Massenspektrometrische ldentifizierung und biologishe

Charakterisierung des HLA-Peptidoms bei Melanomen

Dissertation zur Erlangung des akademischen Gradees

Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

eingereicht im Fachbereich Biologie, Chemie, Pharena

der Freien Universitat Berlin

vorgelegt von

Saulius Jarmalavicius

aus Zarasai / Litauen

Juli 2012






Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit vom JuiD2 bis Juli 2012 an der Klinik far
Dermatologie, Venerologie und Allergologie, in d#&inischen Forschergruppe
»tumorimmunologie” der Charité-UniversitatsmediBerlin unter Leitung von Prof. Dr.

Peter Walden durchgefihrt.

1. Gutachter: Prof. Dr. Peter Walden

2. Gutachter: Prof. Dr. Maria Kristina Parr

Disputation am: 11 Dezember 2012






Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich bei Herrn Prof. Beter Walden fur die Mdglichkeit der
Anfertigung der vorliegenden Arbeit in seiner Aisgruppe und seine wissenschaftliche

Betreuung bedanken.

Frau Prof. Dr. Maria Kristina Parr danke ich fue dibernahme der Betreuung an der Freien

Universitat Berlin im Fachbereich, Biologie, Chemied Pharmazie.

Mein besonderer Dank gilt Dr. Florian Losch und @&Ryeier fur die Hilfe bei der
Konstruktion der Expressionsvektoren und fur digddstiitzung bei der Durchfiihrung von

molekularbiologischen Arbeiten.

Bei meinen Kolleginnen Rebecca Hugel und Melanigesaochte ich mich gern fir ihr
unermudliches Korrekturlesen meiner Doktorarbed ime Verbesserungsvorschlage

bedanken.

Stefanie Grol3 danke ich fur die zur Verfiugung disteMelanomzelllinien und
tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten und PD Dr. méblve Trefzer fur die Bereitstellung der

PBMC von Melanompatienten.

Bei Yvonne Welte vom Institut flr Pathologie mécldle mich fur die Bereitstellung der
Transkriptomdaten bedanken.

Ebenfalls gilt mein Dank unseren technischen Asstsh Ulrike Fritz und Arthur O’Connor

fur ihre technische Unterstitzung bei der Durchfiligrder experimentellen Arbeiten.

Schlief3lich danke ich meinen Eltern fir ihre laigjge Geduld, Unterstitzung und ihr
Verstandnis. Mein besonderer Dank gilt an diesellé&Smeinem Bruder Dalius fir seine Hilfe
bei meinen Fragen zur deutschen Grammatik und Beutgibung sowie fir seine

Unterstiitzung in jeder Situation.



Vi



Inhaltsverzeichnis VI

1 EINLEITUNG ...ttt ettt e et e e e ee e e e e e e e e 1
1.1  Antigenprozessierung und -Prasentation ... .. oeeeeeeeeeeeeeeiimiimnn e eeeaaaens 1
1.1.1  MHGC-MOIEKUIE ...ttt e e e e e e e e e 1
1.1.2 Peptidbindung an MHC-Klasse-I-MoleKuUle ..o 2
1.1.3 Prozessierung MHC-Klasse-I-gebundener Peptide............ccccoovvvviiiiiinnnnnn. 3.
1.1.4 Hauptquellen MHC-gebundener Peptide ...ccccecieeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 5
1.2 TUmMONMMUNOIOGIE. ....ciieeeiiitiieiee et e ettt e e e e e e e e e e e eaeeeeennnnnens 7.
1.2, KIS e 7
1.2.2 Das maligne MelanOm ...................mmmmmeeeeennnnnnnnaaaeeeeeeeeesseeessesnsnnnnnresrnnnnnnn.s 8
1.2.3 Interaktion des Immunsystems mit dem TUMO . ..vveeeiiiiiiieeee e 8
2 S I IRV 0 o1 o] 0 74 Y/ U= o S 9
1.2.5 Klassifizierung tumorassoziierter ANtIgeNE...........ooovvvveiiiiiiiiiiiiiieee e ee e 10
1.2.6 Identifizierung tumorassoziierter T-Zellaming..............ccceeeeeeevveveeiiiiiiiiieeeen, 11
1.3 Massenspektrometrie fur die lIdentifizierung von Bianolekdlen........................ 13
1.3.1 lonisierungsprinzip bei einem ESI-Massenspaketer...........cccovvvvvvivvviiiiiinneennn. 14
1.3.2 lonisierungsprinzip beim MALDI-Massenspektida ..............ccoovvvveeeeiiivnnnnnnnnnn. 14
1.3.3 Das Messprinzip bei einem MALDI-TOF-Massehsmameter.........cccceevveeeeeeenn.. 15
1.3.4 MALDI-TOF-PSD-ANAIYSE.....ccceeeiiiei it ieeeeeeiiieieieeettt et seeeeee s 16
1.3.5 FragmentierungSmeChaniSMEN ..........ucueeemceeiiiiiieiiiiirr e e e e e e e e aeeeeaaes 17
1.3.6 PeptidsequenzbeStimmUNG ...........uuuuiiiirieee e ae e e e e 20
1.4 Ziele fUr die DOKIOIArDEIt ... .....evviiiiiiiiieeiiiee e 23
2 MATERIALIEN UND METHODEN .....cutiiiiiiiiiiiiiiee e 25
2.1 MAEHANEN ...t e e e e e e e rba e ————————_ 25
2.1.1 Chemikalien und REAgENZIEN...........commmmmeeeeeeeeieiiieeiiiiirsa s e e e e e aeraaaaaaaees 25
2.1.2  VerbrauChSmAaterialiEN ................. oo eeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiaaaa e e e e e aeeaaaaeeeeeaaeaaeeeeees 26
2.1.3 Instrumente uUnd ZUDENOT ..........uuuiimiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 26
2 Y 01 1] (o] 1= PP 27
2.1.5 Proteine UNd ENZYME .....ccooveiiiiiiiieeeeee et s e e e e e e e e e e anananeaaeeaeeeeees 28
2.1.6 REAGENZIENSELS ...uuuuiiiiiei e e e e e e e e e e e e e e eeeestbbbe s b e e e as 28
P2 T AV = 1q 0] =T o PP TTRPPPP 28
P2 I T T o] (o [PPSR 28
P22 LS I @ T [0 aTU | 4 =T o] 1o | o] 141 28
2.2 Medien UNd PUTTEI ... 29
P2 R Y/ [ To | =T o DTSR 29
2.2.2  PURBE ettt e e ettt a e e e e e e e aees 29
2.3 Zellbiologische MethOodeN.........ccoooeeeiiiiiieeeee e e 30
2.3.1 Cryopraservation und Auftauen von Zellen..............ccccoo i 30
2.3.2 Kultivierung von Melanomzelllinien ......c..oooeeeeieeeiieiiieeeeeee e ee 31
2.3.3  Kompetitiver BINAUNQSASSAY............ oo eeeeeeeeeeeieeininnnnnnaaaeeaaaeaasaaaeeeaaaaaeees 31
2.3.4 Isolierung von PBMC aus dem VolIbIUt....cccco oo, 32
2.3.5 Anreicherung von CD&-Zellen aus PBMC ...........cccccoueeieoueeceemeeeeeeeeeeeeenn 32
2.3.6  Uberpriifung der CD-Zellanr€iCherung.........c..ccveevveevee v eeeeeeeereeeeeeeeanes 33

2.3.7 Invitro Priming von CD8 T-Zellen mit den synthetischen Peptiden............... 33



VIl Inhaltsverzeichnis

2.3.8 Die Stimulation von Tumorinfiltrierenden Lyhngeyten (TIL) mit den autologen

MeElaNOMZEIIEN ...ttt 33
2.3.9  ELISPOL .. e en e eaene 34
2.3.10  PICI-FreISEIZUNGSASSAY .....v.veveeeeeeeeee et seeememeeeeeeeeeeeeeeee e e eesee e eeeeeeeeeeeseeneean 35
2.4 Proteinchemische MethOden.............iiiiiiiiiiiiiii e 35
2.4.1 Antikdrperproduktion fur die Isolierung vorH-Molekilen ..............cceeeeeeee 35
2.4.2 Saulenvorbereitung fir die Affinitatschrongaphie............oovvviiiiiiiiiinenn. 36.
2.4.3 Peptidisolierung von MHC-MoleKUlenN.....coooeeeeiiiiiieeeie e, 36
2.4.4 Zweidimensionale HPLC ......... e 36
2.4.5 Probenpréaparation fir die MALDI-TOF Massems$fmanetrie.............ccceevvvvvevennnns 37
2.4.6 Aufnahme und Auswertung von MALDI-TOF-MS udé\LDI-TOF-PSD
S 1] (=] o 1 37
2.4.7 Aufnahme der MS-Spektren und FragmentiermgReptiden mittels ESI-qTOF
MaSSENSPEKITOMELIIE . ....iieeeeieiiiee s eeeeeee e e e e e e e e s 38
2.4.8 Melanom-Zell-Lyse: Fraktionierung nach Kemdwytoplasmischen Fraktionen. 39
2.4.9 Invitro GPS-2-Methylierung. ..........coovvvvvvvveees i eeeevvvnenninnneneeeeeeeseseeesensnnnns 40,
2.4.10 Isolierung des vitro methyliertenGPS-2Proteins.........cccceeeeiveeeeeeeeeeev e 40
2.4. 11 SDS-PAGE ... oo ————————————— 40
2.4.12  Visualisierung der mit Tritium radiomarkemtProteine ..........ccccceeeeeeeeeieeeeeennn. 41
2.4.13 Invitro Methylierung der GPS-2 Peptide ...........cicocveeevvviiciie e 41
2.4.14  Peptidmarkierung mit FIUOrE€SCEIN ... ccceeeiiiiiiiiiiiiiieee e 41
2.4.15  TranskriptomanalySEen ........ccooiiiiiceeeeeeeeeiiee s e e e e e e e e e 42
2.4.16 Analyse der Proteom- und HLA-Peptidomdaten...............uuuveeiiiiiinnneeennnnnn. 42
2.5  Molekularbiologische Methoden.............coovviiiiiiiiiiiiiic e 43
2.5.1 Polymerase-Kettenreaktion fir die EXpresHImmserung..........cccceceeeeeneeeeeeeeeeeeenn. 43
2.5.2 Die Agarose-GeleleKtrophorese ........occeceeeveeiiiiiiiiiie e 44
2.5.3 TOPO-Klonierung und Transformation ¥&ncoli Bakterien................cccccceeeeee. 44
2.5.4 KOIONIE-PCR ...ttt sttt ettt e e e e e e e e e e s sers e e e e e e eeaaaeeas 44
2.5.5 DNA-RESHIKIONSVEITAU........ceeeiiiit e 45
P22 L T I T - 1o o S UPUORURR 45
2.5.7 PlasmidiSOlEIUNG .......ccuuiiiiiiiiiiaeeeee ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeenes 45
2.5.8 Vorbereitung der M15 kompetenten Zellen.............ccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeieenn s 46
2.5.9 Klonierung des GPS2-Inserts in den prokasgb#n Expressionsvektor pQE-30
und Transformation kompetenter M15-Zellen ... .eeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeean, 46
2.5.10 Expression His-getaggten ProteinB.Dli...........cccooeeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 47
2.5.11 Isolierung des His-getaggten ProteinsEaasli............ccccoeeeeeeevvieiieeeiiiiiiin, a7
3 ERGEBNISSE ... .ottt e e e e e e s s e e e e e e e e e e e e e 49
3.1  Charakterisierung der HLA-PeptidOme ... eeeearieeieeeeeiieeeeeeeiiiiiiii s 49
3.1.1 Vergleich der HLA-Peptidome von vier Melanatimien..................ccccovvvinnnne 49
3.1.2 Identifizierung HLA-gebundener Peptide ..............ooovviiiiiiiiiiineeeeeeeeeeee 51
3.1.3 Kilassifizierung der Quellproteine bezuglicibzellularer Lokalisation und
biologisCher FUNKLION............uuuiiiii e 58
3.1.4 mRNA-Expression der identifizierten HLA-LIGEBN .........ccoovvvviiiiiiiiiiiiieie e, 60
3.1.5 Zellularer Umsatz der QUEIIPIrOtEINE... o evverunriiiaiieeeeeeeeeeeeeeeeeievieeeeaeeeees 63
3.1.6 HLA-Bindungsspezifitdten der identifizierteeptide...........ccccevvevvvevvviivnninnnnn. 64.
3.2 T-ZEllaSSAYS....cceeeeiiiiiiieee e e e e e e e e e e et atb b na———————— 69
3.2.1 ExvivoReaktivitdt von T-Zellen aus PBMC ...t 69

3.2.2 Ex vivoReaktivitat tumorinfiltrierender T-Zellen.....oc e 73



Inhaltsverzeichnis IX

3.2.3 Identifizierung Histon-4-spezifischer CDB-Zellen in Melanompatienten und

(o [E] U] 40 [ ST o= o =T 1 o USRS 75
3.3 GPS2 MetNYHEIUNG. ... oo 79
3.3.1 Identifizierung der modifizierten HLA-gebumam Peptide..............ccoovvvvviiiiinnnens 79
3.3.2 Einfluss der Methylierung auf die Stabild@&r Seitenketten von Arginin.............. 83
3.3.3 Die GPS2-Methylierung in verschiedenen Metap@lllinien .....................cooee. 84
3.3.4 HLA-Bindungsassay von GPS2-Peptiden an da&-A11 Molekdl..................... 86
3.3.5 Immunogenitét der GPS2-Peptide.......commmmeeeeeiiiiiiieeiiiiiiiiiiie e e eeeeeee e 88
3.3.6 In vitro GPS2-Proteinmethylierung ..........cooo oo 89
3.3.7 Charakterisierung der Methylierungsseite@RS2-Proteins ............cccceevvvvvvvvnnnns 90
4 DISKUSSION ..ottt ettt e e e et e e e e e eeeeese bbb eneee e 93
5 ZUSAMMENFASSUNG .....utiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee sttt e e e e e e e e e e e e s e s s ssssissnebeeees 109
6 SUMMARY ettt mmmn ettt e e e e e e e e e e e e e e bbb r e e e e e e e e e e 110
7 LITERATURVERZEICHNIS .....ooiiiiiiiiiii e 111
8 EIGENE PUBLIKATIONEN .....ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiie e e e e e e e e e e 123
9 LEBENSLAUF ...ttt ettt e e e e e s e e e 124
10 ANHANG ...ttt r e e e s 125
10.1 Anhang I. HLA der verwendeten Melanomzelllmie................cccoeeeiiiiiniinnniinnnnnne. 512
10.2 Anhang Il. Kanonische Peptidbindungsmotiveuddersuchten HLA..................... 126
10.3 Anhang Ill. Anzahl an Uberlappenden HLA-Ligandei den Melanomzellen........ 127
10.4 Anhang IV. Die indentifizierten HLA-Liganden ...............cooevvviiiiiiiiiiinieeeeeeeenn, 129
10.5 Anhang V. Quellproteine mit mehreren idenigiten HLA Liganden.................... 158

10.6 Anhang VI. Die in PSD-Spektren naturlicher @& ptide detektierten
sequenzspezifischen FragmentmasSEeN. ...... e eeeeeeeveviiiiieeeseeiineeeeseennnn 61

10.7 Anhang VII. PSD-Spektren synthetischer GPSEHE.. ............ccoovvvvvvvviiciieennennn. 162
10.8 Anhang VIII. Histon-4-spezifische T-Zellen...............oiiiiiiiiiieeeeee 163
10.9 Anhang IX. Tumorrelevanz identifizierter Qpedteine.............cccceeevvvevvvveivnnnnnns 651
10.10 Anhang X. AbKUrzungSVerzZeiChNIS....... . eeeeueniaaaeeeeeeeeaeeeeeeeeeienenieennneeeees 167
10.11 Anhang XI. AbbildungsVverzeiChnis ............o e 171

10.12 Anhang XII. TabellenverzeiChnis ... 173



Inhaltsverzeichnis




Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Antigenprozessierung und -prasentation
1.1.1 MHC-Molekiile

Der Haupthistokompatibilitditskomplex (engiajor histocompatibility comple®HC) ist ein
beim Menschen auf dem Chromosom 6 lokalisierterkGaplex. Dieser Komplex kodiert
mehr als 200 Gene, unter anderem die MHC-Molekdie, beim Menschen alsuman
leucocyte antiger(HLA) bezeichnet werden. Man unterscheidet zweassen von MHC-
Molekilen: Klasse-l und Klasse-Il. Die beiden Kksaunterscheiden sich in ihrer Struktur
und sind auf verschiedenen Zelltypen exprimiert. GAMolekile sind Peptidrezeptoren, die
proteolytische Fragmente von Proteinen in Zellemden, an die Zelloberflachen
transportieren und dort den T-Zellen prasentie@ase Funktion wird Antigenprasentation
genannt.

MHC-Klasse-lI-Molekille bestehen aus zwei nichtkewlmiteinander gebundenen Ketten
und B. Beide Ketten sind in der auf3eren Zellmembran nked. Die MHC-Klasse-II-
Molekule prasentieren die Peptidfragmente von extelProteinen, die von den Zellen durch
Endozytose aufgenommen wurden. Diese Proteine wenae Lysosom degradiert, die
entstandenen Peptide an MHC-Klasse-1I-Molekile gdbn und an die Zelloberflache
transportiert, wo sie CD4T-Lymphozyten prasentiert werden. Die MHC-Klask#4blekiile
werden hauptsachlich auf den Zellen mit phagozy&acEigenschaften wie Makrophagen
oder dendritische Zellen exprimiert.

MHC-Klasse-I-Moleklle prasentieren Antigene, die raiu proteolytischen Abbau
intrazellularer Proteine entstanden sind. Sie werdef fast allen kernhaltigen Zellen
exprimiert. Je nach Zelltyp kénnen *1D0° MHC-Molekiile auf den Zelloberflachen
prasentiert werden [1]. MHC-Klasse-I-Molekille béste auch aus zwei Polypeptiden, ein
groReres (45 kDap-Polypeptid, das in der Membran verankert ist, wd kleineres
(12 kDa), nichtkovalent mit dem grol3eren, assaaref,-Mikroglobulin. Die a-Kette der
MHC-Klasse-I-Molekile ist durch drei verschiedenen@ A, B und C auf dem Chromosom 6
kodiert. Da die meisten Menschen fiir diese Regidretarozygot sind, kdnnen bis zu sechs
unterschiedliche HLA-Klasse-I-Molekile exprimieremden. Auf3erdem sind die HLA Gene
hochpolymorph, wodurch eine hohe Diversitat der ékdle entsteht. Bisher konnten 1729
HLA-A-, 2329 HLA-B- und 1291 HLA-C-Allele identifiert werden (siehe
http://hla.alleles.org). HLA kdnnen zum Teil ensgmend ihrer Peptidbindungsspezifitaten in

Supertypen eingeteilt werden [2]



2 Einleitung

Das MHC-Klasse-I-Molekil lasst sich in vier Doméananterteilen. Die schwere Kette
besteht aus drei Domanen a,, undos. Die vierte Doméane wird von der leichten Keftte
Mikroglobulin gebildet (Abbildung 1).

a2-Domaéne , X r> al-Doméne
£ -

a3-Domaéne

Abbildung 1. Kristallstruktur des humanen MHC-Peptidkomplexes dargestellt alsFlat-Ribbon-Model.
Die a-Untereinheit ist in grin und das mit dem Molekiithtkovalent assoziiert@,m-Mikroglobulin in
dunkelrot angefarbt. Das in der Bindungsgrube dd$CMV/olekiils lokalisierte Influenza MRes Peptid
GILGFVFTL ist rot dargestellt. Fir die Visualisieryt wurde das PDB File 10GA [3] verwendet. Die
Darstellung der Kristallstruktur wurde mit der Atgs DS Visualizer (San Diego, USA) Software ausigef.

Die Domanen; unda, bilden die Peptidbindungsgrube. Die Bindungsgrishewuf beiden
Seiten geschlossen, so kénnen nur Peptide mit bes&immten Lange (8-12 Aminoséuren
(AS)) an das Molekul binden. Im Gegensatz dazuistPeptidbindungstasche der MHC-
Klasse-1I-Molekile getffnet, was die Bindung lareydPeptide (13-17 AS) ermdglicht.

1.1.2 Peptidbindung an MHC-Klasse-I-Molekile

Die Peptidbindung an MHC-Klasse-I-Molekile unteeidet sich von anderen Ligand-
Rezeptor-Bindungen durch seine Diversitdit. Die MMGlekile kdnnen mehrere

verschiedene Peptide binden, wogegen andere Regeptar einzelne Liganden binden.
Analysen mit isolierten MHC-Peptiden haben gezetgss, abhéngig vom Zelltyp, Uber
10.000 verschiedene Peptide von einem MHC-Allomomgpbunden werden und in

unterschiedlichen Anzahlen (1 — 4.000 Kopien) arf£elloberflache vorkommen kénnen [4,
5].

Die MHC-gebundenen Peptide sind fiur die Stabildés MHC-Molekils essentiell. In

Abwesenheit des Peptids ist ein MHC-Molekil indtaioid zerféllt in die schwere und die

leichte Kette [6].

Die Bindung der Peptide an die MHC-Molekule erfdhgtuptsachlich durch die Interaktion
der N-terminalen Aminogruppe und der C-terminalemt©xygruppe des Peptids mit an den
Enden der Peptidbindungsgrube konservierten Amimes&(AS) des MHC-Molekils. Diese
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Wechselwirkungen haben den grof3ten Einfluss aufSdabilitéat der Peptidbindung an das
MHC-Molekul [7]. AuBerdem bildet die Bindungsgrudes MHC-Klasse-I-Molekiils sechs
Bindungstaschen, die mit den Buchstaben A bis Feibbret werden (Abbildung 2) [8].

Diese Bindungstaschen kénnen aufgrund des ausgeprdplymorphismus der HLA-

Molekile sehr stark in GréRe oder physikochemisEigenschaften variieren. Dies fuhrt
dazu, dass Peptide mit AS, die komplementar zuok&tr und zu den chemischen
Eigenschaften der Bindungstaschen sind, fir diediig an bestimmte HLA bevorzugt

werden. Diese AS des Peptids werden als Ankera@imes bezeichnet.

Abbildung 2. Die Oberflache der Bindungsgrube des HA-A2-Molekiils . Die Bindungstaschen A, B, C, D, E
und F sind in gelb, rot, blau, rosa, griin und brdargestellt. Das virale Influenza MR GILGFVFTL Peptid
ist in der Bindungsgrube schwarz angefarbt. FurAdikildung wurde das PDB-Datei 10GA [3] verwend2ie
MHC-Bindungsgrube wurde mit der Accelrys DS Visgalti (San Diego, USA) Software dargestellt.

Durch Isolierung der MHC-Peptidkomplexe mittels iAffatschromatographie und
anschlielBender Abtrennung der MHC-Polypeptidkettatiels Ultrafiltration und Edman-
Abbau-basierter Sequenzierung der gesamten Peptisigee (sogpool sequencingwurde

festgestellt, dass die Peptide hauptséchlich Ngiage sind und ein mit dem jeweiligen
MHC-Allel korreliertes Bindungsmotiv besitzen. Riie Bindung an ein HLA-A2.1-Molekdl
werden z.B. Peptide mit Leucin (Leu) oder Methion{Met) in Position 2 der
Aminosauresequenz und Valin (Val) bzw. Leu in Rosit9 bevorzugt [9]. In anderen
Versuchen konnten die Bindungsmotive weiterer MHGIKUle identifiziert werden [10],
was zur Entwicklung von Vorhersagealgorithmen fig Beptidbindung an MHC-Molekiile

verwendet wird [11].

1.1.3 Prozessierung MHC-Klasse-I-gebundener Peptide

Die Generierung der MHC-I-Peptide findet im Cytostatt. Intrazellulare Proteine werden
mittels eines multikatalytischen Proteasekomplexdem Proteasom, abgebaut. Das
Proteasom ist ein fur den Abbau zellularer Proteigr@rales proteolytisches System, das eine
wichtige Rolle bei der MHC-I-Antigenprozessierurnmest [12].



4 Einleitung

Der Abbau vieler Proteine durch das Proteasomestanit der Kopplung von Ubiquitin.
Ubiquitin ist ein 76 AS langes Polypeptid im Cytagina und im Nukleus. Fir die Kopplung
von Ubiquitin an das Zielprotein ist die Ubiquitingase E3 verantwortlich. Die Kopplung
erfolgt zwischen dem C-terminalen Glycin des Uliggi und ders-Aminogruppe eines
Lysins in dem Zielprotein [13]. Es gibt mehr alsOl@erschiedenen E3-Ligasen, die
spezifische Proteinsequenzen, posttranslationaldifMationen oder Verdnderungen in der
Proteinkonformation erkennen.

Das 26S- (konstitutive) Proteasom besteht aus d&rkzrn (Core) und zwei regulatorischen
19S-Untereinheiten, den sogenannten Kappen. DerK20i% hat drei katalytisch aktive
Untereinheiterfl, B2 undp5, die direkt in die Hydrolyse der Peptidbindungalviert sind
[14]. Durch die Blockierung mit spezifischen Prae@hibitoren und nachfolgender Analyse
der Verdauprodukte wurde festgestellt, dass dase&om unterschiedliche Aktivitaten
besitzt [15]: eine Chemotrypsin-ahnliche Aktivitdlie nach gro3en hydrophoben AS wie
Leucin, Phenylalanin oder Tyrosin spaltet, einepSm-ahnliche Aktivitat, die nach positiv
geladenen AS (Lysin, Arginin) spaltet, und eine t&hyl-Exopeptidase-Aktivitat, die nach
C-terminalen negativ-geladenen AS von Polypept&fitet.

Durch Stimulation der Zellen mit Interferon-gamm&iNK-y) kann die Aktivitat des
Proteasoms verandert werden, indem die aktivenréinteeiten durch ihre INF-induzierten
Homologe ersetzt werden P11, Bo—P2 Ps—Psi) [16]. Dadurch kann die
Antigenprozessierung und -prasentation verstarktdere [17]. In vitro Experimente mit
Proteasomen und mit der INkduzierten Form (Immunoproteasom) und Ovalbunim; a
Substrat haben gezeigt, dass beide Formen ahriMeimgen des immundominanten Peptids
SIINFEKL produzieren. Der Unterschied ist, dass téB-y-induzierte Immunoproteasom
mehr von einer am N-Terminus verlangerten Peptidage produziert [18], die nach
zusatzlicher Spaltung durch Aminopeptidasen im €pftound im endoplasmatischen
Reticulum (ER) fur die Antigenprasentierung durchH®Molekile geeignet ist [19].
Dadurch wird die Gesamtmenge des Antigens, weldirekt mittels Proteasom und indirekt
aus den verlangerten Varianten des Peptides maAieisioproteasen generiert wird, erhéht,
was zu einer effizienteren Prasentation des Ansigehnrt.

Die Abbauprodukte des Proteasoms kdnnen in der d.d®ipr variieren (2-25 AS) [20].
In vitro Studien zeigen, dass mehr als 70 % aller von &sotaen generierten Peptide kleiner
als 8 AS und daher zu klein sind, um an MHC-Molekzll binden. Eine kleine Fraktion von
15 % hat die richtige Lange fur die MHC-Bindung J2Andere sind am N-Terminus
verlangert und mussen deshalb von Aminopeptidaseitewabgebaut werden. Zu diesen
Aminopeptidasen zahlt unter anderem die TripeptiRiybtidase 1l (TPPII). Dieses Enzym ist
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im Cytosol lokalisiert und hat eine starke Praferéiir Substrate, die langer als 15 AS sind
[22].

Nach der Prozessierung im Cytosol werden die Pepind ER transportiert. Fir den
Transport durch die Membran ist der TAPa(isporter associated with antigen proces3ing
verantwortlich, der ein Heterodimer aus TAP1 undPPRAst. Fir die Bindung an TAP und
den Transport ins ER werden Peptide mit einer Laraye8-16 AS bevorzugt [23]. Im ER
werden die Peptide, die langer als 10 AS sind, etivon Aminopeptidasen wie ERAAP
(endoplasmic reticulum amino peptidase associatell amtigen processingabgebaut. Die
Kinetik des Abbaus kirzerer Peptide vorlauft welsgniangsamer, was bedeutet, dass die
Substraterkennung abhangig von der Sequenzlangl4kt In Abwesenheit des Enzyms
werden langere Peptide von HLA-Molekulen prasentadlerdings sind solche MHC-Peptid-
Komplexe instabil [25].

Fur die Stabilisierung der MHC-Molekile im ER undren effektive Beladung mit dem
Peptid sind Proteine mit Chaperoneigenschaftenntematlich. Es wurde gezeigt, dass
Tapasin, Calnexin, Calreticulin und ERp57 am Zusamimau und an der Stabilisierung der
MHC-Molekile beteiligt sind [26]. Das komplett gkéde mit dem Peptid beladene MHC-
Molekul wird dann tGber den Golgi-Apparat zur Zebolfiche transportiert.

Den Proteinabbau kann man als stochastischen RBrasdeen.n vitro Versuche haben
gezeigt, dass beim Abbau von Ovalbumin durch Psot@an in mehr als 90 % aller Félle das
immundominante T-Zell-Epitop SIINFEKL zerstért wild8]. Das wiederum zeigt, dass,
obwohl das Proteasom fir die Antigenprozessierustgvendig ist, durch den Einsatz des

Proteasoms deutlich mehr mogliche Epitope abgeddawgeneriert werden.

1.1.4 Hauptquellen MHC-gebundener Peptide

In  Experimenten zur Quantifizierung der Proteinegse und MHC-Klasse-I-
Antigenprozessierung konnte gezeigt werden, dasszslle etwa 2x10Einzelmolekiile von
rund 30.000 verschiedenen Proteinen (die Berechbasmgrt auf dem Durchschnittswert der
Proteinlange von 466 AS) enthélt. Da jede Zelld&barchschnitt 200.000 MHC-Molekile an
der Oberflache exprimiert, kann nur ein geringetedirdes zellularen Proteoms von MHC-
Molekulen prasentiert werden. Das Antigenprozessgsschema deutet darauf hin, dass es
eine Korrelation zwischen der metabolischen Stabili der Proteine und der
Antigenprasentation gibt.

Einer der Faktoren, der die intrazellulare Stditilider Proteine beeinflusst, ist die
N-terminale AS des Proteins. In Versuchen mit eybEschen Hefezellen und
B-Galaktosidase als Modelprotein wurde festgestedlss die basischen AS (Lysin, Arginin)
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oder die grofRen hydrophoben AS (Phenylalanin, Tyro&yptophan, Leucin, Isoleucin) am
N-Terminus zu einem schnelleren Abbau des Protigihgen [27]. In Experimenten mit
Zelllysat von Saugetieren konnte diese sogenarieénd Rule” bestatigt werden [28]. Nach
Entdeckung der neuen Ubiquitin-Ligase Doal0, diezgigch am N-Terminus des Proteins
acetyliertes Alanin, Valin, Serin, Threonin oders@&n erkennt, wurde die ,N-End-Rule”
erweitert [29].

Durch den schnellen Abbau der Proteine kann diesdptation von Antigenen verstarkt
werden. Inin vivo Versuchen mit murinen Tumorzellen, die mit dem Hivdef Protein
transfiziert wurden, konnte gezeigt werden, dass Elnfihrung destabilisierender AS am
N-Terminus entsprechend der ,N-End Rule* zu eirféekéiveren Generierung von T-Zell-
Epitopen fuhrt [30]. Das bedeutet, dass Peptide,vdn kurzlebigen Proteinen (enghort
lived proteins, SLIBsstammen, eine grol3ere Chance haben, von MHC-Ni@ekprasentiert
zu werden.

Die Antigenprozessierung und -prasentation istaithgs nicht nur von der Lebensdauer des
Proteins in der Zelle abhéngig. In Versuchen mindeach der ,N-End Rule* metabolisch
stabilem Nucleoprotein (NP) vom Influenzavirus azdrten Maus RMA-Zellen wurde
gezeigt, dass die MHC-Peptidkomplexe in wenigeealsr Stunde (h) auf der Zelloberflache
prasentiert werden. Die infizierten Zellen werdesn vCD8-T-Lymphozyten erkannt und
eliminiert [31]. In weiteren Versuchen mit HelLa-Tamellen, die mit Inhibitoren der
Proteinsynthese inkubiert worden waren, konnte igexeerden, dass ca. 30 % der Antigene
direkt nach ihrer Synthese ubiquitinyliert und dieyet werden [32]. Als eine Erklarung daftr
ist die sogenannte DRIiPs- (endefective ribosomal produgt$lypothese vorgeschlagen
worden. Sie besagt, dass nicht nur kurzlebige Pmmtesondern auch langlebige Proteine, die
ihre native Faltung nicht erreicht haben (Fehler Aroteinbiosynthese, Uberschuss an
Einheiten fir die Bildung von Proteinkomplexen)hisell abgebaut werden und dann als

Quelle fur Peptide fur die Antigenprasentation dref33].
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Proteasom

Peptide: 8-16 AS

Peptide: 8-10 AS

Substrate:
DRIiPs, SLiPs

Oligopeptide: 2-25
AS

Abbildung 3 Antigenprozessierung und -prasentation durch MHC-Khsse-I-Molekule.Die ubiquitinylierten
Proteine, die hauptsachlich aus kurzlebigen PreteiSLIPs) und defekten ribosomalen Produkten (BRIP
bestehen, werden mittels Proteasomen abgebautv@&tare Abbau vom N-Terminus der Oligopeptide gffol
mittels cytosolischer Aminopeptidasen wie TPPIIgletripeptidyl peptidase )l Peptide, die 8-16 AS lang sind,
werden Uber TAP ins ER transportiert. Dort werdenREptide, die langer als 10 AS sind, weiter v&tABP
und anderen Exopeptidasen abgebaut. Peptide,rdied@minosiurenlange von 8-10 besitzen, werden vBicM
Klasse-I-Molekilen gebunden und an die Zellobeh#transportiert.

1.2 Tumorimmunologie
1.2.1 Krebs

Krebs ist eine durch komplexe genetische Verandmmiedingte Krankheit. Die Krankheit
kann durch Infektionen mit onkogenen Viren [34]pstane oder umweltbedingte multiple
DNA-Mutationen induziert werden, die mit der Ak®#wung von Onkogenen und
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, negativeguRéoren der Karzinogenese,
einhergehen [35].

Eine der Haupteigenschaften der Tumorzelle ist @eregulierung der normalen
Zellzyklusmechanismen, welche ein unkontrollieMéachstum der Zelle verursacht. Mit der
Zeit kann die Tumorzelle neue Eigenschaften entickwelche zur Migrationsfahigkeit,
Apoptoseresistenz oder Resistenz gegenuber klemsthedikamenten fihren kdnnen. Eine
maligne Zelle lasst sich durch sieben Kernpunkteaitterisieren [36]:

1) Selbstversorgung: Die Zelle produziert selbsseeiedene Wachstumsfaktoren, die das
Wachstum der Zelle stimulieren.

2) Resistenz gegen Apoptose durch die Inaktivierupgpgrammierter natdrlicher

Todesmechanismen.
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3) Angiogenese (Bildung neuer Blutgefal3e): Um deesdrgung mit Nahrstoffen bei schnell
wachsenden Zellen zu sichern, produzieren die Tmetlen I6sliche Substanzen, die die
Bildung neuer Blutgefal3e verursachen und damitdiferung der Nahrstoffe erleichtern.

4) Gewebeinvasion und Metastasierung: Wenn der Tuenoe kritische Masse erreicht,
verlassen manche Zellen ihre Ursprungspositionwaadern durch das Blut. So kdnnen die
Zellen entfernte Platze des Korpers erreichen, iwongue Kolonien bilden kénnen. Die
Metastasierung ist fur mehr als 90 % aller krebsagsten Todesfélle verantwortlich [37].

5) Unbegrenztes Replikationspotential durch Tel@®eexpression: Die Telomerase ist ein
Enzym, das die Verkirzung der Telomere und dammtragtrlichen Tod der Zelle verhindert.
6) Unempfindlichkeit gegen anti-Wachstumssignaleckdudie Inaktivierung der Regulatoren
von Zellproliferation (z.B. Retinoblastoma ProtéiRb), Proteine p107 und p130).

7) Immune escapedurch Inaktivierung von T-Zellfunktionen z.B. durcSekretion
immunsuppressiver Substanzen wie TGKengl. transforming growth factor-bejaoder
Interleukin-10 (IL-10) oder durch Veranderung demti§enitat z.B. durch Herabregulation

von HLA oder Veranderung der Antigenprozessierung.

1.2.2 Das maligne Melanom

Es gibt mehr als 100 verschiedene Arten von Kreigsnach den genetischen Veranderungen
und nach dem Ursprung des Gewebes klassifiziertlerekbnnen. Eine von diesen ist das
maligne Melanom. Es geht aus den pigmentbildendsdlerz den Melanozyten, hervor und
ist die geféhrlichste Gruppe der Hauttumore. Jéfrliverden mehr als 15.000 neue
Melanomfélle in Westeuropa registriert [38]. Wenrer dTumor in einem frihen
Entwicklungsstadium diagnostiziert wird, kann emrdafu chirurgische Intervention entfernt
werden. Das metastasierte Melanom zeigt allerdRegsistenz gegen alle Therapieformen
(Chemotherapie, Bestrahlungstherapie etc.). Die ehstlauer bei Patienten mit
metastasiertem Melanom betragt in Durchschnitt sachs Monate. Die Funf-Jahre-
Uberlebensrate liegt bei weniger als 5 % der P@ier39]. Deshalb ist die Entwicklung

neuer Therapien fir die Bekampfung des Melanomseradig.

1.2.3 Interaktion des Immunsystems mit dem Tumor

Experimentell wurde nachgewiesen, dass das Immteraygrusinfizierte Zellen eliminieren
kann. Die zytotoxischen T-Lymphozyten spielen dale@e entscheidende Rolle. In
Versuchen mit virusspezifischen T-Lymphozyten wugizeigt, dass die Erkennung und
Eliminierung virusinfizierter Zellen MHC-abhangigti[40]. T-Zellen erkennen die Antigene,
welche mit MHC assoziiert sind [41].
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In vitro Studien mit aus Melanompatienten isolierten T-&felhaben gezeigt, dass auch die
spezifische Erkennung und Eliminierung der Tumderedurch das Immunsystem maoglich
ist [42]. Tumorregression wurde auch in manchenleRélbeobachtet, in denen die
T-Lymphozyten nachn vitro Expansion wieder in die Melanompatienten injiziexdrden

[43]. Das zeigte, dass die Tumoren Antigene exgteti, die von T-Zellen erkannt werden.
Die identifizierten Antigene konnen als Targets filie Krebsimmuntherapie verwendet

werden.

1.2.4 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten kdnnen in zwei Hauptklassen untdrigérden. Beide zeichnen sich durch
unterschiedliche Funktionen aus. Das Hauptunteidehgsmerkmal ist die Expression der
Oberflachenproteine CD4 und CD8. CBPB-Lymphozyten reagieren auf Antigene, die durch
MHC-Klasse-lI-Molekile prasentiert werden, und sfiiddie Aktivierung von B-Zellen und
CD8'-T-Lymphozyten verantwortlich. CD8T-Zellen reagieren auf Antigene, die durch
MHC-Klasse-I-Molekule prasentiert werden, und sfiid die Eliminierung von infizierten
Zellen und Tumorzellen verantwortlich. Der Oberfl@omarker CD8 bindet an MHC-Klasse-
[-Molekile und ist fur die Stabilisierung des T-ERkezeptor-MHC-Peptidkomplexes
verantwortlich [44]. Die Erkennung des Antigenss deon dem MHC-Molekil prasentiert
wird, und die daraus resultierende Aktivierung @liefelle, erfolgt durch den T-Zell-Rezeptor
(engl. T cell receptoy TCR). Der TCR ist ein Heterodimer aus undp- Ketten (Abbildung

4) und weist eine Immunglobulindhnliche Struktuf. @e¢de Kette besteht aus einer variablen
(V) und einer konstanten (C) Region sowie einern$maembranregion und einer kurzen
cytosolischen Sequenz. Die fur dieKette des TCR kodierenden Gene sind auf dem
Chromosom 14 lokalisiert. Die variable Region dé€ette wird aus aus 70-80 verschiedenen
variablen (V) und verschiedenen 61 sogenannten joining @ensegmenten durch
somatische Rekombination generiert. Die Gene, idlidie f-Kette des TCR kodieren, sind
auf dem Chromosom 7 lokalisiert. Die variaifldRegion wird aus 52 verschiedenefi,\2
diversity (DB) und 13 joining () Genfragmenten kombiniert. Durch die somatischB)Y{
Rekombination einzelner Gensegmente und zusatzkamighrung von Nukleotiden kénnen
diverse  T-Zell-Rezeptoren  (rechnerisch circa  ®10 mit  unterschiedlichen
Antigenspezifitaten entstehen [45].

Nach der T-Zell-Rezeptor-Rekombination werden digellen im Thymus phanotypisch und
funktionell selektioniert. Es kdnnen nur die T-2ellden Thymus verlassen, die gegen die
von MHC-Molekllen prasentierten Selbstantigene rémie sind, aber gleichzeitig das
Potenzial fir die Erkennung fremder Antigene (@ralder krankheitsassoziierte Peptide)
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besitzen. Nach der Erkennung solcher fremden Amégproliferieren die T-Zellen und
differenzieren anschlieBend zu Effektorzellen, dim der Lage sind, die
fremdantigenprasentierenden Zellen zu eliminier&®abei werden die zytotoxischen
Substanzen wie Granzym und Perforin freigesetetda erkrankte Zelle zerstéren. Nebenbei
werden auch Zytokine wie INfproduziert und ausgeschilittet, die andere, nidiolytische

Wirkung auf die Zielzellen haben.

o Kette B Kette

Peptid

02-Domiine fee?F al-Doméne

p2-Mikroglobulin

o3-Domiine

Abbildung 4 Kristallstruktur eines TCR/MHC-Peptidkomplexes. Die Abbildung zeigt die Erkennung des
tumorassoziierten Antigens NY-ESQs1165(SLLMWITQV) (gelb) durch den TCR. Die-Kette des TCR ist in
rot, die B-Kette in blau dargestellt. Das MHC-Malkkvird durch griin (schwere Kette) und dunkelreidhte
Kette) hervorgehoben. Das Peptid wird von einem Mki&sse-I-Molekil (HLA-A2) prasentiert (PDB File
2BNQ) [46]. Fur die Darstellung der Struktur wurdie Accelrys DS Vizualiser Software (San Diego, JSA
verwendet.

1.2.5 Klassifizierung tumorassoziierter Antigene

Tumorassoziierte Antigene kénnen in zwei Hauptgeuppnterteilt werden. Zu der ersten
Kategorie gehotren die Antigene, die nur in Tumdezel aber nicht in normalen Zellen

exprimiert werden. Diese Gruppe wird als tumordimzie Antigene bezeichnet. Zu ihr

gehdren Antigene, die durch Mutationen oder onlad@innfektionen entstanden sind. Die
mutierten Antigene, auch Neoantigene genannt, kdnals effektive Targets fur eine

Immuntherapie verwendet werden [47]. Jedoch siadpatientenspezifisch, weshalb sie nur
fur eine individuelle Immuntherapie eingesetzt vegr&éonnen.

Eine Expression viraler Antigene kann in einertrelleinen Fraktion der Tumore, die durch

virale Infektionen entstanden sind, beobachtet erer@estes Beispiel ist das E7-Onkoprotein

des humanen Papillomavirus, welches in 95 % abBdlefles humanen Gebarmutterhalskrebs
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vorhanden ist [48]. Virale Antigene kann man alsrirdantigene bezeichnen, die als Targets
in Tumoren mit viraler Genese therapeutisch genueztien kénnen.

Zu der zweiten Kategorie gehdren tumorassoziierigg&ne, die sowohl in Tumor- als auch
in normalen Zellen nachweisbar sind. Diese Grupphéaufig in Tumorzellen Gberexprimiert.
Antigene in dieser Kategorie werdi@anweitere Untergruppen gegliedert:

DifferenzierungsantigeneDiese Antigene werden sowohl im Tumor als aucmanmalem

Gewebe exprimiert. Beispiele hierfur sind MART-hg@é melanoma antigen recognized by T
cells), gp100 und Tyrosinase [49-51]. Sehr viele solehatigene sind fur das Melanom und
Melanozyten bekannt.

Cancer-Testis-Antigene (ektopisch exprimierte Aatig) Diese Antigene sind nur im Tumor

und im Testisgewebe zu finden. Da das Testisgewelmeunprivilegiert ist, sind diese
Antigene fir die Immuntherapie besonders gut gestigBekannte Beispiele flir Cancer-
Testis-Antigene sind MAGE-1 und NY-ESO [52, 53].

Uberexprimierte AntigeneDie Expression dieser Antigene ist weit verbteiie kénnen

sowohl im normalen Gewebe als auch im Tumor vorkemnsind aber im Vergleich zu

normalen Zellen im Krebs tberexprimiert. Ein Begdgir diese Gruppe ist die katalytische
Untereinheit der Telomerase [54], ein Enzym, dagifan Tumoren Uberexprimiert ist.

Die HLA-gebundenen Peptide, die von tumorassoeireAntigenen prozessiert und von den
T-Zellen erkannt wurden, werden fur die Herstelluley peptidbasierten Vakzine verwendet.
Das Ziel der Vakzinierung ist, die Vermehrung asigpezifischer T-Zellen zu induzieren,

die anschlieRend die antigenexprimierenden Tumlerzeliminieren sollen.

1.2.6 Identifizierung tumorassoziierter T-Zellantigene

Fur die Identifizierung tumorassoziierter Antigerneerden unterschiedliche Methoden
verwendet, die aber in drei Hauptgruppen untenliden kénnen.

Molekulargenetischer AnsatzDiese Strategie beruht auf der mRNA-Extraktionn vo

Tumorzellen und der Konstruktion von cDNA-Expressibibliotheken, die in einen
eukaryotischen Expressionsvektor kloniert werdei: &e Expression der Tumor-DNA-
Fragmente werden leicht transfizierbare eukarybé&sgellen verwendet. Ein Plasmid mit
einem humanen HLA-Molekial wird zusammen mit Vektgredie die cDNA-
Expressionsbibliotheken der Tumorzellen enthaltesmsfiziert. Damit ist es mdglich, die
Expression des Antigens und deren PrasentatiodemfHLA-Molekul zu untersuchen. Die
transfizierten Zellen wurden mit autologen T- Ze]lelie aus demselben Patienten, aus dem

der Tumor stammte, isoliert worden waren, auf dislBsung von Immunreaktionen getestet.
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Mit dieser Technologie konnte der grol3te Teil dean€er-Testis-Antigene identifiziert
werden [55].
Bioinformatischer AnsatAreverse immunologiéAnsatz): Er basiert auf der Verwendung

bioinformatischer Algorithmen flr die Vorhersage ghéher T-Zell-Epitope aus
tumorrelevanten Proteinen. Die vorhergesagten Anggkonnen dann in T-Zell-Assays mit
den tumorspezifischen T-Zellen als T-Zell-Epitoeifiziert werden.

