezifitat

und dienen als klassische Quelle von monoklonalen Antikérpern. Die Hybridom-Zelllinien wachsen
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in Suspension. Zur Kultivierung wurden sie in entsprechendem Medium aufgenommen (siehe 2.4)
und im Brutschrank bei 37 °C in wasserdampfgesattigter Umgebung und 5 % CO, gehalten. Jeden
zweiten Tag wurden die Zellen gesplittet, wobei lediglich das vorhandene Medium resuspendiert
wurde und die Zellen entsprechend ihres Wachstumsverhaltens auf neue Zellkulturflaschen

aufgeteilt wurden.

2.9.3 Zellzahlung

Zur Zellzahlung wurde eine Neubauer Zahlkammer verwendet. Diese besteht aus 3x3
GroBquadraten, welche wiederum in 4x4 Kleinquadrate gegliedert sind. In der Regel wurden 16
Kleinquadrate zur Bestimmung der Zellzahl ausgezahlt, wobei zur Unterscheidung von lebenden
und toten Zellen eine Trypanblau-Farbung durchgefiihrt wurde. Trypanblau durchdringt nur die
defekte Zellmembran von toten Zellen, so dass diese im Mikroskop blau erscheinen, wohingegen
die lebenden Zellen ungefarbt bleiben. Die Zellzahl berechnet sich nach der Formel N x V x 10" =
Zellzahl/mL. Dabei beschreibt N die gezahlten Zellen, V den Verdiinnungsfaktor und 10* den

Verdiinnungsfaktor der Neubauer Zdhlkammer.

2.9.4 Einfrieren von Zellen

Zur dauerhaften Lagerung von Zellen wurden diese in flissigem Stickstoff eingefroren. Dazu
wurden adhédrente Zellen von der Zellkulturflasche abgelost, in ein Zentrifugenrohrchen tberfiihrt
und fir 5 min bei 400 x g sedimentiert. In Suspension wachsende Zellen wurden lediglich in
Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und sedimentiert. AnschlieBend wurden die Zellen gezihlt und
4 x 10° Zellen in 1mL Einfriermedium aufgenommen. Das Einfriermedium bestand aus FCS + 10 %
DMSO. Das DMSO dient dabei dazu, dass sich keine Kristalle bilden, welche die Zellen zerstoren
wirden. Nach Resuspension der Zellen wurden diese in 1,5 mL Cryo-Réhrchen Ulberfihrt und
zundachst in einer mit Isopropanol gefiillten Einfrierhilfe bei -80 °C eingefroren. Das Isopropanol
dient der kontinuierlichen Abkihlung der Zellen von 1 °C pro Minute. Nach 24-48 h wurden die

Zellen zur dauerhaften Lagerung in den Stickstofftank umgelagert.
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2.9.5 Auftauen von Zellen

Eingefrorene Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und schnell in 15 mL vorgewarmtes
Zellkulturmedium gegeben. Zur Entfernung des restlichen DMSO wurden die Zellen bei 400 x g fir
5 min zentrifugiert und in frischem Zellkulturmedium aufgenommen. AnschlieBend wurden sie in

75 cm? Zellkulturflaschen ausgesit.

2.10 Proteinbiochemische Methoden

2.10.1 Herstellung von Zelllysaten fiir massenspektrometrische Analysen

Zur Herstellung von Zelllysaten fiir anschlieBende massenspektrometrische Analysen des
Proteoms wurden die Zellen zunadchst wie in 2.9.1 und 2.9.3 beschrieben kultiviert, geerntet und
gezahlt. AnschlieRend wurden 5 x 10> Zellen dreimal mit PBS gewaschen und in 200 uL FASP-
Lysepuffer aufgenommen. Die Zelllyse erfolgte durch Ultraschallbehandlung im Bioruptor bei 4 °C
flir 15 min (alternierende Zyklen von 30 s Ultraschall und 30 s Pause). Von dem Zelllysat wurde
anschlieBend die Proteinmenge bestimmt (2.10.2) und 20 pg fiir den FASP-Verdau (2.10.3)

eingesetzt.

2.10.2 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung des Proteingehalts in einer Probe wurde das 660 nm Protein-Kit von Pierce
verwendet. Hierbei wird sich zu Nutze gemacht, dass es aufgrund von der Bindung des Reagenz an
Proteine zu einem Farbumschlag und dadurch zu einer Absorption der Proben bei 660 nm statt
vorher 450 nm kommt. Die Reaktion wurde in einer 96 well Mikrotiterplatte angesetzt. Es wurden
jeweils in Doppelbestimmung 10 uL Probe, 10 uL Leerprobe und 10 pL eines BSA-Standards im
Bereich von 0,5-2,0 ug/uL in die wells pipettiert und in jedes well 150 uL des Pierce
Proteinreagenz dazugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurden die Absorptionen bei
660 nm in einem GENios Mikrotiterplattenleser bestimmt. Die Auswertung erfolgte in Microsoft

Excel mithilfe einer Regressionsgeraden.
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2.10.3 Filter gestiitzte Probenvorbereitung (engl. Filter-aided sample preparation, FASP)

Fiir die Herstellung von Proben zur massenspektrometrischen Analyse des Proteoms einer
Zelllinie wurde die Methode der Filter gestiitzten Probenvorbereitung (englisch Filter-aided
sample preparation, FASP) verwendet. Das Ausgansmaterial waren stets 20 ug Gesamtprotein aus
Zelllysaten (siehe 2.10.1). Zu Beginn wurden 100puL 1% (v/v) FA auf Zentrifugaleinheiten
gegeben, welche Proteine mit einem Molekulargewicht kleiner als 30 kDa durch die Membran
passieren lassen und groBere Proteine auf der Membran konzentrieren. Nach einer 15 minitigen
Zentrifugation bei 16.000 x g wurde das Zelllysat auf die Membran gegeben und erneut fiir 15 min
bei 16.000xg zentrifugiert. Zur Entfernung von restlichen Pufferkomponenten wurden
anschlieBend 200 pL Harnstoffpuffer auf die Membran gegeben und fir weitere 15 min bei
16.000 x g zentrifugiert. Die weiteren Schritte erfolgten mit dem Retentat, welches sich auf der
Membran befand. Zur Reduktion der Disulfidbriicken zwischen den Proteinen wurden 100 pL
8 mM DTT auf die Membran gegeben, bei 56 °C fiir 15 min inkubiert und anschliefend fiir 10 min
bei 16.000xg zentrifugiert. Im Anschluss wurde die Membran zweimal mit 100 pL
Harnstoffpuffer gewaschen bevor die Alkylierung der freien Thiolgruppen erfolgte. Hierzu wurden
100 pL 50 mM IAA auf die Membran gegeben und diese 20 min bei Raumtemperatur im Dunklen
inkubiert. Als nachstes wurden die Proben fiir 10 min bei 16.000x g zentrifugiert und
anschlieBend gewaschen. Hierbei wurden zunachst zweimal 100 pL Harnstoffpuffer, dann einmal
100 uL 8 mM DTT und abschlieBend erneut zweimal 100 pL Harnstoffpuffer auf die Membran
gegeben und zwischen jedem Waschschritt fir 10 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Nach einem
letzten Pufferaustausch durch die dreimalige Zugabe von 100 uL AMBIC erfolgte der tryptische
Verdau der Proteine (ber Nacht. Dazu wurden 0,5 pg Trypsin in 40 uL AMBIC auf die Proben
gegeben und diese in einer feuchten Kammer tGber Nacht (max. 16 Stunden) bei 37 °C inkubiert.
Am nachsten Tag wurden die Filtereinheiten in saubere LoBind Reaktionsgefalle Gberfihrt und fur
10 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde die Membran noch einmal mit 40 puL
AMBIC gespiilt, um auch die restlichen Peptide zu eluieren. Der Durchfluss mit den Peptiden
wurde mit 10% (v/v) TFA auf eine Endkonzentration von 1% (v/v) TFA angesauert und
abschlieRBend lyophilisiert. Zur anschlieBenden Messung im Massenspektrometer (2.11.3) wurden

die Peptide in 20 puL 1 % (v/v) FA aufgenommen und in ein Glasréhrchen tberfiihrt.
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2.10.4 Herstellung von Zelllysaten fiir Western Blot Analysen

Zur Herstellung von Zelllysaten zur anschlieBenden Analyse mittels Western Blot wurden die
Zellen zunachst wie in 2.9.1 und 2.9.3 beschrieben kultiviert und gezahlt. Fur die Lyse wurden
stets 1x 10° Zellen verwendet. Das Zellpellet wurde dreimal in PBS gewaschen und dann in
Harnstoffpuffer aufgenommen. Nach einer 5-minttigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden
die Zellen entweder fiir 15 min in ein gekiihltes Ultraschallbad gestellt und anschlieBend fir
10 min bei 16.000 x g zentrifugiert oder fir 15 min bei 4°C im Bioruptor behandelt. Bei

vergleichenden Analysen erfolgte anschlieBend eine Proteinbestimmung.

2.10.5 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen wurde eine diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. Bei der SDS-PAGE werden Proteine
nach ihrer molekularen Masse aufgetrennt. StandardmaRig wurden 10 ug Protein verwendet,
welche in ein sauberes Reaktionsgefal tiberflihrt, mit 5 x Probenpuffer versetzt und fir 5 min bei
95 °C gekocht wurden. Durch das Erhitzen in Anwesenheit von DTT kommt es zu einer Zerstérung
von Disulfidbriicken, welches zur Folge hat, dass das Protein anschlieRend nicht in seiner
Sekundar — oder Tertidrstruktur, sondern in linearer Form vorliegt. Das sich im Puffer befindliche
SDS (iberdeckt die Eigenladung des Proteins und erzeugt somit eine negative Gesamtladung, so
dass die Proteine in der anschlieBenden Gelelektrophorese zur Anode wandern. Hierbei wandern
kleine Proteine schneller als groBe. Fiir die SDS-PAGE wurden entweder fertige 4-20 %ige
Gradientengele der Firma Bio-Rad oder selbstgegossene 10 %ige Gele verwendet, wobei sich die
Prozentangabe auf den Acrylamid-Gehalt bezieht. Um Gele selbst herzustellen wurde zunachst
das Trenngel gegossen und zur Vermeidung von Blasenbildung mit Isopropanol lberschichtet.
Nach vollstandiger Polymerisation wurde das Trenngel mit einem 4 %igen Sammelgel Gbergossen
und dieses mit einem Plastikkamm versehen, welcher nach Polymerisation des Gels die

Probentaschen erzeugt.
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Tabelle 6: Rezept zur Herstellung von SDS-Gelen

Substanz 10 % Trenngel 4 % Sammelgel
VE-Wasser 4,8 mL 3,2mL

1,5 M Tris HCI, pH 8,6 2,5mL -

0,5 M Tris HCl, pH 8,6 - 1,2 mL

10 % (w/v) SDS 100 pL 50 uL

40 % Acrylamid/Bisacrylamid 2,5 mL 0,5 mL

29:1

TEMED 20 pL 10 pL

10 % (w/v) APS 100 pL 50 uL

Das Gel wurde in die Laufkammer eingesetzt, welche mit 1 x SDS-Laufpuffer befiillt wurde und die
Proben auf das Gel aufgetragen. Zur spateren GroRenbestimmung der Proteine wurde in die erste
Tasche 5 pL GroBenmarker aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 100 V fiir etwa

1,5 Stunden. Anschliefend wurde das Gel fiir Western Blot Analysen verwendet.

2.10.6 Western Blot

Um Proteine nach der SDS-PAGE mit spezifischen Antikdrpern nachzuweisen wurden diese auf
eine PVDF-Membran Ubertragen. Hierzu wurde das Semi-Dry-Blot-Verfahren angewendet, bei
welchem alle Materialien mit Blotpuffer befeuchtet in die Apparatur gelegt werden. Als Apparatur
wurde die Transblot Semi-Dry Transferzelle sowie das Trans-Blot Turbo Transfersystem der Firma
Bio-Rad verwendet. Der Transfer fand beziiglich der Transferzelle fir 3 Stunden bei 50 mA pro Gel
statt, beziglich des Turbo Transfersystems bei 1 A fiir 30 min. AnschlieBend wurde die Membran
zur Verhinderung von unspezifischen Bindungen mit 5 % (w/v) Milchpulver in TBST oder 3 % (w/v)
BSA in TBST fiir 1 Stunde blockiert, dreimal mit TBST gewaschen und anschlieBend mit
spezifischen Antikdrpern tGber Nacht bei 4 °C inkubiert. Um die Proteine sichtbar zu machen,
wurde die Membran am nachsten Tag erneut dreimal mit TBST gewaschen und mit einem der
Spezies des Erstantikorpers entsprechenden Zweitantikorper fir 1 Stunde inkubiert, welcher
wiederum mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (englisch horseradish peroxidase, HRP)
gekoppelt war. Die HRP setzt das Substrat Luminol (Clarity™ Western ECL Blotting Substrate von
Bio-Rad) mit Wasserstoffperoxid zu 3-Aminophthalat um, welches Licht der Wellenldange 425 nm
emittiert. Dieses wurde mit dem Chemi Doc von Bio-Rad gemessen und die Aufnahmen

anschlieBend mit dem Computerprogramm QuantityOne ausgewertet.
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2.11 Methoden zur Generierung von Proteom — und Ligandomdaten

2.11.1 Herstellung von Antikérpern aus Hybridom-Zellkulturiiberstand

Zur Herstellung von Antikérpern aus Hybridom-Zellkulturiiberstinden wurden die
entsprechenden Zellen zunichst geerntet und bei 3000xg fir 20 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in Glasflaschen gesammelt und bis zur Aufreinigung bei -20 °C gelagert. Nach
dem Auftauen bei 4 °C wurde der Uberstand mit 50 % (w/v) Ammoniumsulfat gefallt und erneut
bei 3000 x g fiir 30-40 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in PBS
aufgenommen. Nach einer erneuten Zentrifugation (8000 x g fiir 40 min) wurde der Uberstand
Uber einen 0,45 um Filter gegeben und mit Hilfe einer Protein G Sepharose 4 Fast Flow Saule
aufgereinigt. Hierzu wurde die Saule zunachst 20 min mit PBS gespiilt und anschlieRend die Probe
aufgetragen. Als nachstes wurde die Sdule erneut mit PBS gespilt. Zur Elution der Probe wurde
1 M Glycin auf die Sadule gegeben. Das so erhaltene Eluat wurde dann durch 1 M Tris HCI bei pH 9
neutralisiert, wobei hiervon 34 ulL/mL Eluat verwendet wurden. Die Saule wurde zur
Aufbewahrung mit 0,1 % (w/v) Triton in PBS und anschlieRend reinem PBS gesplilt. Zur Lagerung
wurde die Sdule mit 0,1 M Borat/0,1 % (w/v) Natriumazid bedeckt.

Zur finalen Fallung des Eluats wurden 50 % (w/v) Ammoniumsulfat zugegeben und bei 8000 x g
fiir 40 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in PBS aufgenommen.
Nach einer erneuten Zentrifugation bei 8000 x g fiir 10 min wurde der Uberstand mit Hilfe einer
PD 10 Saule entsalzt. Hierzu wurden zundchst 25 mL PBS mit Hilfe der Schwerkraft durch die Saule
gegeben, gefolgt von der Probe, welche dann mit 3,5mL PBS eluiert werden konnte.

AbschlieRend wurde die Sdule mit 0,1 M Borat/0,1 % (w/v) Natriumazid gespilt.

2.11.2 Isolierung von HLA-Peptid-Liganden

Die Isolierung von HLA-Peptid-Liganden erfolgte aus Zellen sowie aus Organen der Maus.

Wie in den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation beschrieben, war ein vorrangiges Ziel der
Arbeit die Etablierung der Methode zur Isolierung von HLA-Klasse-1-Peptid-Liganden. Das in
2.11.2.1 und 2.11.2.2 folgende Protokoll beschreibt die optimierte und final angewandte

Versuchsdurchfiihrung.
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2.11.2.1. aus Zellen

Zur lIsolierung von HLA-Peptid-Liganden aus humanen Krebszelllinien wurde das Prinzip der
Immunprazipitation angewandt. Hierzu wurden in einem ersten Schritt 40 mg BrCN Sepharose pro
mg W6/32 Antikdrper in ein 50 mL Zentrifugationsréhrchen abgewogen. Die Menge an Antikérper
war abhangig von der Menge an Zellen, wobei 1 mg Antikorper pro mL Zellpellet verwendet
wurde. Zur Aktivierung der Sepharose wurde diese in 50 mL 1 mM HCl| aufgenommen und fir
30 min bei Raumtemperatur auf einem Rollenschittler inkubiert. AnschlieRend wurde die
Sepharose bei 300 rpm fiir 4 min ohne Bremse sedimentiert und der Uberstand vorsichtig
abgenommen. Als nachstes wurde die der Zellmenge entsprechende Antikdrpermenge in 20 mL
Kopplungspuffer aufgenommen und auf die Sepharose gegeben. Nach 2-stiindiger Inkubation bei
Raumtemperatur auf einem Rotationsschittler wurde die Sepharose erneut zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Zur Bindung von unspezifischen freien Bindungsstellen wurde die
Sepharose dann fiir 1 Stunde rotierend mit 50 mL 0,2 M Glycin inkubiert. AbschlieBend wurde die
Sepharose erneut zentrifugiert, zweimal mit PBS gewaschen, in 5mL PBS aufgenommen und in ein
5 mL LoBind Reaktionsgefal® tberfiihrt. So wurde es bei 4 °C bis zur Fertigstellung des Zelllysats
gelagert.

