Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Vekirzungsanalysen OspA ies-175-Spezifischer Hybridome -Vorer gebnisse

3.1.1 Identifizierung der 4 immundominanten Epitope im OspA-Molekl

In Vorarbeiten von B. Maier aus unserer Arbeitsgruppe wurden im Vorfeld 4 immundominante
Epitope fur OspA-spezifische HLA-DR4-restringierte T-Zel Hybridome im OspA-Molekdl
identifiziert. Diese Regionen (OspAi4s-165, OPA 156180, OSPA161-195 UNd OSPA231-250) SN in der
C-terminalen Halfte des Proteins lokalisiert. Zur Eingrenzung der Epitopbereiche, das heifldt zur
genauen Lagebestimmung dieser Epitopsequenzen innerhab der HLA-Bindungsgrube, wurden
16-mer Peptide durch die Bereiche OspAi46.165, OSPA1s6-180 UNd OSpA231250 gelegt und in
folgenden Verkirzungsanalysen vom N- und C-terminalen Ende bis auf 6-mer Peptide reduziert.
Die Abbildung 4 zeigt schematisch das Prinzip der Verkirzungsanalyse fur den Bereich

OspAis4-175 mit dem N- und C-Terminus.
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Abbildung 4: Prinzip der Verkirzungsanalyse eines 16-mer Ausgangspeptids im OspAjesi75-Bereich zur Eingrenzung des
Bindungsepitops

Um den OspA44.175-Bereich wurde ein 16-mer Ausgangspeptid der Position 163-178 gewahlt, um durch systematische Verkirzungen am C- und
N-Terminus ein moglichst kleines Bindungsepitop zu ermitteln (minimales Epitop), welches spéter in die Substitutionsanalyse eingegeben wurde.
Die Erkennung durch die OspA ;e4.175-Sp€ezifischen Hybridome wurde in einem IL-2-ELISA dokumentiert.

3.1.2 OspAissirs-pezifische Hybridomein der Verklrzungsanalyse

Fir die Verkirzungsanalysen des Epitopbereichs OspAies-175 wurden 5 OspAiss-175-Spezifische
Hybridome aus einem Hybridom-Pool ausgewéhlt, der in den Vorarbeiten von B. Maer zur
Identifizierung der immundominanten OspA-Epitope hergestellt worden war. Aus den insgesamt
982 hergestellten T-Zdl Hybridomen erkannten 560 Hybridome das OspA spezifisch. Von
diesen wurden 106 zufdlig ausgewahlte Hybridome auf die Erkennung von 20-mer Peptiden, die
die gesamte OspA-Sequenz umfassten, in einem IL-2-ELISA getestet. Von diesen erkannten
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insgesamt 32 Hybridome den Bereich OspAies-a17s pezifisch. Aus diesen 32 wurden 5 klonierte
OspAiss175-spezifische Hybridome zufdlig ausgewahlt und in den Verkirzungsanaysen
eingesetzt. Zid dieser Analysen war es, ein Minimalepitop zu bestimmen und Uber dieses die
HLA-Bindungsregion in Kenntnis der HLA-DR4-Ankerpositionen (wesentliche Positionen fir
die Peptid-HLA-DR-Interaktionen) abzuleiten. Mit diesen Informationen sollte die Lage des
Peptids in der HLA-Bindungsgrube abgeschéatzt werden, um den fir die folgenden
Substitutionsanalysen wichtigen Bereich in die Mitte der substituierten Peptide legen zu konnen.
In den folgenden Abbildungen sind die OspAiss175-Spezifischen klonierten Hybridome 376/5
und 170/1 gezeigt. Be den folgenden Verkirzungsanalysen sowie den sich anschlief3enden
Substitutionsanalysen werden die im Anhang unter Tabelle 8.1 beschriebenen Ein-
Buchstabenkodes fur Aminosduren verwendet. Dabel wird der betreffende Aminosiuren-Rest
mit der Positionsnummer des OspA-Abschnitts kombiniert (beispielsweise der Y 165-Rest des
OspAies175). Die Molekulargewichte der einzelnen Aminosauren kénnen der Tabelle ebenfals
entnommen werden. Abschliel?end werden ale minimaen Epitope der getesteten OSpAies-175-
spezifischen Hybridome tabellarisch zusammen-gefasst.

3.1.3 Vekirzungsanalyse: Hybridom 376/5

Fir das Hybridom 376/5 in Abbildung 5 waren folgende Bindungsmerkmale charakteristisch:
Der erste Abbruch der Peptiderkennung wurde bei einem Verlust des N-terminalen Tyrosins (Y)
an Position OspA g5 (Y 165) deutlich, einer Aminosdure mit ungeladenem Rest. Den C-Terminus
betreffend hing die Erkennung des Peptids auch von dem K175-Rest ab. Wenn die positiv
geladene Aminoséure K am C-Terminus erschien, wurde das Peptid bis zum 10-mer erkannt. Bel
Verlust des K-Rests wurde eine Peptiderkennung unabhangig der Reste am N-Terminus
vereitelt. Durch Hinzunahme von K am C-Terminus konnte die trotz Y 165-Rest vormals nicht
erkannte Sequenz YVLEGTLTAE als VLEGTLTAEK wieder erkannt werden. Somit konnte der
K-Rest ein Verlust des Y-Rest an vermuteter Position p1 kompensieren, was bei den 13- und 12-
mer Peptiden, deren Sequenz mit V166 am N-Terminus begann, nicht der Fall war. Da der
K175-Rest nicht im zentraen Epitopteil, sondern am Rand des C-Terminus lag, lief3 sich
vermuten, dass nicht die Peptid-MHC-Interaktionen mit den Anker-Positionen p4, p6 und p9 fur
die Peptiderkennung entscheidend waren, sondern méglicherweise Seitenketteneffekte des K-
Rests, der mit dem TZR durch ein Hervorwdlben aus der MHC-Bindungsgrube interagiert haben

konnte.
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Abbildung 5: Verkirzungsanalyse des OspAses.175- Spezifischen Hybridoms 376/5

Nacheinander wurde am N- und C-terminalen Ende jewells eine Aminosdure entfernt. Die Peptidkonzentration lag bel 3 uM, die
Hybridomkonzentration bei 1x10° Zellen/ml, die APZ-Konzentration bei 2,5x10° Zellen/ml und das Verhaltnis APZ zu Hybridomzellen betrug
2,5:1. Das Hybridom 376/5 wurde fur die Analyse kloniert. Die Stérke der IL-2-Produktion, angegeben in OD-Werten, ist auf der X-Achse
aufgetragen. Auf der Y-Achse sind die Aminosduren-Sequenzen der Peptide symbolisiert. Jeder Balken steht fur das MaR der IL-2-Produktion
durch das Hybridom. Bild unten: Beginn mit 16-mer Sequenz, Verkirzung bis zum 6-mer Peptid im oberen Bildbereich. OspA as
Positivkontrolle, Medium ohne Antigen als Negativkontrolle. Die Erkennung erfolgte bis zum 10-mer Peptid VLEGTLTAEK.

Das minimale Epitop, welches vom Hybridom 376/5 erkannt wurde, entsprach der Sequenz
(OspAie6-175) VLEGTLTAEK mit den wahrscheinlichen Ankerpositionen Y 165 an Position pl,
einem klassischen Rest fur die pl-Besetzung im HLA-DR4-Molekll (Southwood et a., 1998).
Welterhin wére eine leere p1-Bindungstasche denkbar. In beiden Féllen wirde E168 an p4, T170
an p6, A173 an p9 und K175 an Position p11 zu liegen kommen. Ein anderes Bindungsverhalten
in Bezug auf die Sequenzldnge des minimaen Epitops ergab sich fur das Hybridom 170/1
(Abbildung 6).
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3.1.4 Verkurzungsanalyse: Hybridom 170/1
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Abbildung 6: Verkirzungsanalyse fur das OspAes-17s- Spezifische Hybridom 170/1

Wie in Abbildung 5 beschrieben wurde am N-und C-terminalen Ende jeweils eine Aminosdure entfernt. Peptid-, Hybridom- und APZ-
Konzentrationen wie in Abbildung 5 beschrieben. Die Stérke der IL-2-Produktion, angegeben in OD-Werten, ist auf der X-Achse aufgetragen.
Auf der Y-Achse sind die Aminosduren-Sequenzen der Peptide symbolisiert. Jeder Balken steht fur das Mal3 der IL-2-Produktion durch das
Hybridom. Bild unten: Beginn mit 16-mer Sequenz, Verkirzung bis zum 6-mer Peptid im oberen Bildbereich. OspA als Positivkontrolle,
Medium ohne Antigen a's Negativkontrolle. Die Erkennung erfolgte bis zum 7-mer Peptid und miminalen Epitop VLEGTLT.

Der erste Erkennungsabbruch ergab sich im 13-mer Peptid bel Verlust des Y165 am N-
terminalen Ende. Weiterhin zeigte sich, dass der Verlust des V166-Rests am N-Terminus immer
von einem Erkennungsabbruch gefolgt war. Dies war bel den Sequenzen vom 12-mer bis zum 7-
mer Peptid VLEGTLT der Fall, ungeachtet der Aminoséuren-Reste am C-Terminus. Der T172-
Rest am C-Terminus war entscheidend fir die Erkennung des Peptids. Der Verlust dieses Rests
verhinderte eine Erkennung des 8-mer Peptids YVLEGTL (Abbildung 6).
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Als minimaes Epitop fur das Hybridom 170/1 konnte die Sequenz VLEGTLTig6-172 definiert
werden. Es ist nicht sicher, wo hier die pl-Position zu liegen kommt. Wahrscheinlich befindet
sch der Y165-Rest an pl. Auch hier wéare ene leere pl-Peptidbindungstasche denkbar. In
diesem Fall blieben E168 und T170 an den Positionen p4 und p6. Die Ubrigen Hybridome mit
ihren minimalen Epitopen werden im nachsten Abschnitt tabellarisch zusammengefasst.