Obwohl Vorhersagealgorithmen fur die wichtigen $thbei der Antigenprozessierung, wie
dem Verdau der Antigene durch Proteasomen [S6ubd]dem Transport der Peptide in das
ER [58], entwickelt wurden, ist die Antigenbinduag das MHC-Molekil essentieller Schritt
fur die Induktion der T-Zellen. Deshalb sind dieisten bioinformatischen Algorithmen auf
die Peptidbindungsvorhersagen an MHC-Molekule felars Sie basieren auf den bekannten
HLA-Bindungsmotiven, auf Sequenzen identifiziert¢iLA-Peptide [11] oder auf
experimentellen Peptidbindungsdaten fir spezifisdieA-Molekille [59]. Die dem
Bindungsmotiv zugrunde liegenden Methoden beruheh der Annahme, dass in der
Peptidsequenz die einzelnen AS ihren Beitrag anflidng an MHC unabhangig voneinander
liefern. Jedoch wurden auch neue Vorhersageprogeamvia artifizielle neuronale Netze
(engl. artificcial neuronal networks,ANN) oder Support-Vektor-Maschinenalgorithmen
(SVM) entwickelt, die den Beitrag zur Bindung def Aan einer bestimmten Position im
Zusammenhang mit den restlichen AS des Peptids rbmweSolche Algorithmen bieten
bessere Vorhersagegenauigkeiten als die auf Birshuoiiven basierenden Methoden [60].
Eine positive Reaktion der T-Zellen auf einen vogesagten MHC-Ligand bedeutet aber,
dass es sich um ein T-Zell-Antigen handeln kans,rdeht notwendigerweise auch naturlich
prozessiert wird. Deshalb sind weitere Analysere iwivitro Transfektion der Tumorzellen
oder Standardzelllinien wie COS, 293T oder K562 #rttigengenen und nachfolgenden
Tests mit antigenspezifischen T-Zellen, notwendig,die Antigenprasentation nachzuweisen
[61].

Biochemische IdentifizierungVit der Entwicklung der Massenspektrometrie fie Analyse

von Biopolymeren wurde die direkte Isolierung umigrtifizierung von MHC-gebundenen
Peptiden mdglich [62]. Eine solche Analyse umfalsstlyse der Tumorzellen, die Isolierung
der MHC-Peptidkomplexe mit den MHC-spezifischen iRépern, die Abtrennung der
Peptide von den MHC-Molekulen durch Ultrafiltratieawie die Auftrennung der komplexen
Peptidgemische mittels Hochleistungs-Flussigkertstiatographie (HPLC) und danach
folgende Analyse mittels Massenspektrometrie. ikl solche Analysen erworbenen Daten
liefern wichtige Informationen Uber die Antigenpessierung und -prasentation, die fur die
Entwicklung und Verbesserung der Epitop-Vorhersalgmrithmen verwendet werden
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konnen. Die Kombination von Sequenzierung und ifieirung von HLA-Liganden mit
T-Zell-Assays kann fur die ldentifizierung neuemirassoziierter Antigene verwendet
werden [63]. Es wurden auf diese Weise auch tuneaiBgche Antigene, die durch Mutation
entstanden sind, identifiziert [64].

Die direkte Isolierung und Sequenzierung HLA-gelrmat Peptide bleibt der einzige Weg
fur die ldentifizierung HLA-gebundener Peptiden masttranslationalen Modifikationen. Es
gibt einzelne Falle, in denen Peptide mit Methyrey am Arginin, Modifikationen am
Cystein oder Acetylierung am N-Terminus als HLA-&unglen nachgewiesen wurden [65].
Durch Verwendung der Metallaffinitatschromatograpkonnten auch phosphorylierte HLA-
Liganden angereichert und identifiziert werden [66]

Eine direkte Isolierung und Identifizierung der Hig&bundenen Peptide ist technisch sehr
anspruchsvoll, deshalb wurden bisher nur wenigdesyasische HLA-Peptidomanalysen
durchgefuhrt und veréffentlicht. Die Zahlen der bl@sen Analysen identifizierten Peptide
liegen zwischen 30 und 250 [67, 68]. Die geringersi#euten an identifizierten Peptiden sind
mit dem hohen technischen Aufwand und héaufig sehing verfigbaren Ausgangsmengen
an Zellmaterial zu erklaren. Fir derartige Analyseerden typischerweise 1x%0x10"
Zellen verwendet, um die Peptide, die in wenigempiko auf der Oberflache prasentiert
werden, zu identifizieren und sequenzieren. Auf3ardeerden fur die Zelllyse Detergenzien
eingesetzt, die nicht mit der Massenspektromeiimpatibel sind. Deshalb sind zusatzliche
Waschschritte notwendig, um die Kontaminanten zteamen, was zum Verlust schwach an
die MHC-Molekile gebundener Peptide fuhren kann. diese Probleme zu umgehen, wurde
eine Methode entwickelt, mit der verschiedene Statmklllinien mit den Genen ldslicher
HLA-Molekule transfiziert wurden. Das ermdoglichtedisolierung der HLA-gebundenen
Peptide direkt aus dem Kulturmedium. Die Prozecammkmehrmals wiederholt werden, um
die Menge der HLA-gebundenen Peptide fir die weitePeptidanalysen zu erhdéhen [69].
Jedoch ist diese Methode nur fur im Labor etaldiefelllinien verwendbar. AufRerdem
unterliegen die Plasmide mit den HLA-kodierendem&eeinem starken CMV-Promotor,
was nach der Transfektion der Zellen zu Verandeznngei der Antigenprasentation fihren
kann [70].

1.3 Massenspektrometrie flr die Identifizierung von Bianolekilen

Zwei lonisierungstechniken werden fur die Charakierung und Identifizierung von
Biomolekllen verwendet; |Bktrogray lonisation (ESI)[71] und Matrix-Assisted _laser
Desorption/bnisation (MALDI) [72]. Die beiden Techniken unteh®iden sich in der

Probenvorbereitung und in ihren lonisierungsprireip
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1.3.1 lonisierungsprinzip bei einem ESI-Massenspektromete

Bei der ESI befinden sich die Analyten in LésungesBalb wird die Probe durch direkte
Probeninjektion mittels Spritzenpumpe oder durch Kopplung mit Mikro- oder Nano-
HPLC dem Nanoelektrospray zugefihrt. Die durchdiiene Kapillare eingespritzte Lésung
wird im elektrischen Feld abhéngig von der an depiKkarspitze angelegten Spannung
elektrisch geladen. So entstehen mehrfach geladedpfchen. Durch Verdunstung des
Lésungsmittels werden die mehrfach geladenen Aioalgh freigesetzt, die anschlieRend in
einem Massenanalysator aufgetrennt und detektierdlem kdnnen. Eine ESI-lonenquelle
wird sehr oft mit einem Quadrupol-Massenanalyskétonbiniert. Eine Anordnung dieser Art
ist ein Triple-Quadrupol-Analysator, der aus dreubausteinen besteht, den Quadrupolen
Q1, Q2 und Q3, wobei Q1 und Q3 fur die Massenabtreg und -analyse verwendet werden
und Q2 als Kollissionszelle fiir die Peptidfragmentng. Durch Austausch von Q3 durch
einen TOF-Massenanalysator wird die Auflosung uakbi8ivitat verbessert. Es werden auch
andere Massenanalysatoren wie Quadrupol-lonenfédiegl. quadrupol ion trap QIT) oder

Fourier-Transform-lonencyclotron-Resonanz- (FT-1&y¥teme verwendet.

1.3.2 lonisierungsprinzip beim MALDI-Massenspektrometer

Die charakteristische Eigenschaft eines MALDI-Masgektrometers ist, dass einfach
geladene lonen dominant sind, wogegen beim ESI eadirfach geladene lonen, abhangig
von MolekullgroRe meistens zweifach oder dreifadbdgn, registriert werden.

Fur die MALDI-Messung werden die Analyten zusammmit einer Matrix im molaren
Verhaltnis 1:1000 auf dem MALDI-Target cokristallig [73]. Die Probenvorbereitung spielt
dabei eine sehr grof3e Rolle. Es wurde gezeigt, diasdusammensetzung der Analyt-Matrix-
Lésung, der pH-Wert und die GréRe der Matrixkristatark die Sensitivitat der Messung
beeinflussen kénnen [74]. Fur die Analyse der Bitkidle werden als Matrix schwach
organische Sauren, haufig mit einem aromatischeng Rn der Struktur, verwendet
(Abbildung 5).

A B Cc

COOH

N COOH OH
CN
HO HO

Abbildung 5 Haufig fur die Analyse von Proteinen und Peptiden grwendete MALDI-Matrixsubstanzen.
A) a-Cyano-4-hydroxyzimtsédure (4HCCA). B) 2,5-Dihydrtwenzoeséure (DHB). C) Sinapinsaure (SA).
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Die Matrix dient der Absorption von Laserenergial uter effektiven Energietibertragung an
die Analyten. Dariiber hinaus findet die Desorptiom lonisierung der Analyten statt. Das
genaue lonengenerierungsprinzip ist allerdings naatht vollstdndig geklart. Es wird
angenommen, dass durch ein sogenanmesrgy poolingvon mehreren angeregten
Matrixmolekulen die Desorption einzelner Analytedullatrixmolekile bzw. von Clustern
aus Matrix und Analytmolekilen, die spéater in deasé&’hase dissoziieren, induziert wird
[75]. Die Ladungsubertragung von der Matrix auf di@alytmolekile findet entweder
innerhalb der Cluster [76] oder durch Sté3e deordsrten vereinzelten neutralen Molekule
mit geladenen Matrix-lonen in die Gasphase st [Fur die lonisierung in Clustern spricht,
dass das in MALDI-Spektren oft beobachtete chemeisRauschen, hauptsachlich aus positiv
geladenen Matrix Clustern besteht [78]. Die Dommainfach geladener lonen und die
Suppression von Matrixsignalen bei héheren Analytlemtrationen kann durch die
lonsierung einzelner Molekile in der Gasphase dridérden [77].

Ein anderes Modell fur die lonisierung nimmt anssldereits vorgeformte lonen (engl.
preformed ionk in der Probe vorliegen. Durch die als Matrix vensdleten organischen
Sauren, wird die Gesamtmischung angesauert, sodias&nalytmolekile, die eine hohe
Protonenaffinitat haben, bereits in pre-protonreRerm vorliegen. Dieser Effekt senkt die
Barriere fur die lonisierung der Peptide, besondiérdie, die basische AS in der Sequenz
beinhalten [79]. Mit diesem Modell kann man die Doamz der tryptischen Fragmente mit

Arginin Uber diejenigen mit der weniger basischehl4sin in MS-Spektren erklaren [80].

1.3.3 Das Messprinzip bei einem MALDI-TOF-Massenspektromteer

Bei einem MALDI-TOF-Massenspektrometer ist die MALEDnenquelle mit einem
Flugzeitmassenanalysator (en@ine of flight, TOF) gekoppelt. Nach der lonisierung werden
die positiv geladenen lonen von den neutralen adgativ geladenen lonen im elektrischen
Feld getrennt und in Richtung Detektor beschleurdg¢ Massenbestimmung erfolgt durch
die Messung der Flugzeit, die zwischen dem Start Ideen in der Probe und dem
Ankommen am Detektor vergeht. Da die lonen mit dieterschiedlichen Massen bei gleicher
kinetischer Energie unterschiedliche Geschwindigkehaben, werden sie entsprechend ihrer
Masse zu verschiedenen Zeitpunkten im Detektostnegit. Es gibt zwei Ausfiihrungen von
TOF-Detektoren: Linear-Modus und Reflektor-Modusuréh den Einbau des Reflektors
(lonenspiegelion mirror) wird die Flugstrecke der lonen verlangert, wotiutee Auflésung
erhoht wird. Doch nicht nur die Wegverlangerung matie Auflosung besser. Eine weitere
Auflésungsverbesserung wird durch die lonenfokussig im Reflektor erreicht. Die lonen
mit unterschiedlicher kinetischer Energie dringettetschiedlich tief in den Reflektor ein,
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wodurch die Geschwindigkeitsverteilungen der logégicher Masse kompensiert werden.
Durch die Einfuhrung des Reflektors wurden auch Alignahmen von PSDpfst source
decay-Analysen und damit die Strukturanalyse von Peptidrmoglicht.
MALDI-Massenspektrometer kbnnen auch mit HPLC geladpwerden, wobei hier in der
Regel nicht direkt gekoppelt wird, sondern die Rrolauf dem MALDI-Target gesammelt
werden [81].

1.3.4 MALDI-TOF-PSD-Analyse

Durch multiple Kollisionen der Analytionen mit Matmolekulen in der lonenquelle oder mit
den Gasen in der feldfreien Drift-Region des Datektwird der lonenzerfall in kleinere
Fragmente induziert [82, 83]. Der Prozess findasehen lonenquelle und Detektor statt und
wird post source decayPSD) genannt. Die Entdeckung des PSD-Prozessebtendie
Strukturanalyse von Peptiden mit dem MALDI-TOF-Masspektrometer mdoglich [84].
Hierbei wird in einem ersten Schritt, das zu analgnde Peptid massenspektrometrisch
isoliert, dann fragmentiert und die Fragmente magsektrometrisch analysiert. Bei der
Strukturaufklarung mittels Massenspektrometrie wardalso zwei (oder ggf. mehr)
aufeinanderfolgende Massenanalysen kombiniert. hgol¥erfahren werden daher als
Tandem- oder MS/MS-Analysen bezeichnet.

Fur die Isolierung des Vorlauferions wird ein gegpes elektrostatisches Ablenkfeld (,ion-
gate“) verwendet. Dieses erlaubt, Peptidionen desse von anderen abzutrennen. Dadurch
kann ein Peptid aus einer Peptidmischung analysienden. Die Fragmente und die
Vorlauferionen haben die gleiche Geschwindigkdieravegen geringerer Masse besitzen die
Fragmente eine geringere kinetische Energie, desldaingen sie in den Reflektor
unterschiedlich tief ein. Die kleineren lonen dengaufgrund ihrer geringeren kinetischen
Energie weniger die groReren tiefer in den Reflekin. Dadurch entstehen Unterschiede in
der Flugstrecke, was die Abtrennung der Fragmerdgliomn macht. Im normalen Modus
kann der Reflektor lonen abtrennen, die nicht ldeials 70 % der Grof3e des Vorlauferions
sind. Die Auftrennung kleinerer Fragmente und dignahme eines kompletten Spektrums
werden durch die Anpassung der Reflektorspannumgcht. In Abhéngigkeit von der Grol3e
des Vorlauferions wird ein komplettes Spektrum D15 Spannungs-Senkungs-Schritten
(Segmenten) erfasst.

Solche sehr zeitaufwendigen Analysen kénnen durehEthfihrung eines weiteren TOF-
Massendetektors vereinfacht werden. Der erste T@Bskhanalysator dient der Isolierung

der Vorlauferionen und Fragmente. Durch zusatzlBaschleunigung werden die Fragmente
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wieder im elektrischen Feld beschleunigt und nabhen unterschiedlichen Massen
aufgetrennt. Alle Fragmentmassen werden am zwBigtaktor registriert.[85].

Es wurden weitere Variationen von MALDI-Massenspaktetern (MALDI-qTOF, MALDI-
FTMS, MALDI-gIT) entwickelt, die allerdings niclso verbreitet sind.

PSD ist ein spontaner Prozess. Reicht dieser sponi@nenzerfall nicht aus, kann die
Fragmentierung durch Std3e mit einem Inertgas ieduwerden. In diesem Fall spricht man
von kollisionsinduzierter Dissoziation (engbllision induced dissociatiQrCID). CID wird

in der Regel mit ESI in Quadrupol-Geraten verwendet gibt jedoch auch einige
Anwendungen fir MALDI-TOF [86] und andere Konfigtimen von MALDI-
Massenspektrometern mit gTOF [87] oder TOF-TOF-Maasalysatoren [88]. Die Rate der
CID-Fragmentierung ist von der kinetischen Enettge Peptids abhangig. Fragmentierungen
bei einer Stol3energie bis etwa 100 eV werdenaaisenergyCID, bei StoRenergien Uber
1 keV alshigh-energyCID bezeichnet [89]. Im direkten Vergleich von PSBrsuslow-
energyCID wurde festgestellt, dass die Energietbertrggauf die Vorlauferionen bei beiden
Methoden vergleichbar ist [73]. Sie liefern aucé dgieichen Fragmentierungsmuster [90].

1.3.5 Fragmentierungsmechanismen

Unterlow-energyKollisionsbedingungen findet die Fragmentierung Bleptide grundsatzlich
in der Hauptkette des Peptids statt [91]. Dadurahnkaufgrund der Fragmentmassen die
Peptidsequenz berechnet werden. Nach der Fragnmeeirktatur werden die N-terminalen
Fragmente mit a, b und c und die C-terminalen Feagenmit X, y und z benannt (Abbildung
6) [92].

Xq Yo 24 X3Y; 23 X, ¥V, Z, X4 ¥y Z4

ol |R, o| |R

i \Tﬂ \ /*W \TL W "

o| |R, o| |R

=z
Iz

/T\1
H,N

=z
=z

a, by ¢, 3, b, c; 3, b, ¢ a b, ¢
Abbildung 6. Fragmentnomenklatur. Die Fragmente werden entsprechend ihrer Bruchstabeh der

Notation von Bieman [92] mit einem Buchstaben figr Art des Bruchs und einem Index fur Anzahl deriAS
dem Fragment gekennzeichnet. R1-R5 stellen dieidaitten der AS dar.

Die Fragmentierungseffizienz ist von der Peptidgngler Sequenz, den basischen
Eigenschaften des Peptids und der Ladung abhéngig.

Es wurden verschiedene Fragmentierungsmodelle sontggen. Je nachdem, ob ein Proton
die Fragmentierung induziert oder keinen Einflugs die Fragmentierung hat, spricht man

von ,charge directett oder ,charge remoteFragmentierung.
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Nach dem g¢harge directetl Modell ist fur die effektive Fragmentierung emt{p der

Hauptkette des Peptids das Vorhandensein ,mobil@&fotonen notwendig. Die
Fragmentierung wird durch die Ubertragung von Rreto basischer Peptidpositionen
(Aminoterminus der Hauptkette, Seitenketten bagiscliAS) auf Stickstoff in der
Peptidbindung initiiert [93, 94]. Durch die Prototendung wird der nukleophile Angriff von
Stickstoff am  starker positiv  polarisierten Kohleis ermoglicht, was  zur

Bindungsdissoziation fuhrt (Abbildung 7).

R, o] R, o] R,
. N N OH
H,N H N H N
H H
o R, o R, o

‘ "Mobiles" Proton

Y

R, o] R, o] R,
N . N OH
H,N H N H N
H, H
o R, o

o R,
l Dissoziation zu b oder y lon 1

H+ R R3 o R5
R, N 2
> </ . N OH
H,N H N
H,N 0" o H
o R, o

b, lon y,lon

Abbildung 7. Fragmentierung nach dem charge directed” Modell. Die Fragmentierung wird durch die
Protonenibertragung auf Stickstoff der Hauptkettiiziert. Die nukleophile Attacke von Stickstofffau
Kohlenstoff in der bereits protonierten Peptidbingdiiihrt zur Bindungsdissoziation und abhéngig daam
welchem N- oder C-Terminus des Fragments das Ptokatlisiert ist, zur Bildung entweder eines b- oge
lons [95].

Die Energieanforderung fir die Bindungsdissoziataer Peptide mit basischen AS ist
deutlich hoher als fur die Peptide, die keine lwhwa AS enthalten [96]. Die Differenz
entspricht der Energie, die fur die ,Protonenma@liung“ von den basischen AS auf die
Peptidbindung notwendig ist.

Mit dem ,charge directetl Modell kann der Einfluss bestimmter AS, wie Adpa{97] und
Histidin [94], auf die Fragmentierung der Peptidedudie Entstehung der dominanten
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Fragmente erklart werden. Das Fragmentierungsmaoahél ,mobile hydrogeh basiert
hauptsachlich auf den Analysen mit ESI-Massenspaidtern Die sequenzabhéngige
Fragmentierung wurde aber auch mit dem MALDI-qTORs8enspektrometer beobachtet.
[98].

Die ,charge directetl Fragmentierungsmuster sind fur dav-energyCID charakteristisch,
das charge remoté Fragmentierungsmodell dominiert imigh-energy CID-Spektren.
Fragmentierungsanalysen mit MALDI-PSD haben gezealgss sowohl gcharge directet!
Fragmentierungen [99] als auatharge remoteFragmentierungen maoglich sind. [100].

Im Gegensatz zuhigh-energy Fragmentierung werden weder Fragmente der x-,nz+ u
c-lonenserien, noch Fragmente zwischenund y-Kohlenstoffen von den Seitenketten,
welche fir die Diskriminierung zwischen IsoleucinduLeucin wichtig sind, detektiert. Im
Vergleich zulow-energyCID werden in MALDI-PSD-Spektren starker die Immanionen
und die internen Fragmente (lonen ohne N- oder aifeis der Peptide), jedoch schwacher
die y-lonen generiert [73]. Neben den a-, b- untbnen (Abbildung 8) wird auch eine
charakteristische Ammoniumabspaltung (-17) von &sitenketten von Arginin, Lysin,
Glutamin oder Asparagin beobachtet. Der Verlust Vdasser (-18) kommt bei Peptiden

haufig vor, die Serin, Threonin, Glutamat oder Atqtain der Sequenz enthalten [101].

0 R,
H+ R2 +
R, N H,N OH
R, o)

b, Y2
R, H
N +ON
HZN/H‘( \\ H2N R
o R,
a, Immonium lon

R3
\ N
H,N \W
0 R,

Das interne lon a,y,

Abbildung 8. Struktur von MS/MS-Fragmenten [102]
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1.3.6 Peptidsequenzbestimmung

Die direkte Interpretation der MS/MS-Spektren uie Bestimmung einer Peptidsequenz sind
wegen der Komplexitat der Spektren und oft fehledglmgmente in den lonenserien sehr
aufwendig. Deshalb wurden Programme entwickelt, d#S/MS-Spektren mit den
theoretischen Spektren der Kandidaten aus Dateebamkrgleichen [103-105]. Alle auf
Datenbanken basierenden Programme beziehen diglfAapse ein. Im ersten Schritt werden
alle Peptide aus der Datenbank ausgewabhlt, digldiehe Masse aufweisen, wie das mittels
MS analysierte Peptid. Die Peptide werden dannrétisch anhand bekannter Zerfallsregeln
fragmentiert und mit dem experimentellen Spektruenghchen. Die Kandidaten, die die
besten Ubereinstimmungen zwischen den theoretisahenden experimentellen Spektren
liefern, werden am hodchsten bewertet. Solche Methodasieren nicht direkt auf den
experimentellen Daten. Die Ergebnisse sind von dEmvendeten Bewertungsalgorithmen
abhangig, was manchmal unterschiedliche Ergebn{d€¥] liefern kann und zur
Identifizierung falsch-positiver Sequenzen fuh@71

Da die Peptidmasse als Filter fir die Zusammenstgltier Listen von Kandidatensequenzen
verwendet wird, bleiben Mutationen oder sehr ofthaposttranslationale Modifikationen
unentdeckt.

Bei der anderen Klasse von Algorithmen, autgh novo sequencingenannt, werden die
Kandidatensequenzen direkt auf den MS/MS-Spektesiebend berechnet, d.h unabhangig
von den Sequenzen in den Datenbanken. Die Listedeni Sequenzen kénnen fur die Suche
in der Datenbank verwendet werden, um die Ubeiiginsting oder Unterschiede zwischen
den berechneten und in der Datenbank vorhandengqueBzen zu bestatigen. Mit dieser
Methode konnen die Proteine von noch nicht seqeeteri Organismen, die aber
Sequenzhomologie zu Eintrdgen in der Datenbankrhfb@8], die Mutationen oder neue
posttranslationale Modifikationen aufweisen [109,0]l identifiziert werden. AulRerdem
konnen die Ergebnisse, die mit datenbankbasiertigoréthmen generiert wurden, mit
de novo sequencirfgrogrammen validiert werden [111].

Es wurden verschiedert® novo sequencingrogramme fur die automatische Interpretation
der MS/MS-Spektren entwickelt [111-113], die alieags fir die Sequenzierung von
MALDI-PSD-Spektren aufgrund der Komplexitat der RSpektren (interne Fragmentierung,
haufige Dominanz der a- und b-lonenserien) nicleigreet sind. Vor kurzer Zeit wurde eine
de novo sequencingoftware Sequit! entwickelt, die auch die Idemtérung der Peptide und
Proteine direkt von MALDI-PSD-Spektren ermoglictitlfl]. Dieses Programm wurde in
dieser Doktorarbeit fir die Berechnung von Peptidsezen verwendet.
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Fur die Sequenzberechnung ist weiterhin die Qualiés Spektren (die Vollstandigkeit der
lonenserien und die Messgenauigkeit) wichtig. Daérsoft in den lonenserien fehlenden
Signale und die Komplexitat der Fragmentierungsgpakwelche durch die Bildung interner
Fragmente verursacht wird, erschweren die Intempogt der Spektren. Auch neutrale
Abspaltungen, z.B. ¥ oder NH, aus den Seitenketten bestimmter AS kdnnen ddmeriil
dass Signale von der Sequenzierungssoftware, sowoohbatenbankbasierten als auch von
datenbankunabhangigen Algorithmen, als Fragmentelatenserie angenommen werden.
Das kann wiederum zur lIdentifizierung falsch-pesiti Sequenzen fuhren. Ein haufiges
Merkmal solcher falsch identifizierten Sequenzerdsntensive Fragmente, die der Sequenz
nicht zugeordnet werden kdonnen [115]. Deshalb esol#xperimentelle Spektren zusatzlich
manuell untersucht und in fraglichen Fallen mit d8pektren synthetischer Analoga
abgeglichen werden, um unzulassige Identifizierangauszuschlieen und eine

Peptidsequenz zu validieren.
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1.4 Ziele fur die Doktorarbeit

Das priméare Ziel dieser Doktorarbeit war die Aufkidg der HLA-Peptidome von

Melanomen.

Mit den identifizierten HLA-Epitopen sollten danniedin der Literatur diskutierten

Hypothesen bezuglich der Zusammensetzung des Beystid

HLA-gebundene Peptide stammen priméar von
— hochexprimierten Proteinen
— kurzlebigen Proteinen (SLIPs-Hypothese)
— von Hochumsatzproteinen

— instabilen Proteinen (DRIPs-Hypothese)

und der Immunogenitat von Tumorzellen
tumorassoziierte T-Zellepitope
— sind mutierte Epitope
— stammen aus uUberexprimierten Proteinen oder

— stammen aus ektopisch exprimierten Proteinen.

getestet werden.

Aul3erdem sollten mit den Daten aus vergleichendgnid®omanalysen von unterschiedlichen
Melanomzelllinien der Grad Ubereinstimmender (pr)blersus individualisierter (privat)

Antigenitat abgeschatzt werden.

Als Beitrag fur die Entwicklung von Vorhersageprammen fir HLA-Epitope sollten die
Sequenzen der identifizierten HLA-gebundenen Pepbeziglich HLA-allelspezifischer

Bindungsmotive untersucht werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Produkt

Bezugsquelle

30% Acrylamid/Bisacrylamid Losung (29:1)

Biorad, Milnen

*ICr-Natriumchromatldsung (Aktivitatskonzentratic
1 mCi/ml)

rPerkinElmer, Rodgau

Acetonitril

JT baker, USA

aktivierte CH-Sepharose 4B

Amersham Bioscience, Freiburg

Ammoniummonophosphat

Sigma Steinheim

BCIP/NBT (5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat /
Nitroblau-Tetrazoliumsalz)

Moss, USA

CaCb Merck, Darmstadt
CHAPS Roth, Karlsruhe

DHB (2,5-Dihydroxybenzoesaure) Sigma, Steinheim
DMSO Thermo Scientific, Bonn

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Merck, Darmistad

Ethanol

Sigma, Steinheim

Fluorescein-5-maleimid

Invitrogen GmbH, Darmstadt

Glycerol

Roth, Karlsruhe

HCCA (a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure)

Bruker Daltonics, Breme

Imidazol Qiagen, Hilden
IPTG (Isopropylp-D-thiogalactopyranosid) Qiagen, Hilden
Merkaptoethanol Sigma, Steinheim
MnCl, Merk

MOPS (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) MerBlarmstadt

NacCl

Sigma, Steinheim

NP-40 (10%)

Thermo Scientific, Bonn

Pefabloc

Roche, Mannheim

Peptid-Kalibrierungsmischung |l

Bruker Daltonics

Proteaseinhibitorcocktail

Sigma, Steinheim

RBCl,

Merck, Darmstadt

S-adenosyl-L-[methy?H] Methionin (SAM)
(spezifische Aktivitat von 81 Ci/mmol)

(Amersham Biosciences, Freibur

Saponin

Sigma, Steinheim

SDS Sodium dodecyl sulfate

Sigma, Steinheim

Streptavidin-AP-Konjugat

Roche, Mannheim

TFA

Sigma, Steinheim
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Tris (Trishydroxymethylaminomethan)

Sigma, Steinmei

Triton X-100 (10%)

Thermo Scientific, Bonn

B-Octylglukosid

Roche, Mannheim

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Bezugsquelle

6 Well Zellkulturplatten

Sarstedt, Nymbrecht

96 Well UBodenplatten

Nunc Nunc, Wiesbaden

96 Well V-Bodenplatten

Nunc Nunc, Wiesbaden

96 Well Zellkulturplatten

TPP, Trasadingen, Sclavei

96 Well-ELISPOT-Platten

Millipore, Schwalbach

96 Well-Filterplatten

Millipore, Schwalbach

96 Well-Luma-Platten

Packard biosciences, Nieddegan

Centricon Ultrafiltrationseinheiten YM-3

Milipore, Schwalbach

Combitips Plus 5 ml steril

Eppendorf, Hamburg

Combitips Plus 5 ml unsteril

Eppendorf, Hamburg

Cryos 2 ml steril

Greiner bio-one, Frickenhausen

Einmal 0,5 ml Reaktionsgefalie

Eppendorf, Hamburg

Einmal 1,5 ml Reaktionsgefalie

Eppendorf, Hamburg

Einmal 2,0 ml Reaktionsgefalie

Eppendorf, Hamburg

Einmal Pipettenspitzend, 200 ul, 200Qul steril

Gilson, Limburg

Macs-Saulen MS

Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach

Nunclon Trippel Flaschen

Nunc, Wiesbaden

Pipetten 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml steril

@os New York, USA

Zellkulturflaschen 25, 75, 175 ém

Nunc, Wiesbaden

2.1.3 Instrumente und Zubehor

Produkt

Bezugsquelle

5ml Protein G-Sepharose Saule

Amersham Biosciéfredyurg

600/384 TM AnchorChip MALDI Target

Bruker Daltonid8remen

Acurate™ Microflow-Prozessor

LC Packings, Niederlande

Bestrahlungsgerat IBL 437C

CIS hio internationarlB®

Beta-Counter

Packard Biosciences, Niederlande

Brutschrank Hera Cell 240

Heraeus, Hanau

ELISpot Bio-Reader 3000

Biosys, Karben

ESI- MicroTOF-Q | Massenspektrometer

Bruker DaltsniBremen

FACS-Calibur Durchflusszytometer

Becton Dickinsbiejdelberg

Feinwaage

Sartorius, Géttingen

Fluorescent Image Analyser FLA-2000

Fuji Film Japan

Flusssplitter

LC Packings, Niederlande
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Produkt Bezugsquelle

Fuji LAS1000Luminescent Image Analyser Fuji Filnpda

Mini Protean Electrophoresis System Biorad, Minchen

MR 700 Microplate Reader Dynatech Laboratories, USA
Nano-HPLC Ultimate 3000 Dionex, Darmstadt
Neubauer-Zahlkammer Marienfeld, Knigshofen
Optischer Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen

PepMap Nano-HPLC Saule;£375um x 15cm) LC Packings, Niederlande
Probot Fractionsammler LC Packings, Niederlande
Reflex IV Massenspektrometer Bruker Daltonics, Beem
Rotationsschuttler Innova 4000 HEmEJSQSW|Ck Scientific GmbH,
Slide-A-Lyzer Dialyse-Kammer (7000 Da Thermo Scientific-Pierce, Bonn
Auschlul3grenze

Solvent delivery system ABI, Lauertal

Tischzentrifuge Eppendorf 5417 Eppendorf, Hamburg
TopCount TM Lumineszenzzahler Packard Biosciendesjerlande
Ultrachallbad Sonorex RK 510 Bandelin, Berlin
Ultrazentrifuge LE-80K Beckman, Krefeld

Umkehrphase-SauleRPC SC 2.1/10, C2/C18

(2.1x100mm) Amersham Bioscience, Freiburg

Vakuumzentrifuge (Speed Vac) Thermo Savant, Sasd, JOSA
Zentrifuge Avanti J-25 Beckman, Krefeld
Zentrifuge CS-6KR Beckman, Krefeld

2.1.4 Antikorper

Produkt Konjugat | Verdinnung | Bezugsquelle | Anwendung
Maus-anti-Human CD3 PerCP 1:50 BD, Heidelberg DFZ
Maus-anti-Human CD4 FITC 1:50 Dako, Hamburg DFZ
Maus-anti-Human CD8 APC 1:50 BD, Heidelberg DFZ
Maus-anti-Human INR- - 1:500 P'ercgoi':]doge”' ELISpot
Maus-anti- Human-INFR- Biotin 1:250 PlercgoEnr;]dogen, ELISpot
Maus-anti-MHCII (T39) i i Eigene AC

Herstellung
Maus-anti-MHCI (W6/32) - 15 Roche CrR
Maus-anti-MHCI (W6/32) i i Eigene AC
Herstellung

AC, Affinitatschromatographie; APC, Allophycocyani@rR, 51Cr-Freisetungsassay (51Cr-release asdd&y);
DurchfluBzytometrie; FITC, Fluoreszeinisothiocygn&erCP (Peridinin-chlorophyl-protein complex); WB,
Westernblot,
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2.1.5 Proteine und Enzyme

Produkt Bezugsquelle

BSA (Bovine serum albumin) Sigma, Steinheim

Histone 4 New England Biolabs, Frakfurt am Main
Lysozym Sigma, Steinheim

PRMT1 (Protein-Arginin-Methyltransferase Millipgr&chwalbach

rhiL-2 (rekombinantes humanes Interleukin-2  Chifdiiinchen

B2-Mikroglobulin Sigma, Steinheim

2.1.6 Reagenziensets

Produkt Bezugsquelle

BCA (Bicinchonic acid) protein Assay Reagent Kitt ~ €fimo Scientific-Pierce, Bonn
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (NE

“Thermo Scientific-Pierce, Bonn

PER)

Qiafilter Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

Qiaprep spin Miniprep Qiagen, Hilden

QIAquick Gel Extraktion Kit Qiagen, Hilden

TOPO TA Cloning Kit Invitrogen GmbH, Darmstadt

2.1.7 Vektoren

Bezeichnung Resistenzmarker Bezugsquelle

pCR.2.1 Ampicilin Invitrogen GmbH, Darmstadt
pQE-30 Ampicilin Qiagen, Hilden

2.1.8 Peptide

Alle in dieser Arbeit verwendeten synthetischen tiélep wurden von der EMC
Microcollections (Tubingen) hergestellt. Wenn nielmders angegeben, wurden die Peptide
ad 20 mg/ml in DMSO unter Stickstoff-Atmospharedgel

2.1.9 Oligonukleotidprimer

Alle Primer wurden nach eigenem Design von der &iBrotez Berlin-Buch GmbH (Berlin)

synthetisiert.

Primer gegen den GPS2 Sequenzfragment (539bp):
TTGGCTCTACAGGAAGAGAAGC (for), T,=55°C
ATCTGCTTTTGCAAGGACAGGG (rev), f=55°C
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Primer fur die GPS2 Klonierung in den pQE-30 VeKtwhine Start Kodon):
CATCAGGATCCCCCGCACTCCTGGAGCG (for),FE68°C
CATGCGGTACCTCACTTGTGGTAGAATCGGGTT (rev), =68°C

2.2 Medien und Puffer
2.2.1 Medien

- Agar (MP Biomedicals, Hessen) 1,5 %ig fir die Heltehg von Agar-Platten

- DMEM (Gibco-BRL, Karlsruhe) mit 5 % hitzeinaktiviem FCS (Biochrom, Berlin), 5%
hitzeinaktiviertem NCS (Gibco), 100 U/ml Streptanmy@mphicilin(Gibco), 50uM
Merkaptoethanol (Gibco-BRL).

- Einfriermedium: 90 % hitzinaktiviertes FCS, 10 % SR (Roth).

- ExvivoMedium (BioWhittaker, Viewers, Belgien).

- LB-Medium: 10 g/l Tryptone (Sigma), 5g/| Hefenextr&Sigma), 10 g/l NaCl

- RPMI (Gibco) mit 10 % FCS, Antibiotika und Merkaptbanol.

2.2.2 Puffer

- PBS ohne Calcium und Magnesium pH 7.2 (Gibco)

- Tris-Puffer fur die Isolierung der MHC-Peptid-Koregke: 20 mM Tris, 145 mM NaCl, pH
7,4

- MACS Puffer: 2 mM EDTA, 0,5 % BSA in PBS

- 10 x TBE Puffer: 0,5 M Tris (), 0,01 M EDTA, 0,5 Bbrsaure

- Laufpuffer fir die Agarose-Gelelektrophorese: 1BETPuffer

- Probenpuffer fir Agarosegele: 0.01 M Tris-HCI, @1(w/v) Orange G, 20 % (v/v) Ficoll
Plus (Amersham Biosciences)

- Laufpuffer fur die SDS-PAGE Elekrophorese: 0,19Z3\cin, 0,1 % SDS, 0,025 M Tris,
pH 8,3

- 6xProben Puffer fur SDS-PAGE (10ml): 7 ml 0,25 MisT€l/SDS pH=6.8, 3 ml
(30 % v/v) Glycerol, 1g (10 %w/v) SDS, 1,2 mg Brdmpol Blau. Dazu wurde-
Merkaptoethanol frisch in einer Konzentration votb2ingesetzt.

Zusammensetzung der Loésungen fur SDS-PAGE:
- Trenngel (12%)
- 12 % (w/v) AcrylamidBisacrylamid
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- 0,2 % /wlv) SDS

- 0,38 M Tris pH 8,8

- 0,06 % (w/v) Ammoniumpersulfat
- 0,01 % (v/v) TEMED

- Sammelgel (4%)

- 4% (v/v) AcrylamidBisacrylamid

- 0,2 % (w/v) SDS

- 0,125 M Tris pH 6,8

- 0,06 % (w/v) Ammoniumpersulfat
- 0,01 % (v/v) TEMED

- Coomassie-Farberlésung

- 0,5 % (w/v) Coomassie Blue
- 50 % (v/v) Methanol
- 10 % (v/v) Essigsaaure

- Entfarberldsung

- 40 % (v/v) Methanol

- 10 % (v/v) Essigsaure
- 50% bidest. Wasser

2.3 Zellbiologische Methoden
2.3.1 Cryopraservation und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden eukaryotischen Zellen mit PB8wvaschen und bei 300gxflr
10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgemem das Pellet suspendiert und in
kaltem Einfriermedium aufgenommen und die Zelldichauf 2x16-1x10 Zellen/ml
eingestellt und in Aliquots von 1 ml in Einfrierni@men in einem -80°C Gefrierschrank mit
einer Abkuhlungsrate von 1°C/min eingefroren. Nather Nacht bei -80°C wurden die
Roéhrchen fur die Langzeitlagerung in eine -140°€fgefrietruhe tberfuhrt.

Nach schnellem Auftauen wurden die Zellen in 10auwf Raumtemperatur vorgewarmtes
PBS aufgenommen und bei 30@ %ir 10 min abzentrifugiert. Anschliel3end wurde Baflet

in Kulturmedium resuspendiert und die Zellen béiBdnd 8 % CQkultiviert.



Materialien und Methoden 31

Zur Konservierung von Bakterien wurden in die Balktekulturmedium gezichtete Zellen
mit gleichem Volumen von 40 % Glycerol gemischt & -80 C eingefroren und gelagert.
Das Auftauen der Zellen erfolgte auf Eis.

2.3.2 Kultivierung von Melanomzelllinien

Insgesamt wurden vier Melanomzelllinien (ChaMel 4ChaMel 84, ChaMel 100 und
ChaMel 105) kultiviert, die aus Tumormetastasen vovier HLA-typisierten

Melanompatienten etabliert worden waren. Die Zelkemden in Tripel-Flaschen in DMEM
Medium bei 37°C und 8 % COCkultiviert. Die Melanomzellen wachsen adharenthé&a
wurden die Zellen zum Ablésen vom Flaschenbodemaimmit PBS gewaschen, in 3 mM
EDTA in PBS inkubiert und bei 300gfur 10 min abzentrifugiert. Anschliel3end wurdea di
Zellen entweder durch Zugabe von frischem Mediunterekultiviert oder als Pellet in

Fllssigstickstoff schockgefroren und bis zur Werearbeitung bei -80 C aufbewabhrt.

2.3.3 Kompetitiver Bindungsassay

Um die relativen Bindungsaffinitaten der Peptidedan HLA-A11 Molekllen zu bestimmen,
wurde ein Kompetition-basierter HLA-Peptidbindungsay durchgefuhrt [116]. Dafur wurde
die EBV-transformierte, HLA-A11 B-lymphoblastoide Zelllinie und das mit Fluorescei
gekoppelte Referenzpeptid (siehe Abschnitt 2.4védlendet.

Die Zellen wurden nach dem Auftauen fir mindesteme Woche in DMEM-Medium
kultiviert. Vor dem Assay wurden die Zellen bei igger Geschwindigkeit (22&% 5 min
abzentrifugiert, um die toten Zellen und Membrarkedszu entfernen. Das Zellpellet wurde
5 min auf Eis gestellt, in 2 ml gekiuhlten CitratieufpH 3,1 (0,263 M Zitronensaure, 0,123 M
NaoHPO,, 1/1 (v/v) resuspendiert und 90 sek auf Eis inkttbiDer niedrige pH-Wert des
Puffers verursacht die Dissoziation der leichtett&kdesp,-Mikroglobulin von der schweren
Kette des MHC-Molekuls, wodurch gleichzeitig das das MHC-Molekul gebundene
endogene Peptid freigesetzt wird. Nach der Inkobatvurden die Zellen mit 2x12 ml
DMEM/0,5 % BSA gewaschen und 3 min bei 450 kei 4°C zentrifugiert. AnschlielRend
wurden die Zellen in einer Dichte von 7%1Bellen/ml in DMEM/0,5 % BSA mit 2 pg/ml
rekombinanter,-Mikroglobulin gemischt. Die Testpeptide (Kompetgeptide) wurden in
einer 96 Well Platte in seriellen Verdinnungsreihéderdinnungsfaktor 2,5) in
Konzentrationen von 600 uM bis 0,15 uM vorbereitett mit dem gleichen Volumen an
Fluorescein gekoppeltem Referenzpeptid (10 uM) geimti Davon wurden 50 pl auf eine
neue 96 Well Platte Gbertragen. Fur jede Peptidkaination wurden Triplikate vorbereitet.
AnschlieBend wurden 100 pl Zellsuspension (7Zdllen/well) dazupipettiert und die Platte
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fur die Bildung neuer HLA-Peptid Komplexe in eindBnutschrank fur 4 h bei 26°C unter
feuchter Atmosphére inkubiert. AnschlieBend wurddie Zellen zweimal mit kaltem

PBS/0,1 %BSA gewaschen, 5min bei 50§ xbei 4°C abzentrifugiert, in 100 pl

PBS/0,1 %BSA aufgenommen und die Fluoreszenz miiRelrchflusszytometrie vermessen.
Als Positivkontrolle dienten dabei Zellen, die nuit dem Fluorescein gekoppelten
Referenzpeptid inkubiert wurden. Als Negativkoriolwurden Zellen ohne Peptid
verwendet.

Fur die Berechnung der Inhibition der Bindung defeiRenzpeptides wurde folgende Formel

verwendet:

[1' (M I:Testpeptid— M FNegativkontroIIé - (M I:Referenzpeptid' M I:Negativkontrollé] %100 = % Inhibition

MPFRreferenziTestpeptid Mittlere Fluoreszenz der Zellen in GegenwartKiesipetitorpeptides
MFnegativkontrolie= Mittlere Fluoreszenz der Zellen ohne Peptid

MFRreferenzpeptia = Mittlere Fluoreszenz der Zellen mit Referenzigefhaximale Bindung des
Referenzpeptids an HLA-A11).

Mittlere inhibitorische Konzentration (g wurde mit Hilfe der SigmaPlot Software (SPS
Inc., Minchen) als Konzentration an Inhibitor, flie halbomaximale Reduktion der Bindung

erforderlich ist, berechnet.

2.3.4 lIsolierung von PBMC aus dem Vollblut

Die PBMC Isolierung aus dem Vollblut der Patienteler gesunder Spender erfolgte mittels
einer Dichtegradientzentrifugation tUber Ficoll. Batvurde in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen
1/3 des Gesamtsvolumes an Ficoll vorgelegt und 24 des Gesamtvolumes Blut
Uberschichtet. Die Zellen wurden bei 918 ®ir 20 min bei Raumtemperatur ohne Bremse
zentrifugiert. In der Interphase lagerten sich mignonukleéren Blutzellen in einem sichtbar
weilen Ring an. Der Lymphozytenring wurde mit eiffeansferpipette abgesaugt, in ein
neues 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und BISRAUf 50 ml aufgefullt und fir 10 min
bei 350 xg zentrifugiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe einMleubauer-Zahlkammer die
Zellzahl pro ml bestimmt. Die Zellen wurden bei 36@ fir 10 min. erneut zentrifugiert und

das Pellet dann in Einfrier- oder in Zellkulturmeah resuspendiert

2.3.5 Anreicherung von CD§ T-Zellen aus PBMC

Aus dem Vollblut isolierte PBMC wurden in MACS-Peiffresuspendiert und entsprechend
der Herstelleranweisungen mit den magnetischen-GID8 Beads (Miltenyi Biotech)
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit MA@8ffer gewaschen und bei 35@ *ur

10 min zentrifugiert. Wahrenddessen wurden MS-MA&HEHen (Miltenyi) in einem
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Magneten positioniert und mit 50 MACS-Puffer aquilibriert. Die Zellen wurden in 6@l
MACS-Puffer resuspendiert und auf die Saule aufgetn. Die Saule wurde dreimal mit
500ul MACS-Puffer gewaschen. Der Durchfluss, der die8CDZellfraktion enthéalt, wurde
gesammelt und nach Bestrahlung mit 33 Gray in ei@amma-Bestrahlungsgerat als
antigenprasentierende Zellean{igen presenting celAPC) verwendet. Anschliel3end wurde
die Saule aus dem Magneten entfernt und die ‘CDBellen in 1 ml MACS Puffer eluiert.

Die Reinheit der beiden Fraktionen wurde mittelsdbélusszytometrie ermittelt.

2.3.6 Uberpriifung der CD8" T-Zellanreicherung

Um die prozentuelle Zusammensetzung der mittels BAsDgereicherten Lymphozyten in
den Proben zu bestimmen, wurden diese mittels Dlusdzytometrie analysiert. Ungefahr
1x10 Zellen wurden in FACS-Rohrchen uberfiihrt, mit PB&vaschen und 10 min bei
350xg zentrifugiert. Danach wurden die Zellen mit jel2apti CD3 PerCP, anti CD4FITC
sowie anti CD8APC Antikrpern und 100 pl PBS fiir 20 min auf His Dunkeln inkubiert.
Nichtgebundene Antikérper wurden durch Waschen MBS und anschlielendes
Abzentrifugieren entfernt. Die Zellen wurden erngutPBS resuspendiert. Die Fluoreszenz
wurde mit dem Durchflusszytometer FACS-Calibur (B@rmessen. Fiur die Auswertung

wurde die Cellquest Pro Software (BD) verwendet.