Zur Herstellung des Lysats wurde das bei -80 °C gelagerte Zellpellet in gefrorenem Zustand mit 1
Volumenanteil 2 x Solubilisationspuffer bedeckt und bei 4 °C fiir 1 Stunde auf einem Rotator mit
Vortexfunktion bei voller Stiarke mit einem Neigungswinkel von 6° schittelnd inkubiert. Nach
dieser Stunde war das Pellet vollstindig aufgetaut und es wurde 1 Volumenanteil 1x
Solubilisationspuffer hinzugefiigt und die Zellen fiir eine weitere Stunde schittelnd inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen zur vollstéandigen, aber dennoch sanften Lyse auf Eis lagernd mit
einem Ultraschallstab behandelt. Hierbei wurden 3 Zyklen (20 Sekunden Ultraschall / 20
Sekunden Pause) bei einer Intensitdt von 50 % durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Zellen
erneut fur eine Stunde bei 4 °C auf dem Rotator schittelnd inkubiert. Nach der vollstandigen Lyse
wurden die Zellen fiir 90-120 min bei 125.000 x g zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend zu
dem 5 mL LoBind ReaktionsgefdR mit der zuvor sedimentierten Sepharose gegeben. Dieses
Gemisch wurde zur Immunpréazipitation und damit der Bindung der HLA-Peptid-Komplexe an den
Antikorper Gber Nacht bei 4 °C und mit einer Geschwindigkeit von 3 rpm rotierend inkubiert. Zur
Entfernung von unspezifischen Bindungspartnern wurde die Sepharose am nachsten Tag fir
30 min mit PBS und anschliefend fir 1 Stunde mit LC-MS-Grade H,0 gewaschen. Zur Elution der
HLA-Peptid-Komplexe von der Sepharose wurde diese fiir eine Stunde trocken schiittelnd
inkubiert und anschlieRend mit 200 uL 0,2 % (v/v) TFA bedeckt. Beim ersten Elutionsschritt
wurden zusatzlich 10 puL 10 % (v/v) TFA hinzugeben. Die mit TFA bedeckte Sepharose wurde dann

bei 4 °C schittelnd mit einem Neigungswinkel von 6° und 66 rpm fir 15 min inkubiert und
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anschlieBend bei minimaler Geschwindigkeit und 4 °C fiir 4 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein sauberes LoBind Reaktionsgefall Gberfihrt. Dieser Elutionsvorgang wurde 7-mal
wiederholt. Zur finalen Trennung von HLA-Peptid-Liganden und HLA-Molekilen wurde eine
GroRenfiltration durchgefihrt. Hierzu wurden 400 plL Probe auf Filtrationseinheiten mit einem cut
off von 10 kDa gegeben und fiir 15-20 min bei 16.000 x g zentrifugiert, so dass sich im Durchfluss
nur noch die Peptid-Liganden befanden. Diese Zentrifugation wurde so oft wiederholt, bis das
komplette Eluat durch die Filtereinheit gegeben war. Die Proben wurden bis zur
massenspektrometrischen Messung bei -80 °C gelagert. Fiir die finale Vorbereitung der Messung
wurden die Proben in gefrorenem Zustand in der SpeedVac bis auf wenige uL reduziert und in
100 pL 0,1 % (v/v) aufgenommen. Als letzter Schritt erfolgte vor der Messung die Entsalzung und
Konzentration der Proben mittels einer OASIS HLB 96 well Platte der Firma Waters nach
Herstellerangaben. Die in das well gegebenen Lésungen wurden dabei durch ein erzeugtes
Vakuum durch das SPE-Festphasenmaterial gezogen. Dabei wurden zur Konditionierung der Platte
200 plL 100 % ACN in das well gegeben, gefolgt von 200 uL 0,1 % (v/v) TFA zur Equilibrierung und
der Beladung des wells mit der Probe. AnschlieRend wurde das well mit 800 pL 0,1 % (v/v) TFA
und 200 puL LC-MS-Grade H,0 gewaschen. Die Elution der Peptide von dem SPE-
Festphasenmaterial erfolgte durch Zugabe von 50 pL 50 % (v/v) ACN/0,1 % (v/v) TFA. Dieses Eluat
wurde erneut lyophilisiert und anschlieRend in 15 puL 1 % (v/v) FA aufgenommen, in Glasréhrchen

Uberfihrt und zur Analyse in das Massenspektrometer gestellt.

2.11.2.2 aus Milzen der Maus

Die oben beschriebene Methode zur Isolierung von HLA-Klasse-1-Peptid-Liganden konnte auch
mit Primarmaterial aus der Maus durchgefiihrt werden. Hierbei unterschieden sich lediglich die
Antikorper (Y3 und 28-14-8S) sowie die Gewinnung der Zellen. Die Milzen wurden wie in 2.12.1
beschrieben entnommen und die Milzzellen gemaR der Beschreibung in 2.12.2 isoliert. Das so
gewonnene Zellpellet wurde anschlieRend bei -80 °C gelagert und die Isolierung der HLA-Klasse-1-

Peptid-Liganden wie in 2.11.2.1 beschrieben durchgefiihrt.

2.11.3 Massenspektrometrie

Die Flussigkeitschromatographie (englisch liquid chromatography, LC) von tryptisch verdauten
Proteinen (2.10.3) oder MHC-Peptid-Liganden (2.11.2) erfolgte mit dem NanoAcquity UPLC
System der Firma Waters, das mit einer 75 um x 250 mm Umkehrphasen-Sadule ausgestattet war.
Diese Saule enthielt ein HSS-T3 Cis-Material, welches der Separation der Peptide diente. Beziiglich

Proteomanalysen wurden 200 ng der Probe direkt auf die Sdule (englisch direct-injection mode)
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geladen, wohingegen die Probe bei Ligandomanalysen zuvor Uber eine so genannte Trap-Saule
mit den MaRen 180 um x 20 mm lief, so dass sie vor der massenspektrometrischen Analyse einen
weiteren Aufreinigungsschritt durchlief. Hierbei wurde stets mit der maximalen Injektionsmenge
von 2,6 uL gearbeitet. Als wassrige mobile Phase diente der Puffer A, als organische mobile Phase
der Puffer B. Der Lauf startete mit 97 % Puffer A/3 %Puffer B bei einer Flussrate von 400 nL/min,
gefolgt von einem Waschschritt mit ebenfalls 97 % Puffer A/3 % Puffer B. Anschliefend erfolgte
die Elution der Peptide liber eine Dauer von 90 Minuten bei einer Flussrate von 300 nL/min mit
einem Puffergradienten von 5 % Puffer B bis 40 % Puffer B. Nach dem folgenden Spilvorgang mit
90 % Puffer B fiir 20 min wurde die Saule auf ihre Anfangsbedingungen re-equilibriert.

Die anschlieRende massenspektrometrische Analyse erfolgte auf dem Synapt G2-S der Firma
Waters. Die Verbindung zwischen dem LC-System und dem Massenspektrometer stellte eine
nanoESI-Quelle dar. Die Analysen wurden im positiven lonenmodus und je nach Fragestellung im
Datenabhidngigen Modus (DDA), Datenunabhdngigen Modus (DIA) oder einer durch IMS
modifizierten Form des hochenergetischen Erfassungsmodus (MS%)*° durchgefiihrt. Zur
Kalibrierung dienten 500 fmol/uL [Glul]-Fibrinopeptide B und alle Proben wurden in technischen

Triplikaten gemessen.

2.11.4 Auswertung massenspektrometrischer Daten

Zur Auswertung der Proteom — und Ligandomdaten wurden die Computerprogramme PLGS
(Waters Corporations) und PEAKS (Bioinformatics Solutions Inc) sowie das im Institut fir
Immunologie  entwickelte  Programm  1SOQuant®  verwendet. PLGS wurde zur
Rohdatenprozessierung von Proteomproben verwendet. Dabei wurde in der UniProtkKB/SwissProt
Datenbank mit der entsprechenden Spezies (Homo sapiens oder Mus musculus) gesucht.
Carbamidomethyl Cystein wurde als feste Modifikation und Methionin als variable Modifikation
festgelegt und Trypsin als Enzym angegeben, wobei nur Peptidfragmente akzeptiert wurden, die
maximal eine fehlende tryptische Spaltung aufwiesen. Die Datenbanksuche wurde auf Peptide mit
mindestens drei identifizierten Fragmentionen, Proteinen mit mindestens zwei identifizierten
Peptiden und eine Falsch-positiv Rate (englisch False discovery rate, FDR) von 1 % beschrankt. Die
finale Auswertung bezlglich Alignment, Normalisierung, Clustering und Homologie-Filterung
wurde mit ISOQuant durchgefiihrt.

Die Auswertung von Ligandomdaten fand in PEAKS statt. Hierbei wurden die Rohdaten ebenfalls
in der UniProtKB/SwisProt Datenbank der entsprechenden Spezies (Homo sapiens oder Mus
musculus) gesucht, hier allerdings ohne Angabe eines Enzyms, da es sich um nicht-tryptische

Peptide handelt. Als Massentoleranz wurden 10 ppm und 0,03 Da zugelassen. Oxidation wurde als
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variable posttranslationale Modifikation (PTM) eingestellt, wobei maximal 3 PTMs pro Peptid
zuldssig waren. Die Falsch-positiv Rate betrug auch hier 1 %. Die so generierten Daten konnten in

Microsoft Excel importiert und final verarbeitet werden.

2.12 Ex vivo Aufarbeitungen

2.12.1 Organentnahme

Zur Organentnahme wurden die Tiere mittels CO, euthanasiert. AnschlieBend wurden die Tiere
mit Isopropanol eingespriht und der Bauchraum eroffnet. Hier konnten die gewiinschten Organe
entnommen und zur weiteren Verwendung entweder in flissigem Stickstoff schockgefroren oder

in MEM +2 % FCS gelegt werden.

2.12.2 Isolierung von Milzzellen

Zur Verwendung fiir durchflusszytometrische Analysen wurde die Milz entnommen und
anschlieBend lber einem 40 um Zellsieb mit dem Spritzenstempel einer 1 mL Spritze zerrieben.
Das Zellsieb sowie der Stempel wurden anschlieBend mit 3 mL MEM + 2 % FCS gesplilt. Nach der
Sedimentierung der Zellen bei 400 x g fiir 5 min wurde der Uberstand abgenommen und die
Zellen zur Lyse der Erythrozyten durch einen osmotischen Schock in 1 mL Gey’s Lysepuffer pro
Milz resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 2,5 min wurde die Lyse durch die Zugabe des
vierfachen Volumens MEM + 2% FCS abgestoppt und die Zellen erneut zentrifugiert.
Abschliefend wurden die Zellen zur weiteren Farbung einmal mit PBS gewaschen, gezahlt und in
GM-Puffer aufgenommen.

Wurde die Milz fir massenspektrometrische Analysen des Ligandoms verwendet, wurde nach
dem selben Protokoll vorgegangen, die Zellen aber am Ende nach zweimaligem Waschen mit PBS

zentrifugiert und als trockenes Pellet bei -80 °C eingefroren.

2.12.3 Mikrosomenisolation aus der Milz

Alle Schritte wurden bei 4 °C oder auf Eis durchgefiihrt, um proteolytische Aktivitdt auch ohne die
Zugabe von Protease-Inhibitoren zu minimieren. Zur Isolierung der Mikrosomen wurde die Milz
wie beschrieben aus der Maus entnommen, mit einem minimalen Volumen an PA-Puffer mit

250 mM Saccharose bedeckt und in einem Elvehjem-Potter homogenisiert. AnschlieBend wurde
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das Lysat fir 10 min bei 1000xg und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand in ein sauberes
Rektionsgefal tiberflihrt und erneut fir 15 min bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert. In dieser Zeit
wurde ein Saccharose-Gradient in 15 mL Ultrazentrifugations-Réhrchen geschichtet. Dieser
bestand von unten nach oben gesehen aus 1 mL 0,5M Saccharose, 1 mL 0,75 M Saccharose,
1,5 mL 1 M Saccharose, 1,5 mL 1,25 M Saccharose und 1 mL 2 M Saccharose. Dieser Gradient
wurde anschlieBend vorsichtig mit dem Uberstand des Lysats {iberschichtet und 2 Stunden bei
150.000x g und 4 °C ohne Bremse zentrifugiert. Danach konnte das Rdéhrchen von unten
angestochen und die unterste Schicht in einem sauberen 1,5mL LoBind Reaktionsgefald
gesammelt werden. Die Probe wurde anschlieBend mit der SepPak HLB 96 well Platte von Waters
final konzentriert und entsalzt. Hierzu wurde das well zundchst mit 200 uL Methanol und 200 pL
50 % (v/v) Acetonitril konditioniert. AnschlieBend wurden zur Equilibrierung 200 uL 0,1 % (v/v)
TFA durch das well gegeben und die Probe auf das well geladen. Nach zwei Waschschritten
(800 puL 0,1 % (v/v) TFA und 200 pL 0,1 % (v/v) TFA) konnte die Probe mit 50 uL 50 % (v/v)
Acetonitril/0,1 % (v/v) TFA in ein sauberes 1,5 mL LoBind ReaktionsgefaR eluiert werden. Nach
einer finalen Lyophilisierung wurde die Probe in 1% (v/v) FA aufgenommen und

massenspektrometrisch analysiert.

2.13 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kénnen Zellen anhand ihrer GroRe, Struktur und
Oberflaichenmarkern unterschieden werden. Dazu werden sie mit fluoreszenzmarkierten,
spezifischen Antikérpern gekoppelt, so dass sie von einem Laserstrahl erfasst werden und durch
die gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe Licht bestimmter Wellenldnge emittiert wird. Dadurch
erzeugt  jeder  fluoreszenzmarkierte Antikorper ein spezifisches Signal. Zur
durchflusszytometrischen Analyse wurden entweder Milzzellen, wie in 2.12.2 beschrieben, isoliert
oder Zellen direkt aus der Zellkultur verwendet. Es wurden stets 1 x 10° Zellen zur Farbung in
einer 96well Spitzbodenplatte eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 15 min bei 4 °C in GM-Puffer mit
dem entsprechenden Antikdrper inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei 400 x g fir 2 min
zentrifugiert, zweimal mit GM-Puffer gewaschen und zur Analyse im Durchflusszytometer in
100 puL GM-Puffer aufgenommen. Sofern der Erstantikdrper anstelle einer Fluoreszenzmarkierung
einen Biotin-Tag besal}, erfolgte eine Sekundéarfarbung mit einem fluoreszenzmarkierten
Streptavidin. Hierzu wurden die Zellen nach der Inkubation mit dem primaren Antikorper zweimal
mit GM-Puffer gewaschen und anschlieBend in 100 uL GM-Puffer mit dem sekundaren Antikérper

fir 15 min bei 4 °C inkubiert. AbschlieRend wurden auch diese Zellen zweimal mit GM-Puffer
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gewaschen und zur Analyse in 100 pL GM-Puffer aufgenommen. Die verwendeten Antikdrper sind

in 2.7 aufgelistet.
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3. Ergebnisse

3.1 Proteomanalyse humaner Krebszelllinien

3.1.1 Auswahl der Zelllinien

In den letzten Jahren wurde es aufgrund von enormen Fortschritten in gentechnischen Methoden
moglich, groR angelegte Genomstudien von humanen soliden Tumoren durchzufiihren. Diese

159-164

haben gezeigt, dass zwischen verschiedenen Tumoren eine starke Heterogenitat sowie eine

genetische intratumorale Diversitit zu finden ist*®™"

. Aufgrund dessen ist es notwendig,
Zelllinien fur eine vergleichende Arbeit wie der hier vorliegenden sorgfaltig auszuwahlen.

Da fir die im spateren Verlauf dieser Arbeit beschriebenen Analysen von HLA-Klasse-I-Peptid-
Liganden groRe Zellzahlen von 10° Zellen benétigt wurden, war ein erstes Kriterium zur Auswahl
der Zelllinien die Kultivierungseigenschaften sowie Erfahrungen bezlglich der jeweiligen
Proliferationsraten. Der weitaus wichtigere Faktor war aber die genetische Beschaffenheit der
Zelle beziglich ihrer HLA-Allele A und B sowie eine moglichst groRe Vielfalt in den Krebsarten.
Hierbei konnte auf eine umfangreiche Datenbank mit HLA-Typisierungsdaten von {iber tausend

174

Zelllinien des Projektpartners TRON zurlickgegriffen werden™"". Auf Basis dieser Daten wurden

letztendlich zehn humane Krebszelllinien ausgewahlt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten humanen Krebszelllinien

Zelllinie HLA-A HLA-B Entitat
COLO-699N 02:01;02:01 07:02;58:01 Lungen Adenokarzinom
JY 02:01;02:01 07:02;07:02 EBV-immortalisierte
lymphoblastische B-Zell-Linie
Mel 526 02:01;02:01 15:01;15:01 Melanom
NIH-OVCAR-3 02:01;29:03 07:02;58:01 Ovarialkarzinom
SK-Mel 37 02:01;02:01 07:02;15:01 Melanom
K562_A0201 02:01;02:01 - Chronische myeloische Leukamie
HEK 293 03:01;03:01 07:02;07:02 embryonale Nierenzellen
JAR 03:01;03:02 07:02;47:01 Chorionkarzinom
LCLC-103H 03:01;03:01 07:02;07:02 grofizelliges Lungenkarzinom
Mel-HO 03:01;03:01 07:02;14:02 Melanom
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Da die im spateren Verlauf gezeigte Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden mittels des HLA-
ABC-Antikorpers W6/32 durchgefihrt wurde, wurde zuséatzlich die HLA-Expression der Zellen

mittels dieses Antikorpers durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Analyse der HLA-Expression aller verwendeten Krebszelllinien

Zur Bestimmung der HLA-Expression der zehn ausgewdhlten humanen Krebszelllinien wurden jeweils 1 x 10° Zellen mit
dem anti-HLA-ABC-Antikérper W6/32 gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI).

