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Abstrakt

Einleitung: Zytolytische T-Zellen sind die wichtigsten Effektorzellen des Immunsystems gegen
Krebs. Die Entwicklung therapeutischer Vakzine zielt deswegen auf die spezifische Induktion
dieser Zellen. Sie reagieren auf Epitope, Peptide aus zellul&ren Proteinen, die auf HLA gebunden
an den Zelloberflachen présentiert werden. Um Risiken von ,Kollateralschdden’ beim Einsatz
therapeutischer Vakzine zu minimieren, muissen Antigene und T-Zellepitope identifiziert
werden, die moglichst nur von den Tumorzellen aber nicht von anderen Zellen des Korpers des
Patienten exprimiert werden. Bei Lymphomen waren die Idiotypregionen der Immunrezeptoren
(B- und T-Zellrezeptoren) ideale Vakzinantigene. Obwohl machbar und in einzelnen Féllen
getestet, mussten diese Antigene fiir jeden Patienten spezifisch identifiziert werden, was mit
hohem Fehlerrisiko und Zeitaufwand verbunden ist. Mit dieser Arbeit wurde als Alternative das
neue Konzept der Immunrezeptorfamilien-spezifischen Vakzine entwickelt und Moglichkeiten
seiner Realisierung getestet. Solche Vakzine wéaren zwar nicht tumorklonspezifisch, da aber eine
Immunrezeptorfamilien <5% der jeweiligen Lymphozytenart représentiert, wéren mogliche
,Kollateralschaden’ begrenzt. Die Sequenzen der Gerustregionen der variablen Domainen der B-
und T-Zellrezeptoren sind nicht klonspezifisch variiert, enthalten aber, wie VVoruntersuchungen
gezeigt hatten, hdufiger T-Zellepitope als die variablen Sequenzabschnitte der Rezeptoren.
Methoden: Zur Identifizierung von familienspezifischen T-Zellepitopen aus B- und T-
Zellrezeptoren wurden Vorhersagealgorithmen fir die Peptidbindungsanforderungen der finf
haufigsten Klasse-1-HLA zur Vorhersage von Epitopen aus den Geristregionen der variablen
Domainen der B- und T-Zellrezeptoren eingesetzt. Die 20 hdchstbewerteten Epitope jeder
Rezeptorkette (lambda, kappa, schwere Ketten der B-Zellrezeptoren, alpha und beta Ketten der
T-Zellrezeptoren) fur jede der funf ausgewéhlten HLA (insgesamt etwa 500 Peptide) wurden in
ELISpot mit T-Zellen von gesunden Probanden bzw. Patienten mit kutanen B- oder T-Zell-
Lymphomen auf reaktive T-Zellen getestet. Die peptidspezifischen T-Zellen aus gesunden
Probanden wurden ex vivo induziert und nach Expansion getestet, die aus Patienten wurden
ebenso oder direkt ex vivo getestet.

Ergebnisse: Insgesamt wurden 26 Epitope aus den B- und T-Zellrezeptoren identifiziert.
Funfzehn induzierten T-Zell-Reaktionen in sieben von 11 getesteten gesunden Probanden, sieben
in finf der 64 getesteten Patienten mit diagnostiziertem kutanem Lymphom. Vier Epitope
induzierten Reaktionen sowohl in funf gesunden Probanden wie auch in vier Patienten. Ein
Epitop stimulierte T-Zellen eines Patienten direkt ex vivo, was auf eine vorherige Expansion im

Patienten hindeutet.



Schlussfolgerung: Die Ergebnisse belegen die Immunogenitét der Gertstregionen der B- und T-

Zellrezeptoren und deren Eignung als VVakzinantigene flr die Immuntherapie von Lymphomen.



Abstract

Introduction: Cytolytic T cells are the most important effector cells of the immune system
against cancer. The development of therapeutic vaccines, therefore, aims at inducing anti-cancer
responses of these cells. They respond to epitopes, peptides of cellular proteins presented at the
cell surfaces as complexes with HLA. To minimise the risks for collateral damage of healthy
tissue, the antigens and T cell epitopes for therapeutic cancer vaccines ideally should be
expressed only by the tumour cells. In cases of lymphoma, the idiotype regions of the immune
receptors (B and T cell receptors) would be ideal vaccine antigens. Although doable and tested in
a few cases, such antigens have to be identified for every patient, which is cumbersome and
bears the risk of failure. With this project, the new concept of immune receptor family-specific
vaccines was developed and tested as an alternative. Such vaccines would not be tumour clone-
specific but, since an immune receptor family represents in average up to 5% of the immune
repertoire, the possible collateral damage would be limited. The sequences of the framework
regions of the variable domains of B and T cell receptors are not clone-specific but contain, as
preliminary studies had proven, a higher frequency of T cell epitopes than the varied loop
regions.