3.2 Minimalepitope nach Verkirzungsanalysen OspA ie4-175-Spezifischer Hybridome
Zusammengenommen ergaben sich fur die Verkirzungsergebnisse der OspAiss-175-Spezifischen
Hybridome eine relativ einheitliche Bindungscharakteristiken bel den langeren Peptiden (13- bis
10-mer Peptidléange) und individuelle Erkennungsbedingungen bel den kirzeren Peptidlangen
(10- bis 7-mer Peptidlange). Mit Ausnahme des Hybridoms 170/1 brach bei alen anderen Hybri-
domen die Erkennung im 13-mer Peptid ab, sobald das N-terminae Y 165 fehlte. Das Hybridom
170/1 benttigte zur Erkennung das N-terminale G164 vor dem Y165-Rest. Die gleiche
Charakteristik ergab sch im 12- und 11-mer Peptid fUr deren Erkennung. Bei den 10-mer
Peptiden ergaben sich Differenzen in den Erkennungsbedingungen der Hybridome. Im Fal der
Hybridome 26/1, 170/1 und 257/4 bestétigte sich das Muster aus den langeren Peptidsequenzen
(11-mer, 12-mer), bei den Hybridomen 169/5 und 376/5 zeigte sich keine bevorzugte Erkennung
der Peptide mit Y 165- Rest am Anfang, jedoch bei Wegfal des Y 165 Rests und Hinzunahme des
K175-Rests. Diese beiden Hybridome erkannten dann auch kein 9-, 8- oder 7-mer Peptid mehr.
Im Gegensatz dazu waren die Hybridome aus der ersten Gruppe noch in der Lage, 9-mer Peptide
und kirzere Sequenzen zu erkennen, wobel nur das Hybridom 170/1 ein 7-mer Peptid in OspA
vergleichbarer Starke erkannte. Den anderen Hybridomen 257/4 und 26/1 wurde jeweils ein 9-
mer Peptid als minimales Epitop zugeordnet. Tabelle 1 zeigt die 7- bis 10-mer Peptide fir
OspAs64-175:

Tabelle 1: Sequenz der minimalen Epitope
Darstellung der gemeinsamen Aminosduren-Reste in den minimalen Epitopen der Hybridome 26/1, 169/5, 170/1, 257/4 und 376/5. Die
einheitliche Sequenz VLEGTLTy66.172 Wurde von alen Hybridomen erkannt.

Minimales Epitop Sequenzlénge Hybridom
VLEGTLTAEK (OspAies17s) 10-mer Peptid # 376/5
VLEGTLT (OspAie6.172) 7-mer Peptid #170/1
YVLEGTLTA  (OspAiesi73) 9-mer Peptid # 169/5
YVLEGTLTA  (OspAies.173) 9-mer Peptid # 257/4
YVLEGTLTA  (OspAiesi73) 9-mer Peptid #26/1
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Anhand der identifizieten minimaen Epitope wurden die Bindungsregionen der
immundominanten Epitope des OspA abgeleitet. Es erfolgte eine Nummerierung der
Aminosduren-Reste vom N-Terminus aus, wobe die oben ewdhnten Ankerpositionen
beschrieben wurden. Die fur das HLA-DR4-Molekul bekannten Ankerpositionen pl, p4, p6 und
p9 wurden in Kenntnis der etwa 10 Aminosduren-Reste umfassenden Bindungsgrube bet MHC-
Klasse-Il zugeordnet. Zusammen mit den bekannten klassischen Aminoséuren-Resten im HLA-
DR4-Molekil (Southwood et a., 1998) liefd sich so die Lage des Peptids in die bekannte
Kristallstruktur des DR4-Molekils einrechnen. Klassische Reste sind aliphatische Aminosauren
wie Tyrosin (Y) oder Phenyldanin (F) an Position pl, Glutamat (E) an p4, Threonin (T) an p6
und Vain (V) an p9. In dlen definierten minimalen Epitopbereichen ist die Sequenz des 7-mer
Peptids VLEGTLT im Abschnitt V166-T172 des OspA-Molekils enthaten, wobe die
Bindungstasche der pl Position leer geblieben sein konnte. Andererseits konnte die pl-
Bindungstasche mit Resten besetzt sein, die das Peptid nicht an das MHC-Molekil fixieren, so
dass flexible Interaktionen zwischen dem TZR und dem pMHC-Komplex an dieser Position
stattfinden. Die abgeleiteten HLA-Bindungsregionen wurden nun fir die Substitutionsanalyse
genutzt, um zu ermitteln, welche Aminosauren-Austausche innerhab der Bindungsregionen
toleriert werden.

3.3  Substitutionsanalysen und Supertope OspAis4-175-Spezifischer Hybridome

3.3.1 OspAissi175-spezifische Hybridome 170/1 und 376/5

7 OspAiesa7s-Spezifische Hybridome, von denen 5 aus den vorhergehenden Verkirzungs
anaysen stammten sowie 2 neu ausgewdahlte OspAissi7s-Spezifische Hybridome, wurden
untersucht. In den folgenden Substitutionsanalysen, in der ale Aminosduren des 12-mer
Ausgangspeptids GYVLEGTLTAEK sequentiell durch jede der 20 natirlich vorkommenden
Aminosauren ausgetauscht wurden, sollten die TZR-Erkennungsmotive eines jeden Hybridoms
fur die anschlief3enden Datenbanksuchen definiert werden. Ein Set von 240 12-mer Peptiden
wurde mittels Spotsynthese-Verfahren dafir bereitgestellt. Substitutionen galten dann as erlaubt
(positiv), wenn die OD-Werte as Mal3 der IL-2-Produktion Uber dem Mittelwert plus der
zweifachen Standardabweichung der Hintergrundkontrolle lag. Sie waren nicht erlaubt (negativ),
wenn die OD-Werte kleiner oder gleich der Hintergrund-Proliferation plus zwei
Standardabweichungen waren, das untersuchte Hybridom das modifizierte Peptid adso zu
schwach erkannte. Die Auswertung erfolgte mittels enes IL-2-ELISA der Hybridom-
Testlbersténde. Im folgenden werden 2 Substitutionsanalysen fur den OspAis4.175-Bereich, daran
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anschlief?end exemplarisch je 2 Anaysen fur die Epitopbereiche OspA2ssas Und OSPA145.156
besprochen. In Abbildung 10 sind die Daten fir das OspAiea-175-pezifische Hybridom 170/1
gezeigt:
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Abbildung 7: Substitutionsanalyse fir das OspAjg4.175- spezifische Hybridom 170/1

Die Konzentration der Peptide lag bei 3 M, die Hybridomkonzentration bei 1x10° Zellen / ml. Die APZ (Priess-Zellen) im Ansatz hatten eine
Konzentration von 2,5x10° Zellen / ml. Alle Positionen im Epitop wurden durch ale 20 natiirlich vorkommenden Aminoséuren ersetzt. Die
Ergebnisse wurden as OD-Werte eines IL-2-ELISA in diese Matrix Ubernommen. In den schwarzen Boxen stehen die als positiv, in den weilen
Boxen die as negativ definierten Werte. In der ersten Zeile mit WT abgekiirzt stehen die Werte fur das Ausgangspeptid GYVLEGTLTAEK. Am
linken Rand von oben nach unten sind die Aminosduren-Austausche, horizontal am oberen Rand die AS des Original-Peptids aufgetragen

Fir das OspAiesa7s-Spezifische Hybridom 170/1 ergab sich folgendes Erkennungsmotiv,
welches wir im weiteren Verlauf der Analysen als ,,Supertop® bezeichneten. Dabei wurde jede

Position des Peptids mit ihren erlaubten und nicht-erlaubten Substitutionen in folgender Form

dargestellt (Abbildung 8):

164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175
G Y V L E G T L T A E K
X {KP} {K} {ADEKRT} [CENQRS] [ACEGHRVEY] {DEFGPY} [FHILVWY] [HSTV] X X X

Abbildung 8: Individuelles Supertop fur das OspAig4.175-spezifisches Hybridom 170/1

Symbolik: Die geraden Klammern [ ] beinhalten alle erlaubten Substitutionen, die geschwungenen Klammern { } beinhalten alle nicht-erlaubten
Substitutionen und x steht fir die Substitutionsmoglichkeiten mit allen 20 vorkommenden Aminosduren. Diese Abbildung zeigt eine relativ
degenerierte Peptiderkennung, bel der bis auf T172, L171 und E168 mehr as zehn Aminosduren-Substitutionen erlaubt sind. Die restringierteste
Erkennung liegt bei T172 mit 4 mdglichen Substitutionen.