Die hier abgebildeten mittleren Fluoreszenzintensitdaten zeigen, dass die JAR Zelllinie entgegen
der Datenbank-basierten Annahme keine HLA-Expression aufwies, so dass sie fiir die folgenden
Analysen nicht beriicksichtigt wurde. Final wurde demnach mit neun humanen Krebszelllinien
sechs verschiedener Entitdten gearbeitet. Fir eine erste Charakterisierung der Krebszelllinien

wurden diese hinsichtlich ihrer Gesamtheit aller Proteine, dem so genannten Proteom analysiert.
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3.1.2 Proteomanalyse der Zelllinien

Zur Analyse von komplexen Proteinproben hat sich die Massenspektrometrie in den letzten 15

Jahren immer deutlicher als die Methode der Wahl etabliert'’”®

. Fur die Analysen in dieser Arbeit
wurden Synapt G2-S Massenspektrometer der Firma Waters verwendet, welche sich in
vorangegangenen Arbeiten als besonders stabil und sensitiv flir markierungsfreie
massenspektrometrische  Quantifizierung von Proteinen erwiesen haben'®. Fur die
Proteomanalysen der neun oben genannten Krebszelllinien wurden jeweils 5 x 10> Zellen lysiert
und anschlieBend 20 ug Gesamtprotein gemall des FASP-Protokolls tryptisch verdaut. Die
massenspektrometrische Analyse erfolgte in jeweils finf technischen Replikaten. Die hohe

Korrelation zwischen den technischen Replikaten der einzelnen Zelllinien ist in Abbildung 9 zu

sehen und unterstreicht die Reproduzierbarkeit des Arbeitsablaufs.
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Abbildung 9: Korrelationsmappe der Proteomanalyse der neun humanen Krebszellinien

Gezeigt ist die Korrelation zwischen den technischen Replikaten der Proteomanalyse in humanen Krebszelllinien.
Hierbei wurden jeweils 5x10° Zellen nach dem FASP-Protokoll tryptisch verdaut und anschlieRend
massenspektrometrisch untersucht. Gemessen wurden jeweils fiinf technische Replikate. Die dargestellte Korrelation
nimmt von grin (1,0) nach rot (0,75) ab.
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Wie in Tabelle 8 zu sehen ist, konnten in den einzelnen Krebszelllinien zwischen 4638 und 5220
Proteine und (ber alle Zelllinien hinweg (iber 6700 Proteine identifiziert werden, was einer

Abdeckung des menschlichen Proteoms von etwa 33 % entspricht.

Tabelle 8: Anzahl der identifizierten Proteine in neun humanen Krebszelllinien

Zelllinie Anzahl der identifizierten Proteine
COLO-699N 4757
JY 4844
Mel 526 4977
NIH-OVCAR-3 4751
SK-Mel 37 4784
K562_A0201 4907
HEK 293 5220
LCLC-103H 4638
Mel-HO 4833

Zur Analyse der Ahnlichkeit der Zelllinien beziiglich ihrer Expressionsprofile der identifizierten

177 . . .
mittels hierarchischem

Proteine wurden die sie mit dem frei verfligbaren Programm Past3
Clustering auf Ahnlichkeiten der Proteinexpressionsprofile untersucht. In Abbildung 10 ist das
Ergebnis dieser Analyse zu sehen. Hierbei ist zu erkennen, dass beispielsweise die Zelllinien JAR
und NIH-OVCAR-3, welche beide ihren Ursprung in malignen Verdnderungen weiblicher Organe
haben (Plazenta bzw. Ovarien) ein gemeinsames Cluster bilden. Auch die Zelllinien JY und
K562_A0201, welche beide gemaR ihrer Entitdt das blutbildende System betreffen, bilden ein

gemeinsames Cluster. Die drei Melanomzelllinien Mel-HO, Mel 526 und SK-Mel 37 bilden zwar

nicht direkt ein gemeinsames Cluster, liegen aber dennoch nah beieinander.
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Abbildung 10: Stammbaum der zehn humanen Krebszelllinien auf Grundlage ihrer Proteome

Zur ldentifizierung der Proteome wurden jeweils 5x10° Zellen nach dem FASP-Protokoll tryptisch verdaut und
anschliefend massenspektrometrisch untersucht. Diese Datensatze wurden daraufhin mit dem Programm Past3 mittels
hierarchischem Clustering auf Ahnlichkeiten in den Expressionsprofilen ihrer Proteine untersucht. Dargestellt ist der

hieraus resultierende Stammbaum.

Im nachsten Schritt sollte die Qualitdt des hier vorliegenden Datensatzes untersucht werden.
Diese ist immer durch den dynamischen Bereich sowie die Anzahl der identifizierten Peptide pro
Protein gekennzeichnet. Als dynamischer Bereich wird der Unterschied zwischen dem héchst und
niedrigsten abundanten Protein bezeichnet'’®, weshalb ein hoher dynamischer Bereich mit einer

hohen Abdeckung des gesamten Proteoms einhergeht.
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Abbildung 11: Dynamischer Bereich und Anzahl der Peptide pro Protein der Proteomanalyse neun humaner
Krebszelllinien

Zur Bestimmung der Qualitdt des Proteom-Datensatzes wurde der dynamische Bereich sowie die Anzahl der Peptide
pro identifiziertem Protein betrachtet. A. Der dynamische Bereich erstreckt sich in dem hier vorliegenden Datensatz
Uber vier GréRenordnungen, was einer hohen Abdeckung des gesamten Proteoms entspricht. B. Die Mehrheit der
identifizierten Proteine (70 %) konnte durch mindestens 6 Peptide identifiziert werden, ca. 50 % durch mehr als 10
Peptide und noch etwa 25% aller Proteine durch mindestens 20 Peptide.

Wie in Abbildung 11 zu sehen ist erstreckt sich der dynamische Bereich der hier gemessenen
Proben (iber vier GréBenordnungen. Des Weiteren konnten 70 % aller Proteine durch mindestens
6 Peptide identifiziert werden, etwa die Halfte durch mehr als 10 und noch ein Viertel aller
Proteine durch mindestens 20.

Insgesamt lasst sich sagen, dass hier mittels hoch sensitiver und reproduzierbarer
massenspektrometrischer Analysen ein umfassender Datensatz der Proteome von neun humanen
Krebszelllinien geschaffen wurde, welcher die Grundlage tiefergehender Untersuchungen dieser
Zelllinien in Bezug auf ihre Eigenschaften in der Prdsentation von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden

darstellt.
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3.2 Methodenetablierung zur Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden

Zur weiterfihrenden Analyse der Krebszelllinien sollte die Gesamtheit der prasentierten HLA-
Klasse-I-Peptid-Liganden, das so genannte Ligandom untersucht werden. Aufgrund der Tatsache,
dass diese Art von Analysen in unserem Labor zuvor noch nicht durchgefiihrt wurden und
Messungen nach Beispielprotokollen aus anderen Laboren nicht zum Erfolg gefiihrt haben, war es

ein primares Ziel dieser Arbeit ein Protokoll zur Ligandomanalyse zu etablieren.

3.2.1 Detergenzienvergleich zur optimalen Zelllyse

Zu Beginn des Protokolls steht die Zelllyse. Hierflir stehen verschiedene Detergenzien zur
Auswahl, welche man anhand ihrer chemischen Struktur, ihrem Ladungszustand und auch ihrer
Fahigkeit Proteine zu solubilisieren (milde Detergenzien) oder zur denaturieren (starke
Detergenzien) unterscheidet. Da bei einer Ligandomanalyse intakte HLA-Peptid-Komplexe aus den
Zellen isoliert werden sollen ist eine sanfte Zelllyse erforderlich. Anhand ihrer Charakteristika
wurden die Detergenzien 3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propansulfonat (CHAPS),
n-Dodecyl B-D-maltosid (DDM) und n-Octyl-B-D-glucopyranosid (OGP) zur Optimierung der
Zelllyse ausgewahlt. Bei CHAPS handelt es sich um ein zwitterionisches Detergenz, welches
aufgrund seiner nicht-denaturierenden Eigenschaften bereits seit den 80er Jahren Anwendung im
Bereich der Proteinisolation findet und hierbei in den letzten Jahren auch vermehrt zur Extraktion
von Proteinen mit anschlieBender Proteomik-Analyse genutzt wird’**®°. Sowohl DDM als auch
OGP sind nicht-ionische Detergenzien mit einer aliphatischen Kette von acht (OGP) bzw. 12 (DDM)
Kohlenstoffatomen und besitzen beide, ebenso wie CHAPS, milde, nicht-denaturierende

181 7ur vergleichenden Untersuchung der drei Detergenzien wurden jeweils 1 x 10®

Eigenschaften
JY Zellen in einem PBS-Puffer mit Proteaseinhibitoren und 1,2 % (w/v) CHAPS, DDM oder OGP fir
insgesamt drei Stunden bei 4 °C inkubiert und eine Immunprazipitation bis zum Schritt der
Ultrafiltration wie in 2.11.2.1 beschrieben durchgefiihrt. AnschliefRend wurden jeweils 10uL Probe

aus den einzelnen Schritten mittels Western Blot Analyse auf die Menge an HLA-Peptid-

Komplexen untersucht.
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Abbildung 12: Western Blot Analyse von JY Zellen nach unterschiedlicher Zelllyse mit folgender Isolierung von HLA-
Klasse-I-Peptid-Liganden

Zur Ermittlung des optimalen Detergenz zur Zelllyse der Proben fiir die anschliefende Isolierung von HLA-Klasse-I-
Peptid-Liganden wurden jeweils 1x10® JY Zellen mit 1,2% (w/v) CHAPS, DDM oder OGP solubilisiert und die
Immunprézipitation mit Hilfe des Antikdrpers W6/32 durchgefiihrt. Pro Tasche wurden 10uL Probe aufgetragen und auf

die Menge an HLA-Peptid-Komplexen untersucht.

Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, ist die reine Zelllyse mit CHAPS am effektivsten. Die Menge an
ungebundenen HLA-Peptid-Komplexen, sprich der Uberstand nach einer iiber Nacht Inkubation
auf den Antikérper-gekoppelten Beads, ist zwar in der CHAPS-behandelten Probe am grofiten,
dafir ist aber auch die Menge an gebundenen Proteinkomplexen (,lysierte Beads”) in eben diesen
Proben deutlich gréBer als in den Proben, in denen die Zellen mit DDM oder OGP lysiert wurden.
Demnach lasst sich festhalten, dass aufgrund des Ziels moéglichst viele HLA-Peptid-Komplexe zu
isolieren und an die Antikorper-gekoppelten Beads zu binden, eine Lyse mit CHAPS am
effektivsten ist.

Der nachste kritische Punkt in dem Protokoll der Ligandomanalyse ist die Bindung der HLA-Peptid-

Komplexe an die Antikorper-gekoppelten Beads.
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3.2.2 Titration der BrCN-Sepharose-Beads

Zur effektiven Bindung der HLA-Peptid-Komplexe an die Beads Uber den an diese gekoppelten
HLA-Klasse-I AntikGrper W6/32, ist ein optimales Bead-Antikorper-Verhiltnis essentiell. Werden
zu wenige Beads verwendet besteht die Gefahr, nicht alle HLA-Peptid-Komplexe zu binden.
Werden allerdings zu viele Beads verwendet, kann dies beispielsweise durch sterische
Beeintrachtigungen der Beads untereinander ebenso zu einer Verringerung der Bindungseffizienz
fliihren. Basierend auf Literaturangaben wurden 1 mg Antikérper pro mL Zellpellet verwendet und
die Beadmenge hierbei von 8 mg/mL bis 400 mg/mL titriert. Hierzu wurden pro Ansatz 1 x 10® JY
Zellen verwendet und die HLA-Klasse-I-Peptid-Komplexe wie in 2.11.2.1 beschrieben isoliert. Fir
diesen Versuch wurde das Protokoll nach den Waschschritten beendet und anschlieBend je 10 uL

Probe aus den einzelnen Schritten mittels Western Blot Analyse untersucht.
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Abbildung 13: Western Blot Analyse von JY Zellen mit titrierten Mengen an BrCN Sepharose Beads zur Isolierung von
HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden

Zur Ermittlung des optimalen Verhaltnisses von BrCN Sepharose Beads zum Antikdrper (1 mg pro mL Zellpellet) wurde
die Menge von 8 mg Beads/mL Zellepellet bis 400 mg Beads/mL Zellpellet austitriert. Hierzu wurden jeweils 1 x 10 Jy
Zellen verwendet und aus diesen die HLA-Peptid-Komplexe mittels Immunprézipitation und dem Antikérper W6/32
isoliert. Zur Analyse auf die Menge an HLA-Peptid-Komplexen wurden jeweils 10 uL Probe mittels Western Blot und
einem HLA-Antikérper untersucht.
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Abbildung 13 zeigt, dass, wie zu erwarten, keine Unterschiede in der Lyse der Zellen zu sehen ist.
Allerdings ist deutlich zu sehen, dass die Menge an ungebundenen HLA-Peptid-Komplexen
(,Uberstand GiIN“) mit zunehmender Beadmenge abnimmt, wobei der Unterschied zwischen den
Proben ab 80 mg/mL gering ist. Die Menge an schwach gebundenen Komplexen, die in dem
ersten Waschschritt von den Beads gel6st werden, ist in den Proben mit einer Beadmenge von
40 mg/mL und 80 mg/mL am geringsten. Die lysierten Beads zeigen, dass bei der Verwendung von
40 mg BrCN-Sepharose-Beads pro mL Zellpellet die grofite Menge an HLA-Peptid-Komplexen zu
detektieren war. Aufgrund dieser Ergebnisse ist festzuhalten, dass fir das Protokoll eine
Verwendung von 40 mg Beads pro mL Zellpellet und dementsprechend pro mg Antikdrper optimal
ist. Frr eine optimale Bindung der Peptid-Komplexe an die Beads spielt neben der bis zu diesem
Punkt getesteten Aspekte der Zelllyse und des Verhéltnisses der Beads zum Antikérper auch die
raumliche Distanz sowie die optimale GréRenfiltration und Probenaufreinigung eine Rolle, so dass

dies der nachste Schritt des Etablierungsprozesses war.
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3.2.3 Evaluierung der optimalen Materialen wie ReaktionsgefaR, Ultrafiltrationseinheit
und Umkehrphasenaustauschchromatographie-Platte

Bei der Immunprazipitation spielt auch die raumliche Ndhe der Interaktionspartner zueinander
eine Rolle. Um hier eine moglichst hohe Bindungseffizienz von HLA-Peptid-Komplexen an die
BrCN-Sepharose-Beads zu erreichen, wurden zwei verschiedene ReaktionsgefdBe miteinander
verglichen, 15cm lange Chromatographie-Saulen und 5 mL LoBind Reaktionsgefalle. Der
darauffolgende Schritt der Ultrafiltration dient der Trennung der Peptide von ihren HLA-
Molekilen, welche durch Filtrationseinheiten mit einem cut off von 10 kDa erreicht wird. Fir
diesen Schritt wurden 15 mL Amicon Ultra-Zentrifugen-Filtereinheiten mit 500 pL Vivacon
Zentrifugaleinheiten verglichen. Der finale Schritt in dem Protokoll zur Isolierung von HLA-Klasse-
I-Peptid-Liganden besteht aus der Aufreinigung und Konzentration der Proben mittels
Umkehrphasenaustauschchromatographie. Hierbei wurde die OASIS HLB 96 well Mikrotiterplatte
mit der Sep-Pak-C18 96 well Mikrotiterplatte verglichen. Zur Evaluierung der optimalen
Kombination der drei Schritte wurden verschiedene Konditionen gewahlt: 1. Eine Kombination
aus 15cm Chromatographie-Saule, Amicon-Zentrifugen-Filtereinheit und der Sep-Pak-C18
Mikrotiterplatte, 2. 5 mL LoBind Reaktionsgefal}, Vivacon Zentrifugaleinheit und Sep-Pak-C18
Mikrotiterplatte, 3. 5mL LoBind ReaktionsgefdB, Vivacon-Zentrifugaleinheit und OASIS HLB
Mikrotiterplatte. In jedem Ansatz wurden die HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden aus 5 x 10° JY Zellen
wie in 2.11.2.1 beschrieben isoliert. Tabelle 9 zeigt die Anzahl der identifizierten HLA-Klasse-I-

Peptid-Liganden in dem jeweiligen Ansatz.

Tabelle 9: Anzahl der identifizierten Peptid-Liganden in verschiedenen Versuchsansatzen zur Ermittlung der
optimalen Kombination aus ReaktionsgefaR, Ultrafiltrationseinheit und Umkehrphasenaustauschchromatographie-
Platte

Versuchsansatz Anzahl der identifizierten | Anzahl der identifizierten
Peptid-Liganden Peptid-Liganden mit 8-11 AS
1 (Kombination aus 15cm | 115 114

Chromatographie-Saule,

Amicon und Sep-Pak-C18)

2 (Kombination aus 5 mL | 2403 1246
LoBind Reaktionsgefal,
Vivacon und Sep-Pak-C18)

3 (Kombination aus 5mL | 2648 1367
LoBind Reaktionsgefal,
Vivacon und OASIS HLB)
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Benutzung eines 5mL LoBind ReaktionsgefdaBes und der Vivacon-
Zentrifugaleinheit (Ansatz 2 und 3) eine deutlich bessere lIsolation von HLA-Klasse-I-Peptid-
Liganden im Vergleich zur Nutzung von Chromatographie-Saulen und Amicon-Zentrifugen-
Filtereinheiten bringt. Die Kombination aus 5 mL LoBind Reaktionsgefa zur Zelllyse, Vivacon-
Zentrifugaleinheit zur GroRenfiltration und OASIS HLB Mikrotiterplatte zur Entsalzung und
Konzentration der Proben (Ansatz 3) bringt die hochste Anzahl an HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden
hervor.