2.3.7 Invitro Priming von CD8" T-Zellen mit den synthetischen Peptiden

FUr dasin vitro Priming wurden die mittels MACS isolierten PBMC bigchnitt 2.3.3.2)
verwendet. Die bestrahlte CDBraktion wurde als APC verwendet. Die APC wurdeih m
10ug/ml synthetischen Peptiden fir 1 h bei Raumtemperan X-Vivo 15 Medium
(BioWhittaker, Verviers, Belgien) gepulst. Die nighbundenen Peptide wurden durch
Waschen mit 10 ml PBS und darauf folgendes AbZegigren entfernt. Die mit Peptid
beladenen Zellen wurden mit den CDBZellen im Verhéltnis 1:1 gemischt und mindestens
14 Tage unter Zugabe von rekombinantem humanem({LkhZon, Minchen) (100 U/ml) an
jedem dritten Tag bei 37°C und 8 % £CKultiviert. Die Antigenspezifitat der T-Zellen wag

im ELISpot- Enzyme Linked Immuno Spaissay getestet.

2.3.8 Die Stimulation von Tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) mit den autologen
Melanomzellen

Die aus Tumoren isolierten und mit CD3/CD28-Beatisudierten TIL wurden von Fr.

Steffani Gross zur Verfugung gestellt. Weitere Egyan der Zellen wurden durch die
Stimulation mit der autologen Melanomzelllinie Chel4 ausgefthrt. Daftr wurden die
Zellen in einem Verhaltnis 1:1 auf eine 6 Wellptagiemischt und kurzfristig fur 16-24 h im
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RPMI-Medium bei 37°C im Brutschrank inkubiert. DiEcht adh&renten Zellen, die

Uberwiegend aus den T-Lymphozyten bestehen, wurdah einer Pasteurpipette

abgenommen. Die Platte wurde vorsichtig einmal BBIS gewaschen, um verbliebene T-
Zellen aufzunehmen. Die Zellen wurden 10 min bed 8@ abzentrifugiert und weiter im

RPMI Medium unter Zugabe von IL-2 mindestens14 Tlagaviert.

2.3.9 ELISpot

Mittels ELISpot-Analyse wurde die antigenspezifisciNF<y-Produktion der T-Zellen
bestimmt. Hierzu wurden entweder mit Peptid-stientéi CD8 T-Zellen oder komplette
PBMC verwendet.

Bei Verwendung der kompletten PBMC wurde die Anzdédl CD8 T-Zellen in den PBMC
vorher mittels Durchflusszytometrie (Abschnitt 3)8bestimmt. 100.000 bis 500.000 PBMC
wurden direkt auf einer mit anti-humanem INfAntikorper (Pierce Endogen) beschichteten
MultiScreen IP 96 well Platte (Millipore) ausplatti und mit 1qug/ml synthetischem Peptid
gepulst.

Zur Bestimmung der Antigenspezifitit der CDB-Zellen nachin vitro Priming wurden
zunachst 100.000 APC je 100 X vivo Medium mit 10ug/ml Peptid in einer separaten
Rundboden-96-Wellplatte fiir 30 min bei RT inkubiebie CD8 T-Zellen wurden
inzwischen mit PBS gewaschen und in einer Konzéatraron 3,5x16Zellen/Well auf eine
mit anti-humanem INR-Antikorper beschichteten MultiScreen IP 96 Welti@daaufgetragen.
Anschlieend wurden die mit dem Peptid beladenenC ABazugegeben. Als
Negativkontrollen wurden CD8 T-Zellen mit ungepulsten APC, T-Zellen ohne Pepiial
APC, sowie APC alleine verwendet. Als Positivkotlrowurden mit 3ug/ml PHA
behandelte CD8T-Zellen verwendet.

Anschliel3end wurden die Zellen bei 37°C und 8 % @€i©16-24 h im Brutschrank inkubiert.
Die Platte wurde dreimal mit PBS gewaschen. Estdolije Zugabe von 5@d/well des
biotinylierten anti-humanen INf-Antikorpers in einer Konzentration von 5,04/ml. Der
Antikorper wurde in 4 % BSA in PBS verdinnt. Dieaf®¢ wurde bei RT in einer feuchten
Kammer fur 1,5 h inkubiert. Die Zellen wurden erheut PBS gewaschen und nach Zugabe
von 50ul/well 0,5 U/ml Streptavidin-AP-Konjugat fur eineertere Stunde in einer feuchten
Kammer inkubiert. Die Platte wurde dann dreimal RBS gewaschen. Im nachsten Schritt
wurden 5Qul/well NBT/BCIP Substrat zugegeben und die Plage 3y °C inkubiert bis die
Spots sichtbar wurden. Die Farbreaktion wurde diitschen mit Wasser gestoppt. Die

Anzahl der Spots wurden mit einem ELISpot-Reademitéez|t.
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2.3.10 *'Cr-Freisetzungsassay

Die zytolytischen T-Zellfunktionen wurden MiChrom-Freisetzungsassays untersucht. Dafiir
wurden 500.000 autologen Melanomzellen in J0@MMEM-Medium suspendiert und mit
radioaktiver”’Chromlésung (25QCi) firr eine Stunde bei 37°C inkubiert. Der Ubersshan
Chrom wurde durch finfmaligem Waschen der ZellenMadium entfern und die Zellen mit
3000 Zellen/Well in eine 96 Well-Rundboden-Platts@atiert und mit Jug/ml synthetisches
Peptid und oder ohne 20@/ml anti-HLA W6/32 Antikérper fur 30 Min. bei R.Tgepulst.
AnschlieRend wurden die CDg-Zellen in einem Verhdltnis 20:1 zu den Melanohere
zugegeben und die Platte fur vier Stunden bei 3W#C Brutschrank inkubiert. Das
Gesamtvolumen pro Well betrug dabei 200Als Kontrollen wurden 6 Wells mit Detergenz-
Saponin behandelten Zielzellen fiir die Bestimmuagrdaximalerr’Chrom-Freisetzung oder
die Zellen in Medium fiir die Bestimmung der spoetaChrom-Freisetzung von den Zellen
verwendet. Nach vierstindiger Inkubation wurden diellen bei 300> fur 5 min
abzentrifugiert, 10Ql der Uberstande in Messrohrchen tberfiihrt und HieRend das
freigesetzte Chrom mit Hilfe eingsCounters (Packard, Dreieich) vermessen.

Fur die Berechnung der spezifiscié@hrom-Feisetzung wurde folgende Formel verwendet:
[(experimentell€’Cr-Freisetzung — spontantCr-Feisetzung) + (maximafeéCr-

Freisetzung — spontantCr-Feisetzung)] x 100 = % Lyse

2.4 Proteinchemische Methoden
2.4.1 Antikorperproduktion fur die Isolierung von MHC-Mol ekilen

Die Hybridomazelllinien, die fur die Antikdrperproktion verwendet wurden, wurden in
DMEM-Medium mit 5 % NCS in Rollerflaschen kultivierDanach wurden die Zellen bei
2.969 xg fir 30 min. bei 4°C abzentrifugiert und die Ub&nste fiir die Antikorperisolierung
verwendet. Dazu wurden die Proteine durch Zugabe ¥NH,).SO, bis zu einer
Endkonzentration von 50 % bei 4°C Uber Nacht (Gpgzipitiert und bei 11.878 ¢ fur
30 min. bei 4 °C abzentrifugiert. Nach der Zengétion wurde das Proteinpellet in einem
kleinen Volumen von 34 mM Acetatpuffer (pH 4,75)dg und auf eine 5 ml Protein G-
Sepharose-Affinitatsdule aufgetragen. Die Sauledeunit 5 Saulenvolumen Acetatpuffer
gewaschen. Durch Zugabe von 100 mM Glycin, pH=2j50@n die an Protein G gebundenen
Antikorper von der Saule eluiert. Die Eluate wurderl M Tris, pH=8 gesammelt und die
Proteine durch Zugabe einer gesattigten (50D, Losung (1:1) bei 4°C u.N. geféllt. Die
prazipitierte Proteine wurden bei 7.728 x g furnd@. bei 4°C abzentrifugiert und das
Proteinpellet in bidest. # geltdst. Die Reinheit der Antikérper wurde mitt&BS-PAGE
Uberprift. Danach wurden die Antikorper bei 4°C egedPBS dialysiert, um verbliebenen
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Ammonium zu entfernen. Die Antikorper wurden in%0Glycerol in 10 mg Aliquots bei -

80°C gelagert.

2.4.2 Saulenvorbereitung fur die Affinitditschromatographie

Fur die Affinitdtssdulen wurde CNBr-aktivierte-Sepbse 4B als Matrix verwendet. Die
Antikorper wurden zur Kopplung per Dialyse im Koppgspuffer (0,1 M NaHC¢ 0,5 M
NaCl, pH 8,0) U.N. umgepuffert. Die Kopplung wurdach dem Standardprotokoll des
Herstellers durchgefihrt. Fur eine 5 ml Sdule warte mg Antikdrper eingesetzt. Es wurden
drei Saulen vorbereitet. Eine Saule wurde mit W6ranoklonalem Maus Antikorper
gekoppelt und fur die Isolierung der MHC-I-Peptidiplexe verwendet. Fir die Isolierung
der MHC-Klasse-II-Molektile wurde eine mit Tu39 Adirper gekoppelte Saule eingesetzt.
Eine mit dem Antikérper 19.1-178 gekoppelte Saudmie als Vorsaule.

2.4.3 Peptidisolierung von MHC-Molekulen

Fur die direkte Isolierung der MHC-gebundenen Reptvurde die folgende beschriebene
Methode verwendet [117, 118]. Die Tumorzellen warde Lysepuffer (Tris-Puffer, pH 7,4,
mit 0,3 % CHAPS, 0,2 % NP-40, 1 mM EDTA und 1 mMadddoc) aufgenommen und unter
Rotieren bei 4 °C fur 30 min lysiert. Das Lysat deibei 500 x g fur 15 min zentrifugiert, um
die unldsliche Membranfraktionen oder nicht voltsti lysierte Zellen von den geldsten
Proteinen abzutrennen. Die Zelllyse wurde dreimalerholt. Die Effizienz der Lyse wurde
optisch mittels Mikroskopie gepruft. Im Fall eingrol3en Anzahl intakteZellen wurde die
Lyse noch einmal wiederholt. Zellulare Bruchstieierden durch Ultrazentrifugation bei
100.000 x g fur 1 h beseitigt. Die Isolierung deHG®Peptid-Komplexe erfolgte mittels
Affinitatschromatographie (zur S&ulenvorbereitunghe 2.3.3). Nach dem Auftragen des
Zelllysats wurden die Saulen nacheinander mit Paffer (pH 7,4), Waschpuffer 1 (Tris-
Puffer, pH 7.4 mit 0,3 % CHAPS), Waschpuffer 2 §fiauffer + 0,3%$-Octylglykozid) und
abschlie3end mit ultrareinem Wasser gewaschenabiger Saule gebundenen MHC-Peptid
Komplexe wurden mit einer 0,7 % TFA LOsung eluiartd in einer Vakuumzentrifuge
(Speed Vac) getrocknet. Danach wurde das Lyophyiis® % Acetonitril mit 0,1 % TFA
gelost. Die Peptide wurden durch Ultrafiltrationtreinem Centricon zentrifugalen Filter
(Ausschlul3grenze von 3 kDa) von hochmolekularen pamenten abgetrennt.

2.4.4 Zweidimensionale HPLC

Nach der Ultrafiltration wurden die Peptidextraktaittels zweidimensionaler HPLC
aufgetrennt: Mikro-HPLC in der ersten und nano-HPWIC zweiten Dimension. Die
Fraktionierung der Mikro-HPLC-Fraktionen trug dabkei, die Komplexitat der Proben zu
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reduzieren und damit solchen bei den massenspedtiigohen Analysen der komplexen
Peptidgemischen sehr oft beobachteten Effekt waeSatjnalsuppression der Analytionen[77]
zu minimieren. Die Mikro-HPLC wurde mit dem Smayis&m durchgefuhrt, welches mit der
Umkehrphasen-SauletRPC SC 2.1/10, C2/C18 ausgestattet war. Dazu wuwede
Acetonitrilgradient von 5 % bis 90 % von B (Eluekit 0,1 % TFA in ultrareinem Wasser,
Eluent B: 90 % Acetonitril, 0,1 % TFA und 10 % alteines Wasser) verwendet. 45
Fraktionen je 20@l wurden bei einer Flie3geschwindigkeit von 10®nin gesammelt.

Das nano-HPLC System besteht aus dem Solvent Dgl8sstem, welches mit dem Acurate
™ microflow Processor, einem Flusssplitter und ritiee5ul Probenschleife ausgestattet ist.
20 - 40l der Fraktionen aus der ersten Dimension wurddrena vollstandig lyophilisiert.
Die Peptidmischung wurde mit 5 % Acetonitril, 0,1T%A bis 5ul verdiinnt und nach kurzer
Sonifikation im Ultraschallbad bei einer Flussratn 300 nl/min auf die Nano1gHPLC-
Saule aufgetragen. Die Auftrennung der Peptidelgtgfomittels eines linearen Gradienten
von O bis 80 % Eluent B (Eluent A: 5 % Acetonit,1 % TFA in ultrareinem Wasser,
Eluent B: 90 % Acetonitril, 0,1 % TFA in 10 % ultethem Wasser) in 30 min bei einer
FlielRgeschwindigkeit von 200 nl/min. Fraktionen dem alle 30 sek direkt auf einem mit der
Matrix beladenen AnchorChip MALDI-Target (siehe .BYtgesammelt. Daflir wurde der

Probot-Fraktionssammler verwendet.

2.4.5 Probenpréaparation fur die MALDI-TOF Massenspektrometrie

Fur die Analyse der HLA-Peptide wurde HCC#&-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure) als Matrix
verwendet. Zur Herstellung der Matrixlosung wurdeistikllines HCCA zu einer
Endkonzentratrion von 4 mg/ml in Ethanol-Acetoasser (60:30:10 v/v/v) + 0,1 % TFA
gelést. Um die Sensitivitéat der Peptiddetektionveubessern und die Bildung der Matrix-
Cluster zu unterdriicken, wurde ein Uberschuss anyHPO, (Sigma-Aldrich) zur

Matrixlosung gegeben und im Ultraschallbad 5 minnifsmert. Das Auftragen der
Matrixlosung auf die MALDI-Targets erfolgte durchasl Eintauchen der GELoader
Pipettenspitze in die Lésung, wobei durch Kapiltafte die Fllssigkeit in die Spritze
eingezogen wird, und darauffolgendes Antippen debé&hposition auf dem Target mit der

Pipettenspitze.

2.4.6 Aufnahme und Auswertung von MALDI-TOF-MS und MALDI- TOF-PSD
Spektren

Die nano-HPLC-Fraktionen oder synthetische Peptidelen mit einem Massenspektrometer
MALDI-TOF Reflex IV analysiert. Zur Kalibrierung deMassenspektrometers wurde die
Peptid-Kalibrierungsmischung Il (Bruker Daltonieihgesetzt. Die Aufnahme der MALDI-
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TOF-MS- und MALDI-TOF-PSD-Spektren erfolgte im pigen Reflektormodus unter

Verwendung der Standardeinstellungen. Die Aufnaldee MS- und PSD-Spektren der
MHC-Peptide wurde manuell mit justierter Starke dewserenergie und/oder Anzahl der
Schisse pro Spektrum oder PSD-Segment durchgefiiertAufnahme der PSD-Spektren
synthetischer Peptide erfolgte im automatischen idod

Fur die Auswertung der Spektren wurde die FlexAsialfsoftware 2.0 (Bruker Daltonics)
verwendet. Die Annotierung der MS-Spektren erfolgh@ Hilfe der in der Software

vorhandenen Standardmethode. Die Annotierung dé-®&ktren wurde dagegen manuell
durchgefuhrt.

Fur die Peptidsequenzanalysen wurde sowohl diddP@pinovaosequencing Software Sequit!
[114] als auch die datenbankbasierte SuchmaschiAS@OT [103] verwendet. Bei der

Berechnung der Sequenzen sowie bei der Datenbdmksuarde die Massentoleranz von

0,1 Da fur das Vorlauferion und 0,5 Da fir die Fnegtmassen eingegeben.

2.4.7 Aufnahme der MS-Spektren und Fragmentierung von Pefiden mittels ESI-
gTOF Massenspektrometrie

Ein Teil der mit Mikro-HPLC aufgetrennten HLA-Peg# wurden mittels direkt mit Nano-
HPLC-Anlage gekoppelten Electrospray-Quadrupol-Fofi€light-Massenspektrometers
(ESI-qTOF-MS) analysiert. Die Probenpraparation Kano-HPLC-ESI-qTOF-MS-Analyse
erfolgte wie Abschnitt 2.4.4 beschrieben, nur neitndUnterschied, dass die Proben nach dem
Zentrifugieren mit Vakuumzentrifuge in 10 5% Acetonitril, 0.1 %TFA aufgenommen
wurden. Die Probeninjektion wurde mittels Autosaenplausgefuhrt. Die Peptide wurden
zuerst auf eine {g-Vorsaule bei einer Flussrate von @dmin aufgetragen. Die anschlieRende
Auftrennung der Peptide erfolgte Uber eing-Banoséaule bei einer Flussrate von 220nl/min.
Fur die Elution der Peptide wurde folgender Gratemnwendet:

- 5-60 % B (0-60 min)

- 60-90 % B (60-65 min)

- 90 % B (68 min)

- % B (70 min)

- 2% B (80 min)

- (Eluent A: 1 % Acetonitril, 0,1 % FA in ultrareineWwasser, Eluent B:

100 % Acetonitril, 0,1 % FA).

Die Vermessung der MS- und MS/MS-Spektren wurdevattautomatischen Modus und in
einem Massenbereich von m/z 50 bis 2500 ausgefiNath der Aufnahme des MS-
Spektrums fur 1 sec folgte die Fragmentierung daf fintesivsten lonen fir 5s. Als

Kollisionsgas wurde Argon verwendet. Die Kollisiengergien wurden fur die MS/MS-
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Analysen der HLA-Peptide angepasst und je nachgerisd Ladungszustadnd des Peptids
von 8 bis 50 keV variiert.

Um die erneute Fragmentierung der hoch abundanteanizu verhindern und damit auch die
Fragmentierung der weniger dominaten Peptide zwgliohen, wurden Ausschlusskriterien
eingesetzt, sodass die Peptide, die bereits zwefirallie MS/MS-Analyse ausgewahlt
wurden, flr 1 min. nicht mehr fragmentiert wurden.

Fur die Auswertung der Spektren wurde die Data ¥81al3.1 Software (Bruker Daltonics)
verwendet. Die datenbankabhangige ldentifizieruag leptide erfolgte Uber BioTools 3.0
Software (Bruker Daltonics) und der Mascot Serv@r (®latrix, Science, UK). Die Suche in
der Swissprot-Datenbank wurde mit einer Masserdalervon 200 ppm fur das Vorlauferion
und 0,2 Da fur die Fragmentmassen durchgefihrteDalirde die Oxidation am Methionin
und die Deamidierung der AS Glutamin oder Asparaggnmdoglichen Modifikationen der

Peptide eingegeben.

2.4.8 Melanom-Zell-Lyse: Fraktionierung nach Kern und cytoplasmischen Fraktionen.

Ca. 250 mg Tumorzellen wurden mit dem NE-PER-Kihdimo Scientific) lysiert und
Proteinextrakte cytoplasmatischer und nuklearerktfnaen erzeugt. Dabei wurden die
Reagenzien zur Extraktion der cytoplasmischen (GEBsung) und nuklearen (NER-
Losung) Proteine frisch mit Proteaseinhibitorcotk@&igma-Aldrich) versetzt. Zu den Zellen
wurde zuerst 500 pl CER-I-L6sung und nach der ivées Vortexen 27,5 pl CER-II-Reagenz
hinzugefiigt. Die Zellen wurden auf Eis fur 10 mimkubiert, um die Zellmembran
aufzuschlieRen. Nach der Zentrifugation wurde deerstand (cytoplasmiche Fraktion) in ein
neues Rohrchen Uberfiihrt. Das Pellet wurde in 23ER resuspendiert und 40 Min. auf Eis
inkubiert, um die nuklearen Proteine zu extrahief@ie Proteinkonzentrationbestimmung in
den Extrakten wurde mittels BCAi¢inchonic acidl Protein Assay Reagent Kit (Thermo
Scientific) nach den Eingaben des Herstellersnere®6-well Mikrotiterplatte ausgefihrt. Kit
enhélt die Lésung A (BCA) und Losung B (Cu6H,0). Die Proteine reduzieren in einem
alkalischen pH Bereich die €ulonen zu monovalenten Qonen die dann die farbigen
Komplexe mit BCA bilden. Zur Proteinkonzentratiosbemmung wurde auf eine
96 Wellplatte 10 pl Probe mit 200 pl Reagenzlosulig,aus 50 Teilen Losung A und einem
Teil Losung B zusammengesetzt wurde, gemischt dindB® Min bei 37 C inkubiert. Die
Extinktion wurde mit einem ELISA (Enzyme Linked Immmosorbent Assay)-Reader bei
550 nm gemessen. Anhand einer Eichreihe aus B®Aife serum albumjnbekannter

Konzentrationen konnte die ProteinkonzentrationRtebe bestimmt werden.
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2.4.9 Invitro GPS-2-Methylierung.

Fur diein vitro Methylierung von GPS-2 wurden 10 nukledres oder cytoplasmisches
Proteinextrakt als Methyltransferasedonorugekombinantes His-getaggtes GPS-2 Protein
(siehe 2.5.11) sowie G4Ci mit Tritium radioaktivmarkiertes S-Adenosylmeathin (SAM)
(Amersham Biosciences) als Methyldonor verwendeirde von Um zu Uberprufen, ob das
Enyzm PRMT1 fur die Methylierung von GPS-2 veranthch ist, wurden 2 pg PRMT1
(Upstate Signaling, USA) anstelle des Proteinexésleingesetzt. Das Gesamtvolumen aller
Reaktionsansatze betrug 1,20Die Methylierung erfolgte in 80 mM Tris-HCI pH®fir 8 h.

Als Positivkontrolle wurde anstelle von GPS-2 dastéin Histon 4, das als Substrat fur
PRMT1 beschrieben wurde, verwendet. Dazu wurdeg Bligton 4 mit 219 PRMT1, 76u9
nuklearem oder 100g cytoplasmatischem Proteinextrakt (siehe 2.4.8d ut6uCi
radioaktivmarkiertem SAM in einem Volumen von 40 phkubiert. 30ul des

Reaktionsansatzes wurde fir die weitere AnalyselsisDS-PAGE verwendet.

2.4.10 Isolierung desin vitro methylierten GPS-2Proteins

Zur lIsolierung desn vitro methylierten His-getaggten GPS-2 Proteins wurdeml 2Qi-
Agarose-Beads (Qiagen, Deutschland) mit einer Bigdkapazitdt von 5-10 mg/mi
verwendet. Diese Beads wurden durch zweimaligesciiégis mit dem Methylierungspuffer
aquilibriert und dem Reaktionsansatz mit dem Hisggten GPS-2 Protein zugesetzt (siehe
2.3.30). Die Isolierung des Proteins erfolgte fiih bei RT unter standiger Rotation.
Anschlie3end wurden die Beads bei 1000 x g fur i amzentrifugiert, 5 x mit Waschpuffer
(80 mM Tris; 20 mM Imidazol pH 8.0) gewaschen unmd 20ul 2 x SDS-Probenpuffer
aufgenommen. Die Proteine wurden 5 min bei 95°Caulerert und mittels SDS-PAGE
(12 %) aufgetrennt.

2.4.11 SDS-PAGE

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Masse gtéoin denaturierender Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Acrylamid Konzatibn des Sammelgels betrug 4 %
(Vernetzungsgrad 3,3 %) und des Trenngels 12 % n@feungsgrad 3,3 %). Die Proben
wurden im Verhaltnis 5:1 mit 6x Probenpuffer gerhisdei 95°C fur 5 min denaturiert und
auf das Gel geladen. Die Anreicherung der Probe Sammelgel erfolgte bei einer
Stromstarke von 10 mA, die Auftrennung der ProtemeTrenngel bei 15 mA. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel mit Coomassie gefarbtdie Proteine sichtbar zu machen.
Dafur wurde das Gel ca. 20-30 min in Farberlosund anschliel3end in Entfarberlosung
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inkubiert, bis die proteinfreie Gel-Matrix entfarlturde und die Proteinbanden sichtbar

wurden.

2.4.12 Visualisierung der mit Tritium radiomarkierten Prot eine

Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel in Foseimg (20 % Methanol, 10 % Essigsaure
in Wasser) fur 1 h inkubiert. Danach wurde das BielWasser gewaschen, auf Filterpapier
gelegt und mit dem Vakuumtrockner Gel Dryer SE1l®effer, USA) fir 40 min
getrocknet. Das getrocknete Gel wurde auf eine BA&R2040 Imaging Platte (Fuji Film,
Japan) gelegt und 4 Tage bei RT im Dunkeln inkiib@ie Visualisierung der radioaktiven

Proteinbanden erfolgte mit einem Fluorescent Infagaysers FLA-2000 (Fuji Film, Japan).

2.4.13 In vitro Methylierung der GPS-2 Peptide

Zur in vitro Methylierung wurden synthetisches GPS-2-Peptideveedet, in denen jeweils
eine Aminosaure in der Peptidsequenz SQNPRFYHKIdAtanin ersetzt wurde. Zusatzlich
besalRen die Peptide am N-Terminus einer-Hag, der zur Isolierung der Peptide aus dem
Reaktionsgemisch mittels Metalchelatchromatograpbrerendet wurde.

Fur die in vitro Methylierung wurden 10Qg cytoplasmatisches Proteinextrakt als
Methyltransferasedonor, 1 nmol Peptid sowieuCAd radioaktivmarkiertes SAM als
Methyldonor eingesetzt und der Reaktionsansatz @thiMierungspuffer (80 mM Tris, pH
8,0) bei 36°C fur 4 h inkubiert. Als Positivkontelwurde 0,5 nmol rekombinantes His
getaggtes GPS2-Protein verwendet. Um die His-g&tagi§onstrukte zu isolieren, wurden
die Reaktionsgemische auf eine 96 Well-Filterpléthertragen und zusammen mit #0Ni-
Agarose-Beads 1,5h bei RT im Schuttler inkubieter Uberstand wurde durch
Zentrifugation bei 2000 x g fur 5 min entfernt. Wie an den Beads unspezifisch gebundenen
Proteine zu entfernen, wurde die Platte dreimal2%@ pul Waschpuffer (80 mM Tris pH 8,0,
0,01 % NP-40, 20 mM Imidazol) gewaschen. Die Elutesfolgte bei intensivem Schitteln
fur 1h bei RT in Elutionspuffer (80 mM Tris pH 80,01 % NP-40, 250 mM Imidazol). Die
Eluate wurden durch Zentrifugation auf eine bergiisSzintillator beschichtete Luma Platte
gesammelt und bei 50°C getrocknet. Der Elution#ictwirde noch einmal wiederholt. Die
Eluate wurden auf derselben Platte gesammelt uncb@¥ Gber Nacht getrocknet. Die
Lumineszenz der Proben wurde am nachsten Tag netreiTop Count Lumineszenzzahler

gemessen.

2.4.14 Peptidmarkierung mit Fluorescein

Fur die Herstellung chemisch modifizierten Peptidesrde Fluorescein-5-maleimid als

Reagenz verwendet. Die Kopplung an die freien TDniglpe eines Cysteins wurde in
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Kopplungspuffer (20 mM Natriumphosphat, pH 7,2); der der Anwendung entgast wurde,
durchgefiihrt. Das in DMSO geldste Fluorescein-5einaid wurde in 5-fachem Uberschuss
tropfenweise zur Peptidlosung zugegeben. Danacldevdie Mischung unter standigem
Ruhren im Dunkeln bei RT @.N. inkubiert.

Das mit Fluorescein gekoppelte Peptid wurde aus Bemktionsansatz mittels Reversed-
Phase-HPLC gereinigt. Fiur die Aufreinigung wurdeeepRPC SC 2.1/10, C2/C18 Saule
verwendet. Das Peptid wurde bei einem Gradient 4850 % Eluent B (Eluent A: 100 %
H.O/0,1 % TFA; Eluent B: 90 % Acetonitril/10%,8/0,1 % TFA) eluiert. Die Fraktionen
wurden manuell gesammelt und die Reinheit des @eptmittels Massenspektrometrie
Uberprift. Die HPLC-Fraktionen wurden im Lyophilisa getrocknet und in DMSO
aufgenommen. Die Peptidkonzentration wurde miB&l#\ Protein Assay bestimmt.

2.4.15 Transkriptomanalysen

Die mRNA-Expressionsdaten von Melanomzelllinien Kea47, ChaMel 84 ChaMel 105
und Melanozyten wurden von Fr. Yvonne Welte zurfi¥gung gestellt. Dabei wurde die
genomweite mMRNA-Expressionanalyse mittels HumanWe38 Expression BeadChip-
Array (lllumina, Niederlande) ausgefiihrt. Die Exgs®mnsdaten wurden mit Illlumina
BeadStudio Software normalisiert und ausgewertegr haximale Signalwert fur die
Expression lag bei 36.819 AU (engtbitrary unitg. Um die zwei Populationen (das gesamte
Transkriptom vs. Transkripte von identifizeirten AHLiganden) direkt miteinander zu
vergleichen, wurden einzelne Werte auf die gesafmieahl der Eintrage in jeweiligen
Population normalisiert und fur eine grafische Delhsng in einem Balkendiagramm oder fur
die Berechnung der kumulativen Summe von Datenweuted somit fur eine Darstellung
zweier Datensatze im Form der kumulativen Verteghkkurven verwendet. Fir eine

statistische Auswertung der Daten wurde die OiggghSoftware benutzt.

2.4.16 Analyse der Proteom- und HLA-Peptidomdaten

Alle Information (Gene ID, Gensymbol, Proteinsequ)efiir die Analyse auf Proteinebene
wurde aus der NCBI-Datenbak verwendet. Die Klaggifung bezlglich biologischer
Funkton und subzellularer Lokalisation der Proteimerde anhand der in der HPRD-
Datenbank (Human Protein Reference Database) vdeimam Information durchgefihrt. Fir
eine Zuordnung der HLA- Peptide zu den kanonisdheA-Motiven wurde die Information

in der SYFPEITHI-Datenbank verwendet. Fir die Kifd@srung der Proteine nach ihren

Umsatzraten wurden veroffentlichte Proteomdaten zuBestimmung der
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Geschwindichkeitskonstanten des Proteinabbgy Jerwendet [119]. Die Halbwertzeiten

(t12) des Proteinabbaus wurden nach folgender Fornmethbeet:
(t1/2) = Ln2/Kyeq
Eine Vergleichsanalyse zweier Populationen wurdén im Abschnitt 2.4.15 beschrieben,

durchgefuhrt.

2.5 Molekularbiologische Methoden
2.5.1 Polymerase-Kettenreaktion fur die Expressionsklonising

Fur die Vervielfaltigung einzelner Gene mittels yoérase-Kettenreaktionpdlymerase
chain reaction PCR) wurde cDNA der aus den Melanomzelllinienliesten mRNA als
DNA-Template verwendet. Die Amplifikation der Geneird durch die Anlagerung
genspezifischer Oligonukleotide (sog. Primer) am diénaturierte cDNA mit nachfolgender
DNA-Synthese durch eine thermostabile Polymeraseiobt. Die Primer wurden so
designed, dass sie neben komplementaren Sequdinzdie fZielgene Schnittstellen fur die
Restriktionsenzyme, die fur die Klonierung der Gendie Expressionsvektoren erforderlich
sind enthalten. Die DNA-Konzentration wurde mit esm Spektralphotometers bei einer

Wellenlange von 260nm bestimmit.

Die PCR wurden wie folgt in einem Gesamtvolumen 26nl angesetzt:

2,5l 10XHigh Fidelity PCR Puffer (Invitrogen, Karsreh
2ul 2,5 mM dNTP
1yl 50 mM MgSQ

0.5ul forward Primer

0,5ul reverse Primer

17,4 H.O

0,1l High Fidelity Tag DNA Polymerase (Invitrogen)
1ul cDNA

Die PCR wurden mit folgendem Programm durchgefuhrt:

2min  94°C Initiale Denaturierung
40s 94°C DNA-Denaturierung

50s 58°C Primer-Anlagerung an die Einzelstrang-DNA 29 Zyklen
60s 68°C DNA-Synthese
10 min  68°C

0 4°C
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Die amplifizierte DNA wurde zur weiteren Verwenduogj -20°C aufbewahrt.

2.5.2 Die Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung und Aufreinigung der PCR-Pradulbzw. Verdauansatze wurden
Agarosegele mit 1-1,5% Agarose in 1XxTBE Puffer @@06 % Ethidiumbromid verwendet.

Die Proben wurden mit Probenpuffer im Verhaltni§ giemischt und auf das Agarosegel
aufgetragen. Die Auftrennung der DNA wurde bei efspannung von 80V durchgefihrt. Die
aufgetrennten Genfragmente wurden anhand der dBirgiung von Ethiumbromid an die

DNA bei UV-Anregung bei einer Wellenlange von 254siohtbare Fluoreszenz detektiert.
Die DNA wurde aus ausgeschnittenen Gelstliicken it gewtinschten Banden mit dem
QIAquick Gel Extraktion Kit nach Herstellerangaleetirahiert.

2.5.3 TOPO-Klonierung und Transformation von E. coli Bakterien

Fur die weitere Amplifikation der PCR-Produkte weidie DNA mit dem TOPO TA Cloning
Kit in den pCR2.1 TOPO Vektor kloniert. Die Klonugrg und anschlieRende Transformation
der E.coli Bakterien erfolgte nach Herstellerangaben (Ingérm unter Verwendung der im
TOPO TA Cloning Kit vorhandenen Reagenzien und keteqten TOP10F Zellen. Fir die
Ligation wurde 1ul Salzldsung mit 401 DNA und 1pul pCR2.1 Vektor gemischt. Der
Ligationsansatz wurde bei RT fur 5 min inkubierurZTransformation der kompetenten
TOP10F" Zellen wurde der Ligationsansatz zu detedejegeben, 30 min auf Eis und nach
einem Hitzeschock bei 42°C fur 30 sec eine weitetende unter Schitteln bei 37°C
inkubiert. 30 pul des Transformationsansatzes wuantischlieRend auf eine Agar-Platte mit
LB-Medium und 200 pg/ml Ampicilin zur Selektion gettiert und U.N. bei 37°C inkubiert.

2.5.4 Kolonie-PCR

Zur Identifizierung von Bakterienklonen, die dasgthid mit dem richtigen Insert enthalten
wurden Kolonie-PCR durchgefuhrt. Ausgewahlten Klomg&irden mit einem sterilen

Zahnstochers von der Agar-Platte in mit 50 pl kideO geflllten PCR-Reaktionsgefale
Uberfuhrt. Die Bakterien wurden fur 2 min bei 94#¢ PCR-Thermocycler erhitzt und die
dabei freigesetzte DNA als Template fir die PCRvesdet.

Die PCR wurde in einem Gesamtvolumen von 25 pulfelsgt angesetzt

2,5ul 10X PCR Puffer (Fermentas)
2ul dNTPs (2,5 mM)
0,5ul genspezifischeiorward Primer (50pmol)
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0,5ul genspezifischareversePrimer (50pmol)
0,125l Dream Tag DNA Polymerase (Fermentas)
18,375ul bidest. HO
1y DNA Template

Das verwendete PCR-Programm war wie folgt:

2 min 94°C Initiale Denaturierung
40 s 94°C DNA-Denaturierung
40 s X°C Primer-Anlagerung an die Einzelstrang-DNA 29 Zyklen
60 s 72°C DNA-Synthese
10 min 72°C
o0 4°C

X°C: primerspezifische Anlagerungstemperatur.

Die PCR-Ansatze wurden direkt auf ein 1%iges Ageget aufgetragen, um die PCR-
Produkte nachzuweisen. Die ausgewahlten inseripesitBakterienklone wurden dan
expandiert, um grol3ere Mengen an Plasmid-DNA fiitene Analysen und Sequenzierungen

sowie Subklonierung der Inserts in Expressionsvektberzustellen.

2.5.5 DNA-Restriktionsverdau

DNA-Restriktionsverdaue erfolgten in 20Gesamtvolumen nach Herstellerangaben. Fur den
Verdau von lug DNA wurde 1/20 des Gesamtvolumens an Enzym e@tgeDer Verdau
wurde bei 37 °C fur 10 min bzw. 1 h entsprechendaben der Herstellerfirma durchgefuhrt.
Die Abtrennung der Restriktionsfragmente aus deakRensmischung erfolgte mittels
Agarose-Gelelektrophorese. Die Banden der gewlasctierdauprodukte wurden aus dem
Gel ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel ExtoaktKit nach Herstellerangaben

aufgereinigt.

2.5.6 Ligation

Fur die Ligation klonierter DNA in Vektoren wurd@et - 7 molarer Uberschuss der Inserts
im Verhdaltnis zum Plasmid eingesetzt, 400 U T4 DNgase und Ligase Puffer (New
England Biolabs, USA) zugegeben und der AnsatRB€ilr 1 h inkubiert.

2.5.7 Plasmidisolierung

Fur die Plasmidpraparation wurde der QIAprep SpiniMep Kit oder Qiagen Plasmid Midi

Kit entsprechend Herstellerangaben verwendet. FérMinipraparation wurden einzelne
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Klone von der Agar-Platte gepickt und in 3 ml LB diiem plus Selektionsmarker G.N. bei
37°C und 170 rpm im einem Rotationsschuttler in&rtbiDavon wurden 2 ml direkt fur die
Plasmidisolierung eingesetzt. Eine 200 ml Uberradhir wurde fiir eine Midipraparation

verwendet, um gréf3eren Mengen an DNA-Plasmid zurgem.

2.5.8 Vorbereitung der M15 kompetenten Zellen

E. coli M15[pREP4] Zellen wurden fur die Expression dekombinanten GPS2-Proteins
verwendet. Zur Herstellung kompetenter Zellen waordee Bakterien auf einer Agar Platte
(LB Medium mit 15 g/l Agar plus 25 pg/ml Kanamyciajsgestrichen und 0.N. bei 37°C
inkubiert. Kolonien, die von den Agarplatten gepiakurden, wurden 10ml LB Medium @.N.
expandiert. 1ml der Ubernachtkultwurde in 100 ml frischnem LB-Medium plus 2§
Kanamycin verdinnt und bis zur @gvon ~0,5 kultiviert. Die Zellen wurden bei 4000#iy

5 min abzentrifugiert und in Transformationslosur(g.u.) fur 90 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend bei 4000 x g fur 5 min zentrifugieas Pellet wurde in 4 ml

Transformationslésung Il (s.u.) aufgenommen un2G@ul Aliquots bei -80°C aufbewahrt.

Transformationslosung | Transformationslésung Il

100 mM RDbCI 10 mM MOPS
50 mM MnC)b 10 mM RbCI
30 mM CHCOOK 75 mM CaGl
10 mM CaC} 15 % Glycerol
15 % Glycerol

pH 5,8 PH 6.8

2.5.9 Klonierung des GPS2-Inserts in den prokaryotischerExpressionsvektor pQE-30
und Transformation kompetenter M15-Zellen

Der prokaryotische Expressionsvektor pQE-30 besiteine Hig-tag-kodierende
Nukleotidsequenz zur Generierung d-ietaggter Konstrukte. Die GPS2-Nukleotidsequenz
wurde aus dem pCR2.1 Vektor (siehe 2.5.3) mit destiktionsenzymen BamHI und Kpnl
ausgeschnitten und unter gleichen BedingungenmwiEbischnitt 2.5.6 beschrieben, in pQE-
30 ligiert. 10ul des Ligationsansatzes wurden mit 10Guf Eis aufgetauten kompetenter
M15-Zellen gemischt und fir 20 min auf Eis inkubieDie Transformation der Zellen
erfolgte mittels Hitzeschock fur 90 sek bei 42°@cN Zugabe von 50d Psi Broth-Medium
und zusatzlicher Inkubation fiir 60 min bei 37°C e 100ul Zellsuspension auf eine Agar-
Platte mit LB Medium und entsprechendem Selektintismtikum ausgestrichen und U.N.
bei 37°C inkubiert.
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2.5.10 Expression His-getaggten Proteine iif.coli

Bakterienklone mit dem GPS2-Insert im pQE-30 Vek@iagen) wurden von der Agar Platte
in 10 ml LB Medium mit 10Qug/ml Ampicilin und 25ug/ml Kanamycin tberfuhrt und @.N.
bei 37°C inkubiert. Von der Ubernachtkultur wurdénml in 100 ml LB Medium
aufgenommen und bis zu einer 0,6 inkubiert. Die Proteinexpression wurde duréh d
Zugabe von Isopropyf-D-thiogalactopyranosid (IPTG, Qiagen) in einer Emrzentration
von 1 mM induziert. Die Zellen wurden fur weiteréh4inkubiert, fir 20 min bei 4000 x g

abzentrifugiert und fur weitere Analysen bei -8@lagert.

2.5.11 Isolierung des His-getaggten Proteins aus-coli

Ca. 1 g des Bakterienzellpellets wurde in 4 ml [pygter (50 mM NaHPO4, 300 mM NacCl,
10 mM Imidazol, pH 8,0) aufgenommen. Nach Zugabeldesozyms in einer Konzentration
von 1 mg/ml wurden die Zellen fir 30 min auf Eiswgdt. Die |0sliche Fraktion wurde durch
Zentrifugation fur 20 min bei 10.000g< abgetrennt. Die unldsliche Fraktion, die das
rekombinante Protein enthalt, wurde im zweiten pygter (100 mM NaHPQ,, 10 mM Tris-

Cl, 8 M Harnstoff, pH 8,0) aufgeschlossen und fam@in bei RT inkubiert. Das Lysat wurde
fur 20 min bei 10.000 g zentrifugiert und fur die Aufreinigung des rekomdonten Proteins
weiter verwendet.

Fur die Aufreinigung des Proteins wurde 1 ml Ni-Agge Beads Suspension (Qiagen,) mit
4 ml Zelllysat gemischt, die Mischung fur 1 h beil’Rtemperatur rotiert und anschlie3end in
eine Leersaule Uberfuhrt. Der Durchlauf aufgefangee nicht gebundene Proteine mit 5 x 1
ml Waschpuffer (100 mM NadPO,, 10 mM Tris-Cl, 8 M Harnstoff, pH 6,3) von der $&u
gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden mitdBlspuffer (2 ml 100 mM NajPO,,

10 mM Tris-Cl, 8 M Harnstoff, pH 4,5 Puffer) eluieand in vier Fraktionen je 0,5 ml
aufgefangen. 1Ql jeder Fraktion wurden zur Analyse per Gelelektm@se und
Massenspektrometrie verwendet. Um die KonzentragiorHarnstoff zu reduzieren, wurden
die Fraktionen mit dem GPS2 Protein in 8iale A LyseDialysekammer (Pierce) mit einem
Cut-off von 7000 Dalton (Da) uberfuihrt und gegeralise-Puffer (100 mM NajPO,,

10 mM Tris-Cl, 2 M Harnstoff, pH 7,2) flr 48 h b#C dialysiert. Der Dialyse-Puffer wurde
zwischenzeitlich zweimal gewechselt. Nach Dialyselgte die Bestimmung der
Proteinkonzentration mittels BCA-Protein-Assay. it der Proben wurde mittels SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) untersuch
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der HLA-Peptidome
3.1.1 Vergleich der HLA-Peptidome von vier Melanomzelllinen

Die HLA-I einer Zelle prasentieren eine Vielzahksehiedener Peptide, in ihrer Gesamtheit
Peptidome genannt, die von unterschiedlichen Rretei der Zelle stammen und
Informationen zu den in der Zelle exprimierten Broén und ihren Umsatz tragen. Um den
Grad der Ubereinstimmung von Peptiden in den Peptah verschiedener Tumorzelllinien
derselben Tumorart zu bestimmen, wurden die HLAugelenen Peptide von den vier
Melanomzelllinien ChaMel 41, ChaMel 84, ChaMel 108d ChaMel 105 extrahiert, per
HPLC und Massenspektrometrie analysiert und ideiméis Peptide anhand gleicher
Retentionszeiten und identischer Masse identitiziBei unterschiedlichen HLA ist von
unterschiedlichen Préaferenzen fir Peptide auszugebaher wurden die Zahlen der
ubereinstimmenden HLA einschliel3lich der HLA, digaz verschieden sind, aber &hnliche
Peptide binden kénnen, bestimmt und anhand deelignfe detektierten Peptide berechnet,
wie viele Ubereinstimmende Peptide erwartet werkiamten. Alle vier Melanomzelllinien
exprimieren HLA-A11, drei Zelllinien -B35 und -Cwdnd zwei -B51 (siehe Anhang I).
Darlber hinaus haben nach den verotffentlichten Bigdmotiven fir HLA-gebundene
Peptide die Liganden von vier oder funf der je sedhLA paarweise verglichener
Melanomzelllinien gleiche oder sehr ahnliche Binglemotive.

Die HLA-Peptide wurden mittels Mikro- oder Nano-HPLund anschlie3ender MALDI-
TOF- oder ESI-QTOF-Massenspektrometrie analysiart, die identischen Peptide in den
HLA-Peptidomen der vier analysierten Melanomzel#imzu detektieren (als Beispiel siehe
Abbildung 9). Zur Kalibrierung der Retentionszeiteaorden 19 sequenzierte Peptide, die in
allen vier Melanomzelllinien identifiziert wordenanen, als interne Standards verwendet
(siehe Anhang 1V). Insgesamt wurden 3203 Peptida den vier Melanomzelllinien
detektiert, 827 Peptide von ChaMel 41, 1054 vonNB# &84, 557 von ChaMel 100 und 765
von ChaMel 105.
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Abbildung 9. Identische Peptide in den HPLC-Frakticmmen der Melanomzelllinien A) Melanomzelllinie
ChaMel 100; B) ChaMel 41, C) ChaMel 84 und D) Chal@s. Die in allen vier HPLC-Fraktionen detekteart
Massen der identischen Peptide sind blau dargestell

Die Zahlen bei dieser Vergleichsanalyse der idemgiten identischen Massen waren sehr
unterschiedlich. Dabei wurden zwischen 38 und 124eweils zwei Melanomzelllinien,
zwischen 24 und 47 in drei und 36 in allen viere#tgert. Die groRte Uberlappung wurde
zwischen den Melanomzelllinien ChaMel 84 und ChaMelregistriert. Dabei wurden 124
identische HLA-Liganden detektiert (Abbildung 1Q)(58 Massen waren einmalig, d.h. sie
wurden im Peptidom jeweils nur einer Zelllinie gedien.

Unter Bericksichtigung der HLA mit identischen oddmlichen Bindungsmotiven wurden
die zwischen jeweils zwei, drei oder allen vier Bre@mzelllinien erwartete Zahl identischer

Peptide berechnet (Anhang IIl). Davon wurden zwescls % und 18 % bei paarweisen
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Vergleichen zweier Melanomzelllinien, zwischen 5u4d 13 % bei drei und 10 % bei allen

vier Zelllinien tatséchlich nachgewiesen.