Die Substitutionsmdglichkeiten an Position Y165 sind bis auf 2 Aminosduren unbegrenzt. An
den Positionen E168 und T172 sind die Erkennungen relativ restringiert, bel E168 auf 6
Aminoséuren, be T172 auf 4 Aminosduren mit den Resten H, S, T und V. Alle anderen
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Positionen erlauben noch weitere Substitutionen, beispielsveise Position L167 mit 13
Substitutionsmoglichkeiten. Der in der Verkurzungsanayse erwédhnte Threoninrest T172, der fir
die Erkennung des 9- und 7-mer Peptids entscheidend war, zeigte sich auch hier ds die
Aminosaure mit den wenigsten Substitutionsmdglichkeiten. Unter der Annahme, dass der Y-Rest
an Position pl liegt, ware E168 an der p4-Position, T170 an Position p6 und T172 an der
Position p8, was gut mit den klassischen Aminosduren-Besetzungen im DRB*0401-Molekil
Ubereinstimmt. Insgesamt gibt es keine Position im Epitopabschnitt, an der nur eine einzige
Aminosdure erlaubt ist; das individuelle Erkennungsmuster ist somit relativ degeneriert und die
Stabilitét zwischen MHC und Peptid demnach nicht von einer bestimmten Aminosdure
abhéangig. Anhand der folgenden Abbildung soll das Hybridom 376/5 analysiert werden, welches
sich vor alem durch fehlende Substitutionsméglichkeiten an der Position L171 von den anderen
Hybridomen unterscheidet (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Substitutionsanalyse fir das OspAjg4.175- spezifische Hybridom 376/5

Die Konzentrationsverhéltnisse von Peptiden, APZ und Hybridomen sowie der IL-2 ELISA wurden wie unter Abbildung 7 verwendet. Im
zentralen Epitopabschnitt mit E168, G169 und L171 liegt eine restringiertere Erkennung als beim Hybridom 170/1 vor, charakterisiert durch die
Einzelposition L171, die nur durch sich selbst substituierbar ist.

Bel Annahme des Y 165 an Position pl |&ge der L171-Rest an Position p7, deren Erkennung in
DR1-Molekilen oft degeneriert ist (Rammensee et a., 1995). Alle anderen Positionen erlauben
multiple Substitutionen, mindestens jedoch acht andere Aminosauren an der Position T170, was

in Abbildung 10 zu erkennen ist:
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164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175
G Y V L E G T L T A E K
(O} {DEP} [SV] {EKRWY} [CEQ] [GH] [EFIKLMQWY] L  {DPVY} {T} {WY} {VWY}

gib;i 'nge?ég}?gi'té)ggéd{ﬁ%f? :grllﬁglsgteéllf;;zg;g;;\ljr%n \?grsglem im zentralen Epitopteil. Jeweils nur 2 Substitutionen sind erlaubt
fr V166 und G169. 3 Substitutionsmdglichkeiten ergeben sich fir E168. L171 ist nur durch sich selbst substituierbar.

Die restringierten Positionen fur die MHC-Bindung im Supertop liegen im zentralen Epitopteil
und werden gebildet durch die V166- und G169-Reste mit je 2, durch den E168-Rest mit 3
Austausch-Mdglichkeiten und den L171-Rest, der nur durch sich selbst substituierbar ist. Alle
anderen Positionen erlauben multiple Substitutionen. Denkbar fur die Position pl ds MHC-
Ankerposition waren einma 'Y 165 und zum anderen V 166.

Im folgenden sollen fir die OspAissiso- UnNd OspAiss.156-Bereich exemplarisch je zwel
Erkennungsmotive der Hybridome charakterisiert und den OspAiss.175-Spezifischen Hybridom-
Erkennungsmotiven gegenlbergestellt werden. Bel der Auswertung wurden anstelle des IL-2-
ELISA nun die unter Absatiz 2.5 - Seite 36 - beschriebenen CTLL-2 Zelen in einem
Proliferationstest verwendet, um die Unterschiede in der Stérke der IL-2-Produktion der
Hybridome nach Peptiderkennung im Gegensatz zum konventionellen ELISA differenzierter zu
beschreiben. Die Zahlwerte entsprechen den ermittelten Proliferationsdaten in cpm (engl.: counts
per minute). Die positive Testkontrolle wurde durch einen rekombinanten IL-2-Standard
gesichert, ads Negativkontrolle diente weiterhin der Medium-Ansatz ohne Peptid. Zunéchst folgt
das OspA 145.156-pezifische Hybridom 149/40.

3.4  Substitutionsanalysen und Supertope OspAiss-156-Spezifischer Hybridome

3.4.1 OspAiss.ase-pezifische Hybridome 149/40 und 219/1

Dieses Hybridom zeigt eine insgesamt degenerierte Peptiderkennung (Abbildung 11). Strenge
Bindungskriterien erflllen nur die Positionen E149 mit 2 Austauschmoglichkeiten, 1150 und
S152 mit jewells 4 sowie D153 mit 3 Substitutionen. Auch hier liegen die restringierten
Positionen im zentralen Epitopteil. Im Vergleich zu den Ubrigen getesteten Hybridomen zeigt
sich einerelativ restringierte Auf3enposition beim G156-Rest mit finf erlaubten Substitutionen.
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L E Y T E [ K S D G S G

WT 64675 66969 68830 52557 56429 62921 62805 61132 55877 51784  [RRPW
A 100442 63264 64209 47606 AR S7733 2 BRI S507  EEEIRER
[ 101346 77720 74562 51950 [SRLel B 30080  [41654
D 93829 53008 69067  EECIEPEEEN 72NVl 30206 (35622
E 85370 61490 21044 39240 71037 63081 47988 59310
F 82367 65413 62142 28683  [28467 Il 72026 49431 AN
G 82317 46965 24806 28320 23204  [EVEREEZ IR 35496
H 97602 55447 57720 28190  [32439 A 63321 46823 48085
[ 90089 69086 52051 | 45152 PR PVl 70439 52086 |EEUE]
K 90309 52842 21799  [eEiES 21732 oYy A 33307
L 82013 69747  8s871 kK 45971 RV Pl 67002 51107 AR
M 78320 65911 76524 83784 79925 PRIl 52049 61129 55819
N N I B 13611 [37383 [27841 [41742 48721 53047 B
P 73720 31715  [25038  [34324  |27856  |18983 54612  [EEEIM
Q 78322 66719 55819 PRI VEEESENIEEEZ 45102 49558 RPN
R 75925 25002 36639 41221 [20597  [31105 |ERIEEAEN 44351
S 74006 88834 65059  [RFENINPIZEN Rl 21157  [44470 39266
T 75425 65530 82354 51886 [ 23789 [43903  ECREIN 37025
v 67245 61986 71594 87016 52998 76552 50978 56556 58792
w G RTINS I 05133 (31808 34459  |32755  [25087  |37798 (43897  |RARl]
Y (VA 31031 (27530  [32843 (29806  [30444  |43415 45115  [34202

Abbildung 11: Substitutionsanalyse fir das OspAi4s.156- Spezifische Hybridom 149/40

Konzentrationsverhétnisse wie unter Abbildung 7 beschrieben. Die restringierten Positionen liegen mit Ausnahme des G156-Rests im zentralen
Epitoptell. Wichtige Bindungspositionen werden représentiert durch E149, 1150, S152 und D153. Restringierte Aufenposition G156 mit 5
Substitutionsmdglichkeiten. Der Test wurde mittels CTLL-2 Proliferationsassay (Abschnitt 2.5.1, Seite 37) ausgewertet, die Zahlwerte
entsprechen den ermittelten Proliferationsdaten in cpm (engl.: counts per minute).

Weiterhin sind keine Einzelpositionen vorhanden, und auch die restringierten Positionen bieten
bis auf E149 mindestens 3 Substitutionsmoglichkeiten. Er ergibt sich folgendes Supertop fir
dieses Hybridom (Abbildung 12):

145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156
L E Y T E I K S D G S G
X % {DEGPR} {KPR} [AD] [LMTV] [CIKMRV] [ASTV] [DEN] {PRSTWY} {ACDSWY} [EHMVW]

Abbildung 12: Supertop fiir das OspAj4s.156- spezifische Hybridom 149/40

1150, S152 D195, Eo wirenkeing Enadpostionen im Mot emtan e Fostionen aggben s T EL4S
Hier zeigten sich zwei wesentliche Befunde, die sich auch in den anderen Hybridomanaysen
bestétigten. Einma war eine grof3e Differenz in der Anzahl der Substitutionen an ener
Einzelposition zu beobachten, wie in den vorangegangenen Belspielen gezeigt, zum anderen lief3
sich auch eine starke Variabilitét in der Gesamtzahl der tolerierten Substitutionen der Hybridome
untereinander zeigen. Diese Befunde sollen im folgenden auch in den anderen, untersuchten
OspA-Bereichen veranschaulicht werden.

Der relativ degenerierten Erkennung auch im zentraen Epitopanteil fir das Hybridom 149/40
soll nun mit Hybridom 219/1 eine restringiertere Erkennung fur diesen OspA-Epitopabschnitt in
Abbildung 13 gegentibergestellt werden.
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Abbildung 13: Substitutionsanalyse fir das OspA4s.1s6 -spezifische Hybridom 219/1
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Konzentrationsverhaltnisse wie in Abbildung 7 beschrieben. Im Uberblick sieht man eine sehr restringierte Erkennung mit den Positionen E149,
1150, K151, S152 und D153 mit 2 oder mehr Substitutionsmdglichkeiten. Der Y 147-Rest ist im Gegensatz zu alen anderen Hybridommotiven
sehr restringiert. Der Test wurde mittels CTLL-2 Proliferationsassay (Abschnitt 2.5.1, Seite 37) ausgewertet, die Zahlwerte entsprechen den
ermittelten Proliferationsdaten in cpm (engl.: counts per minute).

Insgesamt waren 5 Positionen streng restringiert, wovon 4 Positionen jewells nur 2 Substitu-
tionen erlaubten. Diese Reste E149, 1150, K151, S152 und D153 bilden die zentraen Anteile in

den Erkennungspositionen des Motivs. Verglichen mit dem Hybridom 149/40, be dem nur eine

Position ene zweifache Substitution erlaubt, zeigt das Hybridom 219/1 auch an der
wahrscheinlichen Position p1 im MHC-Molekil mit Y147 bel 6 mdglichen Substitutionen eine

restriktivere Erkennung. Abbildung 14 fasst die Ergebnisse zusammen:

145 146 147
L E Y

X {Y} [AFINWY]

148 149 150 151 152
T E I K S
(DEGKPR} [DEFS] [IM] [KR] [ST]

Abbildung 14: Supertop fur das OspA;4s.156-spezifischesHybridom 219/1
Die insgesamt restringierte Erkennung zeigt sich im zentralen Teil des Epitops von Position E149 bis zum D153-Rest , wobei immer maximal 2
Substitutionen erlaubt sind.