Alle Optimierungsversuche zusammengenommen, lasst sich feststellen, dass im Rahmen der
vorliegenden Dissertation das in Abbildung 14 schematisch dargestellte Protokoll zur Isolierung

von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden aus humanen Krebszelllinien optimiert und etabliert werden

konnte.

Zelllyse Ultrazentrifugation Immunpra2|p|tat|0n
 —
CHAPS @%? W6/32 tiber Nacht
% % rotieren
@ ® :
Zellpellet Zelllysat solubilisierte Antikoérper-gebundene
Proteine HLA-Peptid-Komplexe
—— —
Elution bei saurem pH Ultrafiltration Entsalzung
 —  — =
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freie HLA-Molekiile, B,Mikroglobulin,
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LC-MS/MS Analyse -
| —)

isolierte HLA-Peptid-
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Bioinformatische Analysen
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Abbildung 14: Schematische Darstellung des neu etablierten Arbeitsablaufs zur Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-
Liganden

Der nachste Schritt war nun die Anwendung des Protokolls auf die in 3.1.1 genannten humanen

Krebszelllinien.
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3.3 Charakterisierung des Ligandoms von humanen Krebszelllinien

Zur Erganzung der bereits gezeigten Proteomdaten der in 3.1 genannten neun humanen
Krebszelllinien, sollte im Folgenden das Ligandom dieser Zelllinien anhand des im Rahmen dieser

Arbeit etablierten Protokolls zur Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden untersucht werden.

3.3.1 Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden aus 9 humanen Krebszelllinien

Im Bereich der Immuntherapie zur Behandlung von Krebserkrankungen ist die Identifizierung von
Peptid-Liganden, welche durch HLA-Klasse-I-Molekiile CD8" T-Zellen prisentiert werden von
grofler Bedeutung. So sind diese Daten beispielsweise Grundlage bei der Entwicklung von

Vakzinen und neuen Strategien fiir T-Zell-Therapien.'®?

Aufgrund dessen wurde zur
tiefergehenden Charakterisierung der Krebszelllinien nach dem Proteom auch das Ligandom
untersucht. Hierzu wurden jeweils 1 x 10° Zellen lysiert und die HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden mit
Hilfe des Antikérpers W6/32 mittels Immunpréazipitation isoliert und massenspektrometrisch

analysiert.

Tabelle 10: Anzahl der identifizierten Peptid-Liganden aus neun humanen Krebszelllinien

Zelllinie Anzahl der identifizierten | Anzahl der identifizierten
Peptid-Liganden Peptid-Liganden mit 8-11 AS

COLO-699N 2153 1940

JY 2910 2264

Mel 526 1334 1100

NIH-OVCAR-3 1548 849

SK-Mel 37 2314 2169

K562_A0201 1022 935

HEK 293 762 481

LCLC-103H 2311 1278

Mel-HO 3338 1843

In Tabelle 10 ist zu sehen, dass in den neun Krebszelllinien zwischen 762 und 3338 HLA-Klasse-I-
Peptid-Liganden beliebiger Lange und zwischen 481 und 2264 Liganden mit einer Linge von 8-11
Aminosduren identifiziert werden konnten. Dass es sich bei den identifizierten Peptiden um HLA-

Klasse-I-Peptid-Liganden handelt, zeigt sich zum einen in Abbildung 15 in der GroRRe der Peptide.
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Abbildung 15: GroBenverteilung der identifizierten HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden

Zur Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden wurden jeweils 1 x 10° Zellen in einem CHAPS-Puffer lysiert, die HLA-
Peptid-Komplexe mittels Immunprazipitation und dem Antikérper W6/32 isoliert und abschlieRend die Peptid-Liganden
durch einen GroRenfiltrationsschritt mit einem cut off von 10 kDa von den HLA-Molekiilen getrennt. Gezeigt ist die
GroBe der massenspektrometrisch detektierten Liganden in Aminosduren (AS) fur jede Zelllinien einzeln (A) und
gemittelt Gber alle Zelllinien (B).

HLA-Klasse-lI-Molekiile prasentieren in der Regel Peptide mit einer GroRe von 8-11,
typischerweise von 9 Aminosiuren.’® Die hier identifizierten Peptide zeigen sowohl in den
einzelnen Zelllinien einen Anteil der Peptide bestehend aus 9 Aminosduren von bis zu knapp 80 %
(Abb. 15A) als auch gemittelt tber alle Zelllinien eine deutliche Mehrheit in Peptiden mit einer
Linge von 9 Aminosduren (Abb. 15B). Zum anderen zeichnen sich HLA-Molekile durch
charakteristische Bindungsmotive fiir ihre Peptid-Liganden aus. Hierbei ist es fiir HLA-Molekiile
mit dem Allel A-02:01 kennzeichnend, dass ihre Ankerpositionen mit den Aminoséuren Leucin (L)
und Methionin (M) an P2 und Valin (V) und Leucin (L) an P9 zu finden sind. Bei HLA-Molekilen mit
dem Allel B-07:02 befinden sich die Ankerpositionen an P2 und P9 mit den Aminosauren Prolin (P)
und Leucin (L)*. Da die in dieser Arbeit betrachteten Zelllinien vor allem eine Ubereinstimmung in
den Allelen HLA-A-02:01 und HLA-B-07:02 aufweisen (Tabelle 7), sind in den Abbildungen 16 (HLA-
A-02:01) und 17 (HLA-B-07:02) die Bindungsmotive dieser Allele fiir alle identifizierten HLA-
Peptid-Liganden mit einer GréBe von 9 Aminosduren dargestellt. Dabei spiegelt die GroRe der
Buchstaben die Haufigkeit dieser Aminosauren an den entsprechenden Positionen wider.
Abbildung 16A zeigt, dass die Bindungsmotive der HLA-A-02:01 positiven Zelllinien mit der
Literatur Ubereinstimmen, da an P2 in 5 der 6 Zelllinien Leucin dominiert und an P9 Leucin oder
Valin. Gemittelt Uber alle sechs Zelllinien findet sich an P2 und P9 am haufigsten ein Leucin. Bei JY
fallt auf, dass es an P2 vorrangig die Aminosauren Prolin und Leucin aufweist, was damit
einhergeht, dass diese Zellen HLA-A-02:01 und HLA-B-07:02 positiv sind. Betrachtet man
dahingegen die in Abbildung 16B dargestellten Zelllinien, die negativ fir HLA-A-02:01 sind, so
zeigen alle drei Zelllinien diffuse Bindungsmotive, welche nicht mit den typischen Ankerpositionen

flir HLA-A-02:01 Ubereinstimmen. LCLC-103H exprimiert neben HLA-A-02:01 auch das Allel HLA-B-

60



Ergebnisse

07:02 und zeigt dessen spezifisches Bindungsmotiv. Mel-HO und HEK 293 sind beide HLA-A-03:01
positiv und ihre dargestellten Bindungsmotive stimmen durch Lysin (K) als dominierende

Aminosiure an P9 mit Literaturangaben fiir das Muster von HLA-A-03:01 Allelen iiberein®.
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Abbildung 16: Bindungsmotive der identifizierten HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden fiir HLA-A-02:01

Die HLA-Peptid-Liganden wurden aus jeweils 1 x 10° Zellen isoliert und auf ihre Bindungsmotive hinsichtlich HLA-A-
02:01 untersucht. Gezeigt sind die Ergebnisse der HLA-A-02:01 positiven (A) und negativen (B) Zelllinien. Die GroRe der

Buchstaben spiegelt die Haufigkeit dieser Aminosdure an der Position wider.
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In Abbildung 17A ist zu erkennen, dass der Grolteil der HLA-B-07:02 positiven Zelllinien an den
Ankerpositionen P2 und P9 mit Leucin die charakteristische Aminosdure fiir diese Position
aufweist. Dasselbe gilt fur die Verteilung tber alle Zelllinien. Auch die Melanomzelllinie Mel 526

(Abb. 17B), welche negativ fiir HLA-B-07:02 ist, weist an P2 und P9 vorwiegend ein Leucin auf.

A
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
06 alle HLA-B-07:02 |
17} 2
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Abbildung 17: Bindungsmotive der identifizierten HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden fiir HLA-B-07:02

Die HLA-Peptid-Liganden wurden aus jeweils 1 x 10° Zellen isoliert und auf ihre Bindungsmotive hinsichtlich HLA-A-
02:01 untersucht. Gezeigt sind die Ergebnisse der HLA-A-07:02 positiven (A) und negativen (B) Zelllinien. Die GroRe der

Buchstaben spiegelt die Haufigkeit dieser Aminosdure an der Position wider.
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Ergdnzend zu den Analysen der Bindungsmotive fir die HLA-A-02:01 und HLA-B-07:02
spezifischen Peptid-Liganden mit einer Lange von 9 Aminosaduren, wurde mit Hilfe des 6ffentlich
zugénglichen Alignment-Programms GibbsCluster'®* eine generelle Annotation aller identifizierten
Peptide mit allen bekannten HLA-Allelen untersucht. In Abbildung 18 ist diese Analyse beispielhaft

flir die Zelllinie LCLC-103H dargestellt.
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Abbildung 18: GibbsClustering von identifizierten HLA-Klasse-I-Peptiden aus LCLC-103H Zellen

Die HLA-Peptid-Liganden wurden aus 1 x 10° Zellen isoliert und auf ihre Bindungsmotive untersucht. Gezeigt sind die
Ergebnisse der Zelllinie LCLC-103H. Die GroRRe der Buchstaben spiegelt die Haufigkeit dieser Aminosdure an der Position

wider.

LCLC-103H ist positiv fur die Allele HLA-A-03:01, HLA-B-07:02 und HLA-C-07:02. Die in Abbildung
10 gezeigten, durch GibbsCluster vorhergesagten Bindungsmotive stimmen mit den typischen
Motiven dieser Allele Uberein. Die linke Seite in Abb. 10 zeigt mit Lysin (K) als dominierende
Aminosdure an P9 das typische Motiv von HLA-A-03:01, die mittlere Darstellung mit Prolin (P) an
P2 und Leucin (L) an P9 das typische Bild von HLA-B-07:02 und die rechte Seite der Abbildung mit
Leucin (L), Phenylalanin (F) und Tyrosin (Y) an P9 ein bekanntes Motiv von HLA-C-07:02. Damit
stimmt das Alignment der identifizierten Peptide mit dem HLA-Expressionsmuster der LCLC-103H
Zellen Gberein und unterstreicht die Tatsache, dass es sich bei den identifizierten Peptiden um
HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden handelt.

Betrachtet man all diese Ergebnisse zusammen ist festzustellen, dass das neu etablierte Protokoll
zur Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden erfolgreich auf die neun humanen Krebszelllinien

angewendet werden konnte.
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3.3.2 Qualitatskontrolle der Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden

Um die Isolierung des Ligandoms aus den humanen Krebszelllinien auf ihre Effizienz zu
Uberprifen, wurden zu jedem moglichen Zeitpunkt des Protokolls Proben fiir Western Blot
Analysen genommen: Proben der Lysate zur Uberpriifung der Zelllyse, Proben der Waschschritte
zur Uberpriifung der moglichst vollstindigen Bindung der HLA-Peptid-Komplexe an die
Antikorper-gekoppelten Beads, Proben des Eluats von den Antikorper-gekoppelten Beads zur
Uberpriifung der Menge an gebundenen HLA-Peptid-Komplexen und Proben des Eluats nach der
Ultrafiltration zur Uberpriifung der gelungenen Trennung von Peptiden und HLA-Molekiilen
aufgrund ihres Molekulargewichtes. Von diesen Proben wurden jeweils 10 pL auf ein SDS-Gel

aufgetragen und mittels Western Blot Analyse mit einem HLA-Antikérper untersucht.
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Abbildung 19: Western Blot Analyse zur Qualitdtskontrolle der Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden

Zur Uberpriifung der Effizienz der Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden aus jeweils 1x10° Zellen wurden
wahrend des Protokolls Proben folgender Schritte genommen: der Lysate, der Waschschritte, des Eluats von den
Antikorper-gekoppelten Beads und des Eluats nach der Ultrafiltration. Zur Western Blot Analyse mittels eines HLA-
Antikorpers wurden jeweils 10 pL Probe aufgetragen.
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In Abbildung 19 ist zu sehen, dass beim GrofRteil der Zelllinien ausschliellich oder zumindest mit
einer deutlich starkeren Intensitdt, nur beim Lysat sowie im Eluat von den Beads HLA-Molekiile
detektierbar waren. Das spricht dafiir, dass eine nahezu optimale Immunoaffinitidtsanreicherung
erzielt werden konnte, womit eine groBtmogliche Abdeckung des Ligandoms erreicht werden
konnte. Um zu Uberprifen, ob die Anzahl der isolierten Peptid-Liganden in Verbindung zu der
entsprechenden HLA-Molekil-Expression steht, wurde nochmal die in 3.1.1. bestimmte

Expressionsrate der HLA-Molekiile betrachtet.

40001
c
s
< ® Mel-HO
S 3000-
-
s
5 ©® L CLC-103H
N 20004
:
g ® Mel 526
= 10004 ® K562_A0201
S ® HEK 293
C
<
0

| | | | |}
0 5000 10000 15000 20000 25000
HLA-Expression

Abbildung 20: Korrelation der HLA-Expression und der Anzahl identifizierter HLA-Klasse-1-Peptid-Liganden

Zur Analyse der Qualitat der identifizierten HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden aus 1 x 10° Zellen wurden die erhaltenen
Daten mit der HLA-Expression der Zelllinien in Korrelation gesetzt.

Setzt man die HLA-Expression mit der Anzahl der identifizierten Peptid-Liganden in Korrelation, so
sieht man in Abbildung 20, dass eine positive Korrelation zwischen der Expressionsrate und den
identifizierten Liganden besteht. Das bedeutet, dass bei einer stiarkeren Expression von HLA-
Molekilen auf der Zelloberfliche eine groRere Anzahl von Peptid-Liganden identifiziert werden
konnten. Aufgrund der hier aufgefiihrten Kontrollen ist anzunehmen, dass mit dem verwendeten
Protokoll eine sehr effiziente Immunoaffinitdtsanreicherung der HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden der
neun humanen Krebszelllinien erreicht werden konnte, so dass dieser Datensatz in einem

nachsten Schritt funktionell mit dem zuvor untersuchten Proteom verglichen werden sollte.

65



Ergebnisse

3.3.4 Systembiologische Analysen der verschiedenen OMICS-Datensatze

Nach der Etablierung des Protokolls zur umfangreichen massenspektrometrischen Analyse von
HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden folgte die erfolgreiche Anwendung des Protokolls in der
Untersuchung des Ligandoms von humanen Krebszelllinien. Zusammen mit den zuvor erhaltenen
Proteomdatensatzen der Zelllinien, sollten im Folgenden systembiologische Analysen angestellt
werden. Hierzu konnte zusatzlich zum Proteom und Ligandom auch das Transkriptom, also die
Gesamtheit aller transkribierten Gene in der Zelle verwendet werden. Die Transkriptomdaten
wurden von dem Projektpartner TRON erstellt und sind demnach in der vorliegenden Dissertation
methodisch nicht im Detail erldutert. Als Uberblick zeigt die Tabelle 11 die Anzahl der
identifizierten Proteine, Liganden und Gene (reads per kilobase per million mapped reads, RPKM

>=1) in den Krebszelllinien.

Tabelle 11: Anzahl der identifizierten Proteine, Liganden und Gene in neun humanen Krebszelllinien

Zelllinie # der ident. Proteine | # der ident. Liganden # der ident.
exprimierten Gene

(RPKM>=1)
COLO-699N 4757 2153 11398
JY 4844 2910 10519
Mel 526 4977 1334 11982
NIH-OVCAR-3 4751 1548 12217
SK-Mel 37 4784 2314 12251
K562_A0201 4907 1022 10843
HEK 293 5220 762 12467
LCLC-103H 4638 2311 11954
Mel-HO 4833 3338 11123

In einem ersten Schritt wurden die Datensadtze des Proteoms und Transkriptoms gegeneinander

analysiert.
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Abbildung 21: Korrelation der identifizierten Proteine und Gene aus neun humanen Krebszelllinien

Zur genaueren Betrachtung der Beziehung zwischen den identifizierten Proteinen und Genen aus neun humanen
Krebszelllinien wurden die beiden Datensatze in Korrelation zueinander gesetzt. Hierbei wurde die Korrelation nach
Pearson bestimmt, welche den Wert r als dimensionsloses Mal} fiir den Grad des linearen Zusammenhanges zweier
Merkmale angibt. Ist r groRer 0 so spricht man von einer positiven linearen Korrelation, bei r=1 wird von einem
vollsténdig positiven linearen Zusammenhang ausgegangen.