Methods: To identify immune receptor family-specific epitopes, prediction algorithms for the
five most frequent HLA class | were used to predict epitopes in the framework regions of the
five immune receptor chains (lambda, kappa, heavy chains of B cell receptors, alpha and beta
chains of T cell receptors). The 20 best-rated epitopes of each receptor chain for each of the five
HLA (altogether 500) were tested in ELISpot assays with T cells of healthy donors and patients
with cutaneous B or T cell lymphomas for responsive T cells. In case of healthy donors, the
epitope-specific T cells were primed ex vivo, expanded and tested. In case of the patients, the
cells were tested, in addition, ex vivo without prior expansion in culture.

Results: Twenty six T cell receptors and B cell receptors epitopes were identified. Fifteen
induced T cell responses in seven of the 11 healthy donors and seven in five of the 64 patients.
Four epitopes induced responses in both five healthy donors and four patients, one stimulated
strong responses directly ex vivo indicating priming of the corresponding T cells in the patient.
Conclusions: The results demonstrate the immunogenicity of framework sequences of the

immune receptors and their suitability as vaccine antigens for immunotherapy of lymphomas.
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engl. Fragment antigen binding, antigenbindendes Fragment
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2. Einleitung

2.1. Kutane Lymphome

Primare kutane Lymphome (cutaneous lymphomas, CL) umfassen eine klinisch und histologisch
heterogene Gruppe lymphoproliferativer Neoplasien in der Haut, wobei 65% den kutanen T-
Zell-Lymphomen (cutaneous T cell lymphomas, CTCL), 25% den kutanen B-Zell-Lymphomen
(cutaneous B cell lymphomas, CBCL) und 10% weiteren, seltenen Formen von CL zugeordnet
werden konnen (Willemze et al., 2005).

Sie gehoren zu den extranodalen Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL). Anndhernd 25% NHL
manifestieren sich als extranodale Erkrankung. Die CL sind nach den gastrointestinalen
Lymphomen die zweithdufigsten extranodale Lymphome (Burg et al., 1984). Primare CL
unterscheiden sich beziglich Klinik und Prognose grundlegend von primér extrakutanen
(nodalen und extranodalen) Lymphomen und betreffen definitionsgemé&l primdr das Hautorgan
(Willemze et al., 2005; Willemze et al., 1997). Die Inzidenz der primaren CL liegt bei 0,36-0,90
pro 100000 Einwohner (Weinstock, 1994).

2.1.1. Klassifikation kutaner Lymphome

Bis vor kurzem Dbasierten die gédngigen Lymphomklassifikationen hauptsachlich auf
zytologischen Kriterien. Sie berticksichtigen jedoch CL nicht als eigenstandige Entitaten.

Im Jahr 1997 vertffentlichte die Europdische Organisation fir Krebsforschung und —behandlung
(European Organisation for Research and Treatment of Cancer, EORTC) eine eigens fiir CL
entwickelte Klassifikation (Willemze et al., 1997). Zusétzlich ist eine zweite Klassifikation
entstanden, die von der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO)
vorgeschlagen wurde (Harris et al., 2000). Die beiden Klassifikationen beschreiben nosologische
Entitaten, die durch klinische, histo- und zytomorphologische sowie ph&no- und genotypische
Merkmale definiert sind. Die klinische Validitat beider Klassifikationen wurde in verschiedenen
Studien getestet, einschlieBlich Follow-up-Studien mit mehr als 1300 Patienten mit priméaren CL
(Fink-Puches et al., 2002; Grange et al., 1999). Obwohl es einen Konsensus zwischen den beiden
Klassifikationen gibt, gibt es viele kontroverse Punkte, besonders bei der Definition und
Terminologie der unterschiedlichen CBCL-Typen (Norton, 1999; Russell-Jones, 2003; Sander et
al., 2001; Willemze et al., 1999). Im Jahr 2004 wurde schliel3lich eine allgemein akzeptierte
WHO-EORTC-Klassifikation erarbeitet (Willemze et al, 2005). Die WHO-EORTC-
Klassifikation wurde mit wenigen Anderungen in die 2008 WHO-Klassifikation der Tumore des
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h&matopoetischen und lymphatischen Gewebes aufgenommen (Jaffe, 2009). Es wurden hier u. a.
Veranderungen in der Terminologie eingefihrt, wie z. B. Marginalzonenlymphom anstatt des
Marginalzonen-B-Zell-Lymphoms, da es kein Marginalzonen-T-Zell-Lymphom gibt. Diese
Klassifikation unterscheidet 14 Entitaten der CTCL und natirliche Killer-(NK)-Zell-Lymphome,
5 Entitaten der CBCL und sogenannte hdmatologische Vorlauferneoplasien. In der 2008 WHO-
Klassifikation werden auch neue klinisch relevante Entitaten, wie das primdr kutane follikulére
Lymphom sowie das diffus-groRzellige B-Zell-Lymphom vom ,Bein-Typ“ unterscheidet
(Tabelle 1.).