35
Im folgenden

Tell

153
D
[DN]

155 156
S G

{DEWY} {ACDK}

Substitutionsanalysen und Supertope OspA 149-160-Spezifischer Hybridome

werden OspAigs160-Spezifische Hybridome besprochen, denen keine

Verkirzungsanalysen vorausgegangen waren (Abbildung 15). Zunéchst folgt Hybridom 29/1,
anschlief3end Hybridom 8/2.
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3.5.1 OspAiss160-Spezifische Hybridome 29/1 und 8/2

T E [ K S D G S G K A K

WT 97174 91812 96522 81278 82663 50418 55288 46827 66143 51268 63074
A 93049 111222 23367 |34225 23161 51680 55630 58959 51600
c 82860 95738 79592  PICYANEPREES VI 30310 Mgl 60544 57013 36004
D 115800 95663 35346 EEEGES 54841 39147 44664
E 105188 101691 36510 PZZRIETRER 23993  [33857  [23526 45754 50088
F TP I Y PR 30028 [18361 28615 [32762  [27502  [XYZYANNVTYI I TE)
G e I (VO 04381  [32060  [31132 56862 51644 60990 62096 72780 38083
H FUCITZ I INPR 00346 [27684  [29203 OOl 36176 38339 53987 70181 49451
[ 106129 65415 53877 EUEEEEEYIR PYEC I 54957 52059 56201 49522
K 91345 42998 45767 54438 R4 23086 [16856  [26874  RE Y VRNIS0il3
L 87094 PO 31579  [19302 20339 R 57930 38743 39207
M Blozzi7B 13011  [Exik7 25545  [20508 IO 44657 22l 61956 65281 61937
N loclocopl 23021  [21193 (22786 (18978 19774 BygrZA 65768 71679 44839
P FUGE 7 33877  [21730 28386  [28545 O o717  ERESE 70317 69771 39495
Q AT Ta7UN 20062 (31083 [30240 16447  [Eteloke) 60883 53748 57527
R NN GV 04401  [23001  [32447 PR 41601 61311 69003 59558
S 129517 51241 60574 38215 Sl 47665 2~ 60046 59158 48683
T 111808 60815 23316 |20493 PPVl 51379 38070 58448 74484 47866
v 105712 58085 85166 |CIEEES R 40003 PRI 60965 2 67678 86931
w 108427 50011 71674 EEEEERR AP 52299 68312 56000
Y 105116 53546 79307 SR BTER EEZCEPAZO 40980 66516 44065 55248

Abbildung 15: Substitutionsanalyse fir das OspAj49.160-spezifische Hybridom 29/1

Die restringierte Erkennung erkennt man an den 3 Einzelpositionen im Epitopmotiv. K151, S152 und G154 lassen nur diese eine Aminoséure zu.
In diesem Bereich lassen sich die fir die MHC-Peptid-Bindung wichtigen p4- und p6-Ankerpositionen vermuten. CTLL-2 Proliferationsassay
wie unter Abbildung 11 beschrieben.

Auffalend sind die streng restringierten Positionen K151, S152 und D153, wobei diese Reste bei
angenommener Position pl fur E150 in dem fir die pMHC-Bindung wichtigen Bereichen von p3
bis p6 liegen wirden. Die Position p5 (D154), klassscherweise dem TZR zugewandt, wirde
eine grol3e Restriktion bel der TZR-Bindung an den pMHC-Komplex bedeuten. Auch hier liegen
die restringierten Positionen im zentralen Epitopbereich (Abbildung 16).

149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160
T E I K S D G S G K A K

X {LMNP} {AGHNPQRT} [K] [S| [DE] [G] {AEFKRSWY} {AGHRSTWY} {E} {DW} X

Abbildung 16: Supertop fiir das OspA14s.160-spezifische Hybridom 29/1

Strenge Restriktion im zentralen Epitopbereich mit K152, S 153, D154 und G155. Die duReren Bereiche sind multipel substituierbar.
Andererseits ist der E150-Rest kein klassischer Rest fur eine pl1-Position im HLA-DRB1*0401-
Molekul (Southwood et a., 1998). 1151 bildet die wahrscheinlichste pl Position, wobei D153 die
Position p4 und S155 - multipel substituierbar - p6 einnehmen wirde, was gut mit den HLA-
DRB1*0401-Bindungs-Motiven Ubereinstimmt.

Noch restringierter als bem Hybridom 29/1 war das Erkennungsmotiv des Hybridoms 8/2
(Abbildung 17):
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T E [ K S D G S G K A K

WT 81729 72676 70542 72279 81580 78035 51263 52262 44692 73916 67660 46475

A 56423 81916 4669 4792 4020 3533 53073 50795 58107 37959

¢ 63174 60485 51167 REY 4122 7691 3263 34693 [IEN 3602 36068 35666
D 66368 82715 [EIH 4562 3029 59646 38234 VIR 2677 3801
E 63039 68344  EKEE 3957 3798 4633 4352 8625 3055 3444 10360  EOIEE)

F 50489 55527 57984 [EMAE) 4395 3737 3205 4141 3715 3400 12763 [elera]

G 66360 41401  [EREM 5526 3624 5206 64974 R 62071 EEEN 31171
H 78606 60467  [EEEW 4788 4682 4387 4141 4284 4690 3382 49604 40921

[ 58814 87775 57416 YRR 3547 3412 3369 18117  [17437 4760 48295 35609

K 67873 49202 68096  [CHENI 3193 2778 4571 3875 46297 49154 61011

L 74666 70843 60761 |[NIY 3413 3570 2359 28917  [4647 3710 35395

M 73257 80728 58051 [NEH 4268 4800 3943 29967  [3445 3051 36706 49783

N 76382 68230 [ 4011 3607 19948 3781 26345 [2955 3380 19505  [29101

P 74812 51339 RS 4489 3925 3556 4147 13157  [10531  |3458 30531 [7132

Q 77563 62485 [EYB 4086 4190 3238 3738 12403 [2701 2966 27981  [ZEEN

R 55020 68639 | 4081 3848 3389 3405 3985 3989 3572 SRR 51084

S 67498 60851 38225 68028 K] 5630 IS 23096 [2959 44711

T 69216 77487 2R 5292 3019 3069 4171 3102 I 36019

v 66501 85689 50484 I 4800 4470 4617 (R 7040 3204 49783

w 84326 99580 68847 W] 4702 4686 3878 7318 6008 2684

Y [ 20224 [4314 5146 4956 4227 6379 3233 3560

Abbildung 17: Substitutionsanalyse fir das OspAj49.160-Spezifische Hybridom 8/2

Streng restriktive Erkennung bei den Positionen K151, S152, D153, G156 und K157. In der Ubersicht lassen die zentralen Epitopteile wieder die
restringierten Positionen erkennen, flankiert von einer weiteren Einzelposition am Epitoprandbereich mit K157. CTLL-2 Proliferationsassay wie
unter Abbildung 11 beschrieben.

Zusammengefasst in Abbildung 18 ergibt sich fir das Hybridom 8/2:

149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160
T E I K S DG S G K A K
X X [CFILMSVW] K S D G [ACDSV] [AG] K [ACHIKMSTY] {DGNPWY}

I\A/Iti)tbxgg?a%;% d%rj Fl)gst'?igr]: usrlggsrg cﬁﬁgﬁgﬂoﬁfgﬁgﬁqg Ei(i?(nlgflizmit insgesamt 5 Einzelpositionen im zentralen Epitopteil.

Diese funf Einzelpositionen sind K152, S153, D154, G155 und K158 liegen sdmtlich im
zentralen Epitoptell. Als Fazit der Substitutionsanalyse lasst sich sagen, dass am C- und N-
Terminus be alen untersuchten Hybridomen beiebig vide (mit Ausnahme des Hybridoms
149/40) Substitutionen gestattet werden und dass zwischen den Hybridomen ene grof3e
Variabilitdt in der Anzahl der tolerierten Einzel- und Gesamtsubstitutionen besteht.
Beispielsweise ist die Position L171 beim Hybridom 376/5 nur durch sich selbst substituierbar,
beim OspAis4-175-Spezifischen Hybridom 170/6 sind 8 Substitutionen und bel den Hybridomen
224/2 und 257/4 jeweils 7 Substitutionen erlaubt. Hinsichtlich der Gesamtzahl der Substitutionen
waren beim Hybridom 8/2 insgesamt 83 und beim Hybridom 29/1 134 Austausche im gleichen
OspA-Bereich moglich. Fur diese unterschiedliche Stringenz in der Peptiderkennung lief3en sich
viele Beispide in den untersuchten Epitopen finden.
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3.6  Auflistung der definierten Supertope fir OspAis4-175, OPA149-160, OSPA 145-156.

In Tabelle 2 werden die identifizierten Supertope der Hybridome 170/1 und 376/5 fur den
Bereich OspAiss175, der Hybridome 149/40 und 219/1 fur den Bereich OspAiss.1s6 Sowie der
Hybridome 29/1 und 8/2 fir den Bereich OspA 149.160 aUfgelistet:

Tabelle 2a: Auflistung der individuellen Supertopefiir die Bereiche OspAies-17s, OSPA149-160 UNd OSPA145.156.