ChaMel 41 ChaMel 84

620

ChaMel 105 ChaMel 100

57

459 47

235

81

38

Abbildung 10. Die Uberlappung der HLA-Peptidome dervier Melanomzelllinien. Die Zahl der detektierten
Peptide und die Ubereinstimmung in den HLA-Peptidnrwurden im Venn-Diagramm angezeigt.

Dieses Ergebnis zeigt, dass es nur geringe Ubent@ppwischen den HLA-Peptidomen von
Melanomzelllinien gibt. Zur Bestatigung dieses HMHmgeses wurde der Grad der
Ubereinstimmung der HLA-Peptidome anhand der ifieigiten Peptide untersucht.

3.1.2 Identifizierung HLA-gebundener Peptide

Um die Sequenzen der von vier Melanomzellliniediesten und mittels zweidimensionaler
HPLC aufgetrennten HLA-Liganden aufzuklaren, wurdesn Peptide mit den MALDI-TOF-
bzw. ESI-Q-TOF-Massenspektrometern fragmentiert died=ragmentmassen bestimmt. Zur
Sequenzbestimmung anhand der Fragmentierungsspekinairden sowohl der
datenbankbasierte Algorithmus MASCOT als auch da&embankunabhéngigde novo
Sequenzierungssoftware  Sequit!  eingesetzt. Die Adweg der de novo
Sequenzierungssoftware ermdglicht Mutationen odestt@anslationale Modifikationen
aufzudecken. Bei der MALDI-TOF-PSD-Analyse wurdeie @inzelnen Peptide aus dem
relativ komplexen Peptidgemisch mit Hilfe eines lonenselektmanuell isoliert, um das
PSD-Spektrum aufzunehmen. Da der lonenselektor esfadiv niedrige Auflésung von
M/AM =~ 100 besitzt missen Peptide bei einer Masse ddéauferions von 1000 Da einen
Abstand von ca. 10 Da haben, um die UberlagerurgjerwPSD-Spektren oder den Verlust
von Signalintensitadten zu vermeiden. Es war daher mdglich, einen Teil der HLA-
Peptidome zu analysieren.
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Bei der Sequenzberechnung anhand der PSD-Spekitrelem datenbankbasierten Verfahren
konnten die Sequenzen fur 107 Peptide nicht eimgléestimmt werden. Aufgrund fehlender
Informationen in den Spektren, wie unvollstandigeu@d N-terminale lonenserien, wurden
die Kandidatensequenzen von MASCOT mit niedrigen9@AOT-Werten vor< 35 bewertet.
Zur Validierung der MASCOT-Ergebnisse wurde deenovoSequenzierungsoftware Sequit!
eingesetzt. Eine 100 %ige Ubereinstimmung mit dekSKIOT-Ergebnissen wurde in allen
analysierten Fallen festgestellt (siehe Anhang Dig Daten, die mit beiden Algorithmen
generiert wurden, wurden zusatzlich manuell anatysium die Identifizierung falsch-
positiver Sequenzen zu vermeiden. Bei der manuelealyse wurde besonders auf die
Qualitat der Spektren geachtet. Fur 86 luckenh@B®-Spektren, bei denen sich nur eine
geringe Uberlappung von 3 AS zwischen N- und C-terminalen lonenserien lgrgaurden
die PSD-Spektren synthetischer Analoga der mogtidheA-Peptide aufgenommen und die
Fragmentierungsmuster mit den Spektren der nabtiéric Peptide verglichen, um die
Sequenzen zu validieren.

Die Abbildung 11 zeigt das PSD-Spektrum eines HBsptit m/z=1016.63, das von der
Melanomzelllinie ChaMel 84 isoliert und mit dem MRBL-TOF-Massenspektrometer
fragmentiert wurde. Die Sequenz ATTLPIRNK wurde sbiwon MASCOT als auch von
Sequit! vorgeschlagen und durch den Vergleich mam &pektrum des synthetischen Peptids
bestatigt. Durch die Anwendung der Sequenzieruritygae und in fraglichen Fallen auch
durch den Vergleich der MALDI-TOF-PSD-Spektren d€andidatensequenzen mit den
Spektren der natirlichen Peptide wurden 192 HLAabwen bei den vier analysierten
Melanomzelllinien identifiziert. Davon konnten fu8kequenzen allerdings nur mit Hilfe der
de novoSequenzierungssoftware Sequit! identifiziert wardeés gab dabei Peptide, die eine
Methylierung der Argininreste in der Sequenz au$ere Diese posttranslationale
Modifikation fihrte zu einer Veranderung der Pemiidse, so dass die Identifizierung mit
MASCOT nicht mdglich war. Die Sequenzbestimmung wumgtere Charakterisierung dieser
methylierten HLA-Peptide ist im Kapitel 3.3 beseen. Sechzehn der 192 mit dem
MALDI-TOF-Massenspektrometer fragmentierten Peptieden ausschliel3lich durch den
direkten Vergleich der Retentionszeiten und degf@ntierungsmuster der nattrlichen mit

den Retentionszeiten und Spektren synthetischardedpestimmt.
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Abbildung 11. Die experimentelle Bestatigung der Peptidsequenz nas von der Zelllinie ChaMel 84
isolierten HLA-Liganden. Die der Sequenz ATTLPIRNK zugeordneten Massen demd y- lonenserie oder
der internen Fragmente sind im PSD-Spektrum einatirithen HLA-Peptids (A) annotiert. Die
Massendifferenzen der benachbarten Fragmente nenserie entsprechen genau den AS und werden im
Spektrum dargestellt. Die Bezeichnung der N- untei@inalen Fragmente wurde nach der von Biemann
vorgeschlagenen Nomenklatur ausgefiihrt [92]. Dimémiumionen und internen Fragmente sind mit dem Ein
Buchstaben-Code der AS gekennzeichnet. Die gleithessen wurden im Spektrum des synthetischen Reptid
detektiert (B). Dadurch konnte die Sequenz des Hligenden bestétigt werdeilie Peptidsequenz und die
identifizierten b- und y-Fragmente sind oberhalb $igektren angegeben.

Da durch die Anwendung zweier komplementéarer Té@dmMALDI und ESI mehr Peptide

identifiziert werden kdnnen, als durch den Eingaiz einer der Technologien, wurden die
Sequenzanalysen der HLA-Peptide mit Hilfe eineskdimit Nano-HPLC gekoppelten ESI-
QTOF-Massenspektrometers fortgesetzt. Zur Peptigisegidentifizierung anhand der ESI-
MS/MS-Spektren wurde auch in diesem Fall sowohl datenbankabhangige Verfahren
Mascot als auch dide novoSequenzierungssoftware Sequit! verwendet. Dabedevuvier

Sequenzen durch den direkten Vergleich der Fragerangsspektren der HLA-Peptide mit
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den Spektren synthetischer Peptide validiert (assBel siehe Abbildung 12). Durch die

Anwendung eines ESI-QTOF-Massenspektrometers wurdesgesamt

395 Peptide

identifiziert. 88 dieser Sequenzen wurden auch RIWALDI-TOF-Massenspektrometrie
identifiziert (siehe Anhang 1V). Somit konnten eiReihe Peptide aus den MALDI-TOF-
Experimenten mit Hilfe der ESI-QTOF-Technologietbé&gt werden.
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Abbildung 12. MS/MS-Spektrum eines einfach gelademe lons mit m/z=810,43 zur Bestimmung der
Peptidsequenz (A).Das Peptid wurde aus der Melanomzelllinie ChaMel 1€8iert und mittels eines ESI-QTOF-
Massenspektrometers fragmentiert. Die Fragmentelevuder Sequenz ALAPGLPTA des Neudesin neurotrofattiors
zugeordnet. Die Sequenz wurde mit Mascot (Mascoté&S®) sowie mit dede novoSequenzierungssoftware Sequit!
berechnet und durch den direkten Vergleich mit dgmektrum des synthetischen Peptids (B) bestatigt. detektierten
sequenzspezifischen b- und y-lonen sind im Spekttesmnattrlichen Peptids dargestellt.

Mit den beiden Technologien MALDI und ESI wurdersgesamt 499 HLA-Liganden von

den vier analysierten Melanomzelllinien identifiziel9 Peptide wurden in allen vier



Ergebnisse 55

Zelllinien, 14 in drei und 37 in zwei der Zelllimadentifiziert. 303 Peptide wurden jeweils

nur in einer der Zelllinien nachgewiesen (Abbildurg).

ChaMel 41 ChaMel 84

128

ChaMel 105 ChaMel 100

26

51

12

Abbildung 13. Uberlappung der identifizierten HLA-Peptide von vier analysierten MelanomzelllinienDie
Ubereinstimmungen zwischen den HLA-Peptidomen wurbe Venn-Diagramm angezeigt. Die Sequenzen
aller Peptide sowie ihre Zuordnung der Ursprungsgime ist im Anhang zusammengefasst (sieche Anheg |

Die 499 Peptide enthalten mit Uberlappungen zwisahen HLA-Peptidomen verschiedener
Zelllinien 375 nicht redundante Peptide (siehe Ahbig 13), die 306 Quellproteinen
zugeordnet werden konnten. (siehe Anhang V). §8i@sequenzen aus dieser Liste waren in
der Literatur bereits als HLA-gebundene Peptidelesben worden (siehe Anhang IV). Die
restlichen 289 Peptide sind neue, bisher nichttvedzene HLA-Liganden.

Die analysierten HLA-Peptidome enthalten mehrer@tiBeequenzen, die von ein und
demselben Protein prozessiert wurden. Dabei wurd® HLA-Liganden aus 40
Quellproteinen registriert (siehe Anhang V), wobliei hochste Anzahl an HLA-Liganden von
hochabundanten Proteinen wie Vimentin oder den ddaton Faktor 1 alpha 1

stammten (Tabelle 1).

Tabelle 1. Quellproteine mit mehreren identifizieren HLA Liganden. In der Tabelle sind die Quellproteine,
von denen mehr als zwei HLA-Peptide prozessierteny zusammengefasst.

Peptidsequenz Protein HLA-Typ Zelllinie, ChaMel
ETDLLDIRSEY A02 41
RSNEHIREL Annexin A11 ? 84
TDLLDIRSEY A01 41
ATAGIIGVNR All 41,84,100
ATAGIIGVNRK Clathrin heavy chain 1 All 84,105
EYLTKVDKL A24 84
KSTTTGHLIYK Elongation factor 1- All 41
SGKSTTTGHLIYK alpha 1 All 41, 84
STEPPYSQK All 100
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Peptidsequenz Protein HLA-Typ Zelllinie, ChaMel
STTTGHLIYK All 41

TTGHLIYK All 41
TTTGHLIYK A1l 41
ILTDITKGV AO2 105
LTDITKGVQY Elongation factor 2 A0l 41
RYFDPANGKF A24 84
AASVPVVY B35 41
YYIDCIRQV Fatty acid synthase B35 41
TFDDIVHSF AO1 41
SONPAMRFYHHK & orotein oath A1l 41, 84, 100, 105
SONPMMRFYHR 'ZLO e'rr(‘e sso r"z"ay All 105, 84
SONPRFYHK PP All 41, 84, 100, 105
DALRLYL B51 84
GTIKDIVTR Isoleucine-tRNA All 84, 41, 100
PVSIIQKY synthetase B35 41
RSDTPLIYK A1l 84
FAFIHK] . B51 84
PFAFIHKI H'StOJ”AeS%TEthy'aS A24 84
DPFAFIHKI B51 84
ALLDRIVSV Nuclear pore complex A02 105
LLIGHLERV brotein Nup205 AO2 105
SSLYIILKK A1l 105
ATAGDGLIELRK A1l 41, 100, 84, 105
DGLIELRK Prohibitin All 100
TAGDGLIELRK A1l 100
RYIDRIHIF A24 84
RYIDRIHIFF Egzgs‘;riﬁ;}:é\tﬁ A24 84
TYORWOFTL A24 84
AKIRIFDL . . BO8 84
DAKIRIEDL 60S rlboEcl)Bnal protein B80S 84
RIFDLGRKK A1l 100, 84
NVADVVIKF B35 41
RVTYPAKAK Ribophorin I All 84
RYIANTVEL A24 84
KLLEGEESRISL AO2 105
NYIDKVR All 41
NYIDKVRF Cw4 41
NYIDKVRFL Cw4, A24 41, 84
RFLEQQNKI L A24 84
RISLPLPNF Vimentin A24 84
SLPLVDTHSK All 41
SSVPGVRLL B35 41
YASSPGGVY B35 41
YIDKVRFL Cw4, A24 84, 41

" mmR, Sequenz mit dem monomethylierten Arginin,
2dmR, Sequenz mit dem dimethylierten Arginin

Auf der Basis der identifizierten Peptide wurde diberlappung der HLA-Peptidome
bezuglich der Peptide, die HLA-A11 zugeordnet warklénnen, untersucht. Fir die Bindung
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an HLA-A1l1 werden Peptide mit den basischen AS Wirgioder Lysin am C-Terminus
bevorzugt. Dabei wurden 287 Peptide mit C-termmakgginin oder Lysin HLA-A11l
zugeordnet und fur diese Analyse verwendet. Davarew 77 Peptide von ChaMel 41, 82
von ChaMel 84, 91 von ChaMel 100 und 37 von ChahM& isoliert und identifiziert
worden. Die geringste Zahl an HLA-A11 Peptiden veunébn der Zelllinie ChaMel 105
identifiziert. Das HLA-Al1l-Peptidom dieser Melanostiinie wies auch die geringste
Uberlappung mit den Peptidomen der anderen drdlirdeh auf (Abbildung 14). 19 der von
Zelllinie ChaMel 105 isolierten und identifiziertePeptide wurden in allen vier
Melanomzelllinien identifiziert, was ca. 51 % dewarteten entspricht und wiederum auf die

Heterogenitat der HLA-A11-Peptidome der analysieZelllinien verweist.

ChaMel 41 ChaMel 84

28

ChaMel 105 ChaMel 100

38

12

Abbildung 14. Uberlappung der HLA-A11-Peptidome dervier analysierten Melanomzelllinien
ChaMel 41, ChaMel 84, ChaMel 100 und ChaMel 105.

Fasst man die Ergebnisse zusammen, wurden durcAntvendung der datenbankbasierten
Suchmaschine Mascot und db¥ novoSequenzierungsoftware Sequit! 375 nicht redundante
Peptide identifiziert, wovon 289 nicht zuvor in deteratur als HLA-Liganden beschrieben
worden waren. Dabei wurden modifizierte HLA-Ligandeaber keine mutierten Antigene
gefunden. AulRerdem wurden anhand der Sequenzanabjse HLA-Liganden der vier
Melanomzelllinien die im Kapitel 3.1.1 beschriebeHeterogenitat zwischen den HLA-
Peptidomen bestatigt. Fir etwa 13 % aller Quelgnet der HLA-Peptide wurden mehrere
HLA-Liganden identifiziert. Dabei wurde die hochst&nzahl an Peptiden von
hochabundanten Proteinen detektiert, was daradlebiet, dass die Proteinabundanz sich in

der Reprasentanz der Epitope in den HLA-PeptidodesrZellen widerspiegelt.
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3.1.3 Kiassifizierung der Quellproteine beziglich subzellarer Lokalisation und
biologischer Funktion

Die Proteine, von denen die identifizierten HLA-aiglen stammten, wurden entsprechend
ihrer subzellularen Lokalisation und biologischemkion klassifiziert, um zu bestimmen, in
welchem zellularen Kompartiment sich die Quellprote befinden bzw. zu welcher
Proteingruppe sie gehdren. Die Information zur sllbl&ren Lokalisation der Quellproteine
wurde der humanen Proteomdatenbank HPRD (éthginan Protein Reference Database
entnommen. Die Klassifizierung der identifiziert&806 Quellproteine hinsichtlich der
subzellularen Lokalisation zeigte, dass sie melitiei in zwei zellularen Fraktionen
vorkommen: Nukleus (ca. 31,3 %) und Cytoplasmal(34) (Abbildung 15). Dartiber hinaus
waren Proteine der Zellmembran (14,3 %), der Mitochien (6,3 %), des
endoplasmatischen Retikulums (5,6 %), des Golgiakais (3,6 %), der Endosomen (1,7 %)
und der Lysosomen (1,7 %) vertreten. Die Zuordndeg Proteine zu ihren subzellularen
Lokalisationen zeigte, dass die absolute MehrheitRfoteine intrazellular ist. Es gab aber
auch Proteine die extrazellularen Kompartimenten4 ¥8) oder keinem zelluléaren
Kompartiment (1 %) zugeteilt werden konnten.

40 -

%
30

20 A

Abbildung 15. Klassifizierung der Quellproteine der identifizierten HLA-Liganden hinsichtlich ihrer
subzelluldren Lokalisation. Im Diagramm ist die Verteilung der Quellproteinie den zellularen
Kompartimenten dargestellt.

Diese Analyse der Quellproteine der identifiziertéiLA-Liganden zeigte, dass die
Hauptquellen fir die HLA-Antigenprozessierung undorésentation nukleare und
cytoplasmatische Proteine sind. Zugleich kdnnen HReptide nahezu jedes zellulare
Kompartiment vertreten.

Die in der HPRD-Datenbank vorhandene Annotierung &eoteine beziglich ihrer

biologischer Funktion wurde als Basis fur die erdgspende Klassifizierung der
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Quellproteine verwendet. Die Analyse ergab, dass @uellproteine in unterschiedliche
zellulare Prozesse involviert sind (Abbildung 1@®)ie Mehrheit der Proteine ist an
metabolischen Prozessen, wie ProteinmetabolismuQ{Eellproteine), Zellwachstum (22),
Zellmetabolismus (26), RNA-Prozessierung (21) odeasnsport (27), beteiligt. Daneben
finden sich auch Proteine mit regulatorischen Esgbaften, die in Signaltransduktion (61),
Transkription (4) und Regulation der Transkripti@i) sowie Zellzyklus (4) involviert oder
an solchen biologischen Prozessen wie Apoptose DNA-Bindung (6) und DNA-
Replikation (2) beteiligt sind. 27 Quellproteinenken keiner Kategorie zugeordnet werden.
Die Funktion dieser Proteine ist bisher unbekawitergehende Literaturanalysen ergaben,
dass 20 der Quellproteine als tumorrelevant besiobn worden waren und an onkogenen
Prozessen der Zellproliferation, Metastasierung émgjiogenese beteiligt sind oder als

Tumorsuppressoren beschrieben wurden (siehe Ariang
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Abbildung 16. Klassifizierung der 306 Quellproteinenach biologischen Funktionen.

Die Daten zeigten, dass die Ursprungsproteine dek-Hganden in ein breites Spektrum
biologischer Prozesse involviert sind. Neben Pnatej die fur die Ausfiihrung allgemeiner
zelltypunabhéngiger Funktionen zustandig sind, warchuch Proteine identifiziert, die
wichtige zellulare Prozesse uUber Signaltransduktietzwerke oder die Expression von

Genen regulieren.
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3.1.4 mRNA-Expression der identifizierten HLA-Liganden

Fur die Transkriptomanalyse wurden die vorhandeliemina WG-6 Chip Array-Daten
einer genomweiten mMRNA-Expressionsanalyse (48.803anskipte) von den
Melanomzelllinien ChaMel 84, ChaMel 105 und ChaMiélverwendet. Zur Detektion der
MRNA-Expression mancher Gene werden mehrere uhiediiche Oligonukleotide
verwendet, sodass Expressionswerte fur 535 Tratsekder 306 Quellproteine ermittelt
werden konnten. Die Expressionsdaten von Melanazwterden ebenso benutzt, um eine
mdgliche Uberexpression der Proteine im Melanomuntersuchen und tumorrelevante
Quellproteine identifizierter HLA-Liganden zu detieken.

FUr eine statistische Expressionsanalyse der Trigtgkdaten wurden das gesamte
Transkriptom sowie die Transkripte von Quellproggimach ihrer mMRNA-Expressionsstarke
in 52 Gruppen eingeteilt. Um die beiden DatensatZ@esamttranskriptom vs.
Quellproteintranskriptom, direkt miteinander zuglerchen, wurden die Werte normiert und
die Anzahl der Transkripte in jeder Gruppe durcle @esamtzahl der Transkripte im
jeweiligen Datensatz geteilt und so als normalisgeHistogramm dargestellt (Abbildung 17).
FUr einen statistischen Vergleich der beiden Daizeswurde ein Smirnow-Kolmogorow-
Test fur zwei Populationen durchgefiihrt. Daflr vaurdlie normalisierten Expressionswerte
der Transkripte in kumulative Verteilungskurven wsetzt (siehe Abbildung 17, Einlage)
und die maximale Differenz (D) zwischen den bei@apulationen mit p-Wert der Statistik
berechnet. Diese Berechnung zeigte, dass die Abweiczwischen den beiden Datensétzen
bei einem D-Wert von 0,61 statistisch signifikast (p=1,61x10). Etwa 90 % aller
Transkripte des Transkriptom wurden der Kategorex diedrig exprimierten Proteine
zugeordnet, das sind Proteine mit Expressionswéritezu 716 FUr dieQuellproteine des
HLA-Peptidoms umfasste diese Kategorie nur etw&4@er Transkripte. Die Quellproteine
der HLA-Peptidome fallen in die Kategorien der Bnmo¢ mit niedrigen bis mittleren
Expressionswerten (478 Transkripte mit den Expoessverten bis zu 10.000). Weiterhin
gibt es eine Gruppe von Proteinen, 21 Transkrigte. [8,9 % aller Quellproteintranskripte,
die sehr hohe Expressionswerte von Uber 25.00Crhatm Vergleich zum gesamten
Transkriptom mit 123 bzw. 0,25 % hochexprimierteat®inen sind hochexprimierte Proteine
im HLA-Peptidom Uberreprasentiert.
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Abbildung 17. Vergleichsanalyse der mRNA-Expressiorvon Quellproteinen von HLA-Liganden mit
genomweiten Transkriptomen von Melanomzellen. Fir diese Analyse wurden die Mittelwerte der
Expressionsdaten von den drei mit einem llumingpGimalysierten Melanomzelllinien ChaMel 47, Chalgl
und ChaMel 105 verwendet. Die gesamte Anzahl amskrépten (48.803) und 214 Transkripte von den
Quellproteinen von HLA-Liganden wurden nach ihreqpEessionsstarke (AU) in 52 Gruppen geteilt undhnac
der Normalisierung mit einander verglichen. Die kidmtiven Verteilungskurven, welche fir eine Beraatm
des maximalen D-Wertes und damit fur die Bestimmdeg Differenzen zwischen den beiden Datensétzen
verwendet wurden, sind in der Einlage dargest@ik. Berechnung der maximalen Distanz (D-Wert) zivist
den Verteilungskurven und der statistischen Sigaifz (p-Wert) wurde mit der Origin 8.5 Software
durchgefiihrt.

In einer weiteren Analyse wurde die mdgliche Ubpression der Quellproteine HLA-

gebundener Peptide im Melanom analysiert. Daflirdemr die Transkriptomdaten von
Melanomzellen mit denen von Melanozyten verglich&lle Transkripte (48.803 Eintrage)

und diejenigen der Quellproteine wurden nach ihtdberexpressionsgrad in 52 Gruppen
eingeteilt und wie vorher beschrieben analysiertuctA in diesem Fall wurden

hochsignifikante Unterschiede in der Verteilung ievéopulationen beobachtet (D=0,46, p=
2,26x10°). Diese Vergleichsanalyse der mRNA-Uberexpressiigte, dass, bis auf wenige
Ausnahmen, HLA-Peptide von normal oder leicht Ukerenierten (bis zu 3,5-fach)

Proteinen prozessiert wurden (Abbildung 18). Hohbetgxpression wurde bei finf
Quellproteinen beobachtet, die in der Tabelle Z2mmengefasst sind.
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Abbildung 18. Uberexpression von Quellproteinen vorHLA-Liganden im Melanom. Fir die Berechnung
des Expressionsverhaltnisses (Melanom vs. Melaroyyurden das Verhaltnis detRNA-Expressionswerte
der Quellproteine und des gesamten Transkriptomnecheet und nach einer Einteilung der resultierande
Uberexpressionswerte in 52 Gruppen im Histogramngesellt. Die grafische Darstellung der kumulative
Verteilungskurven der beiden Datensatze wurde ala@e eingeflgt. Die Berechnung des D-Wertes ued d
Signifikanz (p-Wert) wurde mit der Origin 8.5 So#ive durchgefiihrt.

Zu den uberexprimierten Quellproteinen gehdrt MAGE, das als melanomassoziiertes
Antigen bereits bekannt ist [120]. Es gehdrt zu Geuppe der sogenannten Cancer-Testis

Antigene, die ausschlief3lich im Testisgewebe undumor Uberexprimiert sind.

Tabelle 2. Die in Melanomzellen Uberexprimierten Tanskripte von den Quellproteinen identifizierter
HLA-Liganden. Expressionsstarke ist arbitrary units(AU) dargestellt. CM-Abkirzung fir ChaMel.

Expressionswerte, AU Expressions-
Protein cMa7 lcMsa | cM 105 _Cl\/l, Melanozyten verhaltnis
Mittelwert
VGF nerve
growth factor| 27142 | 3260 3987 11463 123 93
inducible
Matrix Gla | g 370 4940 1790 67 27
protein
Melanoma-
associated | jq75 | ggg 70 936 67 14
antigen 1
(MAGE-A1)
Lysyl oxidase 577 | 5995 | ggo 1186 113 11
homolog 3
Annexin A1 | 4065 | 18034 9442 10514 1609 7
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Weiter wurde eine genauere Analyse der Korrelataischen der HLA-Peptidprasentation
und der tumorspezifischen Uberexpression der Quédime fur die mRNA-

Expressionswerte von Melanomzelllinien ChaMel 84d udhaMel 105 im Vergleich zu
Melanozyten durchgefuhrt. Es wurden dabei sechsllipateine gefunden, die in den
Melanomzelllinien Uberexprimiert sind (Tabelle 3)on den sechs sind drei Quellproteine

ausschlief3lich in der Melanomzelllinie ChaMel 1@fetexprimiert.

Tabelle 3. Die in den Melanomzelllinien ChaMel 84 nd ChaMel 105 Uberexprimierten Transkripte von
den Quellproteinen der HLA-Liganden. Expressionsstarke ist arbitrary units(AU) dargestellt.

MRNA Expressionswerte, AU

Quellprotein Zelllinie Expressions-
ChaMel Melanom Melanozyten verhaltnis
Lysyl oxidase homolog 3 84 2098 113 19
Annexin Al 84 18034 1609 11
Matrix Gla protein 105 5657 67 85
Membrane-assomgted 105 2870 481 7
transporter protein
Nuclear pore complex | 105 6360 1016 6
protein Nup205
THO complex 4 105 3072 586 5

3.1.5 Zellularer Umsatz der Quellproteine

Es wird generell angenommen, dass das HLA-Peptigoiimar das Protein-Degradom,
weniger als das zellulare Proteom reprasentiert][1Ries wirde bedeuten, dass die Peptide
von Proteinen mit hoheren Umsatzraten im HLA-Peptidangereichert sein sollten. Zur
Klassifizierung der Quellproteine entsprechend nhidmsatzraten wurden vor kurzem
veroffentlichte Proteomdaten zur Bestimmung vondB@esndigkeitskonstanten des Abbaus
von Proteinen in sich nicht teilenden HelLa Zellenwendet [119]. Aus diesen Daten wurden
die Umsatzraten fur 184 Quellproteine der HLA-Ligan mit den Umsatzraten des gesamten
Satzes an untersuchten Proteinen (4106 Eintraggjicleen. Dabei wurden die Proteine
anhand ihrer Umsatzraten in 15 Gruppen geteilt. Brezahl der Proteine in beiden
Datensatzen wurde normalisiert und als Histogranma als kumulative Verteilungskurve
dargestellt (Abbildung 19). Aus der Berechnung meximalen Abweichung zwischen den
beiden Datenséatzen ergibt sich, dass die Untedehneden Verteilungen sehr gering und als
statistisch nicht signifikant zu bewerten sind (&) p=0,99).
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Abbildung 19. Die Analyse der Quellproteine nach iten Umsatzraten. Zur Analyse wurden
Abbaugeschwindigkeitskonstanterydk von 4106 Proteinen der HelLa Zellen verwendet [119]. Pieteine
wurden anhand dergqd in 15 Kategorien eingeteilt. Die Anzahl der Progeiwurde in jeder Kategorie
normalisiert und miteinander verglichen. Die kuntivien Verteilungskurven sind in die Einlage einggfiDie
Berechnung des D-Wertes und der Signifikanz (p-YWeurde mit der Origin 8.5 Software durchgefiihrt.

Die Vergleichsanalyse beider Datensatze zeigtes dizb die Verteilungskurven der beiden
Datensatze Uberlagern, was darauf hindeutet, dassHiLA-Peptidom die Verteilung der
Umsatzraten der zellularen Proteine relativ genaidenmspiegelt. Die berechneten
Halbwertszeiten der Quellproteine variieren zwiscl@e8 und 138 h. Demnach kénnen die
Proteine als lang- bis mittellebig klassifiziertrdlen. Es ist keine Anreicherung von Peptiden

von Hochumsatzproteinen im HLA-Peptidom zu erkennen

3.1.6 HLA-Bindungsspezifitaten der identifizierten Peptide

Die identifizierten, nicht redundanten 375 HLA-Ligien wurden nach ihren Sequenzlangen
gruppiert und anhand der Sequenz den HLA zugeaqrdhetvon den Melanomzelllinien
exprimiert werden, von denen sie isoliert wurdere Merteilung der identifizierten HLA-
Liganden nach der Peptidlange zeigte, dass die héhder Peptide (65,9 %) Nonapeptide
sind (Abbildung 20A). Okta-, Deka- und Undekapegptisind im Peptidpool mit jeweils
6,4 %, 16,8% und 8,8 % vertreten. In wenigen Rallwurden auch die kirzeren
(Heptapeptide: 0,8 %) und langeren Peptide (Dodsiage: 1,1 % und Tridekapeptide:
0,3 %) gefunden. Damit passen die identifiziertdrAHLiganden in das typische Muster der
Peptidlangenverteilung von HLA-Klasse-I-Liganden.

Da fur die Isolierung der HLA-Molekiile der Antik@@pW6/32 verwendet wurde, der alle A,
B und C Moleklle der HLA-Klasse-lI erkennt, wurdere dPeptide anhand der in der
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SYFPEITHI-Datenbank gelisteten Bindungsmotive fuie dHLA der analysierten
Melanomzelllinien klassifiziert (siehe Anhang llipdidem entsprechenden HLA zugeordnet
(Abbildung 20B und Anhang 1V).

A B
a0 HLA-B57  HLA-C Molekiil
1,9%
% 70 65,9 '
y HLA-°B35 zugeordnet
60 - 8,5% !
50 - HLA-B08
0,5%
40 HLA-A11
HLA-A32 43,7%
30 - 1,1%
HLA-A02
20 - S os 4,8%
10 - 6,4 ‘
08 . 1,1 0,3 HLA-A24
0 || — 19,3%

7-mere 8-mere 9-mere 10-mere 11-mere 12-mere 13-mere

HLA-A01
Peptidlange 11,9%

Abbildung 20. Die Peptidlangenverteilung (A) und Kassifizierung der identifizierten HLA-Liganden nach
HLA-Bindungsmotiven (B).

165 Peptide, 43,8 % aller identifizierten Peptidie, die basischen AS Lysin oder Arginin am
C-Terminus des Peptids aufwiesen, wurden entspnecdem Motiv aus der SYFPEITHI-
Datenbank als HLA-All-Liganden klassifiziert. Dieeptide aus diesem Pool haben eine
identische Sequenz, kommen aber in drei Formen wod zwar nichtmethyliert,
monomethyliert und dimethyliert an der AS Arginsx Abschnitt 3.3). Fur die Bindung der
Peptide an HLA-A24-Molekile werden die Epitope mén aromatischen AS Phenylalanin
oder Tyrosin an zweiter Position und grof3e hydréyeh&S wie Leucin und Isoleucin oder die
aromatische AS Phenylalanin am C-Terminus des éeiitevorzugt. 73 Peptide (19,3 %)
konnten dem HLA-A24-Bindungsmotiv zugeordnet werddd HLA-Liganden (11,9 %)
konnten als HLA-AO1- und 18 Peptide (4,8 %) als A0@anden klassifiziert werden. Die
bevorzugten AS fir die Bindung an das AO01-MolekiildsGlutamat oder Aspartat in
Position 3 und die aromatischen AS Phenylalanir dgeosin am C-Terminus des Peptids.
Fur die Bindung an HLA-02 werden hydrophobe, altgthe AS in der Position 2 und am C-
Terminus des Peptids bevorzugt. 21 HLA-Peptide )6 konnten aufgrund der
charakteristischen AS Alanin, Glycin und Prolin der Position 2 und den grol3en
hydrophoben AS Leucin, Isoleucin und Valin am Csleius des Peptids als HLA-B51-
Liganden klassifiziert werden. 32 HLA-Peptide (&%, welche zum grof3ten Teil aus der
HLA-B35"-Melanomzellinie ChaMel 41 isoliert wurden, wurdats HLA-B35-Liganden
klassifiziert. Fir neun dieser Sequenzen wurde eafistandige Ubereinstimmung mit dem
Bindungsmotiv aus der SYFPEITHI-Datenbank beobact&ehe Anhang Il und Anhang

IV). Die restlichen Peptide besitzen kein kanormesclProlin in der Position 2. Stattdessen
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wurden die AS Serin, Arginin, Leucin Valin oder Ala an dieser Position detektiert, welche
auch in der Literatur fur manche HLA-B35-Liganderesbhrieben wurden (siehe
SYFPEITHI-Datenbank). Die dort gelisteten Beispieagen, dass auch andere Sequenzen
fur die Bindung an HLA-B35 neben Peptiden mit deamdnischen Bindungsmotiv mdglich
sind.

Vier HLA-Peptide wurden aufgrund ihrer Sequenzatitkeiten mit einem Peptid, welches
als T-Zellepitop und HLA-A32-Binder beschrieben den war [122], dem HLA-A32-
Molekul zugewiesen. Sieben HLA-Liganden wurden HCAMolekllen zugeordnet. Davon
wurden zwei Sequenzen NYIDKVRFL und YIDKVRFL in dewei Melanomzelllinien
ChaMel 41 und ChaMel 84 identifiziert. Da die Bimggmotive fur HLA-A24 und HLA-
Cw4 sehr ahnlich sind (siehe Anhang II), wurden ldéide sowohl HLA-A24 als auch die
HLA-Cw4 als Rezeptoren angenommen. Zehn HLA-Ligand2,6 %), konnten keinem
Bindungsmotiv zugeordnet werden. Eins davon, NLKIBSIE, war in der Literatur als HLA-
B0O8-Binder beschrieben worden [123]. Da die Melapeltinie ChaMel 41, von der das
Peptid isoliert worden war, aber kein HLA-BO8 expiert, muss das Peptid an ein anderes
HLA binden, um auf der Zelloberflache prasentierixzerden.

Mit den obigen Zuordnungen der identifizierten HLAganden zu einzelnen HLA konnten
die Bindungsmotive fur die Liganden verfeinert wesrdDie Statistik der einzelnen AS in den
neun Sequenzpositionen und die daraus resultiemevneldeinerten Bindungsmotive sind in
Abbildung 17 fur verschiedene HLA als Logos darghitstin denen die Haufigkeiten der AS
durch die Hohe ihrer jeweiligen Symbole angezeigt.sFur die Berechnung der Logos
wurde das Sequenz-Logo-Programm [124] verwendet. Darstellung in diesem Format
ermdoglicht die Sequenzen gleicher Lange miteinaadevergleichen. Da eine Mehrheit der
identifizierten HLA-Peptide neun AS lang ist, wundausschlie3lich Nonapeptide eingesetzt.
Fur die Darstellung des HLA-A11-Bindungsmotives dem die 109 Nonapeptide benutzt,
die diesem HLA zugeordnet wurden, aul3er den zwdirgmin modifizierten HLA-Liganden
(Abschnitt 3.3.1). Fur die Visualisierung der Bimdguan AO1 und B35 HLA-Molekilen
wurden 19 bzw. 18 HLA-Liganden verwendet. Fur HLR4Astanden 57 Nonapeptide, fur
HLA-A02 14 und fur HLA-B51 11 Nonapeptide fur dieechnung der Bindungsmotive zur
Verfiigung.

Die Ergebnisse zeigen gute Ubereinstimmungen mitbgeeits bekannten Motiven fiir HLA-
AO01-, A02-, A24- und B51-Molekile (Abbildung 21).idOHLA-B35 zugeordneten Peptide
zeigten allerdings eine hohe Variabilitat im N-t@relen Sequenzbereich und es konnte keine
klare Praferenz fur die Besetzung der Ankerposifiofestgelegt werderDieses Ergebnis
zeigte, dass fur die Bindung an HLA auller den Aak@noséduren auch AS in anderen
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Positionen von Bedeutung sind. Auch die HLA-Al1l engineten Sequenzen weisen eine
hohe Heterogenitat im N-terminalen Bereich auf. tzadem konnte auf3er den positiv
geladenen Ankeraminosauren Arginin und Lysin ame@iinus des Peptids eine Praferenz
fur kleine hydrophile AS wie Threonin und aliphatie AS wie Valin in der Position 2 und

ahnlich fur Serin und Alanin in der Position 1 fgsttellt werden.
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Abbildung 21. Die Sequenzmotive, die fur die Bindug an die hier untersuchten HLA aus den Sequenzen
der identifizierten HLA-Liganden abgeleitet wurden. Hydrophobe AS werden gelb, basische blau,
aromatische schwarz, saure rot, neutrale polargis und Prolin und Glycin purpur dargestellt. Déative
Hoéhe des Buchstabens zeigt die Frequenz der AS etnjedveiligen Position des Peptids an. Fir die
Visualisierung der Bindungsmotive wurde ein im finet zugangliches Programm verwendet
(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).

Die Klassifizierung der identifizierten HLA-Ligandenach Bindungsmotive zeigte in vielen
Fallen eine Ubereinstimmung mit bereits veroff@hiien Motiven. Allerdings zeigen die
mittels HLA-Peptidomanalyse identifizierten Peptidée nur partielle Ubereinstimmung mit
bekannten Bindungsmotiven aufweisen, oder diejenigadie keinem bekannten
Bindungsmotiv fur die HLA, von denen sie isolieromien waren,zugeordnet werden

konnten, dass Variationen in der Peptidsequenz Almdeichungen von den kanonischen
Motiven erlaubt sind und dass die Bindung von Rigptidurch HLA weniger restriktiv ist, als
allgemein angenommen wird. Die hier zugeordnete®{Restriktionen der Peptide wurden
bei der Durchfihrung der T-Zellassays, in denen identifizierten HLA-Liganden als

potentielle T-Zellantigene untersucht wurden, bksiahtigt.
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3.2 T-Zellassays
3.2.1 Exvivo Reaktivitat von T-Zellen aus PBMC

Die Immunogenitat der identifizierten HLA-Peptideunde in T-Zellassays getestet und
untersucht, ob T-Zellen gegen die von den Tumanalolierten HLA-Peptide im peripheren
Blut der Melanompatienten vorhanden sind. Dazu emrex vivo INF-y-Elispot-Assays
(Abschnitt 2.3.9) mit PBMC von Melanompatientenahgefihrt. Vor der Analyse wurde die
Prozentzahl der CD8T-Zellen im Zellgemisch mittels Durchflusszytometbestimmt, um
anhand der in ELISpot detektierten Spotsstiets forming unitpro 1x16 CD8" berechnen
zu konnen. Im nachfolgend beschriebenen Assay wu@BMC von acht HLA-A11l
Patienten getestet. Wegen der begrenzten Mengbialegischen Materials wurden fir die
Analysen 29 zuféllig ausgewahlte HLA-A11-restrintgePeptide verwendet (Tabelle 4). Als
schwache T-Zellantwort wurden die T-Zellreaktioneewertet, bei denen die Anzahl der
detektierten Spots zumindest dem doppelten WertHietergrundes (PBMC ohne Peptid)
entsprach. Funffach hohere Frequenzen der peptidisgaen T-Zellen im Vergleich zum
Hintergrund wurden als starke Antwort gewertet.

Gegen 21 der 29 Peptide (72 %) wurden T-Zell-Reakth unterschiedlicher Stérke bei
mindestens einem von acht Patienten beobachtet.alB= getesteten Patienten wurden
reaktive T-Zellen detektiert, die je nach Patieegen 2 bis 15 Peptide reagierten. Die
T-Zellen aller acht getesteten Patienten reagiestark auf die monomethylierte Form des
GPS2-Peptids, dessen immunologische Relevanz weitéapitel 3.3.5 untersucht wird. Bei
funf der acht Patienten wurden T-Zellreaktionenegegas Peptid ATAGIIGVNR aus der
schweren Kette 1 von Clathrin nachgewiesen. SchevdcBell-Reaktionen gegen die HLA-
Liganden ATAGDGLIELRK aus Prohibitin und AVYGQKEIHR aus G3BP1 wurden in
PBMC von vier Melanompatienten registriert. In Kiatiexperimenten mit PBMC von vier
HLA-A11" gesunden Spendern wurden peptidspezifische® OBBellen gegen 11 Peptide
von 29 getesteten Peptiden gefunden. Die T-Zelli@adén gegen neun Peptide wurden in
PBMC sowohl bei gesunden Spendern als auch beindelpatienten beobachtet, wobei
gegen ATFSTGERK aus dem Exosome-4-Protein und GTSWER aus HLA-DOA
gerichteten CD8T-Zellen nur bei gesunden Spendern nachgewiesedewulm Gegensatz
zu den Patienten wurde bei den vier getestetendgperkeine starke T-Zellreaktion gegen

die monomethylierte Form des GPS2 Proteins regrstri
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Tabelle 4.Ex vivo ELISpot mit PBMCs von Melanompatienten und gesunde Spendern.Die Zahlen in der Tabelle sind Stimulationsindizesl geben an, um das
wie Vielfache die T-Zellreaktion starker als dentéirgrund waren. Die fett gedruckten Zahlen represeen die T-Zellantwort, die zumindest doppelthsach wie der
Hintergrund waren. Funffach hdhere Frequenzenialsiohtergrundwerte wurden als starke Reaktion tend sind in der Tabelle blau gekennzeichnet.

. . : Zahl der Zahl der
Peptide Protein Melanompatienten Antworten Gesunde Spender Antworten
1 2 3 4, 5| 6| 7 8 1| 2| 3| 4
ALYSGVHKK SASH1 23| 20| 20/ 00/210/0,8 0,6/ 0,8 3 0,7 0,0/1,0/0,2 0
ASFDKAKLK thymosinp-10 38/ 07/30/11/1,0/0,3/0,6/| 1,6 2 0,0 20/05/1,3 1
ATAGDGLIELRK prohibitin 15| 1,7, 20| 2,6/ 2,7,1,8|0,7| 2,2 4 1,0/2,0/05/|0,9 1
ATAGIIGVNR clathrin HC 1 0,8/ 23|701|26|/27/15 11 41 5 1,0/11,0/15|1,3 0
ATFSTGERK exosome component4 00 1,7 00 (1®8/03|0,4| 0,8 0 0,73,0/1,0/1,5 1
AVYGQKEIHRK G3BP1 45| 03| 20/08/20(/1,0/04| 2,2 4 1,0/0,0/0,0|1,3 0
GSSDVIIHR PHRF1 15 07 70,04 10/25/14| 2,2 3 1,0/4,0/05/|1,5 1
GTADVHFER THO complex 4 7513310/ 110,7/00/06]| 2,2 3 1,010,0/15/|1,7 0
GTSSVLVSR FBXW11 38| 20 20/11/ 10/(1,3|/0,6/| 05 3 3,3/00/0,0/|1,7 1
GTYVSSVPR HLA DOA 08 00 10 1,11,0/0,5|0,3| 0,5 0 0,0 20/10/1,3 1
HVYDGKFLAR Butyrylcholinesterase | 2,3 | 0,7 | 1,0/ 0,4 1,3/1,0/0,0| 1,4 1 0,3/3,0010|21 2
NYIDKVR Vimentin 90/ 17| 00| 1,41,7/15/ 1,4 19 1 0,700 1,0/ 0,4 0
RASHPIVQK MDN1 23/07,30,11/0,7/03/0,1| 2,2 3 0,0/0,0/1,0/0,9 0
RLFVGSIPK hnRNP Q2 23/10| 10| 1,42,7/0,0, 2,00 1,1 3 1,3/1,0/ 1,5/ 0,9 0
RTIAPIIGR CDC5 08/ 0,7 10 1,023|/13/16/| 1,1 1 0,710/25/1,1 1
RTNWPNTGK RINT1 0,0/ 10, 30/0,0/10/05/0,2| 1,4 1 3,7/0,0/05|0,6 1
RTSEIYVHR DDX24 o8| 1,77 10 1,51,0/0,8 0,6| 0,3 0 0,31,0/15|1,7 0
RTYDREGFKK Nudix motif 4 o0 1,3 0,0 0,80,3/0,8(1,7| 1,1 0 1,3/0,0/1,0| 1,7 0
RVQEAVESMVK FAM136A 11,3/ 00| 10/ 191,7/15/04| 1,1 1 0,30,0/05/2,1 1
RVTYPAKAK Ribophorin 1l o8| 07 10 1,10,7/0,8/0,7| 0,5 0 1,7 0,0/ 0,0/ 1,3 0
SAGPPSLRK zinc finger protein 262 0,02,0 | 3,0/1,21/0,3/0,5/0,6| 1,6 2 1,3/1,0/1,5|1,7 0
SIFDGRVVAK TMCO1 30|17, 00| 041,7/10/0,6/| 1,1 0 0,31,0/10/1,1 0
SONPRFYHK GPS2 15 03 10 08,7/ 0,3/ 06| 1,6 0 0,0 0,0/0,5/0,6 0
SONPmMmMRFYHK mGPS2 6,0 | 13,3/ 19,0, 7,1|5,3|5,3|8,7| 17,7 8 0,7/1,0/1,0|/0,2 0
SONPRdAmMFYHK adGPS2 231 23/ 60/1,1/03/15/ 03| 1,6 3 0,7 0,0/05/04 0
SSFGRGFFK lipring1 00| 0,7/ 30,08/4,3/0,3/1,3| 0,8 2 0,7 1,0/ 3,0/ 0,6 1
SVQGIIIYR ADP/ATP translocase 2 2,3 | 1,3 401/19/2,3/0,8/ 1,0/ 1,4 3 0,700/ 05|11 0
SVSPVVHVR hnRNP L o8 1,7 70/08/0,7/0,3/0,7| 1,6 1 0,3 0,0/05/04 0
VVDAHVREK ARD-1 o8| 00| 10/ 2,21,0/0,8/0,7| 1,4 0 0,710/ 10|11 0
Gesamtzahl der T-Zellreaktivitaten 14 7 15| 3| 8| 2| 2 7 2 6 2 2
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Die ex vivoVersuche mit PBMC von Melanompatienten und gesar&jgndern haben gezeigt,
dass auch HLA-Liganden, deren Quellproteine nigtekd in der Verbindung mit tumorigenen

Prozessen stehen oder die Uberexprimiert sinddeanT-Zellen erkannt werden.