Tabelle 1. WHO-EORTC-Klassifikation der primér CL (Willemze et al., 2005).
CTCL und NK-Zell-Lymphome e  Mycosis fungoides (MF)
e MF-Varianten:
0  Pagetoide Retikulose
o  Follikulotropische MF
0  Elastolytisches Lymphom (,,Granulomatous slack skin™)
e Seézary-Syndrom (SS)
o  T-Zell-Leukdmie/Lymphom des Erwachsenen (adult T cell
leukemia/lymphoma, ATLL)
e Primér kutane CD30" lymphoproliferative Erkrankungen
0  Primér kutanes anaplastisches grofzelliges Lymphom
0  Lymphomatoide Papulose (LyP)
e  Subkutanes pannikulitisartiges T-Zell-Lymphom
e Extranodales NK/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ
e  Primér kutanes peripheres T-Zell-Lymphom, nicht genauer
spezifiziert:
o aggressives CD8"-T-Zell-Lymphom
0 y/5 T-Zell-Lymphom, kleinzelliges T-Zell-Lymphom
o mittelgroBzelliges pleomorphes T-Zell-Lymphom
CBCL e  Primér kutanes Marginalzonenlymphom
e  Primér kutanes follikulares Lymphom
o Diffus-groRzelliges B-Zell-Lymphom:
o “Bein-Typ”
0 ,andere Typen“
e  Primar kutanes intravaskuléares groRzelliges B-Zell-Lymphom

Hamatologische

+ + 15 H :
Vorlauferneoplasien e (CD4'CD56" hdamatodermische Neoplasien.

2.1.2. Kutane Lymphome: Symptome und Prognose

Mycosis fungoides (MF) stellt die hgufigste und am besten untersuchte Form von allen CL dar.

MF tritt ab dem 5. Lebensjahrzehnt mit Bevorzugung des mannlichen Geschlechtes auf, kann
aber auch bei Kindern auftreten (Kim et al., 2003; van Doorn et al., 2000; Wain et al., 2003,
Zackheim et al.,, 1999). MF manifestiert sich in Form von patchformigen, ekzematdsen
Hautverdnderungen  (klinisches  Patchstadium), die sich spater zu plattenartigen

Hautverénderungen (Plaquestadium) und letztendlich zu Tumoren entwickeln (Tumorstadium).
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Es ist eine indolente Krankheit, die aber progredient vorlauft (van Doorn et al., 2000; Wain et al.,
2003). Eine Beteiligung von Lymphknoten, inneren Organen oder Knochenmark ist erst in
fortgeschrittenen Stadien nachzuweisen. MF kann sich Kklinisch &hnlich wie gutartige
Hauterkrankungen wie chronisches Ekzem, kontaktallergische Hautentziindung oder Psoriasis
darstellen, weshalb die Diagnose manchmal schwierig zu stellen ist.

Die pagetoide Retikulose ist eine Variante der CTCL, bei der die malignen Zellen Uberwiegend

intraepithelial lokalisiert sind. Die Tumorzellen kénnen CD4- oder CD8-positiv sein und
entweder T-Zellrezeptoren (engl. T cell receptors, TCR) des Alpha-beta- oder Gamma-delta-
Typs tragen. Man unterscheidet den lokalisierten Typ (Woringer-Kolopp) mit einer sehr guten
Prognose von einer disseminierten Form (Ketron-Goodman), die oft einen aggressiven Verlauf
aufweist (Mielke et al., 1989).

Das_elastolytische Lymphom (,,granulomatous slack skin“) wird durch progressive Bildung von

Hautfalten, vor allem in den Beugeregionen charakterisiert und weist einen indolenten Verlauf
auf (LeBoit, 1994).

Beide Formen sowohl die pagetoide Retikulose als auch das elastolytische Lymphom stellen
Varianten der MF dar.

Lymphomatoide Papulose (LyP) ist eine chronische, zum Teil selbstheilende papulonodulare

Hauterkrankung. Sie weist in der Regel einen gutartigen aber chronischen Verlauf mit einer
Krankheitsdauer von drei Monaten bis zu 40 Jahren auf. Etwa 20% der Patienten mit LyP
konnen vor oder nach der LyP-Erkrankung ein anderes Lymphom (in der Regel MF, ein CD30"
grol3zelliges Lymphom oder Morbus Hodgkin) entwickeln (Bekkenk et al., 2000).

Das primér kutane anaplastische grof3zellige Lymphom manifestiert sich als solitdre, regional

lokalisierte oder generalisierte rotliche bis braunliche Tumorknoten, welche oft ulzeriert sind.
Die Prognose ist mit einer 10-Jahres-Uberlebenszeit von tiber 90% sehr giinstig (Bekkenk et al.,
2000; H. L. Liu et al., 2003).

Im Gegensatz dazu weist das subkutane pannikulitisartige T-Zell-Lymphom eine insgesamt

ungiinstige Prognose auf. Das Lymphom infiltriert die Dermis oder die Subkutis und bildet
solitdre oder multiple erythematdse Knoten oder Plaques von mehreren Zentimetern GroRe.
Diese sind an den Extremitaten, seltener an Stamm und Kopf, mit dem so genannten
hamophagozytischem Syndrom als Komplikation in fortgeschrittenen Stadien, lokalisiert (Hoque
et al., 2003; Massone et al., 2004).