Hierzu wurde auf eine mogliche Korrelation zwischen transkribierten Genen (RPKM >=1) und
exprimierten Proteinen untersucht, indem die Korrelation nach Pearson bestimmt wurde. Dabei
wird der Wert r als dimensionsloses MaR fiir den Grad des linearen Zusammenhanges zweier
Merkmale angegeben. Ist r ein positiver Wert, wird von einer positiven linearen Korrelation
ausgegangen. Erreicht der Wert r 1, so spricht man von einem vollstandig positiven linearen
Zusammenhang. In Abbildung 21 ist zu erkennen, dass bei dem Vergleich von Proteom und
Transkriptom eine positive Pearson-Korrelation von r = 0,46 bis r = 0,63 in den Zelllinien besteht.
Bei einem detaillierten Blick auf die Daten konnte die Korrelation bis auf Einzelgenebene bestatigt

werden, wie in Abbildung 22 am Beispiel von Claudin 6 gezeigt.
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Abbildung 22: Korrelation der Expressionsdaten von Claudin 6 auf Protein - und mRNA-Ebene

Zur detaillierten Betrachtung der Korrelation zwischen Proteomdaten und Tranksriptomdaten wurden diese beziglich
des Transmembranproteins Claudin 6 (CLDN6) analysiert. Dazu wurde die Expressionsstarke des Proteins als Balken und
die der entsprechenden mRNA als Punkte dargestellt.

185
. Das

Bei Claudin 6 handelt es sich um ein so genanntes onkofdtales Transmembranprotein
bedeutet, dass es nur im friihen fotalen Entwicklungsstadium sowie bei Erwachsenen mit
bestimmten Krebserkrankungen zu finden ist. Bei gesunden Menschen dagegen ist die
Transkription von Claudin 6 stillgelegt und das Protein daher nicht exprimiert. Eine veranderte
Expression von Claudin 6 wurde beispielsweise im Zusammenhang mit malignen Veranderungen
der Ovarien beschrieben®®, was mit den in Abbildung 13 gezeigten hohen Expressionsraten in den
NIH-OVCAR-3 Zellen sowohl auf mRNA, als auch auf Proteinebene Gbereinstimmt.

Im nachsten Schritt der vergleichenden Analyse der Datensatze wurde eine Gene Ontology (GO)
Analyse durchgefiihrt. Hierbei wurde die Korrelation zwischen Proteom und Transkriptom in den
Bereichen der biologischen Prozesse und molekularen Funktionen untersucht. Wie in Abbildung

23 gezeigt, ist die Starke der Korrelation von Protein und mRNA abhangig von der jeweiligen GO-

Annotation.
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Abbildung 23: Korrelationsanalysen der Proteom — und Transkriptomdaten von neun humanen Krebszelllinien in
Abhangigkeit der GO-Annotation

Zur genaueren Betrachtung der Zusammenhange von Proteom und Transkriptom wurden die gewonnenen Datensdtze
logarithmisch zueinander in Verbindung gesetzt (Log2 (Protein/mRNA)) und diese Beziehung auf Unterschiede
hinsichtlich verschiedener GO-Annotationen untersucht. Dazu sind die Ergebnisse verschiedener Bereiche der
biologischen Prozesse und molekularen Funktionen in allen Zelllinien (A) und im Detail in der Zelllinie JAR (B)
dargestellt.
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Hierbei fallt auf, dass bei konservierten Prozessen, die in allen Zellen entweder auf die gleiche Art
und Weise oder in gleicher Intensitat stattfinden, eine hohe Korrelation der beiden untersuchten
Zellebenen zu erkennen ist (Abb. 23A). Hierzu zdhlen zum Beispiel Proteinfaltung,
Proteintransporter-Aktivitit und RNA-Bindeprozesse. Hingegen Vorgidnge, welche eine groRe
Heterogenitat zwischen verschiedenen Zellen aufweisen, zeigen eine geringere Korrelation auf
Protein — und Genebene, wie zum Beispiel bei der Zelladhasion, Lipidbindung und der
Organisation der extrazelluldren Matrix. Bei einer detaillierten Betrachtung der Zelllinie JAR fallt
auf, dass die Korrelation von Protein und mRNA abhangig der betrachteten GO-Annotation bis auf
0,86 steigt (Abb. 23B).

Um nun auch das Proteom und Ligandom im Kontext der Antigenprasentation zu analysieren,
wurden die beiden Datensdtze auf Zusammenhdnge der Proteinexpression und der

anschlieBenden Prasentation als HLA-Klasse-I-Peptid untersucht.

70



Ergebnisse

COLO-699N JY Mel 526
p-value: <1E-10 p-value: <1E-10 p-value: <1E-10
T g B 8 ° T4 -
) i - ) g | B - |
o : o —— | <) ! :
= | : =) 3 ; SA 3 3
~ : : o : : -7 : !
c - : : c - : : c .
Ee] ; ’ Ee] : : Re] :
n | 7] | 7] .
7] 7] . 17, .
2] . 2" . > |
o o o "
3 ' X : X |
[} | [} . | Q | |
£ | : £ : | £ o4 : :
O o~ : : O © : : o |
2 ! : 2 ; : 2 |
s} : ' o) 1 : o :
4 ; < ; <4 L
o : o ; o
| © 4 e ©
© 7 ) 8 o
T T T T T
kein Ligand Ligand kein Ligand Ligand kein Ligand Ligand
n=4652 n =956 n=4373 n=1134 n=4974 n=654
NIH-OVCAR-3 SK-Mel 37 K526_A0201
p-value: <1E-10 p-value: <1E-10 p-value: <1E-10
T4 o - 34 o - I A I
> 8 : > g : =) §
o X | o | )
- : : - : -
= o ' | ~ o | ~ o
c ¥ | H c - H fe
9 ; o o
2 f 2 2
g° i - g 9_ | . S 9 | -
Qe L o
o ; o T o
X H 3 | X
[} | [} | [}
£ : | c o - : S =
O © ; i (9] : (9]
=2 | | =2 | 2
o ; : o : <]
< | ; < | < &
o — [N s o o ° o
© g
8 o
kein Ligand Ligand kein Ligand Ligand kein Ligand Ligand
n =4969 n =636 n=4619 n =987 n =4992 n=>524
HEK 293 LCLC-103H Mel-HO
p-value: <1E-10 p-value: <1E-10 p-value: <1E-10
< | - ¥+ R R
5 e : ~ 3 : — :
o4 : o ; : ) |
o : : o ! : o £ :
— ! : — o ! ! — ! !
= ~ i | ~ -7 : : ~ o : |
c ' c ' c - : :
Q ; .o ! kel :
8 ‘ % 2 . % ‘
Q 9_ | . 2 N . ‘ e e | -
[o% : [o% : a ;
X : X 0 : X :
o : : ] ' : [0) : '
£ o : : £ 2 ; : £ o o : :
Q i | [0] | ' (0] H
2 | . 2 : — 2 ;
o H o : o H
< | < : o < :
a — o & O o 5
“© ]
o o o
: T : T : T
kein Ligand Ligand kein Ligand Ligand kein Ligand Ligand
n=5255 n =366 n=4722 n=875 n=4435 n=1155

Abbildung 24: Analyse von Zusammenhiangen der Proteinexpressionsstarke und der Prasentation als HLA-Ligand

Zur Untersuchung von moglichen Zusammenhédngen der Expressionsstarke eines Proteins und der Wahrscheinlichkeit
zur Prdsentation als HLA-Peptid-Ligand, wurden die gewonnenen Daten der Proteom — und Ligandomanalysen in
Beziehung zueinander gesetzt. Dazu wurden die identifizierten HLA-Liganden ihren Ursprungsproteinen in dem
Proteomdatensatz zugeordnet und dieser dadurch in Proteine, die keinen Liganden und Proteine, die Liganden
hervorgebracht haben unterteilt. AnschlieRend wurde die Proteinexpression logarithmisch fiir diese beiden Gruppen
aufgetragen.

Hierbei zeigt sich, dass die Prasentation als HLA-Klasse-I-Peptid mit der Stdrke der
entsprechenden Proteinexpression zusammenhingt. Uber alle untersuchten Zelllinien hinweg ist

zu erkennen, dass Proteine mit einer héheren Expression eher prozessiert und als Liganden

prasentiert werden (,, Ligand“) als solche mit einer geringen Expression (,,kein Ligand“) (Abb. 24).

71



Ergebnisse

Insgesamt lasst sich sagen, dass im Rahmen dieser Dissertation umfangreiche Datensdtze auf
RNA-, Protein-, und HLA-Klasse-I-Peptid-Ligandenlevel von neun humanen Krebszelllinien
geschaffen wurden. Mit Hilfe dieser Datensdtze konnten bisher unbekannte Zusammenhange
zwischen den Zellebenen untersucht und gezeigt werden.

Neben dieser globalen Analyse der Antigenprasentation war es ein zusédtzliches Ziel der
vorliegenden Dissertation mit ERMP1 eine einzelne Protease im Rahmen der

Antigenprozessierung genauer zu untersuchen.
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3.4 Anwendung der Isolierung von MHC-Klasse-1-Peptid-Liganden in vivo zur
funktionellen Untersuchung der Antigenprasentation in ERMP1-ko-Mausen

Nach der vorhergegangen globalen Analyse der Antigenprédsentation sollte nun ein detaillierter
Blick auf eben diese geworfen werden. Dazu wurde die Rolle der bisher wenig erforschten
»Endoplasmic reticulum metallopeptidase 1“, kurz ERMP1 in der Antigenprozessierung betrachtet.
Hierbei wurde die im Rahmen dieser Arbeit etablierte Methode zur Isolierung von HLA-Klasse-I-
Peptid-Liganden auch in vivo angewandt und Mause mit einer Defizienz in ERMP1 verwendet. Fir
ERMP1 konnte Dr. Nadja Akkad im Rahmen ihrer Dissertation am Institut fiir Immunologie eine
Rolle in der Antigenprasentation in vitro nachweisen. So beeinflusst ERMP1 die MHC | Expression
in vitro in Abhdngigkeit des Haplotyps und zeigte Auswirkungen auf die Prasentation des
immundominanten OVA Epitops SIINFEKL. Aufgrund dieser Ergebnisse war eine in vivo
Charakterisierung des Ligandoms von ERMP1 defizienten Mausen der nachste notwendige Schritt
zur genaueren Beschreibung der Funktion der Metallopeptidase. Um der murinen Nomenklatur zu

entsprechen, wird nachfolgend die Bezeichnung MHC-Klasse-I-Peptid-Liganden verwendet.

3.4.1 Massenspektrometrische Analyse von Mikrosomen aus ERMP1 defizienten
Mausen

Zur Untersuchung des Einflusses von ERMP1 auf die Antigenprasentation in vivo wurden ERMP1
defiziente Mause kommerziell erworben. Daher war es als erstes notwendig, den Verlust der
Funktion zur Produktion von ERMP1 in diesen Tieren nachzuweisen. Aufgrund der fehlenden
Verflgbarkeit eines ERMP1-spezifischen Antikérpers wurden zum Nachweis des Knockouts
Mikrosomen aus den Milzen von jeweils drei homozygot defizienten Tieren (ERMPl'/') sowie
passender heterozygoter (ERMP1+/') und wildtypischer (WT) Kontrolltieren isoliert und

massenspektrometrisch analysiert.
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Abbildung 25: Massenspektrometrische Analyse von Mikrosomen aus ERMP1 defizienten und Wildtyp Mausen

Zur Bestdtigung des Vorliegens eines knockouts fiir ERMP1 in den kommerziell erworbenen Tieren wurden die
Mikrosomen aus den Milzen von jeweils drei homozygot defizienten Mdusen, heterozygot defizienten Mausen und
wildtypischen Mdusen isoliert, gepoolt und massenspektrometrisch analysiert. Dabei ist die Expressionsstarke von
ERMP1 als Intensitat fir die verschiedenen Genotypen aufgetragen.

In Abbildung 25 ist zu erkennen, dass mit Hilfe der massenspektrometrischen Untersuchung keine
Expression von ERMP1 in den homozygot defizienten Tieren zu detektieren war, in den
wildtypischen Kontrolltieren hingegen schon. Somit konnte die Anwesenheit der ERMP1 Defizienz
in den Tieren nachgewiesen und diese fir weitere Analysen verwendet werden.

Betrachtet man die durch die Mikrosomenanalyse erhaltenen Daten weiter, so fallen hier
Zusammenhdnge zu Prozessierungsvorgiangen im ER sowie der Antigenprozessierung und
Antigenprasentation auf. Die Abbildungen 26 und 27 zeigen die entsprechenden DAVID-Analysen
und die genannten Wege, wobei die mit einem Stern markierten Proteine deutlich geringer in den

ERMP1 defizienten Tieren gefunden wurden.
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Abbildung 26: DAVID-Analyse von Mikrosomendaten aus ERMP1 defizienten und wildtypischen Mausen beziiglich
Proteinprozessierung im ER

Zur massenspektrometrischen Analyse von Mikrosomen aus der Milz ERMP1 defizienter und wildtypischer Mause
wurden pro Genotyp drei Milzen gepoolt und die Mikrosomen isoliert. Die so erhaltenen Daten wurden mit dem frei
zuganglichen Programm DAVID analysiert. Dargestellt sind Proteine, die in Prozessen der Prozessierung von Proteinen
im ER beteiligt sind. Mit einem Stern markiert sind solche Proteine, die in den Mikrosomen aus ERMP1 defizienten
Tieren deutlich geringer vorliegen als in denen aus wildtypischen Tieren.

Beziglich der Prozesse im ER (Abb. 26) fallen bei den herunterregulierten Proteinen
beispielsweise Calnexin, Calreticulin und BiP, welche alle Teil des Peptidladekomplexes sind (siehe

auch 1.1.3) auf.
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Abbildung 27: DAVID-Analyse von Mikrosomendaten aus ERMP1 defizienten und wildtypischen Mausen beziiglich
Antigenprozessierung und - prasentation

Zur massenspektrometrischen Analyse von Mikrosomen aus der Milz ERMP1 defizienter und wildtypischer Mause
wurden pro Genotyp drei Milzen gepoolt und die Mikrosomen isoliert. Die so erhaltenen Daten wurden mit dem frei
zuganglichen Programm DAVID analysiert. Dargestellt sind Proteine, die in Prozessen der Antigenprozessierung — und
prasentation beteiligt sind. Mit einem Stern markiert sind solche Proteine, die in den Mikrosomen aus ERMP1
defizienten Tieren deutlich geringer vorliegen als in denen aus wildtypischen Tieren.

Beziglich der Antigenprozessierung und Antigenprasentation (Abb. 27) betrifft die stark geringere
Expression Proteine wie TAP, MHC-Klasse-l und MHC-Klasse-II.

Des Weiteren war festzustellen, dass ERAP1, eine der wenigen bisher bekannten
Aminopeptidasen im ER, die eine Rolle in der Generierung von MHC-Klasse-I-Peptid-Liganden
spielt, in den Mikrosomen von ERMP1 defizienten Mausen deutlich starker exprimiert war als in

wildtypischen Kontrolltieren (Abb. 28).
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Abbildung 28: Expression von ERAP1 in Mikrosomen aus den Milzen von ERMP1 defizienten Mausen und
wildtypischen Kontrolltieren

Zur Analyse der Mikrosomen von ERMP1 defizienten Tieren und deren wildtypischen Kontrollen wurden die Milzen
entnommen, die Mikrosomen isoliert und massenspektrometrisch analysiert. Dargestellt ist die gemessene Intensitat
von ERAP1, wobei pro Genotyp drei Milzen gepoolt wurden.

Insgesamt geben die dargestellten Daten erste Hinweise darauf, dass ERMP1 auch in vivo eine

Rolle in Prozessen der Antigenprozessierung und Antigenprdsentation spielt.

3.4.2 Isolierung des Ligandoms aus ERMP1 defizienten Mausen

Zur genaueren Betrachtung der Rolle von ERMP1 in der Antigenprasentation wurde das Protokoll
zur Isolierung von MHC-Klasse-I-Peptid-Liganden aus der Milz ERMP1 defizienter und
wildtypischer Kontrolltiere angewendet. Hierzu wurden die Organe von zehn Tieren jedes
Genotyps entnommen und die isolierten Zellen vereint, so dass die Peptid-Liganden aus jeweils
8 x 10° Zellen wie in 2.11.2.2 beschrieben isoliert werden konnten. In Tabelle 12 ist zu sehen, dass
zwischen 1182 und 1533 Peptid-Liganden beliebiger Lange und zwischen 369 und 645 Liganden

mit einer Lange von 8-11 AS detektiert werden konnten.

Tabelle 12: Anzahl der identifizierten MHC-Klasse-I-Liganden aus Milzen ERMP1 defizienter und kompetenter Mause

Probe Anzahl der identifizierten | Anzahl der identifizierten
Peptid-Liganden Peptid-Liganden mit 8-11 AS

Milz ERMP17" H-2D° 1445 567

Milz WT H-2D" 1533 645

Milz ERMP17" H-2K® 1182 369

Milz WT H-2K° 1337 473
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Zur Uberpriifung, ob diese aus murinem Primarmaterial isolierten Peptide dem iiblichen
Bindungsmotiv der analysierten MHC-Allele entsprechen, ist in Abbildung 29 das Bindungsmotiv
der isolierten H—2Kb—Peptide mit einer Lange von 8 AS (links) und der isolierten H—ZDb—Peptide mit

einer Lange von 9 AS (rechts) dargestellt.

H-2K>

b

Bits
Bits

Abbildung 29: Bindungsmotiv der isolierten H-ZKb-Liganden aus Milzen von WT Mausen mit einer Linge von 8 AS
(links) und der isolierten H-ZDb-Liganden mit einer Ldnge von 9 AS (rechts)

Die H—2Kb—Liganden wurden aus 8 x 10® Milzzellen isoliert und auf ihre Bindungsmotive untersucht. Gezeigt ist das
Ergebnis ERMP1 kompetenter Mduse. Die GroRe der Buchstaben spiegelt die Haufigkeit dieser Aminosdure an der
Position wider.