3.2.2 Exvivo Reaktivitat tumorinfiltrierender T-Zellen

Da die grofdte Fraktion der HLA-Liganden von der dwmzelllinie ChaMel 84 identifiziert
worden war, wurden die von demselben Patientemerseh tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TIL) far die Testung von T-Zellreaktivitdten in MNy-ELISpot-Assay verwendet. Fir die
Analysen wurden 96 Peptide, die zum Teil die Ubestsinmung der HLA-Bindungsmotive mit
den von den TIL exprimierten HLA-Molekulen aufwieseufallig ausgewahlt. Es wurden 51
HLA-All-Liganden und 24 HLA-A24-Liganden eingesetzDie restlichen 21 Peptide
reprasentierten eine heterogene Gruppe an Peptittennterschiedlichen HLA-Assoziationen.
Der grol3ere Teil dieser 21 Peptide konnte HLA-B-&kall des B7-Supertyps (u.a. HLA-B7, B35
und B51) zugeordnet werden. Dazu wurden auch dié-IBfanden und Peptide mit nicht
zuordenbaren Bindungsmotiven einbezogen, um zweresib die Peptide an anderen HLA
binden und in diesem Kontext eine T-Zellantwortldssn kdnnen.

Um moglichst viele HLA-Peptide zu testen, wurdea HIiLA-Peptide nach HLA-Restriktion in
zum Teil Uberlappenden Peptidpools zusammengefassivaren durchschnittlich acht Peptide
pro Pool. Die TIL wurden mit den Peptidpools furt24hkubiert und die T-Zellreaktion mittels
ELISpot-Assay ausgelesen. Nur die Pools, bei ddieAnzahl der detektierten Spots zumindest
dem doppelten Wert des Hintergrunds entspracherdemuweiter auf einzelne Peptide getestet.
T-Zellreaktionen wurden gegen 13 Peptide aus detsPoit HLA-A11 Peptiden registriert. Eine
besonders starke Reaktion wurde gegen die Pep&&DSIIHR und STMPHSGNR beobachtet
(siehe Tabelle 5).

Gegen drei HLA-A24-restringierte Peptide aus Poo¥Nvurde eine T-Zellreaktion detektiert,
davon in einem Fall eine starke T-Zellantwort gegas Peptid RYQQWMERF. In Pools mit
den HLA-Liganden, die als HLA-B-Binder klassifiziewurden, konnte gegen 5 Peptide eine
T-Zellreaktion beobachtet werden. Davon wurde fiér Reptide KALRLSASALF, YPFKPPKV
und NLKLKLHSF eine mittelmafig starke Antwort detiekt. Urspriinglich wurden die Peptide
KALRLSASALF und NLKLKLHSF von der ChaMel 41 isolieund als B57-Binder klassifiziert.
T-Zellantworten in TIL von einem Melanompatienteler dieses HLA nicht exprimiert, zeigen,

dass die Peptide von einem anderen HLA gebundef ufellen prasentiert werden missen.
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Tabelle 5. T-Zellreaktionen gegen die HLA-LigandenDie T-Zellantworten, die zumindest doppelt so heda
der Hintergrund waren, wurden als positive Reaktiewertet. Die finffach htheren Frequenzen, d.lakiRétaten,
die >5-fach uber die Hintergrundwerte lagen, wurdensédske Reaktion bewertet und sind in der Tabellblau
markiert. Der in der Tabelle angegebene Stimulafekior (Sl) zeigt, wie vielfach die T-Zellreaktistérker als der
Hintergrund ist.

Peptide Protein HLA @ SI
ATFSSSHRYHK SEC31-like 1 A1l 2
ATIIDILTK Annexin Al All 3
AVQEFGLARFK PRELI All 2
GSSDVIIHR PHRF1 All| 5
GTSSVIVSR F-box and WD-40 domain protein 1B Al12,25
RTNWPNTGK RINT1 All | 2,25
RTYDREGFKK Nudix motif 4 All1| 3
RVTYPAKAK Ribophorin 1l All | 2,25
SIFDGRVVAK TMCO1 All 2
SSFGRGFFK Liprirp1 All 3
SSLSLFFRK Retinoblastoma-like 2 (p130) A1l 25
STMPHTSGMNR FOXO1 All| 5,75
SVSPVVHVR hnRNP L All| 3,75
RFEEKHAYF Crn, crooked neck-like 1 A24 2,5
RYQQWMERF elaC homolog 2 HPC2 A24 6,25
VYLDKFIRL Guanine nucleotide binding protein-like 3 A24 | 25
GRAPQVLVL RNA helicase 21 B35 2
SSVPGVRLL vimentin B35| 2,5
YPFKPPKV ubiquitin-conjugating enzyme E2E3 B513,75
KALRLSASALF VGF nerve growth factor inducible B57 3,75
NLKLKLHSF retinoblastoma binding protein 4 B57 3

Insgesamt wurden mit TIL aus einem Melanompatientefellantworten gegen 21 der 96
getesteten Peptide beobachtet, davon wurde inFéiégn eine starke T-Zellantwort registriert.
Wie auch im Fall deex vivoExperimente mit PBMC von Melanompatienten sindsdiaktiven
HLA-Liganden von den Quellproteinen abgeleitet, chel in keinem direkten Bezug zu
tumorrelevanten Funktionen stehen. Wie im Absci$itt4 gezeigt wurde, wirdnnexin Alund
VGF Nerve growth factor inducible Proteimuf mRNA Ebene Uberexprimiert. In den
T-Zellassays mit TIL konnte gezeigt werden, daseshali-Zellen gegen Peptide aus diesen
Quellproteinen in Patienten durch den Tumor induxi@rden waren.
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3.2.3 Identifizierung Histon-4-spezifischer CD8 T-Zellen in Melanompatienten und
gesunden Spendern

Da die von Tumorzellen prasentierten, HLA-gebundeReptide von den T-Zellen erkannt
werden kdnnen, wurde ein Teil der von den Melandimzn isolierten und identifizierten HLA-
Peptide inin vitro Priming T-Zell-Assays eingesetzt. Wahrend mit deden vorangegangenen
Abschnitten beschriebeneax vivo Assays in vivo induzierte und expandierte T-Zellen
nachgewiesen wurden, werden duiclvitro Priming naive T-Zellen, d.h. solche, die zuvormoc
keinen Antigenkontakt hatten, induziert. Damit kagie Immunogenitat der Peptide fur die
Induktion  T-Zell-vermittelter Immunreaktionen unaigig von natirlich  erfolgten
Immmunreaktionen getestet werden. Dabei wurderC@i8" T-Zellen aus PBMC von gesunden
Spendern isoliert und mit den Peptiden stimuliéiiir die Stimulation wurden bestrahlte
autologe, d.h. von demselben Spender stammende RBd/Ehtigenprasentierende Zellen (APC)
verwendet. Die T-Zellreaktion wurde 14 Tage nachStenmulation bzw. Restimulation in IFix-
ELISpot-Assays getestet. Mit dieser Methode kowitedurch die Zugabe des Peptids induzierte
INF-y-Produktion der einzelnen T-Zellen detektiert werdand die Anzahl peptidspezifischer
CD8' T-Zellen bestimmt werden.

Diese Assays wurden mit 23 von der Melanomzellli@ieaMel 41 isolierten HLA-Liganden
durchgefiihrt. Dabei wurden die T-Zellen von dresigeden Spendern verwendet, die partiell in
den HLA-Alleltypen mit der Melanomzelllinie Uberstinmten. Die T-Zellen wurden zun&chst
mit dem Peptidpools stimuliert und anschlieRenddenrdie expandierten CDg-Zellen gegen
die einzelnen Peptide in ELISpot-Assay getesteti &aem HLA-B35 Spender konnten
T-Zellreaktionen nach der ersten Restimulation gef® von 23 getesteten Peptide detektiert
werden (Anhang VIII). Besonders starke T-Zellreah&in waren gegen das Peptid
NVIRDAVTY aus Histon-4 gerichtet und die zweitstérk Reaktion gegen das Peptid
KALRLSASALF aus demNerve growth factor inducible Protei(MGF) registriert worden
(Abbildung 22).
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Abbildung 22. Detektion Histon-4-spezifischer T-Zden in INF-y-Elispot-Assays. Die mit Peptidpoolen
stimulierten CD8&-T-Zellen von dem gesunden Spender AB wurden irSpbt-Assays auf T-Zell-Reaktionen gegen
einzelne Peptide getestet. Als Kontrollen wurdenTdiZellen mit Peptid ungepulsten APC, CE&:llen alleine und

die APC alleine verwendet. Die unspezifische Statioh mit Phytohemagglutinin (PHA) diente als pesit
Kontrolle. Anhand der detektierten Spots und deraht verwendeter T-Zellen wurden die Spots formings pro

10° CD8'-Zellen berechnet (siche Anhang VIII). Die Wellst mién einzelnen Peptiden, gegen die die T-Zellen am
starksten reagiert hatten, sind in der Abbildunigegezeichnet.

Die Versuche mit dem Histon-4-Peptid wurden forgges und das Ergebnis durch die
Stimulation mit von demselben gesunden Spenderersah T-Zellen verifiziert (Abbildung
23A). Die HLA-Restriktion des T-Zellepitops wurdeniT-Zell-Assay mit den Zellen eines
weiteren HLA-B35 gesunden Spenders bestatigt (Abbildung 23B). ditgs war die
Zellproliferation nach der T-Zellstimulation mit meHiston-4 Peptid bei dem ersten gesunden

Spender deutlich hdher, sodass der ELISpot-Assayijpikaten durchgefihrt werden konnte.
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Abbildung 23. ELISpot-Assay mit dem Histon-4-Peptid NVIRTDAVTY und T-Zellen, die von gesunden

Spendern isoliert worden waren.Die Ergebnisse der T-Zellanalyse nachvitro Priming der CD8 T-Zellen von

den gesunden Spendern AB und NR sind ibzw. B gezeigt. Balken 1 reprasentiert die T-Zellreaktimyen das
Peptid, Balken 2 die gegen T-Zellen ohne Peptidydtiee Kontrolle). Abbildung A zeigt die T-Zellanbst +

Standardabweichung. Die Ergebnisse singpdts forming unitpro 1x16 CD8" T-Zellen dargestellt.

Als weiteres wurde untersucht, ob das Peptid awhvielanompatienten eine T-Zellreaktion
induzieren kann. Die T-Zellen wurden aus PBMC eiH&A-B35" Melanompatienten isoliert.
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Aufgrund der geringen Menge an Ausgangsmateriabemurdie T-Zellen durch die zweimalige
Stimulation mit dem Histon-4-Peptid in Zellkultuxgandiert. Nach der zweiten Stimulation
konnte die T-Zellantwort gegen das Histon-4-Peptidtels ELISpot-Assays ermittelt werden
(Abbildung 24A). AuRerdem wurde untersucht, ob Hdiston-4-spezifischen Zellen in der Lage
sind, die Tumorzellen zu erkennen und zu elimimieRies wurde if'Chrom-Freisetzungsassay
getestet. Dafur wurden die Tumorzellen der Zeljnion der der HLA-Ligand isoliert wurde, als
Target und die mit Peptid stimulierten T-Zellen vdamselben Patienten als Effektorzellen
verwendet. Die spezifische Zelllyse sowohl der Reptid gepulsten, als auch der Tumorzellen
ohne Peptid wurde gegeniiber der verwendeten Kénifoargetzellen mit anti-HLA-Klasse-I-
Antikorper) beobachtet (Abbildung 24B). Die Mengeesd naturlich prozessierten und
prasentierten Histon-4-Peptids war ausreichend, dien maximale Antwort der T-Zellen

auszulésen, sodass durch die Zugabe des Peptidsysiieder Tumorzellen nur leicht erhdht
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Abbildung 24. INF-y-EliSpot-Analyse (A) und °Chrom-Freisetzungsassay (B) mit den T-Zellen eines
Melanompatienten. Der ELISpot-Assay mit CD8T-Zellen vom Melanompatient M-DIP wurde unter dgeichen
Bedingungen wie bei den gesunden Spendern durdigefidbbildung A zeigt die T-Zellantwort. Die
peptidspezifische Lysaj der autologen Tumorzellen wurde mit T-Zellen tedanompatienten am Tag 7 nach der
zweiten Stimulation in?'Chrom-Freisetzungsassay getestet. Die TD&ellen wurden im Verhaltnis 20:1 zu den
Tumorzellen eingesetzt. Im Balken 1 ist die Prozainit der Lyse von mit Peptid gepulsten Tumorzelied im
Balken 2 ist die Tumorlyse ohne Zugabe des Pepadgestellt. Als Kontrolle der spezifischen Lysereeider anti-
HLA-Klasse-I-Antikdrper W6/32 verwendet (Balken 3)ie in Abbildung B dargestellten Ergebnisse wurden
zwei weiteren unabhéngigen, unter den gleichenri®eaigen durchgefiihrten Experimenten bestatigt.

In vitro T-Zellanalysen zeigten, dass das Peptid abgeliietden ubiquitdr hochexprimierten
Protein Histon-4 von CD8T-Zellen erkannt wird und, dass die T-Zellen i dage sind, die

antigenexprimierenden Melanomzellen zu eliminieren.
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3.3 GPS2-Methylierung
3.3.1 Identifizierung der modifizierten HLA-gebundenen Peptide

Im MALDI-TOF-PSD-Spektrum eines Peptids mit der B@4204,6 Da wurden Fragmente mit
den Massendifferenzen von 45 Da und 70 Da zum Vfatén und zu manchen Fragmenten im
Spektrum detektiert (Abbildung 25).
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Abbildung 25. MALDI-TOF-PSD-Spektrum des dimethylierten GPS2-Peptids.Der HLA-Ligand wurde aus der
Melanomzelllinie ChaMel 105 isoliert. Die detekter und zu der Sequenz SQNPRFYHK zugeordneten dbyun
lonenserien sind im Spektrum gekennzeichnet. Diest@imle zwischen den benachbarten Fragmenten einer
lonenserie entsprechen einer AS. Die Fragmentmastiendurch die neutrale Abspaltung von Dimethylami
(-45 Da), Dimethylcarbodiimid (-70 Da) oder Dimelipyanidin (-87 Da) vom Vorlauferion, von internen
Fragmenten oder von a-, b- und y-lonen entstanitheln Isestatigten die asymmetrische Dimethylieruag #rginin.

In der Einflgung ist der untere Massenbereich,emdlie Fragmente von Dimethylammonium (m/z = 46yb))
Dimethylcarbodiimidium (m/z = 71,2) und Dimethylgudinium (m/z = 88,2) identifiziert wurden, dargestellt. Alle

im PSD-Spektrum detektierten, sequenzspezifischegriente sind im Anhang VI zusammengefaldt

Solche Massendifferenzen kdnnen durch die Abspgltuon Dimethylamin (45 Da) und
Dimethylcarbodiimid (70 Da) von dem an der Seitdétegkenodifizierten Arginin erklart werden
[125]. Die im kleinen Massenbereich detektiertegn8le bei m/z = 46,171,2 und 88,2 deuteten
entsprechend auf Dimethylammonium, DimethylimidiurDimethylguanidinium, die als

Fragmentierungsprodukte von Dimethylarginin bestyen wurden [126, 127]. AulRerdem gibt
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die neutrale Abspaltung von Dimethylamin und dagin8i bei m/z =46 im unteren
Massenbereich einen deutlichen Hinweis auf die asgtrische Dimethylierung von Arginin.
Aufgrund der modifizierten AS konnte die Peptidssgu durch die Anwendung der
datenbankabhé&ngigen MASCOT-Suchmaschine nicht kigige werden. Fur die weitere
Sequenzberechnungurde diede novoPeptid-Sequenzierungssoftware Sequit! verwendat. Fu
die Kalkulationen wurde Dimethylarginin als modifige AS benutzt. Die 500 von dem
Programm vorgeschlagenen Kandidatensequenzen wiiidetie BLAST-Suche in der NCBI-
Datenbank verwendet. FUr einen von den zwei bestgmKandidaten wurde die 100 %-ige
Ubereinstimmung mit der C-terminalen Sequenz SQNARE des G protein pathway
suppressoR (GPS2) festgestellt, jedoch mit dem dimethylierégginin in der Sequenz. GPS2
war als Mitglied des nukledren Rezeptor-Korepreggmnplexes (engl.nuclear receptor
corepressor compleNCoR) beschrieben worden [128]. Deutrale Verlust von Dimethylamin,
Dimethylcarbodiimid und Dimethylguanidin bei b ung Fragmenten bestéatigte die
asymmetrische Dimethylierung von Arginin. Die senkSignale bei m/z 195,3 und 212,2, die
mit den internen Fragmenten NP und NP-17 zusammitemfskonnten zusammen mit dem
Fragment m/z 237,2 durch die Abspaltung der Dimathin-, Dimethylcarbodiimid- und
Dimethylguanidingruppen aus dem internen Fragmeimf geklart werden. Die Masse 282,2
von diesem modifizierten Dipeptid wurde im Spektratherdings nicht detektiert. Einzelne
Fragmente mit m/z =309,8, 505,5 und 788,6 konntian Abspaltungsprodukten der
Dimethylguanidingruppe (-87 Da) aus den interneagfrenten NPdmR, PdmRFY und aus
einem ¥ lon zugeordnet werden. Die geringe Anzahl der ldwlen neutralen Verlust des
Dimethylguanidins entstandenen Fragmente beded#st die Dimethylguanidingruppe gegen
die Fragmentierung in der Gasphase resistent ist. Abspaltung des Dimethylamins (-45 Da)
und Dimethylcarbodiimids (-70 Da) wurde von mehrerenternen Fragmenten NPdmR,
NPdmRF, PdmRF und PdmRFY detektiert, ohne dasdMdssen dimethylierter Formen (m/z
396,2, 543,3, 429,3 und 592,3) der Fragmente naghgen werden konnten. Solche Dominanz
der Abspaltungsprodukte in dem PSD-Spektrum gegenimethylierten Formen zeigt, dass die
zwei Methylgruppen zur Destabilisierung der Seitdtk von Arginin fuhren und damit die
Fragmentierung der Seitenkette in der Gasphasdcl@den. Der neutrale Verlust von
Dimethylamin bei den N- und C-terminalen Fragmentgh Vs, VY7, 8, be oder von
Dimethylcarbodiimid bei lonenghl7 und g 17 bestétigte die Lokalisation des modifizierten

Arginins in der Peptidsequenz.
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Die neutrale Abspaltung von Methylamin (-31 Da) uddnomethylcarbodiimid (-56 Da) aus
dem Vorlauferion mit m/z 1190,5 in einem andere® Fpektrum (Abbildung 26) deutete auf
eine Monomethylierung von Arginin hin. Fur die Segmberechnung mit Sequit! wurde Arginin
als monomethylierte AS eingesetzt. Es wurde diesédequenz wie fur das Peptid mit
m/z 1204,6 berechnet, nur mit dem monomethylier@minin. Bei der weiteren manuellen
Sequenzauswertung wurde der neutrale Verlust vonoethylamin (-31 Da) von den internen
Fragmenten festgestellt, ohne die entsprechenddéuferionen dieser Fragmente zu detektieren
(Abbildung 26 und Anhang VI). Das deutete wiederauif eine effektive Fragmentierung der
Seitenkette des monomethylierten Arginin hin. Deaitnale Abspaltung von Monomethyldiimid

(-56 Da) wurde an den lonen a7, b8 b8-18 und aasniem Fragment NP detektiert.
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Abbildung 26. MALDI-TOF-PSD-Spektrum des monomethylierten GPS2-Pptids. Das Peptid wurde von der
Zelllinie ChaMel 84 isoliert. Die detektierten urnd der Sequenz SQNPRFYHK zugeordneten b- und yakmTéen
sind im Spektrum gekennzeichnet. Die neutrale Alspga des Monomethylamins (-31 Da) und
Monomethylcarbodiimid (-56 Da), die als Indikatar flie Monomethylierung dienten, wird im Spektrungezeigt.
Die Immoniumionen einzelner AS sind mit Ein-Bucl&a-Symbol der jeweiligen AS gekennzeichnet.

Die Identifizierung der relativ geringen Anzahl deée-monomethylierten Produkte im PSD-
Spektrum bedeutet, dass die Fragmentierung der methglierten Seitenkette von Arginin in

der Gasphase im Vergleich zur dimethylierten Fonergetisch unglnstig ist.
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Ein drittes Peptid mit m/z = 1176,5 wurde als niofgthylierte Variante der beiden vorherigen
identifiziert (Abbildung 27). Die Sequenz wurde rhiiife der de novoSequenzierungssoftware

Sequit! berechnet und mit der datenbankabh&ngigehrBaschine MASCOT bestatigt.
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Abbildung 27. MALDI-TOF-PSD-Spektrum des nicht modifizierten GPS2-Peptids.Die der SQNPRFYHK
Sequenz zugeordneten Massen der b- und y-lonerseddm PSD-Spektrum eingezeichnBte Immoniumionen
einzelner AS sind mit Ein-Buchstaben-Symbol dergiéigen AS gekennzeichnet.
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Zur Validierung der Ergebnisse wurden die PSD-Speksynthetischer Analoga der Peptide
aufgenommen und mit den Spektren der natirlicheA-Higanden verglichen. Wie im PSD-
Spektrum des naturlichen HLA-Peptids wurden die iclen Abspaltungsmuster des
Dimethylamins, Dimethylcarbodiimids oder Dimethyémdins aus Vorlauferion, internen
Fragmenten oder a, b, y-lonenserien auch im PSBt&me des synthetischen Peptids mit dem
Dimethylarginin in der Sequenz beobachtet (Anhanb). \Die vollstandige Ubereinstimmung
der N- und C-terminalen Fragmente zwischen denelpeftpektren bestéatigte die angenommene
Sequenz SQNPRFYHK mit dem dimethylierten Arginin.

Der neutrale Verlust des Monomethylamins (-31 Dei)rb/z = 1159,4, des Monomethyldiimids
(-56 Da) bei m/z =1134,5 vom Vorlauferion m/z 290,4 und von Fragmenten, die das
monomethylierte Arginin enthielten, wurde im PSDeBpum des synthetischen Peptids
detektiert (siehe Anhang VII) und bestétigte zusammnit den b- und y-Serien die methylierte
Form des naturlichen HLA-Epitops.
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Die Sequenzvalidierung des unmodifizierten Peptidede durch Vergleich des PSD-Spektrums
des vom HLA isolierten Peptids mit dem synthetisciAamalogon (siehe Anhang VII) erreicht.
Die Sequenz wurde durch die Prasenz der b2, b3ybmnen bei m/z 216, 330, 583, 893, y1-y6
lonen bei m/z 147, 284, 447, 594.5, 750 und 843eiden Spektren bestatigt.

3.3.2 Einfluss der Methylierung auf die Stabilitat der Setenketten von Arginin

Die PSD-Spektren der synthetischen Peptide wurdsgtemfir die Untersuchung des Effekts der
Methylierung auf die Stabilitat der Guanidiniumgpapvon Arginin genutzt. Die in Spektren der
modifizierten und nichtmodifizierten Peptide deteken unterschiedlichen Anzahlen an durch
die Abspaltung von der Seitenkette des Argininsstandenen Fragmenten bestétigte die
destabilisierende Wirkung der Methylgruppe (Tabely. Dabei wurden 44 solcher
Abspaltungsprodukte im Spektrum der dimethylierReptide detektiert. 19 davon sind durch
den neutralen Verlust von Dimethylamin (-45 Da), I#urch die Abspaltung von
Dimethylcarbodiimid (-70 Da) und 12 durch die vomriathylguanidinium (-87 Da) entstanden.
Wesentlich weniger analoge Produkte wurden im Spektdes monomethylierten Peptids
registriert. Dabei wurde in jeweils 13 Féallen dibspaltung von Monomethylamin (-31 Da) und
Monomethylcarbodiimid (-56Da) und in 5 Féllen deneutrale Verlust von
Monomethylguanidinium (-73 Da) detektiert.

Im Spektrum des nicht methylierten Peptids wurde deutrale Verlust von Carbodiimid
(-42 Da) in 8 Fallen und die Abspaltung der Guaridngruppe (-59 Da) in 4 Fallen registriert.
Die neutrale Abspaltung von Ammoniak wurde nicht Auswertung herangenommen, da solche
Fragmente auch durch die Abspaltung von den Sedtesrkanderer AS (Asparagin und Glutamin
oder Lysin) entstehen kénnten.

Tabelle 6. Die in PSD-Spektren synthetischer Peptid detektierten neutralen Abspaltungen von der
Seitenkette von Arginin.

Dimethyliertes GPS Monomethyliertes GPS | Nichtmethygrtes GPS
Fragmente
-45, m/Z | -70 m/Z |-87 m/Z|-31 m/Z|-56 m/Z | -73 m/?| -42m/Z | -59 m/?

PR 237,2 212,2 195,3 237,3 2122 195,2 2122 195,3
NPR 351,3 326,2| 309,9 351,4 326/3  309,2 326,2 309,1
PRF 384,3 359,4| 342,3 384,3 35914 359,3

NPRF 498,4 473,5 498,4 4734 473,4
a5 538,6
PRFY 547,4 522,5/ 5054 5475 5225
b5-17 549,2 524,4|  507,3 549,4 5245 524,5 507,3
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Dimethyliertes GPS Monomethyliertes GPS | Nichtmethygrtes GPS
Fragmente
-45, m/Z |-70 m/Z |-87 m/Z|-31 m/Z|-56 m/Z|-73 m/Z| -42m/Z | -59 m/7
b5 566,3 541.6 524.4 566,5 5415 5245 541,4 5245
NPRFY 661,4
a6-17 668,4 643,5
ab 685,4 643,5 685,5
b6-18 670,5 670,4
b6-17 696,4
b6 713,5 688,4 688,4 688,4
y5-17 674,4 716,6
y5 733,6
QNPRFY 788.8 747,7
NPRFYH 773,6
y6-17 813,7 788,6 813,4
y6 830,7 788,6 830,8 805,9
ar-17 806,6
ar 848,6 806,6 823.6
b7-17 859,5 834,6
b7 851,6 834,6 851,7
y7-17 927.,4 902,4 885,7 902,3
y7 944.,5 902,4 902,3
b8-17 971,7
! _Masse von Dimethylamin ® _Masse von Monomethylcarbodiimid
2 _Masse von Dimethylcarbodiimid ® _Masse von Monomethylguanidin
¥ _Masse von Dimethylguanidin " _Masse von Carbodiimid
4 _Masse von Methylamin & _Masse von Guanidin

Die experimentellen Daten zeigen, dass mit der Honea der Methylierung die Anzahl der
Abspaltungsereignisse steigt. Das bestatigt detemSpektren natirlicher Peptide beobachteten
Destabilisierungseffekt dieser Modifikation, woduradie meisten Abspaltungsprodukte im

Spektrum des dimethylierten Peptids registriertdent

3.3.3 Die GPS2-Methylierung in verschiedenen Melanomzeiilien

Die unmethylierten und dimethylierten Formen desS&RHLA-Liganden wurden durch die
PSD-Analyse in allen vier Melanomzelllinien nachgesen. Die Sequenz der monomethylierten
Form konnte dagegen nur in ChaMel 84 und ChaMel h€&tatigt werden (Tabelle 7). Ein

schwaches Signal, das der Masse des monomethyliditd-Ligand entspricht, wurde in einer
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2D-HPLC-Fraktion aus der Zelllinie ChaMel 100 deiek, aber aufgrund der geringen Menge

an Peptid konnte die Sequenz nicht bestétigt werden

Tabelle 7. Die in den analysierten Zelllinien detetierten Formen der GPS2-Peptide.

Zelllinie modl\ilgi(;rigrte s Monometh_yliertes Dimethyl_iertes
Peptid Peptid Peptid
ChaMel 41 + - +
ChaMel 84 + n "
ChaMel 100 + schwach ¥
ChaMel 105 + + +

Da die im MALDI-Massenspektrometer gemessene Sigieaisitat der lonen direkt proportional
zur Peptidmenge ist, wurde diese Eigenschaft féirAdischatzung der relativen Mengen der drei
Formen von GPS2 HLA-Liganden benutzt. Die Analyss dD-HPLC-Fraktionen von der
ChaMel 84 Zelllinie zeigte, dass die Methylierurigem Einfluss auf die Retentionszeiten der
GPS2-Peptide hatte. Die methylierten und monomietittgh Peptide wurden in derselben
Fraktion Nr.6 detektiert, wogegen die dimethylielf@m in der spateren Fraktion Nr.7 eluiert
und detektiert wurde (Anhang IV). Fir den direkMergleich aller drei Formen von GPS2-
Peptiden wurde eine kleine Menge von j@l Zer jeweiligen Fraktionen direkt auf einem
MALDI-Target vermischt und nach der Kokristallisati mit der Matrix per MALDI-TOF-
Massenspektrometrie analysiert.

Ein 14-facher Unterschied in den Signalintensitéteimde zwischen der nicht modifizierten und
der monomethylierten Form des Peptids beobacheddtifre Intensitdten von 1 versus 0,07)
(Abbildung 28). Eine leichte Dominanz der nichtnyitrten gegentber der dimethylierten Form
konnte durch den Vergleich der entsprechenden Bidastgestellt werden (relative Intensitaten

von 1 versus 0,92).
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Abbildung 28. MALDI-TOF-MS-Spektrum zur Abschéatzung der relativen Mengen an GPS2-PeptidenMS-
Spektrum der gepoolten HPLC-Fraktionen 6 und 7deém die Masse der nichtmethylierten (m/z = 1176ybj
monomethylierten (m/z = 1190,5) und dimethylierfemiz = 1204,6) HLA-Liganden detektiert wurde.

Diese Vergleichsanalyse zeigte, dass die monometteylForm in deutlich geringeren Mengen
gegenulber den zwei anderen Formen des GPS2-Peptids HLA-Peptidomen vorkommit.

3.3.4 HLA-Bindungsassay von GPS2-Peptiden an das HLA-A1Wolekdl

Als néchstes wurde untersucht, welchen EinflusshMighylierung der GPS2-Peptide auf die
Bindung an HLA-Al1l hat. Die Bindung der di-, monond nichtmethylierten Formen des
Peptids an HLA-A11 Moleklle wurden in einem kompe#in Bindungsassays untersucht. Da
die modifizierten GPS2-Peptide aufgrund ihrer ansiftimn 9 lokalisierten basischen
Ankeraminosaure Lysin HLA-A1l zugeordnet werden rken, wurde fur die Analyse der
Bindung die HLA-A1T Zelllinie CB-EBV verwendet. Als Referenz- oder ikatorpeptid diente
der mit Fluoreszein markierte HLA-A11-Ligand KVFCRK. Die Zellen wurden mit variierten
Konzentrationen der jeweiligen GPS2-Peptide undereikonstanten Konzentration des

Referenzpeptids inkubiert und die Fluoreszenz fairirchflusszytometrie gemessen. Aus den
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Fluoreszenzdaten wurde die Bindungsinhibition Hemet und gegen die logarithmisch

aufgetragene Konzentration der Inhibitorpeptidel@ggt (Abbildung 29). Die Inhibitionskurven
fur die drei Varianten des GPS2-Peptids und die dam Kurven berechnete mittlere
inhibitorische Konzentration (Kg von 2.5, 2.2 und 1.9 puM fur das di-, mono- und
nichtmethylierte GPS2-Peptid zeigten, dass es keismnifikanten Unterschied in den

Bindungseigenschaften der getesteten Peptide fi-Al1 gibt.
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Abbildung 29. Die Bindung der di-, mono- und nichtnethylierten GPS2-Peptide an HLA-A1l Fir die
Bindungsexperimente, die als Kompetitionsassaygediihrt wurden, wurde dasit Fluoreszein-markierte Peptid
KVFPCALINK als Referenzpeptid und die HLA-A1FZelllinie CB-EBV als Trager der HLA eingesetzt.eDilrei
Varianten des GPS2-Epitops wurden als Kompetitdipegetestet. Die Peptide wurden in 10 Verdiinnscigstten

in Konzentrationen von 100 bis 0,026 puM titrierduirusammen mit 1,7 UM des Referenzpeptids eingefi&z mit
den Zellen assoziierte Fluoreszenz wurde nach ddigér Inkubation bei 26°C mittels Durchflusszytdriee
bestimmt. Fir die Darstellung der Inhibitionskunedshéngig von der Peptidkonzentration und die Bemecg der
ICs-Werte wurde die Funktion ,sigmoidal dose-respondet SigmaPlot 8.0 Software verwendet. Die Assays
wurden in Triplikaten ausgefiuhrt und Mittelwertet iBtandardabweichungen aufgetragen.

Das Ergebnis zeigt, dass alle drei Varianten veigiar gut an HLA-A11 binden und dass die
deutlich geringere Menge an monomethyliertem GP&&i&® in den HLA-Peptidomen (siehe
3.1.1) nicht durch Differenzen in den Bindungsaféiten der Peptide erklart werden kann.
Vielmehr muss angenommen werden, dass dies aufyMetingsunterschiede des Proteins

GPS2 zurtickzufihren ist.
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3.3.5 Immunogenitat der GPS2-Peptide

Die aus den Tumorzelllinien isolierten und ideamidrten GPS2-Peptide wurden in INF-
ELISpot-Assays zum Nachweis T-Zell-vermittelter lommantworten getestet. Diex vivo
ELISpot-Versuche mit den aus Vollblut von Melanotmgraen und gesunden Spendern
isolierten PBMC zeigten, dass die monomethyliedar-des Peptids T-Zellreaktionen bei allen
neun getesteten Patienten induziert hatte (Abbgd®0). Keine T-Zell-vermittelte Immunantwort
wurde gegen die nichtmethylierte Form und nur sctevache Reaktion gegen das dimethylierte
Peptid in der Gruppe der Patienten detektiert.dn Hontrollgruppen mit gesunden Spendern
konnte hingegen eine nur vergleichsweise schwaeHBellfeaktion gegen das monomethylierte
Peptid gezeigt werden.

700 p=0.0067
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Abbildung 30. Ex vivo Elispot-Analyse der CD§ T-Zell-Antwort gegen die GPS2-Epitope.Die PBMC von
HLA-A11" Melanompatienten und von HLA-AI11 und HLA-A1TI gesunden Spendern wurden mit
nichtmethyliertem (GPS), monomethyliertem (mmGP&) dimethyliertem (dmGPS) GPS2-Peptiden inkubiad u
die Anzahl der INF~produzierenden T-Zellen im Elispot-Assay detektierd quantifiziert. Der Anteil der in den
PBMC vorhandenen CD8T-Zellen wurde per Durchflusszytometrie bestimmidl diir die Berechnung der Frequenz
peptidspezifischer T-Zellen als Spot forming Unio 1 Mio. CD8 T-Zellen verwendet. Fiir die graphische
Darstellung wurden die Hintergrundwerte (Zellen etPeptid) abgezogen. Die p-Werte wurde mit derv&ot
Graph Pad Prism 4 berechnet
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Die signifikante Differenz (p0,0067) in der Immunantwort zwischen den Melanomepé&n und
den Kontrollgruppen von gesunden Spendern deufetiaan krankheitsspezifischen Charakter

der Monomethylierung des Arginins in GPS2 hin.

3.3.6 Invitro GPS2-Proteinmethylierung

Um die Methylierung von GPS2 auf Proteinebene zersachen, wurde eiim vitro Assay mit
rekombinantem Protein durchgefuhrt. Dafiir wurde idas. coli Zellen Gberexprimierte, mittels
Ni-NTA-Affinitatschromatographie aufgereinigte Higetaggte GPS2-Protein verwendet. Die
Methylierung von Arginin wird durch die Protein-Anin-Methyltransferasen (PRMTS)
katalysiert. Da diese Modifikation fir GPS2 noclehtibeschrieben wurde, ist es auch unklar
welche PRMTs dafir verantwortlich sind. Aus dies&@mund wurden die nukledren und
cytoplasmatischen Fraktionen der bei der HLA-P@phdnalyse untersuchten Zelllinie
ChaMel 84 als Enzymquelle fur die GPS2-Methylierwegwendet. Von allen bisher bekannten
PRMTs, die fur die Mono- und asymmetrische Dimat#ryng der Seitenkette von Arginin
verantwortlich sind, wird die meiste Methyltransteeaktivitat in humanen Zellen der Protein-
Arginin-Methyltransferase 1 (PRMT1) zugeordnet. Idb wurde auch die mogliche
Beteiligung der PRMT1 an der GPS2-Methylierung tsueht. Fir die
Radiomarkierungsexperimente wurde Histon-4-Protaielches als Substrat fir die PRMT1
beschrieben wurde, als Kontrolle verwendet. Als iyietonor und Cosubstrat wurde an der
Methylgruppe titriertes S-Adenosyl-Methionin verwlen Die Banden mit radiomarkiertem
GPS2 (38 kDa) wurden nach der Inkubation mit nulgied und cytoplasmatischen
Proteinextrakten bzw. PRMT1 als Quellen fir Metlanisferasen im SDS-PAGE-Gel
nachgewiesen (Abbildung 31, Bahnen 4 und 5). Diblefedle Bande des Proteins im
Reaktionsgemisch mit PRMT1 (Bahnen 3) zeigte, didssesEnzym fur die Methylierung des
GPS2 nicht verantwortlich ist. Da die Bande desoradrkierten Histon-4-Proteins (11,2 kDa)
nach der Inkubation mit PRMT1 nachgewiesen wurd@nke das negative Ergebnis fir GPS2

Protein nicht durch eine fehlende Aktivitat des fing erklart werden.
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R 1

Abbildung 31. In vitro Methylierung des GPS2-Proteins Die Banden des aus der nuklearen und
cytoplasmatischen Fraktion isolierten und methtdieitGPS2-Proteins wurden in den Bahnen 4 und Kkiikte Fur
den Methyltransferase-Assay wurde an der Methyjgeupnit Tritum markiertes S-Adenosyl-L-[Meth$iH]

Methionin als Methyldonor eingesetzZlach der enzymatischen Reaktion wurde His-getag@®ES2 aus dem
Reaktionsgemisch mit Hilfe der Ni-Agarose-Beaddiésbund mittels 12 % SDS-PAGE analysiert. Danaairde
das Gel getrocknet und fir 96 h Exposition auf émmaging-Platte gegeben. Die Exposition erfolgteDnmnkeln
und unter Bleiabschirmung. Die Imaging-Platte wurdeit einem Phosphorimager ausgelesen. Kein
Methylierungsprodukt konnte nach der Inkubation @&RS2 mit PRMT1 nachgewiesen werden (Bahn 3). Die
Methylierung des Histon-4-Proteins durch PRMTLliistBahn 7 erkennbar. Der radiomarkierte Proteirdzach
wurde in der ersten Geltasche aufgetragen. DieteBahnen sind mit Minus (-) gekennzeichnet.

Die in vitro Radiomarkierungsversuche bestétigten die Methytigrdes GPS2-Proteins. Das
Experiment mit dem rekombinanten Enzym zeigte, ®#&88IT1 nicht fur diese Modifikation des
GPS2 verantwortlich ist.

3.3.7 Charakterisierung der Methylierungsseite des GPS24®teins

Um die genaue Sequenz, die fur die Bindung der PRMId damit fir die Methylierung von
GPS2 am C-Terminus notwendig ist, zu ermitteln, deuauf Basis des identifizierten HLA-
Ligands SQNPRFYHK eine Peptidbibliothek hergestéiéi der einzelne AS (aul3er Arginin) in
der Sequenz durch die neutrale AS Alanin ausgethuscrden. Die Peptide wurden mit
N-terminalem HigTag synthetisiert, um die Peptide aus dem Readgimisch isolieren zu
konnen. Die Methylierung der Peptide wurde durchn déinbau der radiomarkierten
Methylgruppe ins Peptid erfasst. Dabei wurde dasoptgsmatische Proteinextrakt der
Melanomzelllinie ChaMel 84 als Quelle fir Methyhsderasen verwendet. Die radiomarkierten
Peptide wurden mit Hilfe der Ni-Agarose-Partikeksalem Reaktionsgemisch isoliert und der

Einbau der radioaktiven Methylgruppe mit Hilfe esrfézintillationszahlers vermessen.
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Der Austausch der AS Glutamin (Q) und Serin (S)egeglanin an den Positionen -4 und -3
ausgehend von Arginin hatte keine negative Wirkanfydie Methylierung (Abbildung 32per
Ersatz der fur die Methylierung wichtigen AS dulanin an der Position -2 und -1 reduzierte
dagegen den Einbau der Methylgruppe um ~ 90 %. lbden Austausch von Phenylalanin (F)
und Tyrosin (Y) an den entsprechenden Positioneantll+2 wurde die Methylierung komplett
inhibiert. Der negative Effekt wurde auch bei dersdfz der AS Histidin (H) an der Position +3
beobachtet, wodurch der Einbau der Methylgruppest tan 100 % reduziert wurde. Der
Austausch von Lysin (K) an der Position +4 hattdipen Einfluss auf die Methylierung. Der
Einbau von mit Tritium markierter Methylgruppe wan 59 % reduziert.
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Abbildung 32. Untersuchung der Sequenzspezifitdit de Protein-Arginin-Methyltransferase fir die
Methylierung des GPS2 HLA-Epitops.Die Signalwerte der in dem Radiomarkierungsassagrsuchten Peptide
und GPS2-Proteins sind nach dem Abzug der Hintadyerte, Reaktionsmischung ohne Peptid oder Protein
dargestellt. Als positive Kontrolle wurde rekomhites His-getaggtes GPS2-Protein verwendet.

Der Methylierungsversuch mit den synthetischen iBleptzeigte, dass die Sequenz der funf AS
langen Sequenz NPRFY mit einer partiellen Beteiflgyudes C-terminalen Lysin fur die
Sequenzerkennung durch die Methyltransferase umit @aich fir die Methylierung des GPS2
Proteins wichtig ist. Diese Sequenz passt nicht dam bekannten Sequenzmotiven fir

Proteinmethylierungen und ist als eine neuartigeeEnungssequenz zu sehen.
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4 Diskussion

Durch die direkte Isolierung und Identifizierung RHgebundener Peptide kdnnen Informationen
in zwei Richtungen gewonnen werden: Einerseits k#ienAnalyse der HLA-Liganden, die als
Abbauprodukte der intrazellularen Proteine an adloBerflache prasentiert werden, Einblicke in
das Proteom einer Tumorzelle geben. Da die HLAiBeprst mit dem Proteinabbau generiert
werden, konnen durch die Analyse des HLA-Peptidaoth Proteine detektiert werden, die nach
der Proteinsynthese schnell abgebaut werden undradadeim Einsatz anderer Technologien
unentdeckt blieben. Andererseits werden durchrdierdktion der HLA-Peptidkomplexe mit dem
T-Zellrezeptor krankheitsassoziierte Antigene ertanDamit kann die durch die HLA-
Peptidomanalyse gewonnene Information zur Entwitiklneuer Formen von Immuntherapien
verwendet werden. Daruber hinaus kann die detadlilmformation zu den HLA-Peptidomen
helfen, die Bindung der Peptide an die HLA-Molekilend die Mechanismen der
Antigenprozessierung und -prasentation besser zateleen, und damit die Basis fur die
Weiterentwicklung von Vorhersagealgorithmen fir Biedung von Peptiden an HLA schaffen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die HLA-Adptme von den vier Melanomzelllinien
ChaMel 41, ChaMel 84, ChaMel 100 und ChaMel 109yaiext. Die Peptide wurden von den
HLA-Molekulen isoliert, mittels HPLC aufgetrennt diimassenspektrometrisch analysiert. Da
bei der Isolierung der HLA-Peptidkomplexe Deterdgenzverwendet wurden, die mit der
massenspektrometrischen Analyse inkompatibel sbwinhaltet die Aufreinigungsprozedur
Waschschritte, die zum Verlust schwach an die Hiedhundener Peptide fihren kann. Somit
reprasentieren die in den HPLC-Fraktionen detekiieB8203 Peptide vor allem starke HLA-
Binder. Als Hauptparameter fur die Detektion idsclier Peptide wurden deren Elutionszeit und
Masse verwendet. Die Analyse zeigte, dass nebenfidedie Melanomzelllinie spezifischen
1758 Peptiden eine signifikante Fraktion der Pep(itd45 oder ca. 45 %) in mehr als einer
Tumorzelllinie vorkommt, alsshared antigenssind. Allerdings ergaben die vergleichenden
Peptidomanalysen der unterschiedlichen Melanonnzeli vor allem, dass die HLA-Peptidome
sehr heterogen sind. Die Uberlappung der Peptidteneier analysierten Melanomzelllinien lag
beim Vergleich von zwei, drei und allen vier Zelien zwischen 5 und 18 %. Die Heterogenitat
wurde auch anhand der identifizierten HLA-A11-getbeimen Peptide bestétigt. Dabei lag die
Uberlappung bei 51 %. Diese Ergebnisse zeigen, elssarke individuelle Unterschiede in den
HLA-Peptidomen der Melanomzelllinien gibt und viéeitope nur in einer Zelllinie prasentiert
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werden. Andererseits aber Uberlappen die Peptiddsnganzes in starkem Mal3e. Dies bedeutet,
dass nicht jedes Antigen, welches allen Anfordeemngur Bindung an ein HLA-Molekul

entspricht, von den Zellen prozessiert und prasentvird. Deshalb missen peptidbasierte
Vakzine mehrere tumorassoziierte T-Zellantigenalieien, um die fehlende Prasentation eines

Antigens durch die mdgliche Prozessierung und Rtdg8en anderer Antigene zu kompensieren.

Sequenzierungen der HLA-gebundenen Peptide wuriddaing fast ausschlie3lich mit der ESI-
Technologie durchgefuhrt. Es ist nur ein Fall i déeratur bekannt, in dem die MALDI-
Technologie eingesetzt wurde [67]. In keinem Fallden beide Technologien verglichen. In der
vorliegenden Doktorarbeit wurden erstmals dieselddbA-Peptidome mit den beiden
Technologien MALDI und ESI analysiert. Nur ein Tdér Peptide wurde mit beiden Techniken
identifiziert. Die Mehrheit wurde entweder nur MMALDI-TOF- oder nur mit ESI-QTOF-
Massenspektrometrie detektiert. Dieses Ergebnisn kamt den Unterschieden in den
lonisierungsprozessen sowie den Mechanismen déidRagmentierungen zwischen den beiden
Technologien erklart werden [129]. Die Ergebnissggen dabei, dass fur umfangreiche
Peptidomanalysen beide Technologien eingesetztamardissen.

In dieser Doktorarbeit wurden sowohl datenbankagiggn Verfahren als auch die
datenbankunabhéngige novoSequenzierungsmethode zur Identifizierung deri@sgjuenzen
anhand MALDI-TOF-PSD und ESI-MS/MS Spektren verweindie Anwendung dede novo
Sequenzierungssoftware Sequit! ermdglicht nicht rdie Sequenzierungsergebnisse zu
validieren, sondern auch die Peptide, die nichden Datenbank aufgelistet sind (z.B mutierte
Antigene) zu entdecken. Laut neuester Zusammenfgsson Tumorantigenen gibt es 13
tumorassoziierte HLA-Klasse-I-restringierte Antigerdie eine Punktmutation aufweisen (siehe

www.cancerimmunity.ory Diese wurden meist durch die Anwendung eines

molekulargenetischen Ansatzes (siehe Abschnit6)ll @ntdeckt. Fakt ist aber, dass die in der
vorliegenden Doktorarbeit 375 identifizierten HLA&RiIde exakt den Datanbanksequenzen
entsprechen, also keine Mutationen aufwiesen. Begt, dass mutierte HLA-Liganden zwar
vorkommen [47], aber selten sind. Und im Gegenzatder allgemeinen Annahme sind mutierte
Selbstproteine nicht als sogenannte Neoantigene indmie Ziele tumorspezifischer
T-Zellreaktionen.