Sézary-Syndrom (SS) hingegen stellt eine leukdamische aggressive Form der CTCL dar, bei der

eine Erythrodermie (R6tung, Infiltration und oft 6dematdse Schwellung mit Schuppung des

gesamten Integuments) zusammen mit der Blutbildveranderungen und Schwellungen der
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Lymphknoten auftritt (Wieselthier et al., 1990). Die hadmatologischen Begleiterscheinungen
lassen sich wie folgt erfassen:

1. morphologisch: Nachweis von Sézary-Zellen im Blutausstrich oder im Buffy coat,

2. immunphenotypisch: CD4/CD8" Ratio >10% oder CD4*/CD7*-T-Zellen >40%,

3. molekularbiologisch: Nachweis eines T-Zell-Klons mittels Southern blot oder Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) und von chromosomalen Abberationen.

Das extranodale NK/T-Zell-Lymphom (nasaler Typ) ist fast immer Epstein-Barr-Virus (EBV)-

positiv. und zeigt einen NK-Zell- oder zytotoxischen T-Zell-Phdnotyp. Die bevorzugte
Lokalisation fur diesen Typ ist die Nasenhohle/Nasopharynx. Der nasale Typ des NK/T-Zell-
Lymphomes mit einer kutanen Manifestation weist einen besonders aggressiven Verlauf auf mit
einer Uberlebenszeit von weniger als 12 Monaten (Chan et al., 1997).

Primédr kutane periphere T-Zell-Lymphome stellen sich auch als sehr aggressive

Lymphomformen dar. Zu diesen Lymphomen gehdren die Typen, die sich mit Akkumulation der
CD8" ztotoxischen T-Lymphozyten (cytotoxic T lymphocytes, CTL), gamma-delta T-Zellen (mit
zytotoxischem Phanotyp) und klein- und mittelzelligen CD4*-T-Zellen in der Haut darstellen.
Sie sind sogenannte provisionale Entitdten. Die anderen Formen, die sich den provisionalen
Entitdten nicht zuordnen lassen, bezeichnet man als unspezifische Lymphome. Die CD8"
zytotoxischen epidermotropen und gamma-delta T-Zell-Lymphome haben mit einer
Uberlebenszeit von im Median 32 Monaten im Fall der CD8" und 15 Monaten im Fall der
gamma-delta T-Zell-Lymphome sehr schlechte Prognosen (Berti et al., 1999; Toro et al., 2003).
Auch die unspezifische Form weist mit einer 5-jahrigen Uberlebensrate von 20% eine
ungiinstige Prognose auf. Das CD4-positive Lymphom ist die einzige Form der peripheren T-
Zell-Lymphome dieser Gruppe mit einem gulnstigen Verlauf (Bekkenk et al., 2003).

Keimzentrumslymphom bzw. Marginalzonenlymphom entwickeln sich entsprechend aus

Follikelzentrumszellen und Marginalzonenzellen und weisen beide gunstige Prognosen auf
(Cerroni et al., 2000; C. Li et al., 2003). Die Patienten mit Keimzentrumslymphomen zeigen
knotige kutan-subkutane blaulich-rote bis rétlich-braune Infiltrate mit bevorzugter Lokalisation
im Bereich des behaarten Kopfes, des Nackens oder Stamms. Das Kklinische Bild des
Marginalzonenlymphomes ist dagegen durch rétliche Makulae, Papeln, Plagues und Knoten mit
Rezidivneigung charakterisiert, es ist bevorzugt am Stamm und den oberen Extremitaten
lokalisiert.

Zu anderen Formen der CBCL gehdren das diffus-groRzellige B-Zell-Lymphom (am Bein) und

das intravaskulére grof3zellige B-Zell-Lymphom. Die Prognose im Fall des grof3zelligen B-Zell-

Lymphoms héngt vor allem vom Ausmall der Hautlasionen ab. Die multiplen malignen
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Anderungen an einem oder beiden Beinen haben einen sehr aggressiven klinischen Verlauf.
(Grange et al., 2001) Das intravaskulare groRzellige B-Zell-Lymphom ist durch Akkumulation
neoplastischer B-Zellen in den BlutgefaRen definiert. Diese Form kann das Zentralnervensystem,
die Lungen und die Haut betreffen und ist mit einer schlechten Prognose verbunden (Ferreri et
al., 2004).

Der letzte Typ der primaren CL, die so genannten CD4°CD56" hamatodermischen Neoplasien,

sind mit einem rasch progredienten aggressiven Verlauf und ungunstiger Prognose verbunden
(Bekkenk et al., 2004).

2.1.3. Pathologie kutaner Lymphome

Die Tumorzellen der CTCL sind zum groBten Teil CD4-positive-T-Zellen (T-Helferzellen),
selten CD8-positiv (CTL).