Hier ist zu erkennen, dass beziglich H-2K" an Position 5 besonders hadufig die Aminosduren
Phenylalanin (F) und Tyrosin (Y) zu finden sind und bezliglich H-2D" die Aminosiure Asparagin (N)
an Position 5 und Leucin (L) an Position 9, was mit Literaturangaben der praferierten
Aminosiuren an diesen Ankerpositionen der beiden Allele Gbereinstimmt®™*®’.

In den Abbildungen 30 und 31 ist die GroRenverteilung der identifizierten Peptide noch einmal
grafisch dargestellt. Hierbei zeigt sich die Qualitat der Isolierung der Peptid-Liganden darin, dass
beziglich H-2D® eine deutliche Mehrheit an Nonameren, beziglich H-2K" an Oktameren isoliert

wurden, welches den entsprechenden Langenpraferenzen zur Bindung von Liganden der beiden

MHC-Haplotypen entspricht.
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Abbildung 30: GréBenverteilung der isolierten H-ZDb-Peptide aus Milzen ERMP1 defizienter und kompetenter Mause

Zur Isolierung von MHC-Klasse-I-Peptid-Liganden des Haplotyps H-2D° ERMP1 defizienter (ERMPl'/') und kompetenter
(WT) Mause wurden die Milzen aus jeweils 10 Tieren entnommen, die Milzzellen isoliert und vereint. Dargestellt ist die
Anzahl identifizierter Peptide in Abhangigkeit ihrer GroRe in AS.

Betrachtet man die Unterschiede zwischen ERMP1 defizienten Mausen und den wildtypischen

Kontrolltieren, so ist festzustellen, dass im Wildtyp 49 % der H-2D"-isolierten Peptiden eine Lange

von 8-11 AS aufweisen, in den knockout-Tieren dagegen nur 46 % (Abb. 30).
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Abbildung 31: GréBenverteilung der isolierten H-ZKb-Peptide aus Milzen ERMP1 defizienter und kompetenter Mause

Zur Isolierung von MHC-Klasse-I-Peptid-Liganden des Haplotyps H-2K® ERMP1 defizienter (ERMPl'/') und kompetenter
(WT) Mause wurden die Milzen aus jeweils 10 Tieren entnommen, die Milzzellen isoliert und vereint. Dargestellt ist die
Anzahl identifizierter Peptide in Abhangigkeit ihrer Grofe in AS.

Die typische GroRe von H-2Kb—Liganden liegt bei 8-9 AS. Die in Abbildung 31 dargestellte
Verteilung der isolierten H—2Kb—Peptiden zeigt einen Anteil von 32 % mit einer Lange von 8-9 AS im

Wildtyp und 26 % in den knockout-Tieren.
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Die Abwesenheit von ERMP1 scheint ein weniger effizientes Trimming von Peptiden auf die ideale
GroRe zur Beladung auf MHC-Klasse-I-Molekiile zu bedingen.

Insgesamt fallt aber auf, dass viele Peptide isoliert wurden, die fiir typische MHC-Klasse-I-
Liganden zu lang sind. Um zu Uberprifen, ob es sich auch bei diesen um Liganden handelt,
wurden die Bindungsmotive dieser der Peptide und der Peptide mit den préaferierten Langen fir

H-2D" (8-11 AS) und H-2K" (8-9 AS) untersucht.

ERMP17/- H-2D" 8-11 AS ERMP17/- H-2Db 12-20 AS WT H-2D" 8-11 AS WT H-2D" 12-20 AS

‘ —
!

Bits.
Bits

6 7 8 9 (o

ERMP1/- H-2Kb 8-9 AS ERMP17/- H-2Kb 10-20 AS WT H-2K" 8-9 AS WT H-2Kb 10-20 AS

Bits

N 1 2 3 4 5 8 7 8 9 ¢ N 1 2 3 4 5 8 7 8 9 ¢

Abbildung 32: Bindungsmotive der isolierten MHC-Klasse-I-Peptide aus Milzen ERMP1 defizienter und kompetenter
Mause basierend auf ihrer Linge

Die MHC-Klasse-I-Peptide wurden aus 8 x 10® Milzzellen isoliert und basierend auf ihrer Lange auf ihre Bindungsmotive
untersucht. Gezeigt ist das Ergebnis fur die Allele H-2D° (A) und H-2K® (B). Die GroRe der Buchstaben spiegelt die
Haufigkeit dieser Aminosdure an der Position wider.

Die in Abbildung 32 dargestellte Analyse der Bindungsmotive zeigt, dass Peptide mit einer Linge
von 8-11 AS (H—2Db) bzw. 8-9 AS (H—2Kb) die bekannten Motive der jeweiligen Allele zeigen.
Dahingegen weisen die vorhergesagten Motive der langeren Peptide diese Muster nicht auf und
zeigen generell ein sehr diffuses Muster. Dies gilt sowohl fir die isolierten Peptide aus ERMP1
kompetenten als auch aus ERMP1 defizienten Mausen. Damit muss davon ausgegangen werden,
dass bei der Anwendung des Protokolls zur Isolierung von MHC-Klasse-I-Peptid-Liganden in vivo
im Vergleich zur Anwendung in vitro (Abb. 15) neben tatsidchlichen Liganden noch viele

unspezifische Peptide unbekannter Herkunft isoliert wurden.
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In einem letzten Schritt zu Charakterisierung der Funktion von ERMP1 wurden die isolierten
Peptide mit einer Ldnge von 8 AS (H—2Db) bzw. 9 AS (H—2Kb) auf ihre Schnittmuster untersucht.
Dabei wurde die Haufigkeit der letzten N-terminalen Aminosdaure vor dem Sequenzstart des
Liganden (,,P0“) als auch der ersten N-terminalen Aminosdure im Liganden (,,P1“) zwischen

ERMP1 defizienten und kompetenten Mausen verglichen.
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Abbildung 33: Anderungen in der Hiufigkeit der N-terminalen Aminoséure vor (,,PO“) und im Ligand (,,P1%)

Dargestellt sind die Anderungen der letzten N-terminalen AS vor dem Liganden (,,P0“) und der ersten N-terminalen AS
im Liganden (,P1“) in Abhdngigkeit der Abwesenheit von ERMP1. Dazu wurden die MHC-Klasse-I-Peptid-Liganden aus
den Milzen ERMP1 kompetenter und defizienter Mause isoliert und solche mit einer Lange von 8 AS (H—2Kb) bzw. 9 AS
(H—ZDb) hinsichtlich ihrer Sequenzen untersucht. Die Abbildung zeigt die logarithmische Auftragung des Verhaltnisses
der prozentualen Anteile der jeweiligen Aminosduren von ERMP1 defizienten zu ERMP1 kompetenten Mausen.

Hier fallt in Abb. 33 auf, dass es sowohl an PO als auch an P1 Unterschiede zwischen KO und WT
Tieren gibt. So finden sich bezliglich der AS an PO bei H-2D" isolierten Peptiden deutlich geringere
Mengen an Valin (V) und deutlich groere Mengen an Tyrosin (Y) und Prolin (P) in ERPM1
defizienten Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren (Abb. 33A). Bei H-2K" isolierten Peptiden ist der
Unterschied noch etwas groRer. Hierbei zeigen sich fiir PO in KO Tieren deutlich seltener die
Aminosduren Glycin (G) und Prolin (P), daflir etwas mehr die Aminosauren Histidin (H), Arginin (R)
und Tyrosin (Y) (Abb. 33B). Auch fiir die Aminosduren an der ersten N-terminalen Stelle im

Liganden zeigen sich Unterschiede zwischen KO und WT Tieren. So weisen die H-2D-isolierten
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Peptide aus Milzen ERMP1 defizienter Tiere seltener ein Methionin (M) oder Valin (V) an P1 auf,
dafir haufiger die Aminosauren Asparagin (N) und Phenylalanin (F) (Abb. 33C). Bezlglich der H-
2K -isolierten Peptide zeigten sich seltener Alanin (A) und Glutaminsdure (E) und haufiger
Asparagin (N), Glutamin (Q) und Tyrosin (Y) an P1 (Abb. 33D). Alles in allem ist also festzustellen,
dass es unterschiedliche Schnittmuster in ERMP1 defizienten und kompetenten Mausen gibt.

Insgesamt ist damit festzustellen, dass mit Hilfe ERMP1 defizienter Mause auch in vivo eine bisher
unbekannte Rolle von ERMP1 als Protease in der Antigenprozessierung und Antigenprasentation
nachgewiesen werden konnte. Dies spiegelt sich in der ERMP1-abhadngigen unterschiedlichen
Expression von Proteinen innerhalb der Antigenprozessierungsmaschinerie sowie der verdnderten
Expression der MHC-Haplotypen H-2K" und H-2D° und der daraus resultierenden verinderten

Zusammensetzung von prasentierten MHC-Klasse-I-Peptid-Liganden wider.
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4, Diskussion

4.1 Massenspektrometrische Analysen von HLA-Liganden

Das menschliche Genom umfasst anndhernd 10.000 verschiedene HLA-Klasse-I-Allele wobei jeder
Mensch bis zu sechs verschiedene HLA-Klasse-l Allotypen exprimiert, was in einem enorm
komplexen Repertoire von HLA-Peptid-Liganden resultiert'®®. Diese Variabilitit spiegelt sich auch
in Tumoren wider. Aufgrund einer Vielzahl von somatischen Mutationen in Tumoren fiihren diese
potentiell zur Prasentation von Neoantigenen durch HLA-Molekiile, welche durch das
Immunsystem als Fremd erkannt und bekdmpft werden kdnnen. Das Potential dieser

Neoantigene zur Auslésung einer T-Zell-Antwort konnte bereits mehrfach gezeigt werden'®*™%. |

n
einer Vielzahl von Tumoren konnte aber auch festgestellt werden, dass diese Defekte in der
Antigenprozessierungsmaschinerie beziiglich Proteasom-Untereinheiten, TAP oder ERAP1 sowie
eine geringere Oberflaichenexpression der HLA-Molekile aufweisen. Im Umkehrschluss bedeutet
dies beispielsweise im Falle der Neoepitope, dass solche, die in silico als immunogen vorhergesagt
werden konnen, nicht zwangsldufig von den Tumorzellen prasentiert werden und
dementsprechend auch keine Immunantwort oder gar eine Tumorregression bewirken kénnen®>.
Um diesem Problem zu entkommen, ist es essentiell solche Antigene zu identifizieren, die
tatsachlich von den Tumorzellen prasentiert werden. Hierflir gibt es bis heute noch keine
standardisierten Methoden, so dass die Entwicklung eines reproduzierbaren und auch
erfolgreichen Protokolls zur Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden essentiell ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte solch ein Protokoll zur lIsolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-
Liganden aus humanen Krebszelllinien erfolgreich etabliert (Abb. 14) und spater auch auf murines
Primdrmaterial angewandt werden (3.4.2). Hierbei wurden verschiedene Schritte wahrend der
Isolierung der HLA-Peptid-Liganden optimiert, begonnen bei der Zelllyse. Hierzu wurden die
Detergenzien CHAPS, DDM und OGP verglichen (3.2.1). Detergenzien sind |6sliche, amphiphile
Molekiile, die in der Lage sind in Liposomen und Zellmembranen einzudringen und diese so zu

T 194
solubilisieren

. Man unterscheidet drei verschiedene Arten: ionische Detergenzien mit einer
hydrophilen Gruppe und einer Nettoladung, nicht-ionische Detergenzien mit einer ungeladenen
hydrophilen Gruppe und zwitterionische Detergenzien, die die Eigenschaften ionischer und nicht-
ionischer Detergenzien kombinieren. Aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften bilden
Detergenzien in Losung Mizellen, welche mit den Membranproteinen interagieren und ein

Gemisch bestehend aus Protein und Detergenz bilden, so dass die isolierten Proteine analysiert

werden kénnen (Abb. 34)'%.
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Abbildung 34: Wirkprinzip von Detergenzien (adaptiert nach Lichtenberg et. allgs)

Das Prinzip der verwendeten Detergenzien zur Zelllyse und Proteinisolation liegt darin, dass die Detergenzien aufgrund
ihrer chemischen Eigenschaften Mizellen bilden und diese nach Inkubation mit den Zellen ein Gemisch mit den
Membranproteinen (grau) bilden. Auf diese Weise kdnnen die Proteine isoliert werden.

Die Komplexe mit Proteinen werden dann gebildet, wenn das Detergenz in einer Konzentration
oberhalb der so genannten kritischen Mizellbildungskonzentration (englisch critical micelle
concentration, CMC) vorliegt, welche die Konzentration angibt, bei der es zu einer spontanen

Mizellbildung kommt**®

. Die in dieser Dissertation verwendeten Detergenzien decken ein weites
Spektrum von CMCs ab, wobei die CMC von CHAPS bei 8-10mM, von DDM bei 0,17mM und von
OGP bei 23-25mM liegt (Herstellerangaben).

Bei CHAPS handelt es sich um ein zwitterionisches Detergenz und ein Derivat der Cholsaure, bei

179-181 . . .
. Im Rahmen dieser Dissertation konnte

DDM und OGP um nicht-ionische Detergenzien
gezeigt werden, dass die Zelllyse mit CHAPS am effektivsten funktioniert und dementsprechend in
den CHAPS-lysierten Proben am meisten HLA-Peptid-Komplexe an die Antikdrper-gekoppelten
Beads gebunden werden konnten (Abb. 12). Dies bestétigt andere Arbeiten, in denen CHAPS zur

. . . 197-201
milden Zelllyse und Isolierung von Membranproteinen genutzt wurde

. Eine Erklarung hierfir
kénnte darin bestehen, dass CHAPS im Vergleich zu DDM eine hohe CMC besitzt, was bedeutet,
dass die Solubilisation sanfter ablduft und damit potentiell mehr HLA-Klasse-I-Peptid-Komplexe in
ihrer Struktur und Funktion unbeeinflusst bleiben. Im Vergleich zu OGP ist die CMC von CHAPS
zwar deutlich geringer, aber hier gereichen die zwitterionischen Eigenschaften von CHAPS der
Zelllyse zum Vorteil. Diese bestehen beispielsweise darin, dass die CMC bei nicht-ionischen
Detergenzien in erster Linie von der Temperatur beeinflusst wird, bei zwitterionischen
Detergenzien hingegen nur geringzoz.

Ein weiterer Schritt im Optimierungsprozess des Protokolls zur Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-
Liganden bestand in der Evaluierung der geeignetsten Materialen beziiglich ReaktionsgefaR,
Ultrafiltrationseinheit und Umkehrphasenaustauschchromatographie-Platte. Hierbei hat sich

gezeigt, dass insbesondere durch die Verwendung von 5mL LoBind ReaktionsgefdRen fiir den

Bindungsschritt der HLA-Peptid-Komplexe an die Antikorper-gekoppelten Beads eine enorme
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Steigerung der Anzahl an isolierten HLA-Peptid-Liganden gegeniiber der Verwendung von 15cm
langen Chromatographie-Saulen erzielt werden konnte (3.2.3). Dies begriindet sich vermutlich im
Versuchsaufbau. Bei der Verwendung von Chromatographie-Saulen wird das Zelllysat mit Hilfe
einer Peristaltikpumpe Gber Nacht durch einen Schlauch (iber die Saule, die mit den Antikérper-
gekoppelten Beads beladen ist, geleitet. Hingegen wird das Zelllysat bei der Verwendung von 5mL
LoBind Reaktionsgefilen direkt auf die Beads gegeben und gemeinsam mit diesen in dem
ReaktionsgefdR bei einer Geschwindigkeit von 3rpm rotierend Uber Nacht inkubiert. Das
bedeutet, dass das Zelllysat mit den enthaltenen HLA-Peptid-Komplexen im Falle der
Chromatographie-Saule deutlich verstarkt in Kontakt mit Plastikwaren kommt als es bei der
Verwendung von LoBind Reaktionsgefafen der Fall ist. Dieser Kontakt geht zwangslaufig mit
einem Verlust von Proteinen einher, da diese an die Kunststoffoberfliche binden. Die
Verwendung der LoBind ReaktionsgefdRen hingegen bietet den Vorteil, dass diese durch einen
speziellen Zwei-Komponenten Polymermix eine hydrophile Oberflache besitzen, die eine optimale
Rickgewinnungsrate der Proben ermdglicht (Herstellerangaben Eppendorf). Dadurch ist es zu
erkldren, dass durch die Verwendung dieser Materialien eine deutliche Steigerung der Effizienz
des Protokolls erreicht werden konnte (Tab. 9). Sowohl die getesteten Ultrafiltrationseinheiten als
auch Umkehrphasenaustauschchromatographie-Platten zeigen hingegen nur einen geringen
Unterschied in der Ausbeute an HLA-Peptid-Liganden. Dies ist am ehesten dadurch zu erklaren,
dass zum einen die Amicon Ultra-Zentrifugen-Filtereinheiten und Vivacon Zentrifugaleinheiten
und zum anderen die OASIS HLB 96 well Mikrotiterplatte und die Sep-Pak-C18 96 well
Mikrotiterplatte jeweils nahezu identische Wirkprinzipien besitzen. Insgesamt aber konnte mit
Hilfe dieser Optimierungsschritte ein Protokoll zur Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden
etabliert werden, welches eine nahezu vollstdndige Immunoaffinitdtsanreicherung hervorbringt
(Abb. 14).