In Tab. 2a stehen links die getesteten Hybridome und deren zugehorige Supertope. Die geraden Klammern [ ] beinhalten alle erlaubten
Substitutionen, die geschwungenen Klammern { } ale nicht-erlaubten Substitutionen, und x steht fir die Substitutionsmdglichkeiten mit alen 20
vorkommenden Aminosauren. Fir jeden Epitopbereich wurden 2 spezifische Hybridome exemplarisch aus einem Pool von sieben ausgewahit.

Hybridom | Individuelles Supertop

17071 X-{KP}-{K}-{ ADEKRT}-[CENQRS]-[ACEGHRVEY]-{ DEFGPY} -[FHILVWY]-[HSTV]-X-X-X

376/5 {Q}-{ DEP}-[SV]-{ EKRWY}-[CEQ]-[GH]-[EFIKLMQWY]-L-{DPVY}-{ T} { WY}-{VWY}

2971 X-{LMNP}-{ AGHNPQRT}-[K]-[S]-[DE]-[G]-{ AEFKRSWY?}
{AGHRSTWY}-{ E}-{ DW}-X

8/2 X-X-[CFILMSVW] -K —S-D-G-[ACDSV] -[AG] -K -[ACHIKMSTY]-{DGNPWY}

149/40 X-{Y}-{ DEGPR}-{ KPR} -[AD]-[LMTV]-[CIKMRV]-[ASTV]-[DEN]-{ PRSTWY}-{ ACDSWY}-
[EHMVW]

219/1 X-{Y}-[AFINWY]-{ DEGK PR} -[DEFS]-[IM]-[KR]-[ST]-[DN]-{ PVY}-{ DEWY} -{ ACDK}

Tabbelle 2b: In Tab. 2b sind die getesteten OspA-Bereiche mit den dazugehérigen Hybridomen aufgelistet. OspAq4s.156 Mit den Hybridomen
149/40 und 219/1, OsPA 149.160 Mit 8/2 und 29/1 und OsPA 164,175 Mit 170/1 und 376/5.

OspA145-156 OspA149-160 OspAis4-175

Hybridome 149/40 und 219/1 | Hybridome 8/2 und 29/1 Hybridome 170/1 und 376/5

3.7 ldentifikation der Selbstpeptide (Mimikry-Peptide)

3.7.1 Ildentifizierte Selbstpeptide fir OspAies-175-Spezifische Hybridome durch Sequenz-
homologie und Supertop-Analyse

Die Datenbanksuchen nach Selbstpeptiden, die den in den Supertopen zusammengefassten
strukturellen Kriterien entsprachen, ergaben 387 humane oder murine Peptide. Diese Suche
wurde in den Datenbanken SWISSPROT (Proteine) und TREMBL (Proteinfragmente)

durchgefiihrt. Als Suchprogramm diente ,,Pattern” von Prosite (www.expasy.ch). Zusétzlich

ergaben sich weitere Peptide aus einer durchgefiihrten Sequenzhomologie-Suche, ndmlich 57

humane und 31 murine, insgesamt also 88 sequenzhomologe Peptide. Bei der
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Sequenzhomologie-Suche von Peptiden wurden offentlich  zugangliche Datenbanken wie
SWISSPROT und TREMBL mit dem Programm blastp (www.expasy.org/tools/blast) auf
Peptide hin durchsucht, die der Sequenz eines OspA-Peptids ahnlich waren. Auch hier wurde zur

Synthese einer Auswahl an sequenzhomologen Peptiden die Spot-Synthesetechnik verwendet.
Nach ihrer Synthese wurden diese auf ihre Erkennung durch die sieben OspA 164-175-pezifischen
Hybridome aus den Substitutionsanalysen getestet. Von den 387 Peptiden aus den Supertop-
Suchen wurden von mindestens einem Hybridom im Test 13 Peptide (3,3%) kreuzerkannt,
welche insgesamt 11 humane und 5 murine Proteine reprasentierten. Dabel stammten 3 Peptide
aus einer humanen- und einer Mausquelle (Abbildung 21). Bei den sequenzhomologen Peptiden
wurden von 88 Peptiden schliefdich 3 (3,4 %) durch eines der sieben untersuchten Hybridome
kreuzerkannt. Die genannten Peptide stammten von 2 humanen und 2 murinen Proteinen, wobeli
das Peptid YYALEGSVAI (Glycerolkinase) sowohl as Maus- als auch Human-Peptid vorkommt,
also hier doppelt benannt wird (Abbildung 20). Eine Zusammenstellung der identifizierten
Peptide zeigt Abbildung 19.

Supertop-Suchd [Sequenzhomologie-Suchd
Epitope Kandidaten  Selbst-Peptide Epitope Kandidaten  Selbst-Peptide
OspAi6a-175 387 13 (3,36%) OspAi64-175 88 3 (3,4%)

Abbildung 19: Anzahl der Peptide durch Supertop- und Sequenzhomologie-Suche.

Gegenilberstellung der durch die Supertop-Analyse und Segquenzhomologie-Suche identifizierter Peptide fir OspAigs17s. Die Daten entsprechen
Ergebnissen aus 2 voneinander unabhéngigen Experimenten. Kandidaten: Peptidzahl, die die Kriterien des Supertops erfullten und mindestens
von einem Hybridom erkannt wurden. Selbst-Peptide: Anzahl der Peptide, die mindestens von einem der getesteten Hybridome erkannt wurde.

3.7.2 Durch Sequenzhomologie-Suche identifizierte Selbstpeptide: OspAiss-175

In der Sequenzhomologie-Suche wurde aus chemisch-technischen Grinden das 12-mer
Ausgangspeptid am C-Terminus um 2 Aminosduren zur Sequenz GYVLEGTLTA verkirzt und
die Peptidsynthese der Sequenzhomologen as 10-mer Sequenz durchgefiihrt. Die gewonnenen
Daten sind reprasentativ fir zweli voneinander unabhangiger Experimente, bei denen die
Ergebnisse exakt reproduziert werden konnten. Abbildung 20 zeigt die Ergebnisse der

Sequenzhomol ogie-Suche.
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OspA-Seguenz Ursprung Erkennung durch Hybridom
Kreuzerkannte Peptide und
Quellenangabe (Human, Maus) 376/5 169/5 170/1 26/1 257/4 224/2 170/6
GYVLEGTLTAEK Outer Surface Protein A ; n n n n n n n
OspAiss17s B. burgdorferi
GYVLEGKELE 40s ribosomal protein S8 RS8; Human
GYILEGNECV Fibrillin 1 Precursor FBN 1; Maus
GYMLEGSPQS Complement Receptor type Il precursor
(CR2); Human
IYVIEGTSKQ Leukocyte adhesion glycoprotein
LFA-1 o; Human
GYVPEDGLTA Inosine-5-monophosphate
dehydrogenasel; Human + Maus
GYTLEGSPWS Complement receptor type | =
precursor (CD35); Human
TPNLEGTLTG Neuroblast differentiation-
Associated protein AHNAK
(Desmoyokin); Human + Maus
GYTLEGSPQS Complement receptor type =
precursor (CD35); Maus
LYMLVGTLAA Multidrug resistance protein 3 MDR; Maus
GYTLRGTSIF Alkaline phosphatase-intestinal -precursor; Maus
YYALEGSVAI Glycerolkinase GLPK; Human + Maus =

Abbildung 20: Zusammenfassung der identifizierten kreuzerkannten humanen und murinen Peptide fur OspAiesi7s aus der
Sequenzhomologie-Suche. In Swissprot und TREMBL wurde mit dem Suchprogramm www.expasy.org/toolsblastp nach OspAigs 175~
homologen Peptiden gesucht. Die passendsten Peptide, von denen 3 durch OspAigsi7s-spezifische Hybridome erkannt wurden, sind hier
aufgelistet. Das verwendete Symbol m  markiert die Erkennung der Peptide durch das jeweilige Hybridom. Die Quellen der Peptide (Maus,
Human) sind hervorgehoben. Hier fett markiert sind Aminosduren-Reste aus der Ursprungssequenz GYVLEGTLTAEK. Aus chemisch-
technischen Griinden wurde das 12-mer Ausgangspeptid am C-Terminus um 2 Aminosduren auf ein 10-mer Peptid verkiirzt.

Die Positionen in den Sequenzhomologie-Peptiden stimmten bis auf einen Aminosiuren-Rest
mit dem Supertop-Motiv Uberein. Zwel der Peptide waren bis auf eine Aminosdure in ihrer
Struktur identisch und behielten bis auf den Vainrest V166 die gemeinsame Sequenz GYTLEG
bei. Die nachfolgenden vier Aminosauren hatten keinen Rest mit dem Ausgangspeptid mehr
gemein. Das durch das Hybridom 257/4 erkannte sequenzhomologe Peptid YYALEGSVAI
konservierte 4 Aminosauren (Y..LEG) des Ausgangspeptids, 2 Positionen wurden nicht durch die
Supertop-Anayse vorausgesagt, namlich der Valinrest V1172 und der Alaninrest A173. Es fid

auf, dass die ,,Ausbeute* der Erkennung bei den Sequenzhomologie-Peptiden fiir den OspAies-
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175-Bereich (3,4%) fast genau im Bereich der Ergebnisse aus den Substitutions-Anaysen lag
(3,36%). Auf die geringe Erkennungsguote wird im Diskussionstell noch ndher eingegangen .