Eine Klassifizierung der Quellproteine der ideaigrten HLA-Liganden anhand ihrer
biologischen Funktionen und ihrer subzellularen dldation zeigte, dass HLA-Liganden fast

jedes zellulare Kompartiment reprasentieren undQliellproteine in diversen zellbiologischen



Diskussion 95

Prozessen involviert sind. Dabei findet man Quetipine, die an wichtigen zellregulatorischen
Prozessen wie Zellzykluskontrolle, Transkriptiomggration, DNA-Replikation oder
Signaltransduktion beteiligt sind. Eine genaueteraiturrecherche hat ergeben, dass ein Teil der
Quellproteine der identifizierten HLA-Liganden autimorrelevante Funktionen besitzen. Dabei
findet man Proteine, die in Zellproliferation undriiorgenese involviert sind und damit direkt
zur Tumorentwicklung beitragen kénnen (siehe AnhBf)g Es wurden aber auch Quellproteine
mit proapoptotischen und antiproliferativen Eigdveften identifiziert, die der Bildung des
Tumors entgegenstehen sollten. Da der Proteinabbdudie Antigenprozessierung tber das
Proteasom sehr streng reguliert werden, um den Wh#ssentieller Proteine zu vermeiden,
konnte die Deregulierung dieses Prozesses zu ereestérkten Abbau von Tumorsuppressoren
oder ineffektiven Abbau von Onkoproteinen fiihreasveur Proliferation und zum Uberleben der
Tumorzellen beitragen wirde [130]. Deshalb ist eshadurchaus denkbar, dass die Prasenz
tumorrelevanter Antigene im HLA-Peptidom von Melareellen durch krankheitsassoziierte
Veranderungen im Umsatz der Proteine mit erhohtemprdSsion von Proteinen mit
tumorprogressiven Eigenschaften und schnellem Abkmu Proteinen mit tumorsuppressiven
Eigenschaften bedingt ist. Allerdings sind weitdgatersuchungen und Korrelationen der
Ergebnisse mit tumorspezifischen Anderungen in dbiquitinilierung und im Abbau von
Tumorsuppressorproteinen bei den Melanomzellen ragfoch, um diese Annahme zu

bestatigen.

Die Sequenzierung und Identifizierung der direk vien Tumorzellen isolierten HLA-Liganden
kann auch wichtige Informationen zur Antigenprorssg liefern. Es wird haufig
angenommen, dass metabolisch instabile, kurzleBrgéeine héhere Chancen haben als HLA-
Antigene prozessiert auf der Zelloberflache prasdantzu werden, da sie schnell abgebaut
werden. Aul3erdem werden die Peptide durch die Bigdan HLA vor weiterem Abbau im ER
geschutzt, sodass niedrig exprimierte Proteine itAdReptidom angereichert und dadurch zu
effektiven Targets fur T-Zellen werden konnen. ERfudien zur Regulation des Umsatzes
zellularer Proteine hatten Varshavsky und Kollegere Korrelation der N-terminalen AS mit
den Halbwertszeiten der Proteine in Zellen festdiegi31]. Nach festgelegten Regeln, die sog.
N-End-Rule, kann die N-terminale AS entweder eit@bisierende oder destabilisierende
Wirkung auf die Proteine haben. Da aber der AbbauRdoteine in der Zelle nicht nur von den
physikochemischen Eigenschaften der jeweiligen rivtgalen AS abhéngig ist, sondern auch

durch andere Faktoren, wie umweltbedingter Strbsgjnflusst wird [132], wurde flr diese
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Arbeit zur Bestimmung der Umsatzraten der Quelgra der HLA-Liganden die kirzlich von
Cambridge und Kollegen veroffentlichten Proteomdater Quantifizierung der Proteindynamik
in den humanen HelLa-Tumorzellen herangezodermand dieser Daten konnten 184 der 306
identifizierten Quellproteine die Abbaugeschwindiggkonstanten zugeordnet werden. Es
konnte gezeigtwerden, dass das HLA-Peptidom generell den Umsatg Broteoms
widerspiegelt. Dabei wurde keine Uberreprasentamzié&biger Proteine oder von Quellproteinen
mit hohen Umsatzraten im HLA-Peptidom festgest&hmit konnte die Hypothese, dass eine
Mehrheit der HLA-Liganden von metabolisch instabileroteinen prozessiert wird, die damit
Hauptquelle fur die Antigenprasentation waren, aeit vorliegenden Daten widerlegt werden.

In friheren in der Literatur berichteten Arbeitearde gezeigt, dass es keine direkte Korrelation
zwischen der mRNA-Expression und der Prasentatiozelmer Antigene gibt [133]. Eine
umfassende Analyse der Transkriptome der Quellp@teon HLA-Liganden im Hinblick auf
die oben eingefuhrten in der Fachliteratur disktgi® Hypothesen zu den zellbiologischen
Grundlagen der Antigenprasentation wurde bislarey aicht durchgefuhrt. In der vorliegenden
Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass nahez@o 9fer HLA-Liganden aus niedrig bis
intermedidr exprimierten Proteinen stammten. Dakoitnte die Hypothese, dass die HLA-
gebundenen Peptide primar von hochabundanten Reatprozessiert wurden, widerlegt werden.
Dennoch wurde ein kleiner Anteil an Transkriptenm #idA-Liganden (ca. 3,9 %) mit hohen
Expressionswerten detektiert. Ein Gesamtverglei@n dellularen Trankriptome mit dem
Transkriptom der Quellproteine der HLA-Ligandengtej dass im HLA-Peptidom Quellproteine
mit leicht hbheren mRNA-Expressionswerten etwasrépeasentiert sind.

Beim Vergleich der Expression der Quellproteine derf mRNA-Ebene in den Melanomzellen
und in normalen Melanozyten wurden fiinf Proteirentdiziert, die im Melanom Uberexprimiert
waren. Eines der Proteine (MAGE-A1) war bereitsmatdanomassoziiertes Antigen beschrieben
worden. Dagegen ist keine Information Uber die Asdmn von Annexin A1 (ANXAL), Matrix
Gla Protein (MGP) oder Nerve growth factor indueiqMVGF) Protein mit dem Melanom
bekannt. ANXA1 wurde in der Literatur als Metastasngsmarker im Lungenadenokarzinom
beschrieben [134], dabei wurde die Expression d¢XAL mit schlechter Uberlebensprognose
der Krebspatienten korreliert, was auf eine tumewemte Funktion des Proteins bei der
Tumorentwicklung deutet. Die Uberexpression des +CdZansporters MGP wurde im
Glioblastom (Hirntumor) nachgewiesen [135]. Es Kenaul3erdem gezeigt werden, dass ein
Zusammenhang zwischen der Hochregulation der MGRteSsion und der Zellmigration bzw.

Metastasierung besteht. Die biologische Funktich\d8F Proteins ist bislang unbekannt. Dieses
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Protein wird normalerweise in Nervenzellen exprimiewobei vor kurzer Zeit die
Proteinexpression auch in Lungentumoren gezeigtdevit36]. Da Nervenzellen sich wie die
Melanozyten wahrend der Embryonalentwicklung ausNiuralleiste entwickeln (engheural
crest stem cel]sSNCSC), ist die Frage nach der biologischen Foenktind Tumorrelevanz von
VGF im Melanom besonders spannend. Das ebenfaldem analysierten Melanomzelllinien
Uberexprimierte Lysyl amino oxidase homolog 3JLOXL3) gehdrt zur Familie der
kupferabhangigen Enzyme, die fir die Vernetzungkt#kgens oder Elastins und damit fir die
Regulierung der Elastizitat der Gewebe verantwabrtsind [137]. Es wurde in der Literatur
gezeigt, dass die Enzyme LOXL2 und LOXL3 an der i&tung des Snall
Transkriptionsfaktors beteiligt sind, welcher in morprogression und Metastasierung direkt
involviert ist [138]. Dies deutet an, dass LOXL3i leer Tumorentwicklung eine wichtige
regulatorische Rolle spielt und sich damit als immilogisch relevantes Target fir die
Krebstherapie anbietet.

Drei weitere Quellproteine werden ausschlie3lich der Melanomzelllinie ChaMel 105
Uberexprimiert. Eines davon, das membranassozilegesporterprotein oder aushblute carrier
family 45 member Zenannt, ist am Transport von Melanin beteiligtl wwurde bereits in der
Literatur als melanomassoziiertes Antigen bescknegli39]. Bei zwei weiteren Proteinen, dem
Nuclear pore complex protein 205d THO complex 4wurde bislang keine tumorrelevante

Funktion nachgewiesen.

Die direkte Isolierung und Sequenzierung der HLAdrden mittels Massenspektrometrie hat
sich als eine wichtige Strategie zur IdentifiziegunHLA-gebundener Peptide mit
unkonventionellen Peptidlangen oder Bindungsmotieerniesen. Obwohl die Verteilung der
Peptidlange in den HLA-Peptidomen relativ homogear wnd etwa 70 % aller identifizierten
HLA-Liganden Nonapeptide waren, was als Standagdidiir die Bindung an HLA vorgegeben
ist, wurden auch Peptide mit der Lange von 7 bis A3 detektiert, was fur die
Bindungsflexibilitdét der HLA spricht. Durch Abgldicder Sequenzen der mit dieser Arbeit
identifizierten HLA-gebundenen Peptide mit den ier SYPFEITHI-Datenbank gelisteten
Bindungsmotiven wurde eine Abweichung von den besbhnen, allgemein anerkannten
Bindungsmotiven fur zehn der 499 identifizierterpfide festgestellt. Das wiederum zeigt, dass
auch Peptide mit anderen AS in den Ankerpositicaermie HLA-Molekile binden und an der
Zelloberflache prasentiert werden koénnen. Die HWifessrung der HLA-Liganden nach

Bindungsmotiven hat ergeben, dass der gro3te &eaa( 45 %) der von den HLA eluierten
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Peptide das HLA-A11 Bindungsmotiv mit den basiscA&Arginin oder Lysin am C-Terminus
der Sequenz aufweist. Dieses Ubergewicht an HLA-Riyanden in HLA-Peptidomen bedeutet
nicht notwendigerweise, dass dieses Allel im Veojlezu anderen HLA bei den analysierten
Melanomzelllinien Gberexprimiert ist, sondern dassher an den chemischen Eigenschaften der
fur das HLA-A11-Bindungsmotiv charakteristischeasischen AS liegt. Da bei der lonisierung
der Biomolekile im Massenspektrometer die Basizigit Analyten eine wichtige Rolle spielt,
werden Lysin oder Arginin enthaltene Peptide odehadie entsprechenden MS/MS-Fragmente
empfindlicher detektiert als diejenigen ohne bdamsAS. Damit kann die Anreicherung der
HLA-Al11-gebundenen Peptide in den Peptidomen der Melanomzelllinien erklart werden.
Die HLA-All-Liganden zeigten hohe Diversitaten iend Sequenzpositionen, die fur die
Bindung an das HLA wichtig sind. AulRer der starl@ndferenz fur Peptide mit C-terminalen,
basischen AS wurde eine schwache Praferenz fuopkidbe oder kleine hydrophile AS an den
Positionen 1 und 2 der Peptidsequenz beobachtet, ggaerell auch mit den Daten von
Peptidbindungs- und MHC-Stabilisierungsanalysen rdibstimmt [140]. Bei den
Strukturanalysen von HLA-A11l im Komplex mit den imndominaten HIV-1 Epitopen
AIFQSSMTK aus der Reversen Transkriptase und QVRIRPK aus dem Nef Protein wurden
zusatzliche, sekundére Ankerpositionen in der Mdes Peptids vorhergesagt [141]. Dabei
wurden die Préferenzen fir die kleinen oder aligbhen AS in der Position 6 des Nonapeptids
oder der Position 7 des Dekapeptids bestimmt. 8oRitéferenzen konnten allerdings mit den
hier vorliegenden Analysen nicht bestatigt werdeas zeigt, dass fur die Bindung an HLA-A11
die vorgeschlagenen sekundaren Ankeraminosauresimeigeringe Rolle spielen.

Es wurde aulRerdem eine Abweichung von dem in ddfPEYTHI-Datenbank beschriebenen,
kanonischen Bindungsmotiv fur HLA-B35 gefundenvigsden bereits in der Literatur Beispiele
fur die Bindung von Dodekapeptiden an HLA-B35 bemtien [142, 143], was auf eine
Flexibilitat dieses HLA-Moleklls fiir die Bindung moPeptiden deutet. Da in der hier
vorliegenden Arbeit nur 19 HLA-Liganden HLA-B35 zaydnet wurden, ist eine weitere
Identifizierung der HLA-B35-Peptide erforderlichnudie Diversitat der Peptide fir die Bindung
an dieses HLA zu bestatigen.

Zur Untersuchung der Immunogenitat der isoliertdtAHebundenen Peptide wurden PBMC
von acht Melanompatienten sowie tumorinfiltrierendgmphozyten von einem HLA-AT1
Melanompatienten, von dem auch die Melanomzelll@leaMel 84 etabliert und deren HLA-
Peptidom analysiert wurde, méx vivo Testsystemen untersucht. Der Unterschied bei den

T-Zellen, die aus diesen beiden Kompartimenteniadourden, liegt im Wesentlichen darin,
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dass die tumorassoziierten T-Zellen in PBMC der ddempatienten nur in sehr geringen
Frequenzen vorhanden sind, wogegen sie in TIL angeert und damit in deutlich héheren
Frequenzen vertreten sein sollten. In Versuchen 28it zufallig ausgewdahlten HLA-A11-
restringierten Peptiden und mit den aus periphé8kmisolierten PBMC von Melanompatienten
wurden die T-Zellreaktionen gegen 22 HLA-Ligandeeolbachtet. Die T-Zellreaktionen in
PBMC gesunder Spender waren dagegen deutlich sblewaeobei peptidspezifische T-Zellen
gegen acht Antigene detektiert wurden. Bei alleht agetesteten Patienten wurden starke
T-Zellreaktionen gegen die auf Arginin modifizierf@monomethylierte) Variante eines GPS2-
Epitops beobachtet (Die Tumorrelevanz dieser Mikadiion wird ausfuhrlicher in nachfolgenden
Abschnitten diskutiert). Ein Peptid des Transpgueteins Clathrin hat sich als zweitbester
Stimulator erwiesen. Hierbei wurden Reaktionen \@B8" T-Zellen in PBMC von funf
Patienten detektiert. Diese T-Zellassays mit PBM@& Melanompatienten zeigten, dass T-Zellen
in der Lage sind, auf Peptide zu reagieren, die @omellproteinen stammen, die an normalen,
zellularen Prozessen, wie Transport (z.B. Clathrifrotein), Zellkomunikation und
Signaltransduktion (Prohibitin), RNA-Prozessierufingterogenes nukleares Ribonukleoprotein
Q3), Zellzyklusregulation (cell division cycle 34, CDC5L) oder Zellmetabolismus
(Butyrylcholinesterase), beteiligt sind. Die Erkeng solcher Selbstantigene wurde auch in
T-Zellassays mit den TIL registriert. Dabei wurde @-Zellreaktion gegen 21 von 96 getesteten
Peptiden beobachtet. Es gibt auch in der Literaiozelne Beispiele, in denen CD$-Zellen
Antigene erkennen, die in Zellmetabolismus [144¢n&ltransduktion, RNA-Prozessierung oder
Zellzyklusregulation [145] involviert sind.

Diese Erkenntnisse zur Prasenz reaktiver T-Zelfeer Pheripherie (z.B. im Blut oder im
Tumorgewebe), die auf ubiquitar exprimierte Selbitgne reagieren, zeigen, dass
Selbstantigen-spezifische T-Zellen in der Lage siead Prozessen der Autotoleranz zu entgehen.
Diese Prozesse beinhalten u.a. die als negativeki®el bezeichnete Eliminierung Selbst-
spezifischer T-Zellen wahrend der Reifung der Zeita Thymus. Es ist allerdings zu bemerken,
dass der Selektionsprozess von der Affinitdt degellrezeptors zu dem HLA-Peptidkomplex
abhéangig ist. Die T-Zellen, die geringe Affinital Selbstantigenen aufweisen, werden positiv
selektioniert und kdnnen damit den Thymus verlasEsrwird allgemein angenommen, dass es
einen Zusammenhang zwischen der Affinitat des Tr&atptors und der fur eine Immunreaktion
erforderlichen Menge an Antigen gibt. In von Sykulend Kollegen durchgefiihrten Arbeiten
wurde festgestellt, dass je hoher die Affinitat degellrezeptors zum HLA-Peptidkomplex ist,

desto weniger solcher Komplexe sind notwendig, ugnTdZelle zu aktivieren und eine Zelllyse
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der Targetzelle zu induzieren [146]. Das wirde imgten, dass T-Zellreaktionen durch die
Veranderungen der Antigendichte auf der Zellobeh& auch bei Lymphozyten mit geringer
Affinitat far ihren kognaten HLA-Peptidkomplex awdgst werden konnten. Solche

Veranderungen konnten durch Uberexpression tumuzasger Antigene und dadurch erhohter
Prasentation der Peptide bei den Tumorzellen hgevaofen werden. Bei den in dieser

Doktorarbeit vorgestellten mRNA-Expressionsanalysemde eine signifikante Uberexpression
der Antigene im Melanom nur fur wenige Quellproteigezeigt. Deshalb kdonnen die T-

Zellreaktionen gegen die ubiquitar exprimierten ig@be nicht mit einer tumorbedingten

Uberexpression und Uberprasentation der Antigeké&gdewerden. Die Existenz Selbstantigen-
spezifischer, immunreaktiver T-Zellen in der Peeipé bedeutet, dass die T-Zellreaktionen nicht
nur von der Spezifitdt des T-Zellrezeptors abharsyigl, sondern die Aktivierung der T-Zelle

auch durch die anderen Faktoren in ihrer Umgebueguliert wird, um Angriffe auf

Selbstantigen-exprimierende, kdrpereigene Zellemezmeiden.

Ein wichtiges Ergebnis war die Detektion peptidsiimzher T-Zellen gegen die Antigene
Annexin A1 (ANXA1) und Nerve growth factor inducibl¢VGF) Protein. Die Analyse der
MRNA-Expressionsdaten zeigte, dass diese Protenglelanom Uberexprimiert sind, was auf
eine Tumorrelevanz der Proteine deuten konnte.eim T-Zellassays mit TIL konnte gezeigt
werden, dass die HLA-Liganden von diesen Quellpmete T-Zellreaktionen auslésen und damit
potentielle Targets fir eine Immuntheraphie seimntén. Hier sind allerdings weitere
T-Zellanalysen mit den Zellen eines breiten Spekitan Tumorpatienten notwendig, um die
Immunreaktivitat dieser Kandidaten zu bestatigen.

Interessanterweise wurde das Peptid KALRLSASALF W&-Proteins aus der ChaMel 41
Melanomzelllinie isoliert und als Binder dem vonrdgelllinie exprimierten HLA-B57
zugeordnet. In deex vivo ELISpot-Analyse mit TIL eines Patienten und inesmin vitro
priming Experiment mit T-Zellen eines gesunden $pes die beide dieses Allel nicht
exprimieren, wurden T-Zellreaktionen beobachtets badeutet, dass dieser HLA-Ligand auch
an andere HLA-Molekile binden kann, um als Antigén T-Zellen prasentiert zu werden.
Weitere Analysen der Bindungsspezifitaten diesgstié®e wirden wichtige Informationen zur
weiteren Entwicklung von Algorithmen zur HLA-Epitegrhersage liefern.

Auch gegen Peptide aus elaC homolog 2 und FOXOldewurT-Zellreaktivitaten in TIL
nachgewiesen. Beide Proteine waren als Tumorsuppm@eteine im Prostatakrebs beschrieben
worden [147, 148]. In den klinischen Vakzinierurtgggen mit den Peptiden des
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Tumorsuppressorproteins p53 wurde die Induktion-g@ifischer CDBT-Zellen erreicht und
dadurch bei den Brustkrebspatienten eine Stabilisgeoder partielle Regression der Krankheit
erzielt [149]. Diese Klinische Studie lasst daraséghlieBen, dass HLA-Liganden von
Tumorsuppressorproteinen in der Lage sind, Antitweaktionen von T-Zellen auszulésen und
somit als T-Zellantigene in immunbasierten Thenagimgesetzt werden kdnnten. Damit kbnnten
auch die HLA-Liganden der Proteine elaC homologh@ EOXO1 potentielle Vakzinkandidaten
darstellen. Es sind allerdings noch weitere Testangur Immunreaktivitdt der Peptide in
Melanompatienten notwendig, bevor diese Epitope alsnorrelevante Targets fir
Vakzinationsstudien eingesetzt werden kdnnen.

Ein interessanter Aspekt der Arbeit war die Idexisfung Histon-4-spezifischer T-Zellen in
Melanompatienten und damit der Nachweis des Qué#prs als tumorassoziiertes Antigen. Alle
bisher identifizierten, tumorassoziierten AntigeineTumoren waren Cancer-Testis-Antigene,
gewebespezifische Antigene, im Tumor Uberexprimidifferenzierungsantigene oder virale
Antigene. Die ubiquitare und hochabundante Expoesson Histon-4 zeigt, dass Proteine, die
nicht zu den genannten Kategorien gezédhlt werdenndd® sondern normal regulierte
Selbstantigene sind, tumorassoziierte Antigene k&men. Es waren bereits Histon-4-reaktive
T-Zellen in einem Mausmodel fir Prostatakrebs beésibbn worden [150]. Die neuen
Erkenntnisse, dass Histon-4-spezifische T-Zellechain PBMC von Melanompatienten
nachweisbar sind, erweitern die vorherigen Beohsxjen. Histon-4 ist in allen Zelltypen und
Geweben hoch exprimiert, was die Tumorrelevanz Algggens in Frage stellt. T-Zellen, die
gegen ubiquitéar exprimierte Selbstantigene reagjeseirden auch in einem weiteren Report von
Desfrancois und Kollegen beschrieben [151]. Dab#iden unkonventionelle CD4CD8 doppelt
positive op-T-Zellrezeptor exprimierende T-Lymphozyten in Madametastasen und
tumordrainierenden Lymphknoten nachgewiesen. Estkomlabei gezeigt werden, dass die
T-Zellen ein Antigen erkennen, welches sowohl vaimdrzellen als auch von normalen Zellen
exprimiert wird. Obwohl die HLA-Restriktion des Agéns bestimmt werden konnte, konnte die
Sequenz des Peptids nicht bestimmt werden.

Eine mogliche Erklarung fir das Vorkommen von Th&aktivitaten gegen solche abundant
exprimierten Antigene kdnnte eine Veranderung detigenprozessierung und —prasentation in
den Tumorzellen sein, die zur verstarkten und fig thduktion einer Immunreaktion
ausreichenden Menge des Epitops an der Zellobbdléithren kénnte. Normalerweise wird die

Menge an Histonen in der Zelle durch die Phosplemyhg mittels einer Rad53 Kinase und
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gezieltem Abbau des phosphorylierten Proteins HittBroteasom streng reguliert, um
unerwinschte Ereignisse wie genomische Instabddar Hypersensivitat der Zelle gegen DNA-
schadigende Substanzen zu vermeiden [152]. Da@e&negulierung der Ubiquitin-abhangigen
Proteolyse fur eine Vielfalt an Tumoren einschiief®iMelanom beschrieben wurde [153], kann
vermutet werden, dass auch die Prozessierung vaetorHd verdndert sein und zu einer
gednderten Antigenitat der Tumorzelle fihren konAtedererseits wurden Histon-4-spezifische
CD4" T-Zellen und Antikorper in Patienten mit der Autohunerkrankung Systematischer
Lupus erythematosus detektiert [154]. Daher muss Tumorrelevanz solcher abundant
exprimierten Antigene und die Rolle spezifischeiZdllen gegen solche Antigene weiter
untersucht werden.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Maheeiposttranslationale Modifikation von
GPS2 nachgewiesen. Bei der HLA-PeptidomanalyseideiMelanomzelllinien wurde eine dem
GPS2 Protein zugeordnete Peptidequenz mit asynstetdimethyliertem, monomethyliertem
und nichtmodifiziertem Arginin identifiziert. Die odifizierten Formen des HLA-Liganden
konnten nur durchde novo Sequenzierung nachgewiesen werden. Die Identifizge der
posttranslational modifizierten Peptide ist eingaagwendige Prozedur. In Spektren werden sehr
oft neben den sequenzspezifischen Peptidmassen dieclirragmente, die durch neutrale
Abspaltung der modifizierten Seitenkette des Pep#édtstehen, registriert. Dadurch wird die
Komplexitat des Spektrums deutlich erhdht, was hidatssche Zuordnung der Abspaltprodukte
zu sequenzspezifischen Fragmenten und zur Ideetifizg falsch positiver Sequenzen fiihren
kann. Im MALDI-TOF-PSD Spektrum des nattrlichen fdpmit dem dimethyliertem Arginin
wurden zehn neutrale Abspaltungen von Dimethylantia5 Da), sechs Verluste von
Carbodiimid (-70 Da) und drei von Dimethylguanidi87 Da) registriert. Im Spektrum des
monomethylierten HLA-Liganden wurden funf Abspaljen von Methylamin (-31 Da) und drei
von Monomethylcarbodiimid detektiert. Solche erl@htFrequenzen an Fragmenten des
dimethylierten Arginins im Vergleich zu der monoimgierten Form der AS zeigen die
destabilisierende Wirkung dieser Modifikation miterd daraus folgenden, veranderten
Signalintensitat fur die Abspaltungsprodukte. DieB#ormation kann fir eine weitere
Entwicklung  der  Sequenzierungssoftware  verwendet rdeve  Die  Detektion
methylierungsbedingter Spaltpodukte kann helfensttpanslationale Modifikationen in der
Sequenz zu lokalisieren und damit die Wahrschéikét der Ableitung falsch positiver

Sequenzen zu minimieren.
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Das GPS2 Protein wurde als Regulator des nuklddezeptor Ko-repressor-Komplexes (engl.
nuclear receptor-coreprespr NCoR) beschrieben und ist an zellularen Prozessss
Genexpression, Zellproliferation, Apoptose und Tuyeoese beteiligt. Der genaue
Mechanismus, wie das Protein in diesen Prozessekt, vist aber unklar. Das Protein wird
ubiquitar exprimiert und inhibiert durch die Binduran den Transkriptionsfaktor JNK1 das
Signalnetzwerk der c-Jun Kinase [155]. GPS2 wurdehaals Interaktionspartner des Tax-
Onkoproteins des humanen T-Zellen-Lymphotropen-4/iheschrieben [156]. Eine mdgliche
Erklarung der suppressiven Eigenschaften von GRSINK-Signalweg lieferte die Entdeckung,
dass GPS2 eine wichtige Komponente des NCoR-HDAGBHHexes ist. Durch die Interaktion
von GPS2 mit im JNK-Sighalweg aktivierten DNA-bimdien Transkriptionsfaktoren kann
NCoR rekrutiert und damit eine Hemmung der Genesgiom (ber Histondeacetylasen
verursacht werden [128]. In einem anderen Berid&7] wurde gezeigt, dass das onkgene
E6-Protein des humanen Papillomavirus GPS2 bindah inaktivieren kann, wodurch ein
Beitrag zur onkogenen Transformation der Zellereigett werden kann. Eine Interaktion von
GPS2 mit p53n vivo undin vitro wurde ebenfalls gezeigt. Dazu wurde berichtets aais UV-
Licht bestrahlte GPS2 Uberexprimierende Zellen erfgdhte Neigung zur Apoptose hatten
[158]. GPS2 scheint damit zellulare Reaktionen dyfinduzierte DNA-Schaden zu vermitteln
und bei der Regulation der Aktivitat des p53 Pratetine wichtige Rolle zu spielen. In einem
anderen Bericht wurde gezeigt, dass GPS2 mit demskriptionellen Coaktivator p300-
Acetylase-Komplex assoziiert und damit direkt am Aktivierung der Genexpression beteiligt
ist. Durch die Interaktion des GPS2 und p300 mih d#&rotein E2 des Papillomavirus, welches
der zentrale Regulator der viralen Genexpression WDNA-Replikation ist, wird die
Transkription der virusspezifischen Gene induzi@%9]. Die Fahigkeit von GPS2 diverse
Transkriptionsfaktoren zu binden, zeigt seine grBBdeutung bei der Genregulation. Aul3erdem
wurde berichtet, dass die Assoziation von GPS2 @ytlin, das im Testisgewebe hoch
exprimiert wird, fur die Kontrolle des Zellzyklusnd der Meiose verantwortlich ist. Die GPS2
Expression wird im Tumor des Testis im Vergleichmznormalen Testisgewebe unterdriickt
[160], was fur eine Rolle des GPS2 als Tumorsugoresprechen kénnte. AuRerdem wurde die
Assoziation von GPS2 mit den Komponenten hMSH4 aMEH5 des Heterokomplexes,
welches fur die DNA-Reparatur in der Meiosephase fim die homologe Rekombination der
DNA verantwortlich ist, nachgewiesen [161]. Diesgébnisse zeigen, dass GPS2 in Prozessen
wie Zellzyklus-Regulation und Zellteilung involvterist. Durch die Identifizierung der

Methylierung des GPS2 Proteins stellt sich die &rage die Mono- und Dimethylierung von
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Arginin die biologische Funktion des Proteins b#asst oder wie stark sie die Interaktion von
GPS2 mit Interaktionspartnern veréandert.

In den letzten Jahren wurden mehrere Proteine imér éethylierung an Arginin identifiziert.
Einige von ihnen sind in Signaltransduktion, Prat@insport, Transkription, DNA-Reparatur,
DNA und RNA-Bindung involviert [162, 163], was dw@chtige Rolle der Argininmethylierung
bei der Modulation zellularer Prozesse belegt. kpdfimenten mit einem synthetischen
B-Hairpin-Peptid, das als Modelpeptid fir Untersutipen zu Sequenz-Struktur-Beziehungen
verwendet wird, konnte gezeigt werden, dass durehEthfihrung eines asymmetrisch oder
symmetrisch modifizierten Arginin die Interaktiontrdem benachbarten Indol-Ringsystem von
Tryptophan verstarkt und dadurch die Struktur deptiBs stabilisiert wird. Solche verstarkte
Interaktion des methylierten Arginin mit Tryptophatie in dem Modelpeptid beobachtet wurde,
kann &hnliche Auswirkungen auch bei der Protein-Dodéisr Protein-RNA Interaktion haben. In
diesem Fall wirde die methylierte Seitenkette vagifin mit dem aromatischen Ringsystem
von Guanin oder Adenin direkt interagieren konne®v]. Andererseits spielt die Seitenkette von
Arginin eine wichtige Rolle bei der Bildung intrafekularer Wasserstoffbriicken mit anderen
AS in Proteinen oder interagiert mit Phosphatgrapped Thymin-, Adenin- und Guaninbasen
der DNA-Molekule. Durch die Methylierung werdendw Wechselwirkungen unterbunden und
dadurch die Bildung der Protein-Protein-, ProtelA> oder Protein-RNA-Komplexe ggf.
komplett oder partiell inhibiert [165].

Im Bericht Uber die Assoziation des GPS2 mit NCoPAE€3-Komplex wurde die
Bindungsstelle des Proteins an den Komplex dem iaifeis vom GPS2 zugewiesen [128]. Die
in der Doktorarbeit beschriebene Methylierung ist & Terminus des Proteins lokalisiert, an
dem die Interaktion des GPS2 mit DNA-bindenden Skaptionsfaktoren stattfindet. Deshalb ist
es durchaus denkbar, dass durch die MethylieruagedAssoziation zwischen den Proteinen
beeinflusst wird und dadurch die Aktivitat des NCHRAC3-Komplexes veréndert wird. Die in
den zahlreichen Studien nachgewiesene Vielfalt roldgt Interaktionspartner von GPS2 schliel3t
die mogliche Methylierung des Proteins auch in dederen Proteinkomplexen nicht aus. Es ist
auch moglich, dass die Methylierung des GPS2 eash rder Bildung solcher Komplexe
stattfindet. Eine andere Mdoglichkeit ist, dass Bastein nur temporar in der Zelle methyliert
wird und nach der Ausfuhrung seiner Funktion sofisgebaut oder durch den Einsatz von
Demethylasen demethyliert wird und somit die madkfiten Formen des GPS2 auf Proteinebene

unentdeckt bleiben.
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Die Protein-Arginin-Methylierung ist eine haufig ieukaryotischen Zellen vorkommende
posttranslationale Modifikation, die durch Enzymer dEnzymfamilie der Protein-Arginin-
Methyltransferasen (PRMTs) katalysiert wird. S-Adgyimethionin (SAM) dient dabei als
Methyldonor und wird wahrend der enzymatischen Reakin S-Adenosylhomocystein
(AdoHcy) konvertiert. Mono- und Dimethylierung d&uanidingruppe von Arginin wird von
zwei Typen der Methyltransferase katalysiert. Tyydthyltransferasen produzieren NG-
Monomethylargininm-NG und NG-asymmetrisches Dimethylarginin. Typ-letiyltransferasen
dagegen erzeugen NG-MonomethylarginisNG und NG-symmetrisches Dimethylarginin
[166]. Zurzeit sind von beiden Typen neun PRMTsdmeit. Zum Typ-I gehdéren PRMT1,
PRMT2, PRMT3, PRMT4 (auch Koactivator-assoziiertagiAinmethylase 1 (CARM1)
genannt), PRMT6 und PRMT8. PRMT5, PRMT7 and PRMTéhdgen zu den Typ-II-
Methyltransferasen [163]. Von allen Methyltranstema ist PRMTL1 diejenige, die am meisten
untersucht und am besten charakterisiert wurde. Sdst fur 85% aller
Methyltransferaseaktivitdten in den Zellen verantiiah [167]. Das Enzym erkennt Glycin-
Arginin-reiche (GAR) Bereiche und methyliert dieoBine mit den Sequenzen RGG oder RXR
(X- in den meisten Féallen kleine Aminosaure) [1689]. PRMT2, PRMT3, PRMT6 and PRMTS8
erkennen ebenso GAR-Motive [170-172]. Obwohl PRMJARM1 hohe Homologie zu PRMT1
aufweist, methyliert es das Histon 3 Protein anll&teaullerhalb der GAR-Motive [173].
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass PRMT4/CARMties®RMTS5 Prolin-, Glycin- und
Methionin-reiche Bereiche (PGM) methylieren konn@m4], die bei einer Reihe von pre-
MRNA-Splei3faktoren detektiert wurden [175]. Aufgcuder Information beztglich der PRMTs
und ihren zurzeit in der Literatur zusammengefasdtekennungssequenzen, welche in der
Sequenz des HLA-Epitops SQNPRFYHK nicht vorhanded, k6nnte geschlossen werden, dass
die Methylierung des GPS2 von einer zurzeit unbeteam PRMT oder auch bekannten PRMT
mit neuen Bindungsspezifitdten als die bisher in Ideeratur beschriebenen, katalysiert wird.
Durch die in dieser Doktorarbeit ausgefiihrten Me¢inyngsassays mit der auf Basis der GPS2-
Peptidsequenz konstruierten Peptidbibliothek konmezeigt werden, dass die sechs
Aminosauren NPRFYH, und zum Teil auch das C-terhfivlgende Lysin eine wichtige Rolle
fur die Methylierung spielen. Die Sequenz der GR&ZRhylierungsstelle ist damit eine neue und
bisher noch nicht beschriebene ErkennungsstellMéihyltransferasen.

In der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt wardlass die methylierten Peptide genauso
gut an das HLA binden wie die unmodifizierte ForrasdPeptids, was zuvor nur fur die

Prasentation eines dimethylierten Peptids gezeigtdev [176]. In T-Zellassays mit den un-,
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mono- und dimethylierten Formen des HLA-Ligandes &PS2 wurde eine peptidspezifische
Antwort der T-Zellen gegen die monomethylierte date des GPS2 Peptids nachgewiesen.
Dieses Ergebnis zeigt, dass die Methylierung elBefluss auf die Immunogenitat der Peptide
hat und T-Zellen in der Lage sind, Unterschiedelen Methylierungsmustern von Peptiden zu
erkennen. Die T-Zellen von Melanompatienten habest fausschliel3lich gegen die
monomethylierte Form des Peptids reagiert. Aul3erdearen die T-Zellreaktionen gegen das
monomethylierte Peptid bei den T-Zellen von Melapatienten deutlich stérker als die von
gesunden Spendern, was auf eine Tumorrelevanzr dvdsdifikation des GPS2 hindeutet und
das monomethylierte GPS2-Peptid als attraktiveg@tafiir tumorspezifische Immuntherapien
erscheinen |aRt. Es gibt nur wenige indirekte Hiseeauf eine mdgliche Tumorrelevanz von
Arginin-Methylierungen und den Einfluss der PRMTE aumorwachstum und -progression. In
einem Bericht wurde gezeigt, dass PRMT4/CARML1 inrrilaebs Uberexprimiert wird und
direkt an der Expression von Onkogenen aus dempACatenin Signalweg beteiligt ist [177]. In
einem weiteren Report wurde berichtet, dass dieniierung des Tumorsuppressors PDCD4
(programmed cell death 4) durch PRMT5 das Tumorsiach fordert und mit einer schlechten
Uberlebensprognose bei den Brustkrebspatienterellantr ist [178]. Die posttranslationale
Modifikation von PDCD4 hat keinen Einfluss auf diabilitat des Proteins, aber éandert seine
biologische Funktion. Obwohl in Experimenten mitndeTumorsuppressor PDCD4 die
Methylierungsstelle des Proteins bestimmt werdemi® wurde der genaue Methylierungsstatus
(Mono- oder Dimethylierung) nicht untersucht. Eime8ario, dass ein Protein spezifisch im
Tumor methyliert wird, ist auch im Fall von GPS2 gtiéh. Das methylierte Protein wird am
Ende seines Lebenszyklus abgebaut und als HLA-digawuf der Zelloberflache zur
T-Zellerkennung préasentiert. Das |af3t aber die &ragarum ausgerechnet die monomethylierte
Form von GPS2 von den T-Zellen erkannt wird, unbeartet.

Studien zur Substratbindung und Katalyse durch PRkt einem Modelpeptid aus Histon 4 als
Substrat zeigte, dass zu Beginn der enzymatiscleakti®en ungefahr die gleichen Mengen an
mono- und dimethylierten Produkten produziert wardad nur einige Zeit spater die Menge an
dimethylierter Form des Peptids stetig ansteigt dieddes monomethylierten Peptids sinkt, so
dass zum Schluss die dimethylierte Form dominlef®]. In weiteren Experimenten mit Histon 4
und dem Modelpeptid, welches Glycin-Arginin-reidii®AR) Bereiche enthalt, und PRMT1 und
PRMT2 konnte gezeigt werden, dass das Verhaltnis monomethyliertem zu dimethyliertem
Produkt vom Substrat und vom Enzym abhangig isD][18ach der Methylierung der Substrate
GAR-Peptid und Histon 4 durch PRMT1 wurden grol3ktengen an Dimethylarginin im
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Vergleich zu Monomethylarginin detektiert. Bei déethylierung durch PRMT2 dominierte bei
Histon 4 das dimethylierte Produkt aber beim GARtledas monomethylierte Produkt. Die
Detektion der gegen die monomethylierte Form deSZALA-Liganden gerichteten T-Zellen
konnte bedeuten, dass die Methylierungsprozesselronunsystem tberwacht werden. Es ist
durchaus denkbar, dass durch krankheitsspezifistdrénderungen der Enzymaktivitaten der
PRMTs auch das Verhaltnis der dimethylierten zunamoeethylierten Form der Substratproteine
geandert wird. Solche Veranderungen auf der Prebeine konnten durch die Prasentation der
methylierten Produkte durch HLA von T-Zellen erkanverden. Allerdings ist eine weitere
Identifizierung von HLA-Liganden, die eine Methylimg der AS Arginin aufweisen, sowie eine
Untersuchung der Interaktion solcher modifizier®aptide mit den T-Zellen notwendig, um die

Interaktion des Immunsystems mit dem Protein-Argidiethylom besser zu verstehen.
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5 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war die Aufklarung des HLA-Peptidermon Melanomen. Dazu wurden die Peptide
von affinitatsgereinigten HLA vier humaner Melanatiimien extrahiert, mit zweidimensionaler
HPLC aufgetrennt und per MALDI-TOF- und ESI-Q-TOFadéenspektrometrie sequenziert. Die
Spektren wurden mit datenbankbasierten demdiovoVerfahren analysiert, sodass Mutationen und
Modifikationen der Peptide erkannt werden konn#ur. Untersuchung der zellbiologischen und
immunologischen Grundlagen der Antigenitat der (@ueteine der HLA-Liganden wurden ihre
MRNA-Expressionwerte mit denen der Transkriptome dellen verglichen und ihre
Immunogenitat in Assays mit T-Zellen aus periphe&ot von Melanompatienten und gesunden
Spendern sowie Tumorinfiltraten untersucht.

Insgesamt wurden 499 HLA-gebundene Peptide von 8@6schiedenen Quellproteinen
identifiziert; 289 waren bislang noch nicht beseben worden. Im Gegensatz zu der Hypothese,
dass Tumorantigenitat auf Neoantigene beruht, wkedeeinziges mutiertes Peptid gefunden. Ein
Peptid aus GPS2 wurde in drei Varianten mit unniethgm, monomethyliertem oder
asymmetrisch dimethyliertem Arginin gefunden. Diep#lome unterschiedlicher Zelllinien
erwiesen sich trotz partiell Gbereinstimmender Hilé hochgradig individualisiert. Im Gegensatz
zu der Hypothese, dass HLA primar Peptide hochewerier oder kurzlebiger Proteine
prasentieren, wurde gefunden, dass nahezu 90 Regide in den HLA-Peptidomen aus niedrig
bis intermediar exprimierten Proteinen stammen,irdiden Tumoren bis auf wenige Ausnahmen
nicht Uberexprimiert waren und deren zelluldrer Binsder Verteilung der Umsatzraten des
zellularen Proteoms entsprach. In biologischen sTestvies sich ein hoher Anteil der HLA-
Liganden als immunogen. Das monomethylierte GPS®Epwurde von T-Zellen aller
untersuchten Patienten erkannt und scheint ebeniso die Epitope, die bei allen vier
Tumorzelllinien nachgewiesen wurden und die ausadpeimierten Proteinen stammten, gute
Kandidaten fur die Entwicklung therapeutischer \fa&zu sein.

Mit der Arbeit konnten die Peptidome von Melanonaerigeklart, eine Reihe weit akzeptierter
Hypothesen zur Immunogenitat von Tumoren widerl@gtl Epitope identifiziert werden, die
vielversprechende Kandidaten fur die Entwicklungn vidakzinen fir die Behandlung von
Melanomen sind. Dartber hinaus liefern die idezigften HLA-Epitope wertvolle Informationen
fur das Verstandnis der Antigenitdt von Tumoren diad die Selektion von Peptiden durch

verschiedene HLA, was fUr neue Vorhersagealgorithweewertbar ist.
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6 Summary

The objective of the PhD thesis was the elucidatbhlLA peptidomes of melanoma. To this
end HLA-bound peptides were isolated from affirpyrified HLA of four melanoma cell lines.
The peptides were fractionated by 2-dimensional EIRInd sequenced by MALDI-TOF and
ESI-Q-TOF mass spectrometry. To identify mutatiand modifications, the mass spectra were
interpreted by database-dependent as well as desemuencing approaches. The cell-biological
and immunological basis of the antigenicity of theurce proteins of the peptides was
investigated by comparing the mRNA expression withtranscriptomes of the cell lines and the
immunogenicity of the peptides was tested in T aslays with peripheral white blood cells of
melanoma patients and healthy controls, and tunmdilirates.

In all 499 peptides derived from 306 different s®uproteins were identified, 289 of these had
not been reported before. The HLA peptidomes offdlue cell lines were highly individualised
despite partially shared HLA. In contrast to th@argigen hypothesis for tumour antigenicity,
not a single mutated peptide was found. Of an ppitof the protein GPS2 three variants were
found with unmethylated, monomethylated or dimedtad arginine. Contrasting hypotheses
stating that HLA primarily present peptides derivieain either highly expressed or short-lived
proteins, nearly 90% of the peptides were from gnst with low to medium range expression
levels whose turn-over rates exactly matched timgeeof the turn-over rates of the cellular
proteome. A large fraction of the peptides werenljigmmunogenic in melanoma patients, and
the monomethylated GPS2 peptide had induced Tresflonses in all patients tested. This
peptide like the peptides shared by all four peptids and those from overexpressed proteins are
good candidates for the development of therapeaticer vaccines.

With this work the peptidomes of melanoma could dbecidated, several widely accepted
hypotheses that are central to tumour immunologydcbe disproven and a number of promising
candidates for vaccine development were identified characterised. Moreover, the data from
the HLA-peptidome analyses provide valuable ingghto the antigenicity of tumour cells and

can be used in the development of refined prediaigorithms for T cell epitopes.
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10 Anhang
10.1 Anhang |. HLA der verwendeten Melanomzelllinien
CM41 CM84 CM100 CM105

A 1 11 11 24 11 32 2 11
ahnlich zu A32 Cw4, Cw7 Al Cw3

B 35 57 8 51 35 51 35 60
ahnlich zu | B51, Cw4 | B51, Cw3 B35, B57, | B51, Cw4 | B35, B57, | B51, Cw4

Cw3, Cw4 Cw3, Cw4

Cc w4 w6 w7 w7 w2 w4 w3 w4

ahnlich zu | B35, B51, | A1, A2, |A24, B35, | A24, B35, B35, B51, | A2, B51 |B35, B51,
cw7 A24 | B51, Cw4 | B51, Cw4 cw7 cw?