Trotz dieses effizienten Protokolls muss davon ausgegangen werden, dass mit einer Anzahl von
insgesamt etwa 11.000 identifizierten Liganden (ber alle analysierten Zelllinien hinweg und einer
Anzahl von identifizierten Liganden in den einzelnen Zelllinien im Bereich von 762 bis 3338 bei
Liganden beliebiger Lange und von 481 bis 2264 bei Liganden mit einer Linge von 8-11
Aminosduren (Tab. 10) sicherlich nicht alle zu dem Zeitpunkt der Analyse prasentierten Liganden
identifiziert wurden. Dies ldsst sich beispielsweise mit Limitationen der Massenspektrometrie
begrinden. Zur ldentifizierung von HLA-Peptid-Liganden wurden die Proben im datenabhangigen
Modus (DDA) gemessen. Das bedeutet, dass die ionisierten Peptide (Vorlduferionen) zunachst in
einer ersten Messung detektiert wurden (MS1 Scan) und die héchst abundanten Vorlduferionen
anschlieBend durch Kollisionen mit neutralen Gasmolekiilen wie Helium, Stickstoff oder Argon

fragmentiert (Fragmentionen) und erneut massenspektrometrisch analysiert wurden. Diese
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Fragmentionen treffen in Abhédngigkeit ihres Masse-zu-Ladung-Verhdltnis (m/z) zu
unterschiedlichen Zeitpunkten am Detektor ein, wo sie final im MS2 Spektrum aufgenommen
wurden (siehe auch 1.3.1.). Dieses Spektrum konnte gegen oOffentlich zugdngliche humane
Datenbanken gesucht werden, woraus sich die identifizierten HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden
ergaben. Der Erfolg der Messung und der anschlieRenden Datenbanksuche ist allerdings stark
vom Massenspektrometer sowie den Versuchsbedingungen abhangig. Zum Beispiel kommt es
hierbei auf die Dauer der Messung, die Grenzwert-Einstellungen zur Detektion von lonen und die
vorhandene Probenmenge an’®. Aber auch die Natur von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden darf nicht
auler Betracht gelassen werden. Hierbei handelt es sich um nicht-tryptische Peptide, wobei viele
von ihnen aufgrund ihrer fehlenden basischen Aminosaurereste nicht effizient ionisiert und damit

auch nicht detektiert werden kénnen®®*

. Dies resultiert in informationsarmen MS2 Spektren,
wodurch es durchaus realistisch ist, von einer Identifikationsrate von nur etwa 10%
auszugehen®®.

Trotz technischer Limitierungen ist die Anzahl der in der vorliegenden Dissertation identifizierten
Liganden im vergleichbaren Bereich mit anderen Studien, was wiederum die Qualitdt des
etablierten Protokolls unterstreicht. So konnten beispielsweise Hassan et. al 10.867 Peptide aus
der B-Zelllinie B-LCL-HCC und 6493 Peptide aus der B-Zelllinie B-LCL-JYpp65 identifizieren, was
eine Gesamtzahl von 14.065 nicht redundanten Peptid-Liganden ergibt und den bisher grofRten

2% Dies sieht auf den ersten

Datensatz von identifizierten HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden darstellt
Blick nach einer deutlich hoheren Anzahl an identifizierten Liganden im Vergleich zu der hier
vorliegenden Arbeit aus, relativiert sich aber mit einem genaueren Blick auf die angewendeten
Methoden. So wurden die HLA-Liganden auch bei Hassan et. al mit Hilfe des Antik6rpers W6/32
isoliert, allerdings wurde hier mit einem Ausgangsmaterial von 40-60 x 10° Zellen gearbeitet. Dies
war notwendig, da mehrere Fraktionierungsschritte vor der massenspektrometrischen Analyse
durchgefiuhrt wurden. Dies reduzierte zwar die Komplexitdt der Proben und resultierte daher in
einer hoheren Ausbeute an identifizierten Peptiden, machte allerdings eine so hohe
Ausgansmenge der zu untersuchenden Probe notwendig. Damit konnte im Vergleich zu der in der
vorliegenden Dissertation untersuchten B-Zelllinie JY zwar etwa die 4-fache Anzahl an Peptid-
Liganden identifiziert werden, machte aber auch den Einsatz von der bis zu 60-fachen Menge an
Ausgansmaterial notwendig. Die Studie von Hassen et. al stellt aufgrund der sehr hohen Anzahl an
identifizierten Liganden einen enorm informativen Datensatz bezliglich tatsdchlich prasentierter
HLA-Peptid-Liganden zur Verfligung, bietet aufgrund der hohen Zellzahlen aber im Gegensatz zu
dem in der vorliegenden Arbeit prasentierten Protokoll nicht die Mdglichkeit zur routinemaRigen
Anwendung. In Studien mit zu der vorliegenden Arbeit vergleichbareren Vorgehensweisen

beziglich der Isolierung von Liganden und der massenspektrometrischen Identifikation eben
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dieser wurden auch vergleichbarere Ergebnisse erzielt. So konnte die Arbeitsgruppe um
Aebersold mit markierungsfreien Identifikationsmethoden im datenabhédngigen
Akquisitionsmodus ca. 4100 annotierte Peptide aus humanen mononukledren Zellen des
peripheren Blutes identifizieren’®, Ritz et. al konnten in finf humanen Zelllinien zwischen 3000
und 6000 Peptide identifizieren®” und eine Studie von Abelin et. al konzentrierte sich auf die
Identifikation HLA-Allel-spezifischer Liganden ohne Beeinflussung durch die Ko-Expression
mehrerer HLA-Allele und nutzte daher 16 Zelllinien, welche jeweils nur ein HLA-Allel exprimieren.
Hier konnten durch eine Kombination aus Immunpréazipitation von HLA-Liganden und LC-MS/MS
Uber alle Zelllinien hinweg lber 24.000 Peptide, in den einzelnen Zelllinien zwischen etwa 1000
und 3500 Peptide identifiziert werden®®, was in etwa dem GroRenbereich an identifizierten
Liganden in der vorliegenden Arbeit entspricht. Auch bei der Identifizierung von klinisch
relevanten Neoepitopen auf humanen Melanomproben durch Bassani-Sternberg et. al*® sowie
der Charakterisierung des HLA-Klasse-I-vermittelten Antigenrepertoires in HIV-1 infizierten Zellen
durch Ternette et al**° fanden massenspektrometrische Methoden ihre Anwendung.

Insgesamt ist festzustellen, dass das in dieser Arbeit etablierte Protokoll zur Isolierung von HLA-
Klasse-I-Peptid-Liganden auch im Vergleich mit aktueller Literatur optimal funktioniert und
erfolgreich angewandt werden konnte. Fiir weiterfihrende Arbeiten ist es essentiell, auch von
technischer und informatischer Seite optimierte Verfahren im Bezug auf Datengewinnung und —
auswertung zu schaffen, damit die massenspektrometrisch basierte Analyse von HLA-Liganden
durch Protokolle wie dem hier gezeigten effektiv in die klinische Routine eingebracht werden

kann.
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4.2 Systembiologische Analysen der Antigenprasentation

Neben der Methodenetablierung zur Isolierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden war ein groRer
Bestandteil der vorliegenden Dissertation die systembiologische Analyse des Proteoms,
Transkriptoms und Ligandoms der ausgewdahlten neun humanen Krebszelllinien (3.3.4).

Durch Francis Crick wurde im Jahre 1958 das zentrale Dogma der Molekularbiologie postuliert,
welches besagt, dass der Informationsfluss von DNA zu RNA zu Protein verlduft und keine
sequenzielle Information von Protein zu Protein oder zu Nukleinsiure tibertragen werden kann®*.
Trotz dieser Feststellung vor mehr als 60 Jahren, ist die Korrelation von mRNA und den
korrespondierenden Proteinen seither ein kontrovers beschriebenes Forschungsfeld. So haben
beispielsweise Anderson und Seilhamer 1997 in einer der ersten Korrelationsstudien beschrieben,
dass flir 19 Genprodukte aus humanen Leberproben eine Pearson-Korrelation von 0,48 zwischen
Protein und mRNA besteht, wobei die Expressionsdaten der Proteine mittels 2D-Elektrophorese,
die der mRNA mittels RNA-Isolierung mit anschlieRender cDNA-Synthese und DNA-Sequenzierung

212

erhoben wurden®™. Ahnliche Korrelationswerte wurden 2009 von Gry et.al erhoben, die 23

humane Zelllinien mittels immunhistochemischen Methoden und Microarrays verglichen haben

213 Ebenfalls im Jahr

und im Mittel einen Korrelationskoeffizienten von 0,52 ermitteln konnten
2009 haben Maier, Giiell und Serrano in einer Ubersichtsarbeit dargestellt, dass in verschiedenen
Organismen wie Hefe, Maus, E.coli und Gram-negativen Bakterien Pearson-Korrelationen von

0,36 bis 0,76 detektiert werden konnten®*.

In den dort beschriebenen Studien wurden zur
Erhebung der mRNA-Daten Microarrays, ChIP-Seqs (englisch Chromatin ImmunoPrecipitation
DNA-Sequencing) oder mRNA Datenbanken genutzt, zur Erfassung der Protein-Daten 2D-
Elektrophorese und massenspektrometrische Methoden. Auch in Arbeiten mit einem detaillierten
Fokus auf der Identifizierung einzelner immunogener Neoantigene kam bereits eine Kombination
aus Transkriptom und Ligandomanalysen zum Einsatz. So haben beispielsweise Kalaora et al durch
das Whole-Exome Sequencing von Melanomproben in Kombination mit der Analyse des HLA-
Ligandoms der gleichen Probe ein Neoantigen identifiziert, welches eine Mutations-spezifische T-

215 Auch die Arbeit um die Arbeitsgruppe von Delamarre konnte durch

Zell-Antwort ausgelost hat
die Kombination aus massenspektrometrischen Analysen und Sequenzierungsmethoden
therapeutische T-Zell-Antworten im Mausmodell durch vorhergesagte immunogene Peptide
hervorrufen®®.

Im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation wurden die Daten bezliglich des Proteoms mit Hilfe
der Massenspektrometrie und die des Transkriptoms mittels Next Generation Sequencing (NGS)

erhoben. Dabei konnten Pearson-Korrelationen bezogen auf die Gesamtheit der Proteine und

Gene der jeweiligen Zelllinien zwischen 0,46 und 0,63 beobachtet werden (Abb. 21), welche sich
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bis auf Einzelgenebene nachweisen lieBen (Abb. 22). Interessanterweise konnte bei einer
detaillierteren Analyse der Datensdtze erstmals ein Zusammenhang zwischen der
Korrelationsstarke und der untersuchten GO-Annotation festgestellt werden (Abb. 23). Hierbei fiel
auf, dass solche Prozesse, die wenig Zelltypspezifisch sind bzw. in allen Zellen entweder in gleicher
Intensitat oder auf die gleiche Art und Weise stattfinden, wie beispielsweise Proteinfaltung oder
RNA-Bindeprozesse, eine hohe Korrelation zwischen mRNA und Protein in allen untersuchten
Zelllinien aufwiesen. Dahingegen konnte nur eine geringere bis gar keine Korrelation der beiden
Zellebenen festgestellt werden, wenn spezifischere bzw. heterogene Prozesse betrachtet wurden.
In Zahlen ausgedriickt bedeutet dies, dass zum Beispiel fir die JAR-Zelllinie (in den Ergebnissen
nicht erwdhnt, da aufgrund fehlender HLA-Klasse-I-Expression keine Ligandom-Daten erhoben
wurden, siehe 3.1.1) eine Gesamtkorrelation von mRNA zu Protein von 0,58 bestand, diese bei
einem Blick auf die GO-Annotationen aber zum Beispiel beziiglich der Proteinfaltung auf 0,86
gesteigert war. Im Gegensatz dazu lag der Korrelationskoeffizient von mRNA zu Protein bezogen
auf die Regulierung der Aktivitat einer einzelnen GTPase nur bei 0,2. Im Umkehrschluss bedeutet
dies, dass fir die generelle Vorhersagemoglichkeiten des Proteoms durch das Transkriptom
immer bericksichtigt werden sollte, in welchem Zusammenhang diese getroffen werden sollen.

Bezogen auf die Gesamtheit der untersuchten Zelllinien konnten auch hier vergleichsweise starke
Korrelationen des Proteoms und Transkriptoms mit einer Pearson-Korrelation von bis zu 0,63
beobachtet werden. Dies mag unter anderem in der definierten Vorgehensweise zur
Probengenerierung im Rahmen dieser Dissertation begriindet sein. So wurden alle Proben fir
Proteomanalysen, Transkriptomanalysen und auch Ligandomanalysen zum gleichen Zeitpunkt und
unter definierten Bedingungen genommen. Wahrend der gesamten Dauer der Experimente
wurde mit der identischen Charge an Zellkulturmedien und Zellkulturzusdtzen wie beispielsweise
FCS gearbeitet. Die Zellen wurden stets bezliglich ihrer Vitalitdt und Morphologie makroskopisch
beurteilt und auf Verunreinigungen durch Mykoplasmen untersucht. Generell wurde eine
Fluktuation beziglich der durchfiihrenden Personen vermieden und Proben einer Zelllinie stets
von derselben Person genommen, so dass jedwede externe Beeinflussung der Zellcharakteristika
ausgeschlossen werden konnte. Auch die Methodenwahl zur Datenerhebung war sorgfiltig
gewadhlt. Das Transkriptom wurde mittels modernster NGS-Techniken bestimmt, welche aufgrund
verschiedener Charakteristika optimal dafir geeignet sind®?’. So ist ein Vorab-Wissen tiber das zu
untersuchende Genom nicht notwendig, die Proben werden direkt sequenziert und nicht zuvor
beispielsweise mit bekannten Sequenzen hybridisiert und die Quantifizierung der Expressionen
beruht auf der Anzahl der gezdhlten Sequenzen relativ zur Gesamtlange (RPKM), was die
Sensitivitdt im Vergleich zu anderen Methoden wie beispielsweise den oben genannten

Microarrays deutlich erhoht. Die benétigte Menge an DNA liegt fir NGS-Analysen im
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Nanogramme-Bereich, was eine vorherige Amplifikation der zu untersuchenden Probe tberflissig
macht und die Qualitat und Zuverlassigkeit der Daten erhoht. Basierend auf diesen Eigenschaften
der NGS-Analyse kann davon ausgegangen werden, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine
hohe Abdeckung des Transkriptoms der untersuchten Zellen erreicht wurde, was fir die
weitergehenden vergleichenden Analysen mit dem Proteom essentiell war.

Auch seitens der Proteomanalyse (und Ligandomanalyse) wurde mit der Wahl der
Massenspektrometrie auf eine hoch sensitive und reproduzierbare Methode zuriickgegriffen. So
konnte im Fall der Proteomanalyse durch die Nutzung der Synapt G2-S Massenspektrometer der
Firma Waters auf eine markierungsfreie datenunabhdngige massenspektrometrische Analyse
gepaart mit den Vorteilen der lonenmobilitat zurtickgegriffen werden (siehe auch 1.3.1), welche

176 .
. Diese am

sich in den letzten Jahren als besonders reproduzierbar und sensitiv erwiesen hat
Institut fiir Immunologie etablierte Methode bietet den Vorteil, dass die Flugzeiten der
Vorlduferionen mit ihren Kollisionsenergien synchronisiert werden und dadurch deren
Fragmentierung optimiert wird, was wiederum auch in einer hoéheren Reproduzierbarkeit

. 140
resultiert

. Aufgrund der Nutzung dieser hoch sensitiven massenspektrometrischen Methode
kann davon ausgegangen werden, dass im Vergleich zu den oben genannten Vergleichsstudien
mit geringeren Korrelationskoeffizienten als denen in dieser Dissertation beobachteten, eine
deutlich bessere Abdeckung des Proteoms der untersuchten Zellen erzielt werden konnte.

Ein sicherlich auch nicht zu vernachlassigender Vorteil der hier vorliegenden Analysen liegt darin,
dass samtliche Daten selbst generiert wurden und die angestellten Vergleiche nicht auf 6ffentlich
zuganglichen Datensdtzen basieren. AulRerdem wurden die Zelllinien hinsichtlich einer
Ubereinstimmung ihrer HLA-Allele ausgewéihlt, wodurch Varianzen, verursacht durch die
Expression zu vieler unterschiedlicher HLA-Allele, ausgeschlossen werden konnten.

All diese Eigenschaften der angewandten Methoden geben zum einen eine Erklarung der
vergleichsweise hohen beobachteten Korrelationen zwischen dem Transkriptom und Proteom der
untersuchten humanen Krebszelllinien, zum anderen zeigen sie die hohe Plausibilitdit der
dargestellten Ergebnisse auf.

Im letzten Schritt der systembiologischen Analyse der Antigenprdsentation von humanen
Krebszelllinien wurde das Proteom und HLA-Klasse-I-Ligandom der Zellen in Beziehung zueinander
gesetzt. Hierbei konnte festgestellt werden, dass eine hohere Proteinexpression in einem
positiven Zusammenhang mit der Wahrscheinlichkeit zur Prdsentation als Peptid-Ligand steht
(Abb. 24). Eine weit verbreitete und anerkannte Theorie zum Ursprung von HLA-Peptid-Liganden
besteht in wenig abundanten, falsch gefalteten oder falsch translatierten unreifen Proteinen, den
DRiPs*®. Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass langlebige und stabile zellulire Proteine als

Quelle firr prasentierte Peptide dienen®®. Die aus der hier vorliegenden Arbeit resultierten Daten
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schliefen im Grunde keine der beiden Theorien aus. Die dargestellten Ergebnisse in Abb. 24
unterstiitzen zunachst die Theorie, dass stabile Proteine als Quelle fiir HLA-Peptide dienen, da
gezeigt werden konnte, dass solche Proteine, die stirker exprimiert vorliegen zu Peptiden
degradiert und als Liganden auf HLA-Molekilen prasentiert werden. Betrachtet man aber die
reinen Zahlen, so fallt auf, dass die Anzahl der als ,Ligand” gekennzeichneten Peptide nicht mit
der Gesamtanzahl an identifizierten Liganden (Tab. 10) lbereinstimmt. Im Umkehrschluss
bedeutet dies, dass fir viele Liganden kein Ursprungsprotein in dem Proteomdatensatz gefunden
werden konnte. Auch die in der vorliegenden Dissertation verwendeten Massenspektrometer
besitzen Grenzen bezlglich ihrer Sensitivitat. Somit ist es durchaus vorstellbar, dass es sich bei
den nicht identifizierten Ursprungsproteinen um wenig abundante und dadurch durch die
Massenspektrometrie nicht zu detektierende Proteine handelt, wodurch die Méglichkeit besteht,
dass es sich hierbei um die genannten DRiPs handelt. Zusammengenommen geben die
ermittelten Korrelationen der Proteinexpression und der Prasentation als Peptid-Ligand Hinweise
darauf, dass sowohl instabile als auch reife Proteine als Quelle von HLA-Liganden in Betracht
kommen.