3.7.3 Durch Supertop-Sucheidentifizierte Selbst-Peptide: OspAi64-175

OspA-Sequenz Ursprung Erkennung durch Hybridom
Kreuzerkannte Peptide und
Quellenangabe (Human, Maus) 376/5 169/5 170/6 170/1 26/1 257/4 224/2
GYVLEGTLTAEK  Outer Surface Protein A ;
OspAiss17s B. burgdorferi
ASVPEGNLHGQD IL-2 Receptor R Chain

CWVLEGIIIPNR

Precursor (CD 122); Maus
Macrophage-stimulating

Protein Precursor; Human

EFIMEGTLTRVG Son of Sevenless Homolog
(SOS1); Human + Maus
GLVMEGHLFKRA Hypothetical Protein
KIAA0050; Human
KLQLDGSLTMSS Autoantigen (Q13025/
Q13826); Human
LLGVEGTTLREA Myosin | Beta; Maus
LVGIEGSLKGST Opa-Interacting Protein
OIPS5 (Fragment); Human
PLALEGSL QKRG Insulin precursor; Human
QVGVEGTASLKA Lak-1; Human
RFVMEGGLLDKP Insulin-Like Growth Factor | =
Receptor Precursor; Human + Maus
SFTIEGPLTSFG Apolipoprotein B-100 Precursor =
(Apo B-100); Human
SGRLQVRLVLGQ Melanoma Ass. Chonr. [
Sulfate Proteo-Gl. (MCSP); Human
YWVYEGSLTIPP Carbonic Anhydrase-Rél. = = = =

Protein; Human + Maus

Abbildung 21: Zusammenfassung der identifizierten kreuzerkannten humanen und murinen Peptide fir OspAjss.175 aus der Supertop-
definierten Suche. Von den durch die Supertopanalyse identifizierten Peptiden wurden dreizehn Peptide von mindestens einem der sieben
OspA164.175-p€ezifischen Hybridome erkannt. Als Suchprogramm diente www.expasy.ch von Prosite. Das Symbol m  markiert die Erkennung der
Peptide durch das jeweilige Hybridom. Die Quellen der Peptide (Maus, Human) sind hervorgehoben. Fett markiert sind Aminoséuren-Reste aus
der Ursprungssequenz GYVLEGTLTAEK. Bel diesen Analysen wurden dieim Vortest identifizierten 12-mer Peptide verwendet.
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Die 13 erkannten Selbstpeptide teilten drei bis funf Aminosuren-Reste mit der OspAiea.17s-
Ausgangssequenz GYVLEGTLTAEK. In folgenden Betrachtungen wird der unter Tabelle 8.1
beschriebene ,,Ein-Buchstabenkode® fiir Aminoséuren verwendet. Auffillig im Bereich OspAjea-
175 war, dass 11 von 13 Peptiden E168 und 12 von 13 Peptiden G169 beibehielten. Eines der
Peptide enthielt eine konservative Substitution mit einem D- an Stelle eines E-Rests. Beide
Aminosauren gehOren zu den sauren, negativ geladenen Aminosduren. Das Leuzin an Position
171 (L171) wurde ebenfalls sehr haufig, bei 10 von 13 Peptiden, beibehalten. In den 3
Abweichungen wurde es jewells durch I, A und T - insgesamt Aminosauren mit ungeladenem
Rest - konservativ ersetzt. In Zusammenschau stimmte nur das ,,son of sevenless homolog
protein“ (SOS1) in jeder Position mit dem Supertop des Hybridoms 170/1 iiberein, alle anderen
erkannten Peptide hatten mindestens 1 Position, die nicht durch das Supertop des jeweiligen
Hybridoms vorhergesagt wurde. Auffillig in dieser Hinsicht war vor allem das Hybridom 376/5,
da von den acht erkannten Peptiden kein einziges in jeder Position mit dem Supertop
iibereinstimmte. Einige Peptide wurden also anhand der Supertop-Kriterien nicht vorhergesagt.
Dies lief sich an mehreren Positionen innerhalb eines der ausgewihlten Peptide beobachten.
Beispielsweise erkannte das Hybridom 376/5 die Sequenz SGRLQVRLVLGQ des ,,melanoma-
associated chondroitin sulfate proteoglycan® (MCSP), obwohl drei der zwdlf Positionen nicht
mit dem Supertop fiir dieses Hybridom {iibereinstimmten, ndmlich der R166- und beide Valin-
Reste V169 und V172. Auch fehlten hier der Y165-Rest, und von der Sequenz des
Ausgangspeptids GYVLEGTLTAEK im OspAies-175-Bereich blieben lediglich der L167- sowie
der L171-Rest im zentralen Epitopbereich (Y165-T170) Ubrig. Auch beim Hybridom 170/6
zeigte sich die Peptiderkennung mit unerlaubten Aminosauren-Substitutionen an bestimmten
Positionen im Peptid. Dieses Hybridom erkannte die Sequenz LLGVEGTTLREA aus dem
,,myosin 13-protein“, obwohl drei Reste nicht im Supertop-Motiv enthalten waren. Dazu zdhlten
die Positionen des V167-Rests, der zweite T171-Rest und L164. Y165 an wahrscheinlicher
Position pl war durch L164 ersetzt, die zentralen Epitopteile (E168-T170) aus dem
Ausgangspeptid waren erhalten geblieben.

Auch bei den Peptiden aus der Sequenzhomologie-Suche war zu beobachten, dass Peptide trotz
nicht dem Supertop entsprechender Substitutionen erkannt wurden. Das Hybridom 257/4
erkannte zum Beispiel die Sequenz GYTLEGSPQS im ,,complement receptor type 1l precursor-
protein“ (CD35) der Maus, in dem drei Positionen nicht im abgeleiteten Supertop fiir dieses
Hybridom vorkamen (P171, Q172 und S173 im dueren Epitopbereich). Die groBe Mehrzahl der
durch die Substitutionsanalysen gefundenen Peptide wurde jedoch vollstindig durch das
Bindungsmotiv vorhergesagt. Andererseits ergab sich die Beobachtung, dass Peptide von den
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Hybridomen auch dann nicht erkannt werden konnten, wenn ale Positionen im Peptid mit dem
Supertop Ubereinstimmten. Dies war zum Belspiel beim Hybridom 170/1 der Fal, welches die
Peptidsequenz YYWWYEGSLTIPP im ,,carbonic anhydrase-related protein® nicht erkannte, obwohl
alle Aminoséduren-Positionen im Supertop vorkamen. Auch das ,JIL-2R B-chain precursor-
peptide” mit der Sequenz ASYPEGNLHGQD, in dem alle Positionen mit dem Erkennungsmotiv
des Hybridoms 376/5 Ubereinstimmten, konnte von diesem nicht erkannt werden. Sogar
innerhalb eines Hybridoms war dieses Erkennungsverhalten zu beobachten. Das Hybridom 257/4
erkannte die Sequenz YWNMYEGSLTIPP des ,,carbonic anhydrase-related protein®, wobei zwei
Positionen hinsichtlich des Supertops differierten, konnte jedoch PLALEGS.QKRG im ,,insulin
precursor protein“ nicht erkennen, obwohl alle Positionen aus dem Supertop mit denjenigen des
Peptids iibereinstimmten. Zusammenfassend lieferte der Vergleich der Supertop-definierten
Peptide mit den sequenzhomologen Peptiden die wichtigen Befunde, dass mit alleiniger
Sequenzhomologie-Suche viele Selbstpeptide nicht hitten identifiziert werden konnen und dass
mit beiden Methoden keine exakte Vorhersage iiber die Erkennung von bestimmten
Peptidsequenzen mdglich ist. Im folgenden Diskussionsteil wird ndher auf die Beobachtungen
eingegangen, dass zwei individuell ,,nicht-erlaubte* Substitutionen in einem nicht vorhersag-
baren Muster dazu fiihren konnen, dass ein Peptid wieder erkannt wird. Andererseits wird
analysiert, warum zwei individuell ,,erlaubte” Substitutionen dazu fiihren kdnnen, dass ein Peptid

nicht mehr erkannt wird.

3.8  Selbstpeptide aktivieren OspA 164-175 Spezifische Hybridome dosisabhéangig

Nachdem die erwdhnten Selbstpeptide aus der Sequenzhomologie- und Supertop-Suche in einem
zweiten unabhangigen Experiment bestétigt werden konnten, wurden die von den OspAies-17s-
gpezifischen Hybridomen kreuzreaktiv erkannten 16 Peptide wie unter 2.1.5.2 beschrieben
synthetisiert und anschlief3end fur die dosisabhangigen Erkennungstests benutzt. Ein Zid dieser
Experimente war die Klarung der Frage, ob es tberhaupt kreuzreaktiv erkannte Peptide geben
koénne, die in der Lage sind, eine dhnliche oder gar stérkere IL-2-Produktion im Vergleich zu
dem Ausgangspeptid OspAiss17s in den Hybridomen zu induzieren? Zweitens ging es darum,
aus diesen Ergebnissen Rickschltsse auf die Immunantwort in vivo nach der Erkennung von
Selbstpeptiden zu ziehen. Die Konzentrationen der Hybridome und APZ entsprachen denen in
den Substitutionsanalysen; die Peptidkonzentrationen reichten von 0,06 UM bis 200 uM. Alleim
folgenden genannten OD-Werte sind Mittelwerte aus drel Einzelwerten der Auswertung mittels
CTLL-2 Proliferationsassay und reprasentieren Ergebnisse aus drei voneinander unabhangigen
Experimenten. Exemplarisch werden drel  OspAiessi7s-Spezifische Hybridome und ihre
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dosisabhangige Aktivierung durch die Selbstpeptide besprochen. Die drei untersuchten OspAies-
175-pezifiscchen  Hybridome stammten aus der Gruppe der 7 Hybridome fir die
Substitutionsanalysen und wurden aus diesen zufdllig ausgewahit.