Mégliche Ubereinstimmung zwischen den HLA-Molekiilearde aufgrund der Ahnlichkeiten in Bindungsmotive
von HLA-Molekilen (siehe Anhang Il) bestimm
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10.2 Anhang Il . Kanonische Peptidbindungsmotive der untersuchteriLA

HLA Kanonische Bindungsmotive Verwandte Motive
2 3 5 6 9
Al DE Y A32
A2 ali ali Cw3
All KR
A24 YF ali F Cw4, Cw7
A32 w Al
B8 KR KR ali F
B35 P ar ali B51, Cw4
B51 APG arali| B35, B57, Cw3, Cw4
B57 AST ar B51, Cw3
B60 E L
Cw2
Cw3 ali A ali F A2, B51
Cw4 arP ali F B35, B51, Cw7, A24
Cw6 aliF| ali aliy Al, A2, A24
Cw7 YP aliar| ali arL A24, B35, B51, Cw4

ali- aliphatische Aminosauren (Leucin, Isoleucireoalin); ar-aromatische Aminosauren (Tyrosin,

Phenylalanin oder Tryptophan
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10.3Anhang lll. Anzahl an tiberlappenden HLA-Liganden bei den Melanmzellen

T | @ ) Joi

T |2 2 G

) [b] [b] - E

S8c 8¢5 2506 | ©

o |x |8 |8 =59 fvg ETE | <

g2 2|2 Egs8583858)¢8

0|0 |0 |0 |<S3|28g 2388 s
5 | CM41 | CM84 5 | 5 5/6 | 689 124 18
6 | CM41 CM100 5 5 5/6 | 464 81 17
7 | cm41 CM105 | 5 5 | 5/6 | 638 38 6
8 CM84 | CM100 5 | 4 a6 | 371 57 15
9 CM84 CM105 5 5 | 5/6 | 638 98 15
10 CM100 | CM105 4 | 4 | 46 | 371 38 10
11 | CM41 | CM84 | CM100 4 | 5| 4 a6 | 371 47 13
12 | CM41 | CMm84 CM105 | 5 | 5 5 | 5/6 | 638 33 5
13 | CcM41 CM100 | CM105 | 4 4 | 5 | 46 | 371 24 6
14 CM84 | CM100 | CM105 5 | 4| 5 | 46 | 371 39 11
15 | CM41 | CM84 | CM100 | CM105 | 4 | 4 | 4 | 4 | 46 | 371 36 10

Anteil der Uberlappenden Motive wurde nach denim A nhang | aufgefiihrten Angaben berechnet.
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10.4 Anhang IV. Die indentifizierten HLA-Liganden
. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
cAMP-dependent
1 | AALAKAIEK | Proteinkinasetypel- | poapia | 100 |A11]| 9 E° | 91442 | + 84 Cytoplasma | 2&komunikation und
alpha regulatory Signaltransduktion
subunit
265 i i 84 All 12 E |1094,50 + 65
, | AAMLDTVVEK | o | pompi4 | 100 | AL 14 E |109560| + 80 Cytoplasma | Proteinmetabolismus
[181] Subugit y 41 |AlL| 14 E |111051%] + 96 P und Translation
105 All 12 E® [1110,59* + 49
3 AASVPVVY Fatty acid synthase FASN 41 B35 11 E | 805,43 + 18 Cytoplasma Metabolismus
4 AAYNRYFRK Matrix Gla protein MGP 105 All 9 M |1188,66 + 33 Extrazellular Transport
AFIEKHWTE | Cysteinerich protein 2-\ oppopp | g4 |a2a| 14 | E |117859| + 38 Cytoplasma | Froteinmetabolismus
binding protein und Translation
6 | AIAQAESLRYK | 40S ribosomalprotein | ppqq 84 |A1L| 8 E |1249,60| + 53 Cytoplasma | F roteinmetabolismus
S3 und Translation
Endoribonuclease 84 All 14 E | 1049,60 + 41 .
7 AILDYLITK Dicer DICER1 a1 ALl 16 E [ 1049 54 " 20 Cytoplasma RNA-Prozessierung
Cytoplasma, Proteinmetabolismus
8 AKIRIFDL ribosomal protein L10 RPL10 84 B08 14 E | 987,60 + 44 Endoplasmatisches :
. und Translation
Retikulum, Nukleus
9 | ALAPGLPTA Ne“des'?ar(‘:fgrmtmph'c NENF 105 | A02| 11 E | 81043 | + 9 Extrazellulér Unbekannt
COP9 constitutive Requlation von
10 ALATLIHQV photomorphogenic COPS7A 105 A02 12 E | 965,58 + 43 Nukleus 9 -
; Transkription
homolog subunit 7A
11 ALFLTLTTK CytOChSrSE"uem‘i gx'dase cox2 100 |A11| 15 E |1007,45| + 55 Cytoplasma Metabolismus
12 | ALLDQFYEK [|Sushirepeat-containing) — gppy 100 |Al1| 14 E |112857| + 62 Membran Unbekannt
protein SRPX
13 | ALLDRIVSV [182] | Nuclear pore complex | ;5505 105 |A02| 12 E | 98560 | + 66 Nukleus Transport
protein Nup205
14 | ALMGYATHK Interferon alpha- IFI6 100 |A11| 10 E |1007,34%| + 45 Mitochondrion Immunantwort

inducible protein 6
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
84 ALl 5 M | 1002,60 + 46
SAM and SH3 domain E_11002,50 h 43 Zellkomunikation und
15 |ALYSGVHKK [182] containing 1 SASH1 105 All 5 M | 1002,58 + 49 Nukleus Signaltransduktion
g 41 |A1L| 7 E 100248 + 55 g
100 | A1l 8 E |1002,41 + 39
gytoarigatsrpﬂae,m%?g— Zellwachstum
16 | APEEHPVLL | Actin, cytoplasmic 1 ACTB 41 |B35| 13 E |1004,53| + 46 PP Nukdog o und/oder
Zellversorgung
Extrazellular
V-type proton ATPase
17 AQNPSLFVK 21 kDa proteolipid ATP6V0OB 100 All 11 E | 1004,38 + 50 Membran Transport
subunit
18 ARGPIQIL RNA Polymerase Il, B| POLR2B 41 B35 13 M | 867,55 + 24 Nukleus Transkription
19 | ASAGPPSLRK | Zinc finger protein 262 | ZMYM4 105 |A11| 7 M | 98358 | + 35 Nukleus Regulation von
Transkription
Extrazellular, Zellwachstum
20 ASDFITKMDY Gelsolin GSN 41 A01 13 E |1190,54 + 35 Cytoplasma, und/oder
Mitochondrion Zellversorgung
21 | ASDKETYELRy |S0Sribosomalprotein | pp oo g | 41 |a01| 11 | E |137465| + 76 Cytoplasma | F roteinmetabolismus
L22-like 1 und Translation
M | 1007,56 + 51
AL A1) 8 E |1007.49 | + 92
s |ma| o | W |oEL
22 |ASFDKAKLK [182] M 1007,56 - . Zellwachstum
Thymosin 310 TMSB10 100 All 8 E |1007.42 + 92 Cytoplasma Zelnr;orlgooc:e[m
105 latl e M |1007,63 | + 47 gung
E |1007,52 + 63
84 All 6 E |1135,60 + 46
23 ASFDKAKLKK 41 All 7 E |1135,56 + 65
Serine/threonine-
24 | ASILVKDYILK | Proteinphosphatase 6 | »\ypnog | 41 |A11| 14 E |1262,67| + 70 Nukleus Unbekannt
regulatory ankyrin
repeat subunit A
ATAGDGLIELRK — M | 1243,75 40 Mitochondrion, |Zellkomunikation und
25 [181] Prohibitin PHB 41 All 1 E |1243,68 " 97 Membran, Nukleus,| Signaltransduktion
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
M | 1243,76 75 Extrazellular,
84 All 10 E |1243,61 " 87 Cytoplasma
M | 1243,75 + 29
100 | A1l 12 E |1243,50 + 97
M | 1243,76 - -
105 ALl 10 E |1243,61 + 60
41 All 10 M | 971,56 + 24
26 ATAGIIGVNR 84 All 8 M | 971,55 - -
M | 971,55 + 37
100 All 8 Cytoplasma,
. E | 971,40 + 43 .
Clathrin HC 1 CLTC Membran, Golgi- Transport
84 All 8 E |1099,58 + 36
Apparat, Endosom
27 ATAGIIGVNRK 105 | A1l 8 E |1099,57 + 52
41 All 9 E |1099,54 + 59
100 | A11 10 E ]1099,48 + 42
Biogenesis of
28 | ATALEYVYK lysosome-related | g o191 | 100 [A11| 12 | E |1057,38| + 50 Cytoplasma, Organisation der
organelles complex 1 melanosome Melanosomen
subunit 1
DNA-dependent protein Nukleus, Zellkomunikation und
29 ATDPNILGR : PRKDC 84 All 8 M | 956,68 + 26 Cytoplasma, X .
kinase ) Signaltransduktion
microsome
30 | ATFSSSHRY Protein transport SEC31A | 100 |A32| 9 E |105533| + 55 |Endoplasmatisches
protein Sec31A Retikulum, Transport
31 | ATESSSHRYHK Prote|_n transport SEC31A 105 All 6 M | 1320,71 + 37 Cytoplasma, Golgi-
protein Sec31A 41 ALl 7 E [1320,54| + 50 Apparat
32 ATFSTGERK Exosome component 4| EXOSC4 84 All 4 M | 996,53 + 20 Nukleus, RNA-Prozessierung
Cytoplasma
Angio-associated Zelwachstum
33 ATGDMSGLLK ANg , AAMP 84 All 9 E | 992,43 + 53 Extrazellulér und/oder
migratory cell protein
Zellversorgung
Guanine nucleotide-
34 | ATGSWDSFLK binding protein GNB3 41 |A11]| 15 | E |111147] + 68 Cytoplasma | 2&/Ikomunikation und

G(1)/G(S)/G(T) subunit
beta-3

Signaltransduktion
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
General transcription
35 ATIEDILFK factor IIH subunit 2-like| GTF2H2C 84 All 15 E | 1049,55 + 64 Nukleus Unbekannt
protein
84 A1l 14 M | 987,50 + 33 Membran, Zellwachstum
36 | ATIIDILTK [182] Annexin Al ANXA1 E | 987,59 + 49 Cytoplasma, und/oder
41 All 16 E | 987,53 + 51 Nukleus Zellversorgung
Interferon regulatory 105 All 9 E |1114,60 + 58 .
. . Regulation von
37 ATILAGDVKVK |factor 2-b|n§|ng protein| IRF2BP2 a1 ALl 10 E | 111456 + 40 Nukleus Transkription
Tetracycline M | 950,51 + 23
38 ATIQGAYAR Transporter-like protein TETRAN 84 All 6 E 950.43 + 43 Membran Transport
Glveoaen Endoplasmatisches
39 | ATLQDIIRR ycog PYGM 84 |A11| 11 M | 108569 | + 29 Retikulum, Metabolismus
phosphorylase N
Extrazellular
40 | ATNYITRNK | Pescadillo homolog1 |  PESL 84 |A11| 6 | M |108060| + 27 Nukleus | 2Sikomunikation und
Signaltransduktion
Zellwachstum
ATPTSPIRVK I M | 1069,68 + 28 Cytoplasma,
41 [181] Filamin A FLNA 84 All 8 E | 1069 55 + o4 Nukleus, Membran und/oder
Zellversorgung
42 | ATQSFSTFR cullin-7 cuL7 84 |A11| 9 | E |104445 49 Cytoplasma | Froteinmetabolismus
und Translation
84 All 9 M | 976,51 + 23 Golgi-Apparat,
100 | A11 11 M | 976,52 - - Endosom,
43 ATSPALFNR Dynein DNCH1 Lysosom, Metabolismus
105 All 9 M | 976,54 + 27 Mitochondrion,
Membran, Nukleus
41 All 9 M |1013,63 - -
44 ATTLPIRNK Ankyrin 17 ANKRD17 84 All 7 M |1013,63 + 15 Nukleus Unbekannt
105 | A11 7 M |1013,62 + 29
45 |  ATVLTTERK Pre'm'?fggg)':rl";ess'”g PRPF19 105 |A11| 5 M |1018,62| + 23 Nukleus RNA-Prozessierung
Vesicle transport
46 ATVLYIVKK protein SEC20 BNIP1 100 All 12 E |1034,46 + 45 Cytoplasma Apoptose
Eukaryotic translation Proteinmetabolismus
47 AVAIKAMAK initiation factor 5A-1- EIF5AL1 84 All 7 E | 902,48 + 48 Cytoplasma

like

und Translation
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
48 | AVATKFVNK Triple functional TRIO 100 |A11| 8 E | 977,40 | + 32 Cytoplasma | 2&komunikation und
domain protein Signaltransduktion
Inositol
hexakisphosphate and Zellkomunikation und
49 AVFPKPFVEK diphosphoinositol- PPIP5K1 100 | A11 13 E |1161,47 + 36 Cytoplasma . .
! Signaltransduktion
pentakisphosphate
kinase 1
Leucine-rich repeat and 84 All 10 E | 1047,55 + 53
50 | AVLDFVKQK g"z‘)'gq%rl‘r']”;?‘g‘l’r'ﬁr?g LRcH3 | 100 |ALl} 12 | E 1104745] + 52 Unbekannt Unbekannt
protein 3 105 | A1l 11 1047,62 + 50
Cell surface Zellkomunikation und
51 AVLYFLYKK glycoprotein MUC18 MCAM 100 | A11 15 E |1144,48 + 46 Membran Signaltransduktion
Signal peptidase Proteinmetabolismus
52 | AVMGAYVLLK complex catalytic SEC11C 100 | ALl 15 E |1080,43*| + 47 Microsome :
; und Translation
subunit SEC11C
Mitochondrial inner 84 All 7 E | 1066,52 + 51
53 AVNAHSNILK Membran protein IMMT 41 All 8 E |1066,49 + 58
41 All 11 M | 990,51 - -
54 AVQEFGLAR M | 990,65 + 55
1 i H E_|991,36™ hi 57 Zellwachstum
. 41 All 14 M 126571 * 34 Mitochondrion und/oder
PRELI domain E |1265,61 + 45
. . PRELID1 Zellversorgung
containing protein 1 84 All 12 M | 1265,65 + 43
AVQEFGLARFK
55 [181] 100 | A11 14 M | 1265,75 + 51
E | 1265,5 + 50
M | 1265,70 - 19
105 | ALl 12 E |1265,71 + 35
41 All 9 M | 1057,61 + 33
84 A1l 8 M | 1057,55 + 48
E_|1057,56 46 Membran Zellkomunikation und
56 |AVQRTLLEK [181] CD99 CD99 M | 1057,64 + 53 ' : ;
100 All 10 E |1057.47 + 50 Cytoplasma Signaltransduktion
M | 1057,60 34
105 ALl 8 E |105756] © 51
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
Zellwachstum
57 AVYDFFIGR Lamin-B receptor LBR 41 All 16 E |1087,47 + 50 Nukleus, Membran und/oder
Zellversorgung
GTPase activating M | 1328,80 42 S
58 | AVYGQKEIHRK | protein (SH3 domain) | G3BP1 84 |ALll 6 E |1328065| * 41 Nuﬁé’lﬁp'&ser;%ran Zg'i'kggtfghksaéflzig;‘d
binding protein 1 105 All 6 M | 1328,76 + 68 ' 9
Mitogen-activated Zellkomunikation und
59 | AWAPKPYHKF | protein kinase kinase MAP4K4 84 A24 10 E | 124457 + 24 Cytoplasma ) .
) . Signaltransduktion
kinase kinase 4
N-
60 AYMPHTEEI acetylglucosaminyltran oGT 84 A2 15 E |112551 + 27 Cytoplasma, Protemmetaboh;mus
sferase 110 kDa Nukleus und Translation
subunit
Torsin A Interactin Nukleus,
61 AYSSFRSV . 9 TOR1AIP1 84 B51 8 M | 916,45 + 17 Endoplasmatisches Unbekannt
Protein 1 :
Retikulum
62 AYVHMVTHF Bax inhibitor 1 TMBIM6 84 A24 11 E |1104,45 + 51 Membran Apoptose
Nukleus,
63 DAAEIRLV nucleolin NCL 84 B51 10 M | 886,50 + 40 Cytoplasma, Transport
Membran
adaptor-related protein
64 DAFRVNVI complex 2, mu 1 AP2M1 84 B51 12 M | 933,58 + 35 Membran Transport
subunit
Cytoplasma, . .
65 DAKIRIFDL [118, Ribosomal protein L10 RPL10 84 BO8 14 M | 1090,60 N 30 Endoplasmatisches Protelnmetaboh_smus
183] E (1090, 63 + 54 - und Translation
Retikulum, Nukleus
66 | DALDKIRLI Endoplasmin HSP9OB1 | 84 |B51| 13 | E |105656| + 54 |Endoplasmatisches|Proteinmetabolismus
Retikulum und Translation
S-adenosylmethionine
67 DALKEKVI synthase isoform type- MAT2A 84 B51 8 E | 915,48 + 40 Mitochondrion Apoptose
2
68 DALRLYLI Isoleucine-tRNA IARS 84 B51 15 M | 976.49 + 33 C_ytoplasm_a, Protelnmetabol!smus
synthetase Mitochondrion und Translation
- Cytoplasma, . .
Methionine-tRNA M | 1001,61 + 33 . Proteinmetabolismus
69 DALRSILTI synthetase MARS 84 B51 14 E | 100159 + 40 Endoplasmatisches und Translation

Retikulum, Nukleus
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
70 | DAYPEIEKF Securin PTTG1 41 |B35| 13 E |1111,52| + 37 Cytoplasma, Regulation von
Nukleus Transkription
. . + Nukleus,
71 | DAYSSFRsy | TorsinAlnteracting | ropiap1 | 84 |BS1| 9 M 1031521 31 lEndoplasmatisches|  Unbekannt
Protein 1 E |1031,40 29 :
Retikulum
Extrazellular, Zellwachstum
72 DAYVILKTV Gelsolin GSN 84 B51 12 E |1021,68 + 59 Cytoplasma, und/oder
Mitochondrion Zellversorgung
Mitochondrion,
73 DGLIELRK Prohibitin PHB 100 |A1l| 12 E | 94341 | + 57  |Membran, Nukleus, zellkomunikation und
Extrazellular, Signaltransduktion
Cytoplasma
Histone demethylase M | 1087,63 + 57 Regulation von
74 DPFAFIHKI JARID1B JARID1B 84 B51 15 E | 108757 + 61 Nukleus Transkription
75 DPYSGSTI Plectin PLEC 84 |B51| 7 E | 839,31 | + 47 |Endoplasmatisches) Proteinmetabolismus
Retikulum und Translation
GPI transamidase M | 1229,57 + 26 Endoplasmatisches| Proteinmetabolismus
76 |DTDHYFLRY [181] component PIG-T PIGT 41 AOL 13 E |1229,55 + 41 Retikulum und Translation
ETDLLDIRSEY . M | 1353,62 + 31 Cytoplasma, Zellkomunikation und
7 [181] Annexin A1l ANXALL 41 AOL 14 E | 1353,57 + 55 Nukleus Signaltransduktion
78 | ETERLTDDY Integrin alpha-3 ITGA3 41 |A0L| 9 E [1141,39| + 38 Membran | 2Skomunikation und
Signaltransduktion
79 | EYDNFFQHL CL'F;}%?:%CT‘“”Q CLASP1 84 |A24| 15 E |121253] + 32 Nukleus Unbekannt
. M | 1168,68 32 Regulation von
80 EYIKFLRSI Histone deacetylase 2 HDAC2 84 A24 14 E | 116862 + o8 Nukleus Transkription
Cytoplasma,
81 EYLTKVDKL Clathrin heavy chain 1 CLTC 84 A24 10 E |1108,54 + 38 Membran, Golgi- Transport
Apparat, Endosom
Oxysterol-binding Zellwachstum
82 EYMEHVYLI protein-related protein | OSBPL2 84 A24 13 E |1196,50 + 14 Cytoplasma und/oder
2 Zellversorgung
Zellwachstum
EYPDRIMNTF . M | 1285,65 + 22
83 [181] Tubulin B3 TUBB3 84 A24 12 E | 128550 + 19 Cytoplasma und/oder

Zellversorgung
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
Histone demethylase Regulation von
84 FAFIHKI JARIDIB JARID1B 84 B51 15 E | 875,49 + 44 Nukleus Transkription
Cytoplasma, Golgi-
Zellwachstum
g5 | FAGDDAPRA B Actin ACTB 105 | 2 6 M | 91948 | + a9  |Apparat, Membran, und/oder
[184] Nukleus,
N Zellversorgung
Extrazellulér
Basic leucine zipper .
gs | T-DASGAKLDY | and w2 domain- BZW1 41 |AoL| 13 | E |110958| + 50 Nukleus Regulation von
[181] s . Transkription
containing protein 1
87 | FLDSTGSRLDY | Basicleucine zipper BZW2 41 |[A01| 12 E |127351| + 51 Nukleus Proteinmetabolismus
and W2 domains 2 und Translation
N- : .
88 FPKVRILRL  |acetylgalactosaminyltra| GALNT1 41 |B35| 16 M |1141,75| + 9 Golgi-Apparat | roteinmetabolismus
und Translation
nsferase 1
Short transient receptor Zellkomunikation und
89 FSDHHENKY potential channel 4- TRPC4AP 41 A01 7 E |1176,41 + 33 Cytoplasma - .
. . Signaltransduktion
associated protein
M | 1129,55 + 33
90 FTDEESRVF Bcl2-associated 41 A01 12 E |1129,51 + 46 Regulation von
91 FTDEESRVFL transcription factor 1 BCLAFL a1 AOL 14 M | 1242,54 + 11 Nukleus Transkription
E |1242,52 + 37
FTDVNSILRY Glutamyl-prolyl-tRNA M | 1227,68 + 20 Proteinmetabolismus
92 [118] synthetase EPRS 41 AOL 15 E | 1226,54 + 64 Cytoplasma und Translation
93 | FYDERIVWV [68] | _DiSco-interacting DIP2B 41 |cwa| 14 E |113953| + 32 Nukleus Unbekannt
protein 2 homolog B
Zellwachstum
94 FYLEGGFSKF |Actin-related protein 10 ACTR10 84 A24 15 E | 1149,60 + 45 Cytoplasma und/oder
Zellversorgung
95 | GLDIDGIYRy |RhO GTPase-actvaing hpuicapio | 105 |A02| 12 | E |112060| + 34 Cytoplasma | 2&/lkomunikation und
protein Signaltransduktion
Disintegrin and 84 All 7 E | 990,43 + 48
GQYGNPLNK metalloproteinase Proteinmetabolismus
96 [185] domain-containing ADAMIO 4 All 8 E | 99041 * 48 Membran und Translation
protein 10 100 All 9 E 990,35 + 47
97 GRAPQVLVL RNA helicase DDX21 41 B35 14 M | 952,58 + 26 Nukleus Metabolismus
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
98 | GSLASVYHK | AP2 Corgz't‘;x subunit | \popg 100 |A11| 9 E | 961,38 | + 50 Membran Unbekannt
41 All 8 E | 983,44 + 81
PHD and RING finger 100 All 8 5' ggggz I gg
99 | GSSDVIIHR [181] domain-containing PHRF1 84 All 6 E 983,46 + 84 Nukleus Unbekannt
protein 1 -
105 ALl 7 M | 983,53 + 28
E | 983,46 + 98
M | 1031,49 + 28
41 All 9 E |1031,39 + 66
84 All 7 E |1031,42 + 81 Proteinmetabolismus
100 |GTADVHFER [182] THO complex 4 THOC4 105 1 . M | 103150 " >4 Nukleus und Translation
E |1031,41 + 60
100 All 9 E |1031,33 + 44
. Endosom, Golgi-
GTATLRLVK [186, | Melanocyte protein mel M | 958,66 + 25 ' .
101 187] 17 SILV 100 All 11 E | 95845 + 68 Apparat, Metabolismus
Cytoplasma
102| &TpGHVHLY | WP re;’f)?;goﬁa'”'”g WDR34 41 |A01| 10 E | 99838 | + 44 Membran Unbekannt
_ 84 All 8 E | 1002,52 + 39 . _
103 GTIKDIVTR .Isoleucme--tRNA. IARS a1 ALl 10 E | 100249 + 45 C_ytoplasm_a, Prote|nmetabol!smus
ligase, cytoplasmic Mitochondrion und Translation
100 All 10 E |1002,43 + 58
41 All 14 M | 1078,58 + 15
84 |au| 12 | ¥ |io7en0| 1 | s
104 | GTLDYILQR [181] Fatso FTO 1078,58 Nukleus Unbekannt
M ok + 39
100 All 12 E 1072,40 + 61
Putative mitochondrial "
105 GTMTGMLYK import inner Membran TIMM23B 100 All 12 E |1033,30 * 42 Mitochondrion, |Proteinmetabolismus
[181] transloc_:ase subunit a1 ALl 11 E | 100147 + 59 Membran und Translation
Tim23B
Inter-alpha-trypsin Proteinmetabolismus
106 | GTQPGPLLKK inhibitor heavy chain ITIH5 84 All 7 E | 1038,55 + 45 Extrazellular

H5

und Translation
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
41 All 7 M 905,43 - -
F-Box And Wd-40 84 All 6 M | 905,50 + 21 Proteinmetabolismus
107/} GTSSVIVSR Domain Protein 11 | T SXWIB o0 TA1i[ 8 | M | 90546 | + 26 Cytoplasma und Translation
105 All 6 M 905,49 + 29
108 | GTVDVTPFIKK B'f“”ﬁ:"gggmte'“ MGEA5 100 |A11| 12 E |1204,50| + 40 Cytoplasma Metabolismus
. . Zellwachstum
100 | GTVRIGVAK | MUlple PDZ domain | yppz 84 |A1l| 6 E | 900,50 | + 47 Membran und/oder
P Zellversorgung
Membran,
Lysosom,
110 |GTYVSSVPR [181] HLA DOa HLA-DOA 41 All 8 M 965,50 + 31 . Immunantwort
Endoplasmatisches
Retikulum
111 | GVLKKVIRH Tenascin TNC 100 | 2 9 E |104951| + 45 Membran | Zlkomunikation und
Signaltransduktion
. . M |1017,51 + 28 Proteinmetabolismus
112 | GVMPSHFSR [10] | Ribosomal protein S19 RPS19 100 All 10 E |103332* + 46 Nukleus und Translation
113 | GVYSGRAHPK Calcyphosine CAPS 100 |A11| 6 M |1071,55| + 37 Cytoplasma | 2Skomunikation und
Signaltransduktion
114 | HPPSHWPLI Catenin beta-1 CTNNB1 84 |B5L| 14 E | 97559 | + 41 Membran  |ZSlkomunikation und
Signaltransduktion
115 | HSEYHTLLY [188] | Histone deacetylase 5| HDACS5 41 | A01| 13 E |1162,55| + 34 Nukleus Regulation von
Transkription
116 |  HTDILKEKY DTW domain- DTWD1 41 |A01| 10 E |114650| + 41 Membran Zellkomunikation und
containing protein 1 Signaltransduktion
117 | HTLDSYRILQKk |Pamage-specific DNA-| — hp, 84 |A11| 10 M |1373,79| + 31 Nukleus DNA-Bindung
Binding protein 2
84 All 11 E |1075,49 + 46
118 HTMEFALVK Necdin NDN 41 All 13 E | 1075,56 + 45 Nukleus Zellzyklus
100 All 13 E |1075,40 + 45
Melanocyte protein mel Endosom, Golgi- .
119 HTMEVTVYH 17 SILV 100 ? 10 E |1132,33* + 45 Apparat, Metabolismus
Cytoplasma
120 HVIETLIGK T-complex protein 1 CCT5 41 All 11 E |1009,58 + 41 Cytoplasma Proteinmetabolismus
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
subunit epsilon 100 ALl 12 E |1009,44 + 34 und Translation
84 All 9 E | 1205,56 + 48
121 HVY[[):?SS]F LAR Butyrylcholinesterase BCHE 100 All 11 M |1205,71 + 22 Extrazellulér Metabolismus
105 All 9 M | 1205,66 + 41
122 |IADMGHLKY [18g])| ~ Froliferating cell PCNA 41 |B35| 11 | E [104751| + 45 Nukleus DNA-Bindung
nuclear antigen
123 | IAYKFGKTY | [fensMembranprotein| ryeves | g4 |Bs1| 10 | E |102652| + 29 Membran Unbekannt
Putative heat shock Proteinmetabolismus
124 | ILDKKVEKY [190] protein HSP 90-beta-3 HSP90AB1 105 A02 7 E |1071,59 + 35 Cytoplasma und Translation
125 | ILTDITKGV [133] EF 2 EEF2 105 |A02| 11 | E | 95958 | + 43 Cytoplasma, | Proteinmetabolismus
Nukleus und Translation
— —— = .
126 | IQFNPPLSEK | Lysine-specifichistone |\ g 100 |A11| 12 | E |34 43 Nukleus Regulation von
demethylase 1B Transkription
TransMembran Emp24 Golgi-Apparat,
127 |ITDSAGHILY [181]| Domain Trafficking TMED2 41 A01 12 E | 1089,62 + 41 Microsome, Transport
Protein 2 Membran
128 | IYGYVAEQF Signal Peptidase spcsi1 84 |A24| 10 | E |108952| =+ 51 Membran |- roteinmetabolismus
Complex Subunit 1 und Translation
Deoxynucleotidyltransf
129 IYIKHPHLF erase terminal- DNTTIP1 84 A24 12 E |1167,58 + 35 Nukleus DNA-Bindung
interacting protein 1
Signal transducer and _—
) M | 1145,63 + 43 Cytoplasma, Zellkomunikation und
130 | IYQRDPLKL [191] actlva}tolr of STAT6 84 A24 11 E | 114558 + 34 Nukleus Signaltransduktion
transcription 6
131 | IYTSSVNRL [181] | Coatomer subunit beta| COPB2 84 |A24| 9 E |1052,49| + 60 Cyto"’f‘;;;";‘éfo'g" Transport
132 IYVHDLLTE Vam6/Vps_39-I|ke VPS39 84 A24 15 E |1119,59 + 27 Nukleus, Protemmetaboh;mus
protein Cytoplasma und Translation
133 | KAENQGKIFK [67]| Elongationfactor 1- | zpry o 84 | ALl 1180,59 | + 50 Cytoplasma | " roteinmetabolismus
gamma und Translation
Non-POU domain- NONO 41 All 1028,48 + 76
134 KAGEVFIHK containing octamer- Nukleus RNA-Prozessierung
binding protein NONO 100 |A11 9 102842 | + 66
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
135 | KALRLSASALF | VGF nerve growth VGF 41 |B57| 15 | M |117675| + 39 Extrazellular | 2SIkomunikation und
factor inducible Signaltransduktion
Serine/threonine- Zellkomunikation und
2
136 KEIDLLKQL orotein kinase Nek7 NEK7 41 7 14 E | 1099,60 + 49 Cytoplasma Signaltransduktion
137 | KFIDTTSKF [181] | 80S ribosomal protein | op 84 |A24| 10 | E |108651| + 56 Cytoplasma | " roteinmetabolismus
L3 und Translation
60S ribosomal protein 41 All 13 E |1024,61 + 64 Proteinmetabolismus
138 | KIFSGVFVK L7-like 1 RPLILL ™00 [A11| 13 | E |102447] + 51 Cytoplasma und Translation
Heat shock protein 100 All 11 E |1117,48 + 68 Proteinmetabolismus
139 | KIMKDILEK HSP 90-alpha | 1SPPOMAL M= Ta11| o E 1133577 + 55 Cytoplasma und Translation
Nukleus,
Extrazellular, Zellwachstum
140 | KLLEGEESRISL Vimentin VIM 105 |A02| 11 E |137376| + 44 | Membran, Golgi- und/oder
[192] Apparat_, Zellversorgung
Endoplasmatisches
Retikulum
CAMP-dependent Zellkomunikation und
141 KMYEEFLSK protein kinase type I- | PRKAR1B 100 All 12 E [1190,38* + 55 Cytoplasma . .
. Signaltransduktion
beta regulatory subunit
142 | KQALKYFNL | Protein Se'il homolog | gp 4 84 % 13 E | 112457 2 E”dogﬁiskfﬁtr'ﬁc“es Unbekannt
143 | KRGDVIYIL [191] | S'¢ Family Associated | o, by 84 |cw7| 13 | ™M |1076,76| + 34 Cytoplasma | 2&/lkomunikation und
Phosphoprotein 2 Signaltransduktion
144 | KSTTTGHLIYK Elongation factor 1- EEF1A1 a1 A1l 13 E | 124868 + 63 Cytoplasma, Protemmetaboh;mus
alpha 1 Nukleus, und Translation
Zinc finger and BTB Requlation von
145 KTFPNTIEH domain-containing ZBTB40 100 ? 9 E | 1086,39 + 59 Nukleus 9 -
. Transkription
protein 40
NADH dehycrogenase B AL s | [imass | ae | . |
146 | KTYGEIFEK [182] [ublqumorgs% 1 subunit | NDUFC2 n ALl 11 E 111459 " 75 Mitochondrion Metabolismus
100 | A11 11 E |1114,41 + 71
Procollagen-lysine,2- Endoolasmatisches
147 KVFAGYYTK oxoglutarate 5- PLOD?2 84 All 9 E |1076,50 + 61 b Metabolismus

dioxygenase 2

Retikulum
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
148 | KVFDAKPSAK |Heterogeneous nuclear) \ oo | 100 |A11| 7 E |109045| + 61 Nukleus RNA-Prozessierung
ribonucleoprotein L-like
84 All 6 E 972,50 + 40 .
1491 KVFGGTVHK GMP synthase GMPS 41 |ALL| 7 E | 972,47 | + 60 CytOpES”;";‘étGO'g" Transport
150 | KVFGGTVHKK 105 |AlL| 5 M |1100,73| + 54 bp
151 KVGEVIVTK 60k_Da h_eat shock_ HSPD1 100 ALl 9 E | 972,43 + 51 Mitochondrion, Protelnmetaboll_smus
protein, mitochondrial Membran und Translation
152 |  KVLNTVVNK Calpain-3 CAPN3 100 |A11| 8 E |1014,46| + 66 Nukleus Proteinmetabolismus
und Translation
153 | KVSGDIFSR WAShg:ﬁéle(')g ffm"y WASH1 100 |A11| 11 E |1008,39| + 48 Endosome Transport
Cyclin-dependent
154 | KYFDEHYEY [67] kinases regulatory CKS2 84 A24 10 E |1293,45 + 31 Nukleus Zellzyklus
subunit 2
155 | KYFHPPAHL M“SC'eb“”dz' like protein|  \1n 2 84 |A24| 10 E |110051| + 45 Nukleus RNA-Prozessierung
156 |  KYISKPENL Ca'c'”m'gg_‘l‘ijlgg protein| - Ag3gL 84 |A24| 8 E |1091,61| + 37 Cytoplasma Unbekannt
S-adenosylmethionine Zellwachstum
157 | KYLDEDTIYHL |synthase isoform type- MAT2A 84 A24 12 E | 1409,59 + 48 Cytoplasma und/oder
Zellversorgung
158 | KYLSVQGQLF | Mitochondrial carrier |y rcpyq 84 |A24| 13 | E |118256| + 74 Mitochondrion Apoptose
[181] homolog 1
ATP dependent RNA M | 1280,73 + 34
159 KYMDVVKERI helicase DDX24 DDX24 84 A24 10 E | 128060 + 55 Nukleus Transport
160 | KYQIINEEF Hermansky-Pudlak HPS3 84 |A24| 11 | E |118351| + 42 Cytoplasma Organisation der
syndrome 3 protein Melanosomen
Zinc finger MYND Requlation von
161 KYTKIFNDF domain-containing ZMYND11 84 A24 12 E |1175,53 + 44 Nukleus 9 -
) Transkription
protein 11
M | 1089,65 + 47 ) . .
162 KYTPPPHHI NADH dehydrogenase | NDUFS5 84 A24 7 E | 108950 + 55 Mitochondrion Metabolismus
Zellwachstum
163 LLDEHHISY Cytospin-A SPECCI1L 41 A0l 11 E |1126,54 + 48 Cytoplasma und/oder

Zellversorgung
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
164 | LLDLDEELRY | 'Mvaflagellar ransport ) cr)q 41 |A0L| 15 E |127856| + 65 Cytoplasma Transport
protein 43 homolog
165 |LLGPPPVGYV [192]| ClPL-interacting zinc ciz1 105 |A02| 12 | E | 84847 | + 56 Nukleus Regulation von
finger protein Transkription
166 | LLIGHLERY [192] | 'Nuclear pore complex |\ ;p565 105 |A02| 12 E |1049,65| + 30 Nukleus Transport
protein Nup205
Alpha N-terminal
167 LPDEIYHVY protein METTL11A 41 AO01 14 E |1148,49 + 43 Nukleus Transport
methyltransferase 1A
Pyruvate
dehydrogenase [acetyl- S
168 | LPEELARMY transferring]- PDP1 41 |A0L| 14 | E [1137,49¢ + 39 Mitochondrion | ~E1komunikation und
Signaltransduktion;
phosphatase 1,
mitochondrial
Major facilitator
169 LPKKFIATI superfamily domain- MFSD12 84 B51 12 E | 1030,59 + 38 Membran Transport
containing protein 12
170 | EYLEGGFSKF |Dual specificity protein |y jope 84 |B51| 15 | E |119455| + 49 Cytoplasma | 2&Ikomunikation und
phosphatase 6 Signaltransduktion;
171 LPSEIEVKY Anaphase-promqtlng ANAPC7 a1 B35 12 E |1077.56 + 47 Cytoplasma Ze_IIkomumkanon_ un.d
complex subunit 7 Signaltransduktion;
172 | LPYTGAETRI |Lysyloxidase homolog| 5y, 84 |B51| 10 E |112052| + 49 Extrazellular Metabolismus
proteasome 26S M | 1224,61 + 26 Proteinmetabolismus
173 | LTDDGNKWLY subunit, non-ATPase, 2 PSMD2 41 AOL 13 E |1224,58 + 33 Cytoplasma und Translation
174 | LTDITKGVQY | Elongation factor 2 EEF2 41 |Ao1| 11 | E |1137,58| + 28 Cytoplasma, | Proteinmetabolismus
Nukleus und Translation
175| LTDYDIRFY Casein kinase |l CSNK2A1 | 41 |A01| 15 E |120550| + 49 Nukleus zellkomunikation und
subunit alpha Signaltransduktion;
176 | LTEVDNYHFy |Nuclearfactorerythroid) 0o 5 41 |Ao1| 13 | E |130058| + 39 Nukleus, Regulation von
2-related factor 2 Cytoplasma Transkription
177 |LTGPVMPVR [181]| 80S ribosomal protein | o, 45 41 |A11| 11 | E | 96953 | + 57 Cytoplasma | " roteinmetabolismus
L13 und Translation
Cytoplasma Zellwachstum
178 LVIPFTIKK Filamin-A FLNA 41 All 15 E | 1058,62 + 48 P ! und/oder

Nukleus, Membran

Zellversorgung
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
179 | LYADVGGKQF | 'anslocon-associated | — gqp, 84 |A24| 10 E | 109748 | + g2 |Endoplasmatisches Transport
protein subunit delta Retikulum
180 | LYANMFERL |Pepudyl-prolyl cis-trans| o ppy 84 |A24| 15 E |115655| + 58 Nukleus, Metabolismus
isomerase FKBP4 Cytoplasma
181 | LYTEKFEEF Alpha-taxilin TXLNA 84 |A24| 12 | E |120547| + 21 Cytoplasma | 2&Ikomunikation und
Signaltransduktion;
182 | LYWSHPRKE | 40S ribosomalprotein | ppcng 84 |A24| 11 | E |123358| + 38 Cytoplasma | Proteinmetabolismus
S29 und Translation
Inosine-5'-
183 MMY SGELKF monophosphate IMPDH2 100 Cw3 15 E [1121,33* + 41 Cytoplasma Metabolismus
dehydrogenase 2
184 MPILISKI Beta-2-syntrophin SNTB2 84 |B51| 14 E | 91456 | + 42 Cytoplasma | 2&Ikomunikation und
Signaltransduktion;
185 | MPVGPDAILRY | L-2rge proline-rich BAG6 41 |B35| 15 E |123156| + 64 Nukleus Apoptosis
protein BAG6
186 | NLKLKLHSF [123] | "étinoblastoma binding | - pppp, 41 ? 17 M |1099,67| + 37 Nukleus Regulation von
protein 4 Transkription
. . M | 965,56 + 19 Cytoplasma, Zellkomunikation und
187 | NTDSPLRY [118] | Ribosomal protein SA RPSA 41 AO01 10 E | 96537 + 57 Nukleus Signaltransduktion;
188 |NTEEEGLKY [182]| . BCl-2-associated BCLAF1 41 |Ao1| o9 E |1082,39| + 47 Nukleus Regulation von
transcription factor 1 Transkription
189 | NVADVVIKF Ribophorin II RPN2 41 |B3s| 15 | E |100451| + 47  |Endoplasmatisches| Proteinmetabolismus
Retikulum und Translation
NVIRDAVTY [193, . M | 1050,55 + 18 .
190 194] histone H4 HIST2H4A 41 B35 11 E | 105053 + a4 Nukleus DNA-Bindung
Zellwachstum
191 NYARGHYTI Tubulin alpha-1A chain| TUBA1A 84 A24 9 1094,46 + 29 Cytoplasma und/oder
Zellversorgung
. . M | 907,42 + 16 Extrazellular, Zellwachstum
192 NYIDKVR Vimentin ViM 41 ALl 8 E | 907,41 + 25 Membran, Golgi- und/oder
193 NYIDKVRF 41 B35 15 E | 1054,50 + 24 Apparat, Zellversorgung
194 NYIDKVRFL 84 A24 13 M | 1167,68 + 35 End_oplasmatisches
NYIDKVRFL [133, a1 cwa 15 M | 1167,70 + 28 Retikulum, Nukleus
181] E |1167,58 + 47
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
A24, M | 1167,71 + 35
84 lcwal B | E |116757| + 46
195 PFAFIHKI Lysine-specific JARID1B 84 |A24| 15 E | 97254 | + 46 Nukleus Regulation von
demethylase 5B Transkription
196 | PFVDHVFTF R'boso'gﬁ)g%ge”es's BRX1 84 |A24| 15 E |1107,51| + 38 Lysosom Transport
197 PVSIIQKY .Isoleucme--tRNA IARS a1 B35 15 E | 947.49 + 52 C_ytoplasm_a, Protelnmetabol!smus
ligase, cytoplasmic Mitochondrion und Translation
Cytoplasma Zellwachstum
198 PYMAKFVVF Ankyrin-3 ANK3 84 A24 15 E |1101,58 + 40 P ' und/oder
Golgi-Apparat
Zellversorgung
DNA-dependent protein Nukleus, Zellkomunikation und
199 PYRLIFEKF ; PRKDC 84 A24 15 E |1212,63 + 39 Cytoplasma, : .
kinase . Signaltransduktion
microsome
A24: Zellwachstum
200 PYSGSTI Plectin PLEC 84 851, 7 E | 724,30 + 34 Cytoplasma und/oder
Zellversorgung
201| RASHPIVQK Midasin homolog MDN1 100 |A11| 6 M |103554| + 45 Nukleus Proteinmetabolismus
und Translation
Protein inhibitor of M | 1183,64 + 20 Nukleus, Regulation von
202 RFEEAHFTF activated STAT3 PIAS3 84 A24 13 E |1183,50 + 46 Cytoplasma Transkription
203 | RFEEKHAYF | G crooked neckelike | ooy g 84 |A24| 10 | M |122661| + 32 Nukleus, RNA-Prozessierung
1 protein Cytoplasma
Extrazellular,
Membran, Golgi- Zellwachstum
204 RFLEQQNKI Vimentin VIM 84 A24 9 M | 1175,72 + 36 Apparat, und/oder
Endoplasmatisches Zellversorgung
Retikulum, Nukleus
205 | RFLPHGQLLF Protein C200rf29 C200rf29 84 A24 15 E |1227,65 + 51 Nukleus DNA-Bindung
206 RFYDRRFLK NADH dehydrogenase | NDUFB5 100 All 12 M |1300,75 + 14 Mitochondrion Metabolismus
RIFAPNHVVAK Ribosomal protein Cytoplasma, Proteinmetabolismus
207 [67, 195] L18a RPL18A 100 ALl 10 M | 1251,69 * 36 Nukleus und Translation
Cytoplasma, . .
208 RIFDLGRKK Ribosomal protein L10 RPL10 100 All 1 M | 1132,71 * 26 Endoplasmatisches Protemmetaboll_smus
: und Translation
84 All 9 E |1132,61 + 40 Retikulum, Nukleus
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
26S proteasome non- Proteinmetabolismus
209 | RILFFNTPK [181] | ATPase regulatory PSMD8 100 All 15 E |1135,48 + 41 Cytoplasma .
- und Translation
subunit 8
84 All M [1199,71 + 24 Nukleus
DEAD (Asp-Glu-Ala- . N
210 RIQEHFNKK As) box polypeptide 19 DDX19B 100 | A1 8 M | 119965 + 22 Endopla_smansches Unbekannt
Retikulum
Extrazellular,
Membran, Golgi- Zellwachstum
211 RISLPLPNF Vimentin VIM 84 A24 15 M | 1056,51 + 33 Apparat, und/oder
Endoplasmatisches Zellversorgung
Retikulum, Nukleus
212 | RLFGTTVTF lysosomal H+ ATP6APL | 100 |B35| 15 M |1041,56| + 35  |Endoplasmatisches Transport
transporting ATPase Retikulum
41 | A1l 12 M 1101651} - ' Cytoplasma,
NS1 associated protein E_11016,61 L 34 Nukleus
213 | RLFVGSIPK [181] 1 SYNCRIP 84 A1l 11 M | 1016,65 + 38 Endoplasmatisches RNA-Prozessierung
E |1016,55 + 37 Retikulum
100 | A1l 13 M |1016,67 + 33
214 | RLLGTEFQv | Membran-associated | o cp5po | 105 |p02| 12 E |1062,53| + 54 Membran Transport
transporter protein
215 RSDTPLIYK .Isoleucme--tRNA. IARS 84 A1l 8 E | 109253 + 31 C_ytoplasm_a, Protemmetaboh;mus
ligase, cytoplasmic Mitochondrion und Translation
Lysosom,
Membran,
lysosomal H+ Cytoplasma,,
216 RSGQVLEV yS0sc ATP6V1B1 84 ? 8 M 887,55 + 44 Golgi-Apparat, Transport
transporting ATPase
Endosome,
Endoplasmatisches
Retikulum
217 | RSNEHIREL Annexin A11 ANXA11 84 ? 7 E |115352| + 34 Cytoplasma, | Zellkomunikation und
Nukleus Signaltransduktion
Zellwachstum
. M | 1249,70 + 34 Cytoplasma,
218 | RTDYGQVFTY Myosin 10 MYO10 41 AO01 13 E | 124958 + 37 Membran und/oder
Zellversorgung
219 RTIAPIIGR CDC5-like protein CDC5L 41 All 11 M | 996,63 - - Nukleus, Zellzyklus
100 All 11 M | 996,63 + 25 Cytoplasma
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
M | 996,66 + 34
105 JALLT 1001 £ | goE6 |+ 40
Biogenesis of
220 | RTIATALEY lysosome-related | g 50951 | 100 [A32| 12 | M |1087.55| + 34 Cytoplasma, Organisation der
organelles complex-1, melanosome Melanosomen
subunit 1
Rad50-interacting Endopla_smatisches Zellkomunikation und
221 RTNWPNTGK ) RINT1 100 All 8 M | 1073,43 + 35 Retikulum, - .
protein 1 Signaltransduktion
Cytoplasma
222 | RTONVLGEK | 40S ribosomalprotein | ppoq 41 |A1L] 7 E |104546| + 60 Cytoplasma | F roteinmetabolismus
S3 und Translation
DEAD (Asp-Glu-Ala- 84, All 7 M |1160,65 + 59
223 RTSEIYVHR Asp) box polypeptide DDX24 100 | A1 9 M | 1160,64 + 46 Nukleus Transport
24 E |1160,43 + 50
224 | RTSPHSFAF Sialidase-4 NEU4 100 |A32| 13 | E |104936| + 45 Lysosom Proteinmetabolismus
und Translation
Diphosphoinositol 84 All 4 M |1202,69 + 61
225 | RTYDGDGYKK polyphosphate NUDT3 Cytoplasma Metabolismus
phosphohydrolase 100 | A1l 6 M | 1202,59 - -
Nudix (nucleoside 4l | ALl ! M | 1299,57 - .
226 | RTYDREGFKK diphosphate linked NUDT4 84 All 6 M | 1299,68 hi 31 Cytoplasma Unbekannt
moiety X)-type motif 4 100 All 8 M | 1299,57 + 35
105 All 6 M |1299,61 + 27
227 | RvAPAHGLFLK | RNApseudouridine | p g 4 100 |A11| 13 | E |120853| + 73 Mitochondrion, | o\ A prozessierung
synthase-like 1 Cytoplasma
228 | RVFEGPYKEY Semaphorin-4C SEMA4C | 100 |B35| 12 E |1287,43| + 50 Membran Zellkomunikation und
Signaltransduktion
229 | RVFPDKGYSF Nucleolysin TIA-1 TIAL 100 B35 13 E |1215,43 + 38 Cytoplasma RNA-Prozessierung
230 | RVFPEKGYSF Nucleolysin TIAR TIALL 100 B35 13 E |1229,43 + 36 Nukleus RNA-Prozessierung
41 All 10 M | 1275,72 + 42
family with sequence 84 All 9 E |1275,58 + 61
231 RVQE[Al\élE]SMVK similarity 136, member | FAM136A | 1275.68] 0 Cyt‘ék'g‘;f,r'] . Unbekannt
A 100 All 10 1292,44* P
E - + 67
232 | RVTYPAKAK Ribophorin II RPN2 84 |A1L| 4 M |1033,64| + 45  |Endoplasmatisches| Proteinmetabolismus
Retikulum und Translation
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
Eukaryotic translation M | 1214,62 + 39 Cytoplasma, Proteinmetabolismus
233 | RYFDPANGKF elongation factor 2 EEF2 84 A24 1 E 121451 + 43 Nukleus und Translation
Protein-cysteine N- Endoplasmatisches
234 | RYFDVGLHNF palmitoyltransferase HHAT 84 A24 13 E | 1267,53 + 34 pla: Metabolismus
HHAT Retikulum
235 | RYIANTVEL Ribophorin II RPN2 84 |A24| 10 | M |107861| + 45 |Endoplasmatisches) Proteinmetabolismus
Retikulum und Translation
236 RYIDRIHIF pre-mRNA-processing 84 A24 13 M |1232,74 + 20 Nukleus, i .
237 RYIDRIHIFF factor 8 PRP8 84 A24 15 M | 1379,65 + 32 Cytoplasma RNA-Prozessierung
M |1178,59 + 40 Nukleus,
238 | RYLEKPMEI [191] . 84 A24 10 E |1178,54 + 31 Cytoplasma, Zellkomunikation und
STATS3 protein STAT3 ; . . .
239 | RYLEQLHOL [191] 84 A24 11 M | 1199,65 + 32 Mitochondrion, Signaltransduktion
QLHQ E |1199,56 + 34 Membran
Zellwachstum
240 RYLTVATVF B Tubulin TUBB3 84 A24 13 M | 1069,60 + 31 Cytoplasma und/oder
Zellversorgung
241 RYPDRITLI protein ph_osphata_se 4 PPPAC 84 A24 12 M | 114664 + 16 Nukleus, ZeI_Ikomunlkanon_und
catalytic subunit Cytoplasma Signaltransduktion
242 | RYQQWMERF elaC 2 protein ELAC?2 84 A24 13 M | 1343,50 + 27 Nukleus RNA-Prozessierung
243 | RYSRKGFLF | SuppressorofTy5 | g prg 84 |A24| 13 | ™M |117372| + 12 Nukleus Regulation von
homolog (S, cerevisiae) Transkription
244 | RYSVFFQSL Proteasome 26S PSMD6 84 |A24| 15 | M |114653| + 36 Cytoplasma | Proteinmetabolismus
subunit 6 und Translation
245 | SAAFPGASL [192] |[PAZ-associated protein| 7 aps | 105 |A02| 11 | E | 82037 | + 48 Nukleus, Regulation von
2 Cytoplasma Transkription
N . 84 All 6 M | 912,47 + 54 Regulation von
246 SAGPPSLRK Zinc finger protein 262 ZMYM4 n ALl 7 E | 91244 " 53 Nukleus Transkription
247 | SAVDFIRTL Serine/threonine- | gryq 74 41 |B35| 15 | E |102149| + 60 Nukleus zellkomunikation und
protein kinase 17A Signaltransduktion
248 SAYGEPRKL [196, Melanomz_;l-assomated MAGE 1 a1 C 9 M | 1020,48 + 29 Cytoplasma, Unbekannt
197] antigen 1 Nukleus
Elongation factor 1- 84 All 11 E | 1392,65 + 64 Cytoplasma, Proteinmetabolismus
249 | SGKSTTTGHLIYK alpha 1 EEFIAL 41 All 13 E |1392,74 + 105 Nukleus und Translation
SIFDGRVVAK TransMembran and M |1091,63 + 34 Endoplasmatisches
250 1181, 198,199] | Coiled-Coil Domains 1| ' McOL 4l AL 11 g ligo1e0| + 45 | Retikulum, Golgi- Unbekannt
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# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA F&ZIZ!?J?] Ms? [msﬁﬁ Sequit Msvsecr?t Loiilliilzi[riin B.glﬂjgge
M | 1091,64 + 38 Apparat,
84 AL 9 E |109153| + 40
100 | A1l 11 M |1091,58 + 26
105 | A1l 8 E |1047,54 + 43
Methyl-CpG-bindin 84 All 8 E |1047,54 + 52 .
251 | SIFKQPVTK [181] dorxainpprotem 29 MBD2 i TALT T 16 = Tioroil + e Nukleus DNA-Bindung
100 | A1l 10 E |1047,45 + 57
252 |  SILPAIFQK Tra”SMerzi’era” Proein) rvema1s | 84 |[A11| 14 '\é' igig:gg N gf Membran Unbekannt
Transformation/transcri
253 | SITSVFITK [182] ption domain- TRRAP 41 All 13 E | 995,56 + 37 Nukleus DNA-Bindung
associated protein
254 | SLAEILLKK [181] Importin-8 IPO8 100 All 15 E |1014,49 + 56 Nukleus Transport
g55 | SLLGGDVVSV. | TSC22 domainfamily | ro~oons | 105 |A02| 12 | E | 94553 | + 49 Nukleus Regulation von
[198] protein 3 Transkription
Dynein light chain 84 All 13 E |1075,52 + 50
256 | SLMHSFILK [181] roadblock-type 1 DYNLRB1 41 All 15 E |1075,52 + 41 Cytoplasma Transport
100 | Al11] 13,15 E |1075,43 + 46
Extrazellular,
Membran, Golgi- Zellwachstum
257 SLPLVDTHSK Vimentin VIM 41 All 10 E | 1096,48 + 54 Apparat, und/oder
Endoplasmatisches Zellversorgung
Retikulum, Nukleus
258 | SLSEKTVLL [133] CD59 CD59 105 | A02 11 E | 989,59 + 43 Membran Immunantwort
G protein pathway GPS2 41 All 8 M | 1204,66 - - Nukleus Zellkomunikation und
SQNPAMRFYHK suppressor 2 84 ALl 6 M | 1204,59 + - Signaltransduktion
259 [200] E |1204,53 + -
100 | A1l 8 M |1204,54 + -
105 | A1l 7 M |1204,61 + -
260 SQNPmMmMRFYHK 84 All 6 M | 1190,67 + -
[200] 105 | A1l 7 M [1190,67 + -
261 SQNPRFYHK 41 All 8 M |1176,60 - -
[200] M | 1176,55 + 18
84 AL} 6 E |117651| + 33
100 | A1l M |1176,61 + 39