Insgesamt ldsst sich sagen, dass im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation eine umfangreiche
Analyse von HLA-lbereinstimmenden humanen Krebszelllinien auf drei Datenebenen (Proteom,
Transkriptom und Ligandom) durchgefiihrt wurde. Mit Hilfe der gewonnen Datensatze beziiglich
Transkriptom, Proteom und Ligandom der Zelllinien und der beobachteten Zusammenhéange
zwischen den einzelnen Ebenen besteht nun die Mdglichkeit, diese beispielsweise zur Entwicklung
eines neuen Modells zur Vorhersage von tatsidchlich prasentierten HLA-Klasse-I-Liganden,
basierend auf Transkriptomdaten oder Proteomdaten, zu nutzen. Ahnliche Bestrebungen finden
sich auch in aktuellen Studien. Pearson et. al zeigten in einer 2016 veréffentlichten Arbeit das
Potential der Kombination von Analysen mittels NGS und LC-MS/MS zur Vorhersage, ob ein Gen
ein HLA-Peptid-Ligand generiert®'®. Zur Analyse wurden lymphoblastische B-Zellen (englisch B
lymphoblastoid cell lines, B-LCLs) aus dem Blut von 18 gesunden Spendern generiert und so
25.270 HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden und 6.195 dazugehérige Ursprungsgene identifiziert. Es
konnte gezeigt werden, dass nur 59% der exprimierten und annotierten Gene in B-LCLs
detektierbare HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden produzieren. Mit Hilfe dieser Datensdtze haben sie
ein  Vorhersagemodell basierend auf logistischer Regression entwickelt, welches die
Wahrscheinlichkeit zur Generierung eines HLA-Klasse-I-Peptids aus einem Gen vorhersagt. Dieses
Modell konnten sie sowohl erfolgreich auf ihre eigenen Daten als auch auf Daten anderer
Arbeitsgruppen unabhidngig von der Isolations — und Identifikationsmethode der Liganden
anwenden. Eine andere Arbeit von Abelin et. al konzentrierte sich auf B-Zellen, welche durch

retrovirale Transduktion nur ein einziges HLA-Allel exprimieren, um Allel-spezifische Vorhersagen
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2% |m Rahmen der Studie konnten sie durch

Uber die Prasentation von HLA-Liganden zu treffen
Immunpréazipitation gepaart mit LC-MS/MS Analysen zwischen 900 und 3550 Peptide fiur die
einzelnen Allele identifizieren. Auf Grundlage dieser Daten konnten sie neue Allel-spezifische
Bindungsmotive und proteasomale Schnittmuster identifizieren. Diese Daten nutzten Abelin et. a/
im folgenden als Trainingsgrundlage fiir neuronale Netze zur Vorhersage von HLA-Liganden. Als
Vergleich nutzten sie 6ffentlich zugédngliche Datensatze zum trainieren ihrer Modelle und konnten
so letztendlich zeigen, dass sie anhand ihrer eigenen Daten bessere Epitopvorhersagen treffen
konnten.

Diese Studien und auch eine kurze Ubersichtsarbeit von Dersh und Yewdell?*® demonstrieren,
dass solche Modelle auch in Zukunft essentiell zur Entwicklung von Peptid-basierten
Vakzinierungsstrategien beispielsweise bei malignen Erkrankungen und auch zur
Weiterentwicklung personalisierter Therapieansatze beitragen werden. Daher bieten auch die im
Rahmen dieser Arbeit generierten umfangreichen Datensatze beziiglich Proteom, Transkriptom
und Ligandom eine wichtige und gute Grundlage zur Entwicklung eines solchen
Vorhersagemodells, so dass dies den nachsten notwendigen Schritt zur Fortfiihrung dieser Arbeit

darstellt.
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4.3 ERMP1 als Aminopeptidase in der Antigenprozessierung

Nach der globalen Analyse der Antigenpradsentation, folgte im letzten Teil der Arbeit die
detaillierte Untersuchung der Aminopeptidase ERMP1.

Aufgrund der bisher mehrfach erwdhnten enorm grofRen Diversitat der durch HLA-Molekile
prasentierten Peptide ist es naheliegend, dass es neben den bisher beschriebenen ER-residenten
Aminopeptidasen ERAP1 und ERAP2 noch weitere geben muss.

ERMP1 wurde durch Frau Dr. Nadja Akkad im Rahmen ihrer Dissertation am Institut fir
Immunologie erstmals im Zusammenhang mit der Antigenprozessierung beschrieben. Ihr war es
moglich zu zeigen, dass ERMP1 durch IFN-y stimulierbar ist, in lymphatischen Geweben stark
exprimiert vorliegt und mit TAP und MHC-Klasse-lI-Molekilen kolokalisiert. Aufgrund dieser
Beobachtungen in vitro war eine nun folgende Analyse in vivo im Rahmen der hier vorliegenden
Dissertation der nachste notwendige Schritt zur Beschreibung von ERMP1 als mogliche
Aminopeptidase in der Antigenprozessierung. Hierbei wurden Mause kommerziell erworben, so
dass als erster Schritt der Nachweis der ERMP1 Defizienz notwendig war. Mit Hilfe
massenspektrometrischer Analysen von Mikrosomen aus der Milz dieser Mause konnte die
Defizienz bestatigt werden (Abb. 25), so dass ein genauerer Blick auf die aus Mikrosomen
gewonnenen Daten moglich war. Hierbei fiel auf, dass Proteine, die im Zusammenhang mit
Prozessierungsvorgangen im ER sowie der Antigenprozessierung und Antigenprasentation stehen
deutlich geringer in den ERMP1 defizienten Tieren vorlagen als in deren wildtypischen
Kontrolltieren (Abb. 26 und 27). Zur Vertiefung dieses Hinweises auf eine Beteiligung von ERMP1
an der Antigenprozessierung und Antigenprasentation wurde das im Rahmen dieser Dissertation
etablierte Protokoll zur Isolierung von MHC-Peptid-Liganden auf H-2K" und H—2Db-spezifische
Liganden aus der Milz ERMP1 defizienter und kompetenter Tiere angewendet. Dabei ergab sich
fir beide Allele die Erkenntnis, dass unter Abwesenheit von ERMP1 ein weniger effizientes
Trimming auf eine optimale Linge von 8-11 AS (H-2Db) bzw. 8-9 AS (H-2Kb) stattgefunden hat
(Abb. 30 und 31). Zuséatzlich zeigten Analysen der N-terminalen Sequenzen vor und im Liganden
ein verdndertes Schnittmuster in Abhangigkeit von ERMP1 (Abb. 33). Die veradnderte
Zusammensetzung mit einem hoheren Anteil an verlangerten Peptiden in ERMP1 defizienten
Tieren ist konsistent mit anderen Studien beziglich der bereits identifizierten Aminopeptidase
ERAP1. So haben zum einen Chen et. al durch in vitro Versuche gezeigt, dass eine lentiviral
erzeugte Stilllegung von ERAP1 zu einer Reduktion in der Anzahl HLA-B27-gebundenen Peptiden

220

mit einer Lange von 9 AS fuhrt™". Ebenso konnten Blanchard et. al einen deutlichen Anstieg an

verlingerten Peptiden in ERAAP defizienten Miusen beobachten?!.

Die in der vorliegenden
Dissertation beobachteten Effekte, dass ein weniger effizientes Trimming von Peptiden auf die

Langenpraferenzen der verschiedenen MHC-Allele in ERMP1 defizienten Mausen vorliegt, gehen
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damit mit den Eigenschaften bereits bekannter Aminopeptidasen einher. So kann davon
ausgegangen werden, dass auch ERMP1 eine mogliche Rolle in der Antigenprozessierung erfiillt.
Sicherlich sind die Unterschiede von 3-6% weniger Peptiden mit einer Lange von 8-11 AS bzw. 8-9
AS in ERMP1 defizienten Mausen vergleichsweise gering. Dies kann aber unter anderem mit der
ebenfalls erhaltenen Erkenntnis, dass in ERMP1 defizienten Tieren eine erhéhte Expression von
ERAP1 festgestellt werden konnte, (Abb.28) erklart werden. Daher ist es naheliegend, dass ERAP1
bei einer fehlenden Expression von ERMP1 dessen Funktionen teilweise Gbernimmt und daher
den relativ geringen Unterschied in der Anzahl von Peptiden der optimalen Lange zur Beladung
von MHC-Molekiilen erklirt. Passend zu den Anderungen in dem Repertoire der MHC-Liganden
gibt es abhingig von der ERMP1-Defizienz auch Anderungen in der Expression von Proteinen, die
an der Antigenprozessierung und Antigenprasentation beteiligt sind. So sind beispielsweise
Calnexin, Calreticulin und BiP, welche alle Teil des Peptidladekomplexes sind, in ERMP1
defizienten Mausen geringer exprimiert, ebenso wie TAP und MHC-Klasse-l (3.4.1), was dazu
passt, dass weniger Peptide zur Beladung auf die entsprechenden MHC-Molekiile vorhanden sind.
Insgesamt war aber auch festzustellen, dass bei der Isolierung von MHC-Klasse-I-Peptid-Liganden
aus der Milz ERMP1 defizienter und kompetenter Mause (Abb. 30 und 31) im Vergleich zur
Anwendung des Protokolls auf Zelllinien (Abb. 15) deutlich mehr zu lange Peptide identifiziert
wurden. Bei diesen Peptiden handelt es sich nach Analysen der vorhergesagten Bindungsmotive
auch ziemlich sicher nicht um MHC-Klasse-I-Liganden (Abb. 32). Verschiedene Untersuchungen
zur moglichen Identitat dieser Peptide brachten kein Erfolg. So konnten sie beispielsweise weder
als N-terminal oder C-terminal verlangerte Liganden identifiziert werden noch anhand ihrer
Ursprungsproteine anderen Zellkompartimenten als den MHC-Liganden zugeordnet werden.
Damit konnte das Protokoll zwar auch erfolgreich auf murines Primarmaterial angewendet
werden, nicht aber genau so effizient wie in Zelllinien.

Zusammenfassend liefern die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten Hinweise darauf, dass
ERMP1 auch in vivo eine bisher unbekannte Rolle als Aminopeptidase in der Antigenprozessierung
zugesprochen werden kann. So verdndert die Abwesenheit von ERMP1 die Liangenverhaltnisse
und N-terminalen Sequenzen von H-2K" und H-2D° prasentierten Liganden, die Expressionsstarke
bekannter Aminopeptidasen (ERAP1) sowie die Expression bekannter Proteine, die an der
Antigenprozessierung und Antigenprasentation beteiligt sind. Insgesamt scheint ERMP1 damit
eine wichtige Rolle in der Generierung von 8-11 AS bzw. 8-9 AS langen Peptiden zu spielen. Ein
nachster wichtiger Schritt zur Charakterisierung von ERMP1 stellen weiterfiihrende in vivo
Versuche dar. So sollte beispielsweise mit dem etablierten Infektionsmodell der Lymphozytédren

Choriomeningitis (LCMV) ein Infektionsversuch mit ERMP1 defizienten Mausen durchgefiihrt
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werden, so dass auch eine funktionelle Rolle von ERMP1 zur Prasentation von Krankheits-

assoziierten Epitopen untersucht werden kann.
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5. Zusammenfassung

Zur Entwicklung neuer Peptid-Vakzinierungsstrategien und anderen immuntherapeutischen
Ansdtzen zur Behandlung maligner Erkrankungen ist die ldentifizierung von Neoantigenen, die
nicht nur in silico vorhergesagt werden kénnen, sondern auch tatsichlich von Tumorzellen CD8"
zytotoxischen T-Zellen prasentiert werden, essentiell. Hierflir werden reproduzierbare und
sensitive Methoden benotigt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Protokoll zur
massenspektrometrischen ldentifizierung von HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden, dem so genannten
Ligandom, etabliert und erfolgreich auf neun humane Krebszelllinien angewendet. Die
Optimierung des Protokolls hinsichtlich des Lyse-Detergenz, des Antikérper-Bead-Verhaltnisses
zur Immunprazipitation und der Kombination verschiedener Komponenten wie Reaktionsgefal,
Ultrafiltrationseinheit und Umkehrphasenaustauschchromatographie-Platte ermoglichte die
Identifikation von etwa 11.000 HLA-Klasse-I-Peptid-Liganden in den neun Zelllinien. Erganzend
zum Ligandom wurde auch das Proteom und Transkriptom der Zelllinien analysiert und
miteinander in Verbindung gesetzt. So wurden fiir das Proteom zwischen 4638 und 5220 Proteine
und fir das Transkriptom zwischen 10519 und 12467 exprimierte Gene identifiziert. Die Analysen
zeigten im Vergleich zu bisherigen Studien hohe Pearson-Korrelationen zwischen Proteom und
Transkriptom von bis zu 0,63. Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Starke der Korrelation abhangig
von der betrachteten GO-Annotation variiert. Auch konnte ein positiver Zusammenhang zwischen
der Expressionsstarke eines Proteins und der Wahrscheinlichkeit zur anschlieBenden Prasentation
als HLA-Peptid-Ligand festgestellt werden. Mit Hilfe dieser gewonnenen Datensatze bezliglich
Transkriptom, Proteom und Ligandom der Zelllinien und der beobachteten Zusammenhéange
zwischen den einzelnen Ebenen besteht nun die Maoglichkeit, diese zur Entwicklung eines neuen
Modells zur Vorhersage von tatsiachlich prasentierten HLA-Klasse-I-Liganden, basierend auf
Transkriptom - oder Proteomdaten, zu nutzen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Dissertation wurde die Funktion der ER-residenten
Aminopeptidase ERMP1 untersucht und der Einfluss von ERMP1 auf das prasentierte MHC-Klasse-
I-Ligandom charakterisiert. Dabei wurde festgestellt, dass in Mdusen mit einer Defizienz in ERMP1
weniger Peptide mit der optimalen Linge von 8-11 AS (H—2Db) bzw. 8-9 AS (H-2Kb) auf der
Oberflache der MHC-Molekiile exprimiert werden und diese Peptide ein gedndertes Muster in
den N-terminalen Sequenzen aufwiesen. AuBerdem war die Expression bekannter Proteine, die
an der Antigenprozessierung und Antigenprasentation beteiligt sind (z.B. TAP, MHC-Klasse-l,
Calnexin und Calreticulin) in ERMP1 defizienten Mausen reduziert. Diese Ergebnisse

unterstreichen die Funktion von ERMP1 als potentielle Aminopeptidase im ER.
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6. Abstract

For the development of new peptide vaccination strategies and other immunotherapeutic
approaches for the treatment of cancer, the identification of neoantigens that are not only
predicted in silico but actually presented by the tumor cells to cytotoxic T cells is a crucial
requirement. For that purpose, reproducible and sensitive methods are needed. In this
dissertation a protocol for the identification of HLA-class-I-peptide-ligands (so called ligandome)
using mass spectrometry could be established and applied to nine human cancer cell lines. Due to
several optimisation steps regarding cell lyses, antibody-bead-ratio for immunoprecipitation, and
the combination of different components like reaction vessel, ultrafiltration spin columns and
reversed phase chromatography elution plates led to the identification of about 11.000 HLA-class-
I-peptide-ligands over the nine cell lines. Additionally, the proteome and transcriptome of those
cell lines was analysed and studied for correlations. Proteome analysis of the cell lines led to the
identification of 4638 to 5220 proteins and transcriptome analysis revealed between 10519 and
12467 expressed genes. Using all theses data sets, comparatively high correlations between
proteome and transcriptome were observed, meaning a Pearson coefficient of up to 0.63.
Furthermore, it could be shown that the strength of this correlation varies dependent on the
analysed GO term. It could also be shown that proteins with a higher expression rate are more
likely presented as a HLA-peptide-ligand. Conclusively, the generated data sets regarding
proteome, transcriptome and ligandome in combination with the observed correlations between
these three data sets give the possibility to develop a new prediction tool for actually presented
HLA-class-I-peptide-ligands, based on proteome or transcriptome data as input.

The second part of this dissertation dealt with the analysis of the function of the ER-resident
aminopeptidase ERMP1 and the characterisation of the influence of ERMP1 on the MHC-class-I-
ligandome. It could be shown that there are reduced numbers of optimal suited peptides with a
length of 8-11 amino acids (H-2Db) or 8-9 amino acids (H-2Kb) in ERMP1 deficient mice. Those
peptides additionally showed altered N-terminal sequences. Furthermore, known proteins playing
a role in antigen processing and antigen presentation like TAP, MHC-class-I, Calnexin or
Calreticulin showed a decreased expression in ERMP1 deficient mice. Taken together, the

obtained results underline the role of ERMP1 as a potential ER-resident aminopeptidase.
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