3.8.1 Dosisabhangige Aktivierung der OspAies17s Spezifischen Hybridome 257/4, 170/6
und 26/1 durch Selbstpeptide

Die Ergebnisse der dosisabhéngigen Peptiderkennung insgesamt betrachtet, 1&sst sich vorweg-
nehmen, dass die Bandbreite von einer schwachen bis zu einer der durch OspA induzierten IL-2-
Produktion reichte. Als erstes Beispie dient das OspAissi7s-pezifische Hybridom 257/4
(Abbildung 22), welches im Vergleich zum Ausgangspeptid GYVLEGTLTAEK nur schwach
durch die Selbst-Peptide aktiviert wurde. Es soll exemplarisch fur ein Hybridom gezeigt werden,
bei dem die Selbstpeptide weniger |1L-2-Produktion as das OspA-Peptid induzierten.

700
—o— INSULIN PREC. 79-90
600 - PLALEGSLQKRG
500 -
—B— OspA164-175
GYVLEGTLTAEK
™ i
® 400
IS
—
X
()
O 300 —A— M URINE CR TYPE II
GYTLEGSPQS
200 -
100 —6—SON OF SEVENLESS 1
PROT 443-454
EFIMEGTLTRVG
0 :
0,01 0.1 1 10 100 1000

Abbildung 22: Dosisabhéngige | L-2-Produktion durch das OspAig4.175-spezifische Hybridom 257/4

Die geklonten Hybridome wurden wie unter 2.2.8 (Seite 34) beschrieben kultiviert und fir den Test vorbereitet. Die Peptidkonzentration reichte
von 0,06 uM bis 200 puM. Das APZ:Hybridom-Verhdtnis lag bei 2,5:1. Nach 48 stiindiger Inkubation wurden die IL-2-Uberstdnde wie unter
251 (Seite 37) beschrieben mittels CTLL-2 Proliferationsassay ausgewertet. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte von dreifachen
Einzelwerten berechnet und sind représentativ fir drei voneinander unabhdngige Experimente. Auf der X-Achse ist die Konzentration der Peptide
in logarithmischer Darstellung symbolisiert. Die Starke der IL-2-Produktion, angegeben in OD-Werten x 10° (10E3) ist auf der y-Achse
aufgetragen. Das ,,son of sevenless protein™ induzierte keine IL-2-Antwort in den vorangegangenen Suchtests und diente als Negativkontrolle.
Als Positivkontrolle diente GYVLEGTLTAEK. Mittelstarke Erkennung durch das ,,insulin precursor protein“ PLALEGSLQKRG

Hier konnte erst ab Konzentrationen von 10 pM eine vermehrte |IL-2-Produktion induziert

werden. Das ,,son of sevenless 1 protein®, das in den Suchtests nicht vom Hybridom 257/4
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erkannt wurde, diente as Negativ-Kontrolle. Bei diesem Hybridom zeigte sch keine Annéhe-
rung der IL-2-Produktion an die des OspA-Peptids in den Bereichen hoher Peptidkonzen-
trationen. Das Verhdltnis im mittleren IL-2 Sekretionsbereich in Bezug auf das OspA-Peptid lag
hier fir die Selbstpeptide bel 1:100. Keines der Selbstpeptide erreichte den |L-2-Spitzenwert des
OspA-Peptids. Das OspA-Peptid zeigte in dieser Konzentrationsreihe einen sigmoidaen Verlauf
mit einer asymptotischen Annaherung bei 600 OD x 10° (hier mit 10E3 bezeichnet), die Selbst-
Peptide zeigten eine insgesamt schwache Proliferation be hohen Peptiddosen von 50 bis 100
uM. Interessanterweise erkannte das Hybridom 257/4 das ,insulin precursor protein® in
konventioneller Form, obwohl es das gleiche Peptid in der Spot-Synthese Technik auf der
Zellulosemembran nicht erkannte. Eine relativ hohe IL-2-Produktion durch die Selbstpeptide war

beim Hybridom 170/6 sichtbar (Abbildung 23):
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Abbildung 23: Dosisabhéngige | L-2-Produktion durch das OspAiss.175-spezifische Hybridom 170/6

Die geklonten Hybridome, APZ und Peptidkonzentrationen wurden wie unter Abbildung 22 beschrieben eingesetzt. Die Auswertung der IL-2-
Ubersténde erfolgte mittels CTLL-2 Proliferationsassay wie in Abbildung 7 erwéhnt. Ergebnisauswertung und Achsenbeschriftung wie unter
Abbildung 22 beschrieben. Das ,,son of sevenless peptid“ EFIMEGTLTRVG diente as Negativkontrolle, Positivkontrolle GYVLEGTLTAEK. Das
,.carbonic anhydrase-related protein“ induzierte die stérkste IL-2-Produktion.

Hier ergab sich eine signifikante IL-2-Produktion schon in einem Konzentrationsbereich von 30
bis 50uM. Die Spitzenwerte im Bereich der maximaen Peptidkonzentration lagen bel einem
OD von 600 x 10° (10E3). Die Peptide zeigten einen annahernd parallelen Kurvenverlauf, wobei
die Konzentration in folgender Reihenfolge zunahm: Im mittleren Konzentrationsbereich lagen
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die Peptide in ihren Konzentrationen bezogen auf die jewelligen OD-Werte etwa um den Faktor
1:25 auseinander. Die starkste Proliferation wurde durch das ,,carbonic anhydrase-related
protein® erzielt, was schon bei 10 uM der Fall war. Im Bereich maximaler Peptidkonzentrationen
ndherten sich die durch die Selbstpeptide induzierten IL-2-Proliferationen einander an und
erreichten bei Peptidkonzentrationen um 100 pM #hnliche OD-Werte um 600 x 10°. Im
Vergleich dazu lag der OD-Wert fiir das OspA-Peptid bei ca. 1100 x 10° bei zehnfach kleinerer
Peptiddosis als be den Selbstpeptiden. Die aus chemischen Griinden notwendige Ldsung eniger
Peptide in 3,3% DM SO hatte keinen Einfluss auf die Testauswertung, was durch die Lésung des
Kontrollpeptids in DM SO und ungelstem Kontrollpeptid im gleichen Testansatz gezeigt wurde.
Folgend wird das Aktivierungsverhaten des Hybridoms 26/1 in Abbildung 24 gezeigt:
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Abbildung 24: Dosisabhéngige | L-2-Produktion durch das OspAie4.175-spezifische Hybridom 26/1

Die geklonten Hybridome, APZ und Peptidkonzentrationen wurden wie unter Abbildung 22 beschrieben eingesetzt. Die Auswertung der
Ergebnisse und die Achsenbeschriftung wie unter Abbildung 22. Das ,,son of sevenless peptid diente als Negativkontrolle, GYVLEGTLTAEK als
Positivkontrolle. Das ,,opa-interacting protein 5 induzierte eine starke IL-2-Produktion, &hnlich dem ,,carbonic anhydrse-related protein‘.

Hier falt schon in der Ubersicht en relativ starkes Proliferationsverhaten durch die
verschiedenen Peptide auf. Dieses Hybridom erreichte mit Ausnahme des ,,lak-1-protein“ eine
starke IL-2-Produktion durch die Selbstpeptide. Insgesamt waren dazu allerdings héhere notig

as bem Kontrollpeptid. In bezug auf das OspA-Peptid GYVLEGTLTAEK war im
Konzentrationsbereich zwischen 1 bis 10 puM durchschnittlich eine zehnfach hthere Konzen-
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tration der Selbstpeptide fur vergleichbare OD-Werte nétig. Der dosisabhangige Graphenverlauf
des OspA-Peptids und der Selbstpeptide war in diesem Konzentrationsbereich annghernd
paralel. Im Bereich der IL-2 Spitzenwerte ndherten sich die Kurven einander an, so dass die
Selbstpeptide im Durchschnitt stérker auf eine erhéhte Peptidkonzentration ansprachen as das
OspA-Peptid. Die Spitzenwerte der Selbstpeptide in OD lagen im Bereich zwischen 850 und
1150 x 10°. Im Gegensatz zu alen anderen getesteten Hybridomen war schon bei einer
Peptidkonzentration von 1 pM eine Proliferation der CTLL-2 Zelen zu erkennen, alerdings
zwel- bis dreifach geringer as beim OspA-Peptid in diesem Konzentrationsbereich. Speziell das
,opa-interacting protein 5“ war in der Lage, OspAies-175-pezifische Hybridome dhnlich intensiv
wie das 12-mer Ausgangspeptid zu aktivieren. Damit konnte eine Frage der Zielsetzung
beantwortet werden. Es gibt korpereigene Peptide, die OspA-spezifische Hybridome dem 12-mer
OspAies175-Peptid vergleichbar aktivieren konnen, alerdings werden dazu durchweg hohere
Peptiddosen benétigt. Zweitens kann geschlossen werden, dass dieses Experiment die in vivo-
Situation nicht realistisch wiederspiegelt, da hier solch hohe Peptiddosen nicht anzunehmen sind.
Die meisten hier untersuchten Peptide fuhrten zu einer wesentlich schwacheren TZR-
Aktivierung und | L-2-Produktion as das OspA1e4.175-Peptid selbst.