Anhang IV fortgesetzt 149
. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
105 All 6 M | 1176,62 + 27
M | 1032,55 + 32
41 All 13 ’ _—
262 SSEGRGEEK Liprin beta 1 PPEIBP1L E |1032,52 + 52 Membran, ZeI_Ikomunlkanon_und
84 A1l 11 M |1032,51 - - Cytoplasma Signaltransduktion
E |1032,46 + 48
Integrator complex 84 All 7 E |1026,48 + 46 ) .
263 SSLNHIVEK subunit 3 INTS3 100 ALl 9 E 1102640 " 65 Nukleus RNA-Prozessierung
— - —
264 | SSLPTQLFK [181]| 'Msulin-iike growth IGF1 100 |A11| 14 | g [19%257 49 Extrazellular | 2SIkomunikation und
factor | Signaltransduktion
Retinoblastoma-like 2 M | 1084,68 + 27 Cytoplasma, Regulation von
265 SSLSLFFRK (p130) RBL2 84 All 14 E |1084,60 + 40 Nukleus Transkription
266 | SSLYILKk? | Nuclear pore complex | ;5565 105 |A11| 12 E |1064,67| + 13 Nukleus Transport
protein Nup205
267 | ssrepLpvk | RNA-binding motif RBMX 41 |A11| 8 E | 94047 | + 38 Nukleus Transkription
protein, X chromosome
Extrazellular,
Membran, Golgi- Zellwachstum
268 SSVPGVRLL Vimentin VIM 41 B35 14 M | 927,49 + 19 Apparat, und/oder
Endoplasmatisches Zellversorgung
Retikulum, Nukleus
Glucosamine--fructose-
269 STDHIPILY 6-phosphate GFPT1 41 |A11| 14 E | 105848 | + 46 Cytoplasma Metabolismus
aminotransferase
[isomerizing] 1
270 | STELNHLGY Mitochondrial Rho RHOT2 41 |A01| 11 E |103348| + 46 Mitochondrion | 2€komunikation und
GTPase 2 Signaltransduktion
Eukaryotic translation Cytoplasma Proteinmetabolismus
271 STEPPYSQK elongation factor 1 EEF1A1 100 All 6 M |1036,43 + 24 rl)d ' d lati
alpha 1 Nukleus und Translation
272 | STFRESFKK |Nuclear antigen Sp100| SP100 105 |A11| 7 M | 112964 | + 26 Nukleus, Regulation von
Cytoplasma Transkription
84 All 12 E |1086,51 + 50 .
273 STFSEIFKK Transketolase TKT n ALl 12 E 1108651 " 39 Cytoplasma Metabolismus
274 | STFSGLAKHK | 4Wnc finger protein SNAI2 84 |A11| 7 E |107551| + 73 Nukleus Regulation von

SNAI2

Transkription
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
275 | STGHVGFIFK Syntenin-1 SDCBP 84 |A1l| 12 | E |109250| + 69  |Nukleus, Membran| CSll communication ;
Signal transduction
100 All 12 E |1109,40 + 66
105 All 10 E |1108,54 + 54 Endoplasmatisches
STIEYVIQR [189, Protein transport 1110,56* Retikulum, Golgi-
276 198] protein Sec238 SEC23B 41 All 11 E * + 66 Apparat, Transport
M |1108,58 + 33 Cytoplasma
84 |ALL) 10T E |l10852| + 59
Zellwachstum
277 STIGIE’:{ESC;}/HQK Paralemmin-2 PALM2 41 All 7 E |1152,49 + 45 Membran und/oder
Zellversorgung
M | 1218,60 + 38 Nukleus, Regulation von
278 | STMPHTSGMNR FoxolA FOXO1 84 All 6 E | 121845 + 59 Cytoplasma Transkription
guanine nucleotide ) ) I
279 | STNPFRPQK binding protein (G GNG5 e Rt M M | 107458 Membran Zg'i'kggtfg'r]ksa;ﬁzig;‘d
protein), gamma 5 100 | All M | 1074,63| + 20 9
280 | STPFKPLALK | Mitochondrialfission MFF 41 |A11| 13 | E |110166| <+ 39 Membran, Unbekannt
factor Mitochondrion
281| STSQTFIYK |Lysine-specifichistone |\ g o 84 |A1L| 8 E |1074,48| + 44 Nukleus Regulation von
demethylase 1A Transkription
28 STTTGHLIYK Elongation factor 1- EEF1A1 a1 A1l 13 E | 112059 + 61 Nukleus, Prote|nmetabol!smus
alpha 1 Cytoplasma und Translation
283 | STVGAGAYAYK | APOplosis-inducing | oyyg 100 [A11]| 9 E |1087,37| + 47 Mitochondrion | 2€ikomunikation und
factor 1, mitochondrial Signaltransduktion
284 | STYPRPHEY Cathepsin Z CTSZ 100 |A32| 9 114936 | + 44 Lysosom Proteinmetabolismus
und Translation
Eukaryotic translation 41 All 12 1180,56 + 30 . :
ST : Proteinmetabolismus
285 | STYYGSFVTR |n|t|zﬂgzr1:ftlc|:0r 3 EIF3H 100 |Aa11| 12 118038 | + 46 Cytoplasma und Translation
*
286 | SVDKIVIQK |Heterogeneous nuclear \\\onpat | 100 |A11| 10 | B [108044T) 59 Nukleus RNA-Prozessierung
ribonucleoprotein A1
*
41 |A11| 12 | E |123465 -
287 SVEE['SBE'VQK riboxﬁ;’;’lhorg?é'ii' L4z | MRPLA3 84 |A1l| 10 E | 123258 + 68 Mitochondrion P“ﬁﬁ&”?gﬁggﬂi’:us
P 100 All 12 E |1232,47 + 68
105 All 11 E |1232,67 + 74
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
Sodium/potassium- 84 All 7 1166,51 + 54
SVFQQGMKNK . :
288 transporting ATPase ATP1Al Membran Transport
[182] subunit alpha-1 41 All 9 1166,48 + 47
Endoplasmatisches
289 | SVFVATFLR Stearoyl-CoA SCD 84 |A11| 15 | M |103957| + 24 Retikulum, Metabolismus
desaturase Nukleus,
Mitochondrion
SEC14 domain and 84 All 12 E |1010,63 + 46 Zellwachstum
290 SVILPILKK spectrin repeat- SESTD1 a1 ALl 14 E |1010,63 + 44 Membran und/oder
containing protein 1 Zellversorgung
291 |  SVINKVTEK Serine/threonine- RIOK1 84 |All| 7 E |101752| + 53 Cytoplasma Unbekannt
protein kinase RIO1
Mediator of RNA a1 A1l 14 M | 1115,52 - -
292 SVLDYFSER polymerase Il MED6 E |1115,47 + 48 Nukleus Transkription
Transkription, subunit 6 100 All 14 M | 1115,63 + 39
293 SVLNLVIVKK 40S ribosomal protein RPS6 a1 A1l 14 E |1112,63 + a1 Cytoplasma, Protemmetaboh;mus
S6 Nukleus und Translation
Zinc finger M1Z Regulation von
294 SVLQGLLKK domain-containing ZMIZ1 41 All 14 E | 985,57 + 42 Nukleus g -
. Transkription
protein 1
205 | SVNGKVLSK | NodalModulatorl | Nomoi | 105 |All} 5 M| 93157 59 E”dog'eiiskrsatr'?hes Zg'i'kggtfg'r]ksa;ﬁzig;‘d
100 All 7 E |932,39** + 39 9
SVPEFPLSPPK . 41 All 14 E |1197,56 + 50 Zellkomunikation und
296 [201] Stathmin STMN1 100 |All] 13,14 | E | 1198.66 | + 66 Cytoplasma. | i 2 transduktion
207 |SVQEYFVRK [182]| ToPoisomerasell | ropppy | 105 | A11| 10 | M |115565| + 27 Nukleus DNA-Replikation
binding protein
M | 1048,64 + 32
41 All 13 ’ . .
298| SVQGIIIYR  |ADP/ATP translocase 1| SLC25A4 E 1104858 | + 37 M't°°h|f|“d”°”' Transport
100 | A11 13 M | 1048,64 + 36 Nukleus
E |1048,45 + 47
Epidermal growth 41 All E | 946,45 + 49 ——
Zellkomunikation und
299 SVSNWVITK factor receptor EPS15 100 ALl 9 E | 94639 + 47 Membran Signaltransduktion
substrate 15
hn Ribonucleoprotein M | 979,61 + 29 i .
300 |SVSPVVHVR [182] L-like HNRPLL 41 All 9 E | 97947 + 53 Nukleus RNA-Prozessierung
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Anhang IV fortgesetzt

. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
M 979,53 + 47
84 (AL T E | 979.49 | + 61
M 979,64 + 46
100 ALl 9 E 979,41 + 76
M | 979,65 + 27
105 ALl 9 E 979,48 + 54
301| SVVGLFLRH | Anaphase-promoting | ,\apcs g4 | 2| 14 | E |102759| + 49 Nukleus Zellkomunikation und
complex subunit 5 Signaltransduktion
302 SVYSGIRHK Inositol polyphosphate- INPP5A 105 ALl 6 M | 104652 + 22 Membran, ZeI_Ikomunlkanon_und
5-phosphatase Cytoplasma Signaltransduktion
Phosphoprotein _—
) . M | 1150,50 + 68 Cytoplasma, Zellkomunikation und
303 | SYIEHIFEI [181] | enriched |25astrocytes PEA15 84 A24 15 E |1150.55 + a1 Nukleus Signaltransduktion
304 | SYISRTNQL transcription factor | »y~rpq 84 |A24| 8 M |1081,57 | + 37 Nukleus Regulation von
ELYS Transkription
305 | SYLKEFIHI  |Actin-related protein 10| ACTR10 84 |A24| 15 | E |1149,63| + 45 Membran | 2Skomunikation und
Signaltransduktion
306 | SYMGHFDLL | SPICNGIactordB | gpapg 84 |A24| 14 | E |108249| + 32 Nukleus RNA-Prozessierung
Mitochondrion,
307 | TAGDGLIELRK Prohibitin PHB 100 |A11| 12 E |117247| + 62 Membran, Nukleus, zellkomunikation und
Extrazellular, Signaltransduktion
Cytoplasma
308 | TDLLDIRSEY Annexin A11 ANXA11 41 |Ao1| 14 | E |122453| + 52 Cytoplasma, | Zellkomunikation und
Nukleus Signaltransduktion
309 TFDDIVHSF Fatty acid synthase FASN 41 A01 15 E |1080,43 + 40 Cytoplasma Metabolismus
310 TIAPALVSK Alpha-enolase ENO1 100 All 10 E | 899,41 + 38 Cytoplasma Metabolismus
Histidine triad 84 All 11 E |1075,62 + 50 S
: o . Zellkomunikation und
3111 TIFGKIIRK ””C'ep‘ig?;}]b?d'”g HINT1 100 |A11| 13 | E |107553| + 55 Cytoplasma. | i 2 transduktion
NADH dehydrogenase
312 | TIQSGEQPYK [[ubiquinone] iron-sulfur| NDUFS5 41 A0l 7 E |1150,47 + 49 Mitochondrion Metabolismus
protein 5
313 | TLEEPKQASVTY Syndecan-3 Selex 41 |A0L| 10 | E |136555| + 37 Membran | Z&llkomunikation und

Signaltransduktion
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
NmrA-like family
. . Cytoplasma,
314 | TLLEDGTFKV domain-containing NMRAL1 105 A02 12 E |1122,60 + 48 Nukleus Unbekannt
protein 1
315 | TLYEAVREV [1g2] | 80S ribosomalprotein | o) 150 | 105 | 02| 11 | E |107957| + 54 Cytoplasma | Proteinmetabolismus
L10a und Translation
KH Domain containing,
316 | TPSRQPPLPHR | RNAbInding signal |\ ipppsq | 41 [A11| 9 M |128568| + 29 Nukleus, RNA-Prozessierung
transduction associated Cytoplasma
1
M | 1096,76 + 26 Cytoplasma, Proteinmetabolismus
317 | TRIPKIQKL [202] Heat shock 70 HSPA8 41 B35 8 E | 109670 + 37 Nukleus und Translation
84 All 10 E 970,52 + 44
- 41 All 11 E | 970,57 + 58 Endoplasmatisches
318 | TSALPIIQK [181] Perilipin-2 PLIN2 100 ALl 11 E | 970.42 " ) Retikulum Transport
105 All 10 E 970,59 + 54
Bifunctional Proteinmetabolismus
319 | TSDHFETIMKY glutamate/proline-- EPRS 41 AO01 13 E |1371,62 + 50 Cytoplasma :
. und Translation
tRNA ligase
320 | TSETPDYLLKY | RNApolymerase |l ELL 41 |A0l| 14 | E |132957| + 55 Nukleus Regulation von
elongation factor ELL Transkription
Dual specificity 84 All 8 E |1157,54 + 44 S
; . . Zellkomunikation und
321 TSLDKFYRK mitogen-activated MAP2K3 Nukleus ) .
protein kinase kinase 3 100 | ALl 10 E |1157,43| + 40 Signaltransduktion
322 | TTDFPGNYSGY RNA Polymerase | POLR1C 41 A01 12 E |1221,74 + 46 Nukleus Transcription
. . M | 1287,71 + 28 Nukleus, .
323 | TTDLFGRDLSY | hn ribonucleoprotein F HNRPF 41 A01 14 E | 128754 + 40 Cytoplasma RNA-Prozessierung
324 TTGHLIYK Elongation factor 1- EEE1AL 41 All 13 E | 932,51 + 41 Cytoplasma, Proteinmetabolismus
325 TTTGHLIYK alpha 1 41 All 13 E | 1033,56 + 35 Nukleus und Translation
MIT domain-containing 41 All 10 E |1088,49 + 37
326 TTVDIFHKK protein 1 MITD1 100 ALl 11 E | 1088.44 " 67 Endosom Unbekannt
327 | TTYNYAVLK [182]| 'Neuronal Membran GPM6B 84 |A11| 9 E | 107249 + 38 Membran Unbekannt
glycoprotein M6-b
328 | TVFEHTFHV | Glycine—tRNA ligase | GARS 100 |B35| 14 | E |111756| + 35 Cytoplasma | Proteinmetabolismus
und Translation
Transcription factor 84 All 9 E | 1069,50 + 42
329 TVIHFNNPK BTE3 homolog 4 BTF3L4 n ALl 10 E 1106947 " 30 Unbekannt Unbekannt




154 Anhang IV fortgesetzt
. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
330 | TYDNVHQQF |RNOGTPase-actvaing) \puicapos| g4 |A2a| 8 E |1151,43| + 31 Membran  |Zllkomunikation und
protein 24 Signaltransduktion
NADH dehydrogenase M | 1133,63 + 36 . . .
331 | TYGEIFEKF [198] 1o NDUFC2 84 A24 14 E |113353 + 55 Mitochondrion Metabolismus
332 |  TYLEKAIKI Ubiquitin carboxyl- USP7 84 |A24| 11 | E |107857| + 36 Nukleus Proteinmetabolismus
terminal hydrolase 7 und Translation
333 | TYQRWQFTL |P&-MRNA-processing|  ppng 84 |A24| 14 M |124261| + 20 Nukleus, RNA-Prozessierung
factor 8 Cytoplasma
334 | vFDPvPvGy | ATP-dependentRNA | 41 |B35?| 14 | E | 92845 | + 58 NuKleus Regulation von
helicase A Transkription
335 | VLDPYLLKY | 28Sribosomalprotein | \\ope: s 41 |B35| 16 112354 | + 47 Mitochondrion | F"Otéinmetabolismus
S17 und Translation
336 | VLIDYQRNYV [133] Exportin-1 XPO1 105 A02 11 1119,55 + 63 Nukleus Transport
337 | vLPKLYVKL | 40S ribosomalprotein | ppgoq 84 |B51| 14 1072,70 | + 41 Cytoplasma | " roteinmetabolismus
S26 und Translation
HLA class |
338 | VMAPRTLLL [181]| Nistocompatibility HLA-A 84 |B51| 14 E |101360| + 35 Membran Immunantwort
antigen, A-3, 11 alpha
chain
339 | VPDSSGPERIL |T€erogeneous nuclear) \\onpk | 41 |B35| 11 | E | 116959 + 43 Nukleus Proteinmetabolismus
ribonucleoprotein K und Translation
340 | VPEEGGATHVY A""”%ﬁg;g’i;erlac“”g AKIP1 41 |B35| 9 E |115843| + 33 Nukleus Unbekannt
Uroporphyrinogen M | 973,61 + 54 .
341 VPYLVGQVV decarboxylase UROD 84 B51 13 E | 97349 + 16 Cytoplasma Metabolismus
342 | VOQPSKYHFL me'a”;’r’]‘;‘ig'eansiic'ated MAGE-F1 84 2 11 E |111852]| + 25 Unbekannt Unbekannt
Cytochrome c oxidase
343 VSMLNVYLK subunit 6A1, COX6A1 100 All 15 E |1082,41* + 57 Mitochondrion Metabolismus
mitochondrial
344 | VTDISDLIRDSY TBClmdeor?bae'? ;am"y TBC1DS 41 |Ao1| 15 E |139659| + 44 Membran Unbekannt
i ; Golgi-Apparat, I
345 VVDAHVREK ADP-ribosylation factor ARED1 100 A1l 6 M | 105258 + 38 Lysosom, Zellkomunikation und

domain protein 1

Cytoplasma

Signaltransduktion
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
60S ribosomal protein Proteinmetabolismus
346 VVSEKQFSK L22-like 1 RPL22L1 84 A1l 6 E | 1051,50 + 37 Cytoplasma und Translation
Cytochrome c oxidase
347 VYGPLPQSF subunit 4 isoform 1, COX4l1 84 A24 12 E |1007,44 + 36 Mitochondrion Metabolismus
mitochondrial
Zellwachstum
348 VYIDRVRSL Prelamin-A/C LMNA 84 A24 10 E |1120,55 + 25 Nukleus und/oder
Zellversorgung
26S proteasome non- Proteinmetabolismus
349 VYIKHPVSL ATPase regulatory PSMD8 84 A24 10 E | 1055,55 + 44 Cytoplasma .
: und Translation
subunit 8
Cleft lip and palate
associated M | 1160,56 + 62
350 | VYISEHEHF [181] transMembran protein CLPTM1 84 A24 10 E |1160.46 + 37 Membran Unbekannt
1
Guanine nucleotide M | 1166,69 + 54 .
351 VYLDKFIRL binding protein-like 3 GNL3L 84 A24 15 E |1166.65 + 53 Nukleus RNA-Prozessierung
US small nuclear Proteinmetabolismus
352 | VYMDWYEKF ribonucleoprotein 200 | SNRNP200 84 A24 15 E |1280,53 + a7 Nukleus .
. und Translation
kDa helicase
353 | VYNSEYYHF Inactive tyrosine- PTK7 84 |A24| 11 | E |122144| =+ 43 Membran |2Slkomunikation und
protein kinase 7 Signaltransduktion
— . -
354 | YAQDEHLITF | snRNP200protein | SNRNP200 | 41 |B35| 14 | E |[123750%) 29 NuKleus Proteinmetabolismus
und Translation
Nukleus,
ME?::E)?;"”%%:’ i Zellwachstum
355 YASSPGGVY Vimentin VIM 41 B35 9 E | 900,32 + 25 Appa}at 9 und/oder
Endoplasmatisches Zellversorgung
Retikulum
ADP-ribosylation factor Proteinmetabolismus
356 YFDEPVEL GTPase-activating ARFGAP3 41 B35 14 E |1011,40 + 40 Cytoplasma :
. und Translation
protein 3
. M | 1262,63 + 27 Cytoplasma,
357 | YIDEQFERY [181] Septin 2 SEPT 2 41 AO01 12 E |126354 + 58 Membran, Nukleus Zellzyklus




156

Anhang IV fortgesetzt

. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
ga |A24| 1o E |1053,53| + 29 Nukleus,
Cw4 Extrazellular,
Membran. Golai Zellwachstum
358 YIDKVRFL Vimentin VIM A a}at gr und/oder
41 Cw4 14 E | 1053,54 + 40 ppara, Zellversorgung
Endoplasmatisches
Retikulum
359 | YLDDPDLKY DNA (cytosine-5-)- DNMT1 41 |A0L| 12 E |114155| + 54 Nukleus Regulation von
methyltransferase 1 Transkription
citron rho-interacting 25 _—
. X S M | 1150,66 + Zellkomunikation und
360 YLDIPNPRY serme/threg:rlnne kinase CIT 41 AO01 13 E | 115057 + 36 Cytoplasma Signaltransduktion
M | 107866 + 24 Zellwachstum
361 | YLLEKSRAYV [133] Myosin MYH10 105 A02 9 ' 39 Cytoplasma und/oder
E |1078,55 +
Zellversorgung
Ubiquitin-conjugating M | 975,53 + 33 Proteinmetabolismus
362 YPFKPPKV enzyme E2E 3 UBE2E3 84 B51 1 E | 975,49 + 33 Nukleus und Translation
363 | YPFKPPKVAF | Ubiquitin-conjugating | ,pron, 41 |B35| 15 | E |119358| + 40 Cytoplasma | " roteinmetabolismus
enzyme E2 und Translation
364 | YPFKPPKVTF | UPiquitin-conjugating | peopg 41 |B35| 15 | E |122360| + 43 Nukleus Proteinmetabolismus
enzyme E2 E1 und Translation
Laminin subunit Zellwachstum
365 YPSETTVKY LAMC1 41 B35 10 E |1087,42 + 36 Extrazellular und/oder
gamma-1
Zellversorgung
Dimethylaniline Endoplasmatisches
366 | YSDFPFHEDY monooxygenase [N- FMO4 41 A01 14 E |1319,44 + 33 pla: Metabolismus
) ) Retikulum
oxide-forming] 4
367 | vsDHPsGGsy | RNA-binding motif RBMX 41 |AOL| 7 E |1069,33| + 44 Nukleus Transkription
protein, X chromosome
368 | YSDKYGLGY Serine/threonine- PLK1 41 |Ao1| 11 | E |106548| + 37 Nukleus zellkomunikation und
protein kinase PLK1 Signaltransduktion
369 | YTDFDGTRvY | Serine/threonine- PIML 41 |mo1| 12 | E |123655| + 49 Membran | Zlkomunikation und
protein kinase pim-1 Signaltransduktion
370 | YTDKIDRY [181] Tetraspanin 4 TSPAN4 41 A01 9 1073,55 + 36 Membran Unbekannt
371| YTDVSTRY Thioredoxin domain | py\pe1g | 41 | A0l M |1004,47| + 21 Membran Unbekannt

containing 14
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. . MHPLC a| Masse .. | Mascot- Zellulare Biologische
# Peptidsequenz Quellprotein Gensymbol ChaMel |HLA Fraktion MS [M+H]+ Sequit wert Lokalisation Funktion
- M | 1212,63 + 45
372 YYEHVKARF Melanophilin MLPH 84 A24 9 E |121254 + 53 Endosom Transport
Activator of 90 kDa Proteinmetabolismus
373 YYFEGIKQTF heat shock protein AHSA1 84 A24 13 E | 1295,54 + 33 Cytoplasma .
und Translation
ATPase homolog 1
374 YYIDCIRQV Fatty acid synthase FASN 41 B35 14 M | 1172,57 + 30 Cytoplasma Metabolismus
Guanine nucleotide- Zellkomunikation und
375 YYLNDLERI binding protein G(z) GNAZ 84 A24 13 E |1198,52 + 58 Membran ianal dukii
subunit alpha Signaltransduktion

4. verwendete Abkiirzung fiir die Massenspektrometer

b Peptid wurde durch die Anwendung eines ESI-Massenspektrometers identifiziert

°- Peptid wurde durch die Anwendung eines MALDI-Massenspektrometers identifiziert

* - Peptidmasse mit der oxidierten AS Methionin in der Sequenz

** - Peptidmasse mit der hydrolysierten AS Glutamin oder Asparagin in der Sequenz (Q—E oder N—D Konversion)
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Anhang V

10.5Anhang V. Quellproteine mit mehreren identifizierten HLA Li ganden

Peptidsequenz Protein HLA-Typ Zelllinie, ChaMel
APEEHPVLL . B35 41
Actin beta
FAGDDAPRA A02 105
ETDLLDIRSEY A02 41
RSNEHIREL Annexin A1l - 84
TDLLDIRSEY AO01 41
ATALEYVYK Biogenesis of lysosome- All 100
related organelles
RTIATALEY complex 1 subunit 1 A32 100
ATAGIIGVNR All 41,84,100
ATAGIIGVNRK Clathrin heavy chain 1 All 84,105
EYLTKVDKL A24 84
KYMDVVKERI ATP-dependent RNA A24 84
RTSEIYVHR helicase DDX24 All 100, 84
KSTTTGHLIYK All 41
SGKSTTTGHLIYK All 41, 84
STEPPYSQK Elongation factor 1-alpha All 100
STTTGHLIYK 1 All 41
TTGHLIYK All 41
TTTGHLIYK All 41
ILTDITKGV A02 105
LTDITKGVQY Elongation factor 2 A01 41
RYFDPANGKF A24 84
FTDVNSILRY glutamyl-prolyl-tRNA AO01 41
TSDHFETIMKY synthetase AO1 41
AASVPVVY B35 41
YYIDCIRQV Fatty acid synthase B35 41
TFDDIVHSF AO1 41
ATPTSPIRVK . . All 84
Filamin-A
LVIPFTIKK All 41
KVFGGTVHK guanine monphosphate All 84, 41
KVFGGTVHKK synthetase GMPS 105
SQONPMmMRFYHK ) All 41, 84, 100, 105
SQNPAMRFYHK G Zzogg'rgfgr‘g’ay All 105, 84
SQONPRFYHK All 41, 84, 100, 105
ASDFITKMDY . AO1 41
Gelsolin
DAYVILKTV B51 84
DALRLYLI B51 84
GTIKDIVTR isoleucine-tRNA All 84, 41, 100
PVSIIQKY synthetase B35 41
RSDTPLIYK All 84
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Peptidsequenz Protein HLA-Typ Zelllinie, ChaMel
KVFDAKPSAK Heterogeneous nuclear All 100
SVSPVVHVR ribonucleoprotein L-like All 41, 100, 105, 84
FAFIHKI Hist q thvl B51 84
istone demethylase
PFAFIHKI JARID1B A24 84
DPFAFIHKI B51 84
DALKEKVI S-adenosylmethionine B51 84
KYLDEDTIYHL synthase isoform type-2 A24 84
KTYGEIFEK NADH dehydrogenase All 41, 84, 100, 105
TYGEIFEKF [ubiquinone] 1 subunit C2 A24 84
KYTPPPHHI NADH dehydrogenase A24 84
[ubiquinone] iron-sulfur
TIQSGEQPYK protein 5 All 41
ALLDRIVSV Nucl | A02 105
uclear pore complex
LLIGHLERV protein Nup205 A02 105
SSLYIILKK All 105
ATAGDGLIELRK All 41, 100, 84, 105
DGLIELRK Prohibitin All 100
TAGDGLIELRK All 100
DPYSGSTI . B51 84
Plectin
PYSGSTI A24, B51 84
AVQEFGLAR PRELI domain containing All 100, 41
AVQEFGLARFK protein A1l 41, 84, 100, 105
ATDPNILGR DNA -dependent protein All 84
AYMPHTFFI kinase A24 84
RYIDRIHIF A24 84
RYIDRIHIFF PRP8 pre-mRNA A24 84
processing factor
TYQRWQFTL A24 84
SSRGPLPVK RNA binding motif All 41
YSDHPSGGSY protein, X-linked-like-1 AO1 41
AKIRIFDL b | , BO8 84
DAKIRIFDL 60S Osff(")a protein BOS 84
RIFDLGRKK All 100, 84
ASDKETYELRY 60S ribosomal protein A01 41
VVSEKQFSK L22-like 1 All 84
NVADVVIKF B35 41
RVTYPAKAK Ribophorin 11 All 84
RYIANTVEL A24 84
AIAQAESLRYK All 84
Q 40S ribosomal protein S3
RTQNVLGEK All 41
RILFFNTPK 26S proteasome non- All 100
ATPase regulatory
VYIKHPVSL subunit 8 A24 84
ATFSSSHRY Protein transport protein A32 100
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Peptidsequenz Protein HLA-Typ Zelllinie, ChaMel
ATFSSSHRYHK Sec31A All 105, 41
GTATLRLVK melanocyte protein All 100
HTMOoXEVTVYH Pmell7 ? 100
VYMDWYEKF U5 small nuclear A24 84

ribonucleoprotein 200
YAQDEHLITF kDa B35 41
RYLEKPMEI signal transducer and A24 84
RYLEQLHQL activator of transcription 3 A24 84
ASFDKAKLK , All 41, 84, 100, 105
Thymosin beta-10
ASFDKAKLKK All 84, 41
AYSSFRSV Torsin A Interacting A24 84
DAYSSFRSV Protein 1 B51 84
EYPDRIMNTF _ A24 84
Tubulin, beta
RYLTVATVF A24 84
KLLEGEESRISL A02 105
NYIDKVR All 41
NYIDKVRF Cw4 41
NYIDKVRFL Cw4, A24 41, 84
RFLEQQNKI , , A24 84
Vimentin
RISLPLPNF A24 84
SLPLVDTHSK All 41
SSVPGVRLL B35 41
YASSPGGVY B35 41
YIDKVRFL Cw4, A24 84, 41
ASAGPPSLRK L ) A1l 105
zinc finger protein 262
SAGPPSLRK All 84
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10.6 Anhang VI. Die in PSD-Spektren natirlicher GPS2-Peptide detekdrten

sequenzspezifischen Fragmentmassen

Fragmente Dimethyliertes GPS2 Monomethyliertes GPS2 Nichtmeth  yliertes GPS2-
m/iz |-45miz"|-70 m/z*|-87 m/z®| miz |-31 m/z*|-56 m/z° m/z
b,-17 199.3 199.4 199.3
b, 216.2 216.2 216.2
bs-17 313.1 313.1 313.2
bs 330.2 330.3 330.3
by 427.4 427.4
bs 611.5 | 566.3 597.3 583.6
bs-17 594.4 | 549.5 524.5 580.7 | 549.5 566.5
be 688.5
be-18 670.5
b, 921.4 893.4
bg+18 1048.9
bg 1058.7 1045.0
V1 147.3 147.3 147.2
Yo 284.3 284.3 284.3
Y3 447.5 447.6 447.5
Va 594.4
Ve 875.6 | 830.7 847.7
Y7 927.4
A 1117.7
a, 188.3 188.3
ag-17 713.5 685.5
as 730.5 | 685.5 702.7
ay 879.7 823.5 865.5
ON 243.3 243.3 243.2
NP 212.2 212.2 212.3
PR 237.2 212.2 195.3 237.4 254.3
NPR 351.4 326.2 309.8 351.5 368.2
PRF 384.3 359.4 384.3
NPRF 498.5 473.5
PRFY 547.3 522.5 505.5
OQONPRFY 789.6

! Masse von Dimethylamifi,Masse von Dimethylcarbodiimid Masse von DimethylguanidifMasse
von Methylamin® Masse von Monomethylcarbodiimid
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Anhang VII

10.7 Anhang VIl . PSD-Spektren synthetischer GPS2-Peptid&pektrum von
dimethyliertem (A), monomethyliertem (B) und nichodifiziertem Peptid (C).
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10.8 Anhang VIII . Histon-4-spezifische T-Zellen.

Spots forming

Sequenz Protein HLA units/10° T-Zellen
ARGPIQIL DNA-directed RNA polymerase Il 140 B35 750
kDa polypeptide
DTDHYFLRY CGI-06 protein A01 550
ETDLLDIRSEY annexin A11 A01 650
UDP-N-acetyl-alpha-D-
FPKVRILRL galactosamine:polypeptide N- B35 500
acetylgalactosaminyltransferase 5

FTDEESRVF BCLAF1 protein A01 200
FTDEESRVFL Bcl-2-associated transcription factor AO01 400

FTDVNSILRY glutamyl-prolyl tRNA synthetase A01 500

RNA helicase Gu, DEAD (Asp-Glu-

GRAPQVLVL Ala-Asp) box polypeptide 21 B35 450
KALRLSASALF Neurosecretory protein VGF B57 1250
LTDDGNKWLY Proteasome 26S_ non-ATPase AOL 550

subunit 2
NLKLKLHSF Retinoblastoma binding protein 4 B57 850
NTDSPLRY Ribosomal prptgln SA laminin- AOL 450
binding
NVIRDAVTY histone H4 B35 5000
NYIDKVRFL Vimentin A24, 350
Cw4
RLEGTTVTE ATPase, H+ transporting, lysosomal B35 750
accessory protein 1
RTDYGQVFTY Myosin-10 (Myosin X) AO01 150
SSVPGVRLL Vimentin B35 650
TRIPKIQKL Heat shock 70kDe;- protein 8, isoform B35 600
TTDLFGRDLSY HNRPF A01 550
YIDEQFERY Septin 2 A01 500
YLDIPNPRY rho/rac-interacting citron kinase AO01 500
YTDKIDRY tetraspanin 4 isoform AO01 0
YTDVSTRY My009 protein A01 450
Hintergrund 250
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10.9 Anhang IX. Tumorrelevanz identifizierter Quellproteine

Protein

Gensymbol

Funktion (HPRD

Tumorrelevante

transporter protein

Sequenz Datenbank) Funktion
ALMGYATHK | 'nterferon alpha- IFI6 Immunantwort | A\POPtoseregulation
inducible protein 6 [203]
Zellkommunikation Zellproliferation,
ATAGDGLIELRK Prohibitin PHB und Tumorgenese
Signaltransduktion [204]
Pescadillo homolo Zellkommunikation Zellproliferation,
ATNYITRNK 1 9 PES1 und Tumorgenese
Signaltransduktion [205]
Cell surface Zellkommunikation Tumorinvasion,
AVLYFLYKK lvcoprotein MUC18 MCAM und Metastasierung
glycop Signaltransduktion [206]
. Tumorgenese und
DAAEIRLV Nucleolin NCL Transport Angiogenese [207]
FTDEESRVF, BCL2-associated Regulation von
FTDEESRVFL |transcription factor 1 BCLAFL Transkription Apoptose [208]
Disintegrin and
GQYGNPLNK metallloprotelr)a.se ADAM10 Protelnmetabollgmu Tumorprogression
domain-containing s und Translation [209]
protein 10
HTMEFALVK Necdin NDN Zellzyklus T“mors[gfg]ress'on
Nuclear factor Regulation von Apoptoseregulation
LTEVDNYHFY | erythroid 2-related | NFE2L2 guiation bop 9
Transkription [211]
factor 2
Protein inhibitor of Regulation von Regulation von
RFEEAHFTF activated STAT 3 PIAS3 Transkription Proliferation [212]
Membran- Immunantwort,
RLLGTEFQV associated SLC45A2 Transport melanomassoziiert

es Antigen [139]
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. Funktion (HPRD Tumorrelevante
Sequenz Protein Gensymbol Datenbank) Funktion
CDCS5 cell division Regulation von
RTIAPIGR cycle 5-like ChCSL Zellzyklus Proliferation [213]
. . Zellkommunikation .
RTNWPNTGK Rad5(r)(-)|tnetier:1rict|ng RINT1 und Tumors[gfz]ressmn
P Signaltransduktion
Signal transducer Zellkommunikation Zellproliferation,
Eitggﬁﬁg:_ and activator of STAT3 und Tumorprogression
transcription 3 Signaltransduktion [215]
RYQQWMERF elaC homolog 2 ELAC2 RNA-Prozessierung Tumors[tljz%ressmn
Retinoblastoma-like Regulation von Tumorsuppression
SSLSLFFRK 2 (p130) RPL2 Transkription [216]
Nuclear antigen Regulation von Tumorsuppression
STFRESFKK Sp100 SP100 Transkription [217]
STMPHTSGMNR | Forkhead box O1A | FOXO1 Regulation von | Tumorsuppression
Transkription [148]
melanoma- Immunantwort,
VQPSKYHFL associated antigen MAGEF1 Unbekannt Melanomassoziiert
F1 es Antigen [218]
(i:r:georgcgir:o- Zellkommunikation Regulation von
YLDIPNPRY 9. cIT und g

serine/threonine
kinase 21)

Signaltransduktion

Proliferation [219]
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10.10 Anhang X. Abklrzungsverzeichnis

AC

AS
BCA
Bidest.
BSA
CD
CHAPS
Ci

CrR

Da
DFz
DHB
dm
D-MEM
dNTP
DRIiPs
EDTA
ELISA
ER

ERAAP

ESI
FCS
FT-ICR
FTMS

Affinitatschromatographie

Aminosaure

Bicinchoninsaure

Bi-destilliertes

Rinderserumalbumirbfvine serum albumjn
DiferenzierungsclusteC{uster of Diferentiatioh
(3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]- lgmansulfonat)
Curie

Cr-Freisetzungsassayr(release assgy

Dalton

Durchflusszytometrie
2,5-Dihydroxybenzoeséure

dimethyl

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Desoxyribonukleosidtriphosphat

defective ribosomal products
Ethylendiamintetraessigsaure

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Endoplasmatisches Retikulum

Endoplasmatic retikulum amino peptidase associatithl antigen
processing

Electrospray-lonisation
Fetales K&lberserum (fetal calf serum)
Fourier-Transform-lonencyclotron-Resonanz

Fourier-Transform-Massenspektrometer
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HCCA
HDAC
HLA

HPLC

IFN-y
IPTG
m/z

MACS

MALDI

MHC
min
mm
MOPS
MRNA
MS
MS/MS
NCoR
NCS
NP-40
oD
PAGE

PBMC

PBS

a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure{ cyano-4-hydroxycinnamic aqid
Histon Deacetylase
Humanes Leukozytenantigenyman leucocyte antiggn

Hochleistungsfliissigkeitschromatographigh performance liquid
chromatography

Inhibitory concentration

Interferon-gamma
Isopropylp-D-thiogalactopyranosid

Masse- zu-Ladung-Verhatnisdss-to-charge ratjo
Magnetic-activated cell sorting

Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisatidwafrix-assisted Laser
Desorption/lonizatioh

Haupthistokompatibilitatskompledajor histocompatibility complgx
Minute

monomethyl

3-(N-morpholino)propanesulfonic acid

Boten Ribonukleinsaurenessenger ribonuclein agid
Massenspektrometer

Tandem Massenspektrometrie

nuclear receptor corepressor complex
Kalberserum von Neugeborenaew born calf seruim
nonyl phenoxypolyethoxylethanol-40

Optische Dichtedptical density
Polyakrylamid-Gelelektrophorese

mononukleare Mononukleére Zellen des periphereteBlperipheral blood
mononuclear cells

phosphate buffered saline
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PCR
PHA
PRMT
QIT
rhiL

S

SA
SAM
SDS
SLIPs
SVM
TAP
TCR
TIL
TOF
TPPII
Tris

U

WB

Polymerase Kettenreaktion (polymerase chautiozg
Phytohdmagglutinin

Protein Arginine methyltransferaseMethyltramate
Quadrupol-lonenfalle, engluadrupol ion trap
Rekombinantes humanes Interleukin

Sekunde

Sinapin Saure

S-Adenosylmethionin
Natriumdodecylsulfas@dium dodecyl sulfate
short lived proteins
Support-Vektor-Maschinenalgorithmen
transporter associated with antigen processing
T-Zell-Rezeptor, (t cell receptor)
Tumorinfiltrierende Lymphozyten

Time of flight

Tripeptidyl-Peptidase II
Trishydroxymethylaminomethan

Unit

Westernblot

Internationale Abkirzungen der Aminoséuren

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
GIn
Glu

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutamin

moOoO ooz X1 >

Glutaminsaure
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Gly G Glycin

His H Histidin

lle I Isoleucin

Leu L Leucin

Lys K Lysin

Met M Methionin
Phe F Phenylalanin
Pro P Prolin

Ser S Serin

Thr T Threonin

Trp W Tryptophan
Tyr Y Tyrosin

Val Vv Valin

Internationale Abkirzungen der Nukleotide

A

C
G
T

Adenosin
Cytosin
Guanin

Thymin
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