Wenn CTCL fortschreiten, verursacht die klonale Dominanz der malignen Zellen die
uberwiegende Expression von Zytokinen der Typ-2-T-Helferzellen (T helper cells type 2, Th2)
wie Interleukine IL-4 und IL-10 sowie fortschreitende immunologische Dysregulation und
weiteres Tumorwachstum (Asadullah et al., 1996; Vowels et al., 1992). Die Produktion von
Zytokinen der Typ-1-T-Helferzellen (T helper cells type 1, Th1l) wie Interferon gamma (IFN-y)
sowie die von IL-12 ist vermindert, was mit einer niedrigen Anzahl an dendritischen Zellen
korreliert (Wysocka et al., 2002). Es wurde nachgewiesen, dass periphere Blutzellen der
Patienten mit SS (leuk&mische CTCL-Patienten) eine deutlich verminderte IFN-y-Produktion
aufweisen (Vowels et al., 1992).

Auler bei mit dem humanen T-Zell-lymphotropen Virus (HTLV)-assoziierten ATLL und mit
EBV assoziierten extranodalen NK/T-Zell-Lymphom, ist die Ursache der Transformation der
Lymphozyten unbekannt. Verschiedene Faktoren wie Viren, Bakterien (Staphylococcus aureus)
und Umgebungsfaktoren wie UV-Strahlung ebenso wie chromosomale Abnormalitdten wurden
diskutiert (Chan et al., 1997; Lessin et al., 1994).

Wie bereits erwéhnt, sind maligne Lymphozyten bei CTCL ublicherweise reife Gedachtnis-
CD4"-Helferzellen oder CD8"-T-Zellen. In normaler Haut werden solche T-Zellen bei einer
Verletzung in die Haut rekrutiert. Umgebung oder infektiose Schéadigung verursachen die
Freisetzung von Zytokinen IL-1, IL-6, Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) aus Keratinozyten
und l6sen primére Immunantworten durch Hautimmunzellen wie dendritische Zellen, Mastzellen
und Makrophagen aus (Kupper et al., 2004). Die kutanen Effektor-CD8"- und Gedachtnis-CD4"-
T-Zellen exprimieren das kutane Lymphozytenantigen (CLA). Diese CLA™-Zellen

coexprimieren normalerweise auch C-C-Chemokine-Rezeptor-4 (CCR4) und weisen ein hohes
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Level von C-C-Chemokine 17 (CCL17, bekannt als Thymus und Aktivierung reguliertes
Chemokin, thymus and activation regulated chemokine - TARC) und z. T. CCL22 (bekannt als
Makrophagenchemokin, macrophage-derived chemokine, MDC) auf. Ein Teil der CLA*/CCR"
Hautlymphozyten coexprimiert auch CCR10 (Hudak et al., 2002). Alle diese Chemokine sind
entscheidend fur die Interaktion zwischen T-Zellen und dem Endothel. Diese wird benotigt,
damit die T-Zellen in die Dermis und Epidermis einwandern konnen. Es wird auf’erdem
angenommen, dass die in der Haut angesiedelten T-Zellen nicht nur auf Inflammation oder
Verletzung reagieren konnen, sondern sich konstitutiv in der Haut befinden. Dabei scheint die
Balance zwischen der adaquaten Immunantwort und der nicht-addquaten oder dysregulierten
Antwort der Schlissel zum Verstandnis der Pathogenese und zur Behandlung von erworbenen
inflammatorischen Hauterkrankungen zu sein.

Es wurde gezeigt, dass auch die malignen Zellen bei CTCL CLA und CCR4 exprimieren und
dass MF-Lé&sionen eine hohe Expression von CCL17, CCL22 und der CXC-Chemokinrezeptoren
CXCR3 und CXCR4 aufweisen (Ferenczi et al., 2002; Kakinuma et al., 2003).
Zelloberflachenmolekiile wie Integrin-agf; finden ihre entsprechenden Liganden auf den
Keratinozyten oder Langerhanszellen. Ihr Expressionslevel scheint mit friiheren Lasionsstufen
zu korrelieren und kann die Immunantwort unterdriicken (Lu et al., 2001). In den spateren MF-
Stadien wird ein schwécherer Epidermotropismus beobachtet. Die Expression von CCR4 und
CXCR3 im Tumorgewebe I&sst im Laufe der Zeit nach, wohingegen die Expression von CCR7,
einem wichtigen Rezeptor fur die Einwanderung von Lymphozyten ins lymphatische Gewebe,
mit der Zeit zunimmt (Kallinich et al., 2003).

Die Atiopathogenese der CBCL ist ebenso unklar wie der CTCL. In etwa 70-80% der CBCL
kommt es zu der interchromosomalen Translokation t(14; 18), was zu einer verstarkten
Expression des B-Zell-Lymphom-2-Proteins (B cell lymphoma 2 Protein, bcl-2) fihrt. Diese
Translokation tritt signifikant hdufiger bei Patienten mit sekundarem als mit primdrem
Hautlymphom und bei Patienten mit einem grofRzelligen B-Zell-Lymphom am Bein auf (Cerroni
et al., 1994). Bei der Diskussion der Athiologie finden sich immer wieder Hinweise auf einen
Einfluss von Antigen auf die Tumorzellen, wobei jedoch der Zeitpunkt der malignen
Transformation unbekannt bleibt. Hier werden Superantigene, das Glykoprotein 120 (gp120)
oder EBV diskutiert (Amariglio et al., 1996).