3.9 Verklrzungsanalysen vor Modellierung OspA 1e4-175-pezifischer Hybridome
Hintergrund der Analyse war die Uberlegung, dass mit den bisher beschriebenen Techniken der
Supertop-Motive und der Sequenzhomologie von OspA- und Selbstpeptiden keine Vorhersage
dartber moglich war, welches Hybridom welche Selbstpeptide erkennt. So sollten im folgenden
Modellierungsexperimente durchgefiihrt werden, die die Wechsalwirkungen der pMHC-Bindung
anschaulicher herausheben und generelle Bindungscharakteristika der Peptide im MHC-Mol ekl
graphisch darstellen sollten. Als Vorbereitung wurden dazu &hnlich der anfangs durchgefihrten
Verkirzungsanalysen die minimaen Epitope der zu untersuchenden OspAies.175-Spezifischen
Hybridome bestimmt. Die minimaen Epitope sollten dann im Rahmen der Modéllierungs-
experimente in en bekanntes MHC-Kristalgerist gerechnet werden. Entgegen den
Verklrzungsanalysen vor den Substitutionsanaysen wurden hier die vorgegebenen 12-mer
Peptide jeweils nur um eine Aminosaure am C-Terminus bis zu einem 6-mer Peptid verkirzt.
Als Negativkontrolle diente PBS ohne Antigenzusatz. Als Positivkontrolle wurde die aus der
Substitutionsanalyse fir OspAissa7s-Spezifische Hybridome bekannte 12-mer  Sequenz
GYVLEGTLTAEK verwendet. Exemplarisch werden die zwe OspAiss17s-Spezifischen
Hybridome 257/4 und 170/1 gezeigt, zundchst Hybridoms 257/4 in Abbildung 25.
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Abbildung 25: Verkiirzungsanalyse zur ,,Modellierung® des OspAjg4.175-pezifischen Hybridoms 257/4

Am C-Terminus des 12-mer Ausgangspeptids wurde jeweils eine Aminoséure entfernt, um das minimale Epitop fir das Hybridom zu bestimmen.
Hier folgte die Erkennung des Ausgangspeptids bis zum 6-mer GYVLEG und bis zum 8-mer SYVLEGTL. Das ,,insulin precursor protein*
wurde nicht erkannt, was die Nichterkennung im Suchtest bestitigte. Das ,,opa-interacting protein* wurde bis zum 9-mer Peptid erkannt. Die
Peptide GYVLEGTLTAEK und SYVLEGTLTAEK fungierten als Positivkontrolle, PBS als Negativkontrolle. Die Zellkonzentrationen der
Hybridome und APZ wurden wie bei den Substitutionsanalysen eingesetzt. Als Peptide wurden die konventionellen Peptide in Pulverform
verwendet

Ab dem 6-mer Peptid GYVLEG brach die Erkennung ab, beim zweiten Kontrollpeptid
SYVLEGTLTAEK schon beim 8-mer Peptid SYVLEGTL, das ,,insulin precursor protein“ wurde
nicht erkannt, wohl aber das ,,opa-interacting protein®. Dieses stimmte an 2 Positionen, T172
und K175, nicht mit den Positionen im Supertop iiberein. Fiir die anschlieBende Modellierungs-
Untersuchung wurden die Peptid-Ankerpositionen Y165 an Position pl und E168 an Position p4
gelegt. Das zweite Beispiel zeigt die Bindungscharakteristik des Hybridoms 170/1 in Abbildung
26:
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Abbildung 26: Verkiirzungsanalyse zur ,,Modellierung® des OspAjg4.175-pezifischen Hybridoms 170/1

Am C-Terminus des 12-mer Ausgangspeptids wurde jeweils eine Aminoséure entfernt, um das minimale Epitop fiir das Hybridom zu bestimmen.

Hier folgte die Erkennung des Ausgangspeptids bis zum 8-mer GYVLEGTL und zum 8-mer SYVLEGTL. Das ,,insulin-precursor protein® wurde
nicht erkannt. Das ,,opa-interacting protein* wurde bis zum 10-mer Peptid erkannt. Die Peptide GYVLEGTLTAEK und SYVLEGTLTAEK dienten
als Positivkontrolle, PBS als Negativkontrolle. Zellkonzentrationen, Hybridome und APZ wie unter Abbildung 25 beschrieben.

Hier werden die beiden Kontrollpeptide bis zum 8-mer Peptid erkannt. Wie in den
Voruntersuchungen konnte auch hier das ,,insulin precursor peptide” keine IL-2-Synthese
induzieren, das ,,0pa-interacting protein“ konnte bis zum 9-mer Peptid erkannt werden, wobei
das Hybridom 170/1 dieses Protein erstmalig erkannte. Die Position T172 stimmte nicht mit dem
Supertop iiberein, da ein K-Rest an dieser Stelle nicht erlaubt war. Interessanterweise wird bei
der T-K (Threonin-Leuzin)-Substitution eine ungeladene (T) gegen eine positiv geladene, ba-
sische (K) Aminosédure ausgetauscht. Ferner geschieht dies an einer essentiellen Position (T172),
die, wie die Verkiirzungsanalyse gezeigt hat, bei Wegfall ein Nicht-Erkennen zur Folge hat.

Einerseits konnte es sich um ein spezifisches Peptid-Bindungsraster des TZR handeln.

Andererseits konnten die Seitenkettenreste die TZR-pMHC-Bindung beeinflusst haben.

63



Ergebnisse

3.9.1 Modedllierung zur Bestimmung der DRB1*0401-Bindungsepitope

Fur die Modellierungs-M ethode (Abagyan et al., 1994a; Monte Carlo), (Conally et al., 1983) und
(Abagyan et a., 1994b; ICM) wurden zunéchst die minimaen Epitope der Hybridome wie
beschrieben bestimmt. Die analysierten Peptide wurden nun unter Abschétzung ihrer Anker-
positionen in das HLA-DR4-Kristallgeriist modelliert. Hierbel waren vor dlem die Positionen
der Seitenketten innerhab der pMHC-Bindung von Bedeutung, die as frele Variablen im
Monte-Carlo-Programm (Abschnitt 2.8) fungierten. Es wurden die Seitenketten-Dihedrawinkel
und deren Konformationen durch eine globale Optimierung (zufédliges Durchsuchen nach
energetisch gunstigen Positionen der Seitenketten) analysiert, um ihre optimae Position
innerhalb des pMHC-Bindung festzulegen. Eine Bedingung war, dass die Peptidriickgratstruktur
des Ausgangspeptids im MHC-Kristallgeriist nach Optimierung ahnlich bleiben sollte. Am Ende
stand ein Bild der Oberflache des pMHC-Komplexes, in dem die elektrostatischen Eigenschaften
durch verschiedene Einfarbungen (rot-sauer, weil3-neutral, blau-basisch) sichtbar gemacht
werden konnte (Abbildung 27).

PLALEGSLQKRG

Abbildung 27: Modellierung: LVGIEGSLKGST, PLALEGSLQKRG, SYVLEGTLTAEK und OspAje4.175-spezifisches Hybridom 376/5.
Dargestellt sind drel Peptidsequenzen: LVGIEGSLKGST (opa-interacting protein 5) as Negativkontrolle, SYWVLEGTLTAEK als Positivkontrolle
und PLALEGSLQKRG (insulin precursor protein) as identifiziertes Selbstpeptid. Die Ankerpositionen der Peptide aus den Supertopen wurden
festgelegt, die Peptide in die HLA-DR4-Krigtallstruktur modelliert. Man erkennt das vertikal verlaufende Peptidgerist, von dem aus die
Peptidseitenketten in das Kristalgerlst ziehen. Die gestrichelten Wolken um die Seitenketten entsprechen Seitenkettenbindungen, die aus der
Bildebene herausragen. Die elektrostatischen Eigenschaften wurden durch verschiedene Einférbungen (rot-sauer, weil3-neutral, blaubasisch)
sichtbar gemacht. Die Analyse der Seitenkettenanordnungen im Geriist ergibt ein hohes Mal? an Ubereinstimmung zwischen den Peptiden.



Ergebnisse

Es wurden ein Kontrollpeptid aus der Substitutionsanalyse SYVLEGTLTAEK, en im Vortest
durch das Hybridom 376/5 nicht erkanntes Selbstpeptid LVGIEGSLKKGST als Negativkontrolle
sowie en durch dieses Hybridom 257/4 in der Substitutionsanalyse erkanntes Selbstpeptid
PLALEGSLQKRG ds Positivkontrolle ausgewdahit. Die Betrachtung der Seitenketten in der
MHC-Kristallstruktur ergibt ein auffallend hohes MaR an Ubereinstimmung zwischen den
Peptiden. An den Positionen p2 und p5 ragen die Seitenketten bel dlen Peptiden aus der
Bildebene heraus, welche die TZR-Interaktion im TZR-pMHC-Komplex entscheidend
modulieren kdnnten. Die beiden Selbstpeptide PLALEGSLQJRG und LVGIEGSLKGST haben
eine fast identische Lage im Gerlst. Hier fanden sich adso keine gravierenden strukturellen
Bindungsunterschiede, die eine eindeutige Zuordnung zur Vorhersage einer Peptiderkennung
zuliel¥en. Im Vergleich des Kontrollpeptids mit den Selbstpeptiden zeigten sich im Kontroll-
peptid 2 Seitenkettenreste, die aus der Bildebene herausragten und sich entlang der seitlichen
Achse des Peptidrickgrats ausbreiteten. Moglicherweise wird durch diese beiden Reste die TZR-
Bindung an den pMHC-Komplex in derart stabilisert, dass das Hybridom lange genug mit dem
PMHC verbunden bleibt und aktiviert wird. Jedoch liefern dieser geringen Unterschiede in der
Seitenkettenanordnung im Kontrollpeptid keine Erklarung daflr, dass in der Peptiderkennung
eine so grof3e Variabilitét zu bemerken ist. Strukturelle Bedingungen eines individuellen Musters
an Kreuzreaktivitét scheinen nach diesem Ergebnis nur ein wichtiger Teil der Peptiderkennung
Zu sein, den andere Aspekte wie zum Belspiel Bindungszeit des TZR an den pMHC-Komplex,
pH oder Temperaturbedingungen ergénzen mussen, um eine Aktivierung der Hybridome zu
erreichen. Somit ist auch durch diese graphische Methode keine sichere Aussage Uber
Vorhersage einer Peptiderkennung oder Nichterkennung mdglich. Sie bietet jedoch wertvolle
Aussagen Uber die Seitenkettenvertellung, die die pMHC-Interaktion wesentlich beeinflusst.
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