17



2.2. Das Immunsystem

Die vielfaltigen Schutzmechanismen des Immunsystems lassen sich entweder der angeborenen
oder der adaptiven Immunantwort zuordnen.

Das angeborene Immunsystem besteht aus physiologischen Barrieren (z. B. Haut und
Schleimhdute), dem Komplementsystem, Phagozyten, NK-Zellen und loslichen Mediatoren.
Diese Komponenten sind angeboren und zeichnen sich durch das Fehlen von immunologischem
Gedéachtnis und Antigenspezifitat aus (Ezekowitz et al., 1996). Die adaptive Immunitét hingegen
weist eine hohe Antigenspezifitat auf und wird durch Lymphozyten vermittelt. Diese Immunitat
ist auch fur eine verstarkte Immunantwort gegen eine wiederholte Infektion verantwortlich.
Dieses Phédnomen wird als immunologisches Ged&chtnis bezeichnet (Sprent, 1997). Die
Generierung der primdren Immunantwort oder des immunologischen Gedé&chtnis wird als
primére Immunisierung oder engl. Priming bezeichnet und wird durch die Présentation eines
Antigenes gegen naive Lymphozyten ausgelost (Janeway et al.,, 2001). Die adaptive
Immunantwort I&sst sich in eine humorale und eine zelluldre Komponente unterteilen. Die
humorale Immunantwort ist gegen extrazellulare Antigene gerichtet und wird durch B-
Lymphozyten, die 16sliche Antikdrpermolekiile sezernieren, vermittelt (Burton et al., 1992). Die
wichtigsten Effektorzellen der zellularen Immunantwort dagegen sind CTL. Die Interaktion
zwischen diesem Antigenrezeptor dieser Zellen und den HLA-Molekilen der Klasse-I auf der
Oberflache der Zielzellen ist Voraussetzung fur eine effektive Anti-Tumorantwort. Daneben

haben CD4"-T-Zellen wesentliche Funktionen bei der Regulation von B- wie auch CTL.

2.2.1. Der Haupthistokompatibilitdtkomplex

Der Haupthistokompatibilitdtkomplex (engl. major histocombatibility complex, MHC) definiert
eine genetische Region, die sich beim Menschen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6
befindet (6p21.31). Die tber 200 Gene des menschlichen MHC kodieren Proteine, die man als
HLA bezeichnet. Die HLA sind membranstandige Glykoproteine, deren Aufgabe es ist, Peptide
aus extrazellularen und zytosolischen Proteinen zu binden und fir die Erkennung durch T-
Lymphozyten auf der Zelloberflache zu prasentieren. MHC-Molekdle lassen sich nach Struktur
und Funktion in MHC-Klasse-I-(MHC-I) Molekile und Klasse-I11-(MHC-I1) Molekdle einteilen
(Thorsby, 1999).

MHC-1-Molekiile bestehen aus einer schweren Kette mit den Doménen as, o, und az, die mit
einem extrazellularen Polypeptid, dem B,-Mikroglobulin (leichte Kette), assoziiert ist. Sie ist

Uber den carboxyterminalen Anteil in der Membran verankert. MHC-11-Molekile sind ebenfalls
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Heterodimere, die aus zwei nichtkovalent assoziierten Ketten, o und 3, bestehen. Beide Ketten
besitzen jeweils zwei extrazellulare Doménen (a; und ap, bzw. [; und RBy), eine
Transmembranregion und eine kurze zytosolische Sequenz. Fur die schweren Ketten der MHC-I-
Molekule befinden sich beim Menschen auf Chromosom 6 je 3 Loci: HLA-A, B und C; fir die
MHC-11-Molkile gibt es drei Unterklassen HLA-DP, DQ und DR mit Genen fir die a- und -
Ketten. Fir HLA-DRp gibt es je nach Haplotyp zwischen zwei und vier Gene. Die HLA-Gene
weisen einen starken Polymorphismus auf. Fir die MHC-1-Gene wurden bisher zusammen mehr
als 6000 Allele beschrieben, fur die MHC-11-Gene mehr als 1600 (IMGT/HLA Sequence
Database http://www.authonynolan.org.uk/HIG/).

2.2.2. Peptidbindungseigenschaften der MHC-Molekiile

MHC-Molekiile binden Peptide, Epitope genannt, in einer Bindungsgrube und prasentieren diese
Epitope den T-Zellen (Bjorkman et al., 1987). Diese Bindung erfolgt ber die beiden N-
terminale Doménen der schweren Ketten, os- und az-Doménen im Falle der MHC-I-Molekiile
und os- und R;-Doménen im Falle der MHC-11-Molekiile. Die Bindungsgrube erlaubt die
Bindung der Peptide (ber nicht-kovalente Wechselwirkungen. In diesem Bereich unterscheiden
sich verschiedene Allomorphe am starksten (Bjorkman et al., 1987; Brown et al., 1993; Germain,
1994). In der Bindungsgrube sind Taschen ausgebildet, die nicht-kovalente Wechselwirkungen
mit sogenannten ,,Ankeraminosauren des Peptids eingehen. Im Falle der MHC-I-Molekdile
werden die Peptide zusétzlich Gber die Ladungen der C- und N-Termini der Hauptkette des
Liganden fixiert. MHC-1-Molekile binden charakteristischerweise Peptide mit der Lange von 8-
10 Aminosauren (AS) (Bjorkman et al., 1987; Falk, Rotzschke, Stevanovic, et al., 1994).
Dagegen betrégt die Lange der durch MHC-11-Molekiile gebundenen Peptide zwischen 9 und 25
AS (Chicz et al., 1992; Hunt et al., 1992; Rudensky et al., 1991). Die Bindungstaschen der
einzelnen HLA-Allomorphe haben charakteristische chemische Eigenschaften (Banchereau et
al., 2000). Deswegen besitzen die Peptide, die an ein bestimmtes HLA-Allomorph binden,
strukturelle Gemeinsamkeiten. Fur jedes Allomorph ldsst sich ein  Sequenzmotiv,
Ankerpositionen und chemische Eigenschaften der bindenden Peptide definieren (H. G.
Rammensee, 1995). Die MHC-Allomorph-spezifische/abhangige Epitopauswahl nennt man
HLA-Restriktion. Dies ist in Tabelle 2. am Beispiel von HLA-A*0201 dargestellt.
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Tabelle 2. Charakterisierung HLA-A*0201-gebundener Peptide

Sequenzposition 123456789
Ankerposition -L---V--YV
-M=- - - - - - L
Weitere bevorzugte AS ---E---K-
- = =K = = = = =
Andere AS Il -AGI I AE-
L-YPKLY —
F-FDYTH- -
K-PTN - - -
M-M-G- - - -
Y-S-F----
V-R-V----
- — — - H - - - -

Hier sind die AS der Ankerpositionen (mit dem grofiten Anteil am Binden an die MHC-Molekiile) und fakultativen
Anker (geringerer Anteil am Binden) gezeigt. Weiterhin sind bevorzugte und haufig gefundene AS und deren
Position aufgefilhrt. Der Tabelle zugrundeliegende Daten wurden der SYFPEITHI-Datenbank entnommen (H.
Rammensee et al., 1999).

Auf Grundlage solcher Daten wurde von Rammensee und Mitarbeitern ein Algorithmus
entwickelt, der die Mdoglichkeit und Préaferenz fur die Bindung eines Peptids durch ein
bestimmtes MHC-Allomorph vorhersagt (H. Rammensee et al., 1999; H. G. Rammensee et al.,
1995). Aufgrund der Ubereinstimmungen der zu testenden AS-Sequenz und der von einem
bestimmten MHC-Allel bevorzugten AS werden positionsspezifisch an einzelne AS Punkte
vergeben. Dabei werden die Ankerpositionen in besonderer Weise berticksichtigt. 1deale Anker-
AS bekommen 10 Punkte, auBerordentliche Anker 6-8 Punkte, Hilfsanker 4-6 Punkte und
schliel3lich bevorzugte Reste 1-4 Punkte. Die AS, die eine negative Wirkung auf die Bindung
haben, werden mit -1 oder -3 Punkten bewertet. Die bis zu 36 betragende Summe der
Punktwerte, engl. Scores, wird mit Praferenz der Bindung durch das jeweiligen HLA Kkorreliert.
Ab einem Wert von 15 wird von einer guten Mdglichkeit der Bindung ausgegangen.

Man muss jedoch anmerken, dass viele Abweichungen von diesen Regeln gefunden wurden, die
sich trotz geringer Vorhersagewerte als sehr gute MHC-Binder herausgestellt haben
(http://www.syfpeithi.de/bin/MHCServer.dll/Info.ntm#scores). Deswegen ist es wichtig solche
Algorithmen auf ihre Zuverléssigkeit zu testen. Dies ist mit den experimentellen Verfahren, die
bestimmte Peptidsequenzen auf ihre Antigenitat und als potentielle Epitope in vitro und in vivo
testen, moglich (Pridzun et al., 1996; Rotzschke et al., 1991; Udaka et al., 1995).
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2.2.3. Antigenprozessierung

Die Peptide, die von MHC-I1-Molekilen gebunden werden, entstehen durch intrazellulare
limitierte Proteolyse von Proteinen und sind mehrheitlich zytosolisches oder nukleéres
Ursprungs (Jarmalavicius et al., 2012). Auf gesunden Zellen werden Peptide présentiert, die
einen reguldren Proteinumsatz widerspiegeln. Im Fall einer Tumorzelle wird ein modifiziertes
Spektrum an Peptiden exponiert. Die Hauptaufgabe beim Proteinabbau wird dabei durch die
Proteasomen ubernommen. Proteasomen stellen grofe Enzymkomplexe dar, die sowohl im
Zytosol als auch im Kern lokalisiert sind. Proteasomen bestehen aus einer katalytisch aktiven
Kernkomponente, dem 20S-Proteasom, das teilweise in Komplex mit dem 19S-Aktivator als
26S-Proteasom vorliegt. Es besteht aus vier Ubereinanderliegenden Ringen. Jeder Ring hat
sieben a-Untereinheiten (4uBere Ringe) oder sieben R-Untereinheiten (innere Ringe). Die [3;-,
Bo-, R3-Untereinheiten stellen die enzymatisch aktiven Zentren mit jeweils unterschiedlichen
Spezifitaten dar (Blum et al., 2013). Unter dem Einfluss von IFN-y kommt es zum Austausch der
konstitutiven Untereinheiten des aktiven Zentrums durch die MHC-codierten Untereinheiten der
Low molecular mass proteins (LMP)-2 und -7 (Belich et al., 1994) sowie die multikatalytische
Endopeptidase-Komplexuntereinheit (multicatalytic endopeptidase complex subunit, MECL)-1
(Groettrup et al., 1996; Hisamatsu et al., 1996). Proteine werden schrittweise im Proteasom
abgebaut. Fur die verschiedenen MHC-Allomorphe entstehen dabei Peptide mit passenden
Bindungsmotiven. Am haufigsten findet eine Spaltung nach hydrophoben, selten nach sauren AS
statt (Toes et al., 2001). Deswegen fordern alle bekannten Peptidmotive fir MHC-Klasse-I-
Molekiile am C-Terminus entweder hydrophobe oder basische AS. Die durch das Proteasom
gebildeten Peptide werden (ber das heterodimere Transporterprotein TAP (transporter
associated with antigen processing, Transporter assoziiert mit Antigenprozessierung,)
Adenosintriphosphat-(ATP)-abhangig in das endoplasmatische Retikulum (ER) befordert
(Oancea et al., 2009). Viele Peptide die uber TAP in das ER transportiert werden sind langer als
die fur das MHC-I-Molekul bevorzugten Peptide mit Lange 8-10 AS (Koopmann et al., 1996).
Die langeren Peptide konnen am N-Terminus im ER Uber ER-Aminopeptidase-1 und -2
(ERAP1, ERAP2) getrimmt werden, so dass Peptide mit entsprechender L&nge fir die MHC-I-
Bindung entstehen (Saric et al., 2002; Saveanu et al., 2005; Serwold et al., 2002).

TAP assoziiert mit einer Reihe anderer Proteine um einen Peptidladekomplex (peptide loading
complex, PLC) zu bilden. Der PLC besteht aus der schweren Kette der MHC-I-Molekiile mit p2-
Mikroglobulin, TAP, Tapasin, Calreticulin (CRT) und ERp57 (Blum et al, 2013). Das
Transmembranglykoprotein Tapasin fungiert als Briicke zwischen MHC-I-Molekil und TAP
und rekrutiert MHC-I1-R2-Mikroglobulin-Dimere und das Chaperon CRT in den PLC (Sadasivan
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et al., 1996). Tapasin wird stabilisiert Uber eine Disulfidbindung mit einem zweiten Molekil,
dem Protein-Disulfid-lsomerase-Homolog, ERp57 (Dong et al., 2009). ERp57 unterstutzt die
Faltung der neu synthetisierten Glykoproteine im ER durch das Vermitteln der Isomerisierung
der Disulfidbindung. Ein weiteres Chaperon, das transmembrane CRT-Homolog Calnexin
(CNX) bindet im ER an neu synthetisierte schwere Kette der MHC-I-Molekiile. Diese
Interaktion ist nur mit monoglukosylierten N-gebundenen Glykanen mdéglich (Blum et al., 2013).
Die Bindung mit CNX initiert die Faltung der MHC-I-Molekdle und ihre Assemblierung mit 32-
Mikroglobulin. Dieses leere MHC-I-R2-Mikroglobulin-Heterodimer wird dann durch CRT uber
monoglukosyliertes N-gebundenes Glykan fir den PLC rekrutiert. CNX und CRT regulieren
durch transiente Bindung an Proteine Uber die monoglukosylierten N-gebundenen Glykane die
Faltung von Glykoproteinen im ER (Ellgaard et al., 2001). Glykanbindung an CNX oder CRT ist
abhéngig von der genauen Struktur des N-gekoppelten Glykan, welches einen einzelnen
terminalen Glucoserest tragt. Diese Form wird durch zwei konkurrierende Enzyme erhalten. Das
erste Enzym, die Glukosidase I, entfernt die Glucose, das zweite Enzym, die Uridindiphosphat-
(UDP)-Glukose-Glykoprotein-Transferase-1 (UGT1), ersetzt die Glukose nur, wenn das
Glykoprotein, welches das Glykan tragt teilweise entfaltet ist (Caramelo et al., 2004; Ritter et al.,
2005; Solda et al., 2007). Dieser Zyklus spielt eine Rolle bei der MHC-1-Peptid-Beladung. Wenn
die Peptidaffinitat ausreichend hoch ist, um die MHC-Struktur zu stabilisieren, wird der trimere
Komplex aus der schweren Kette des MHC-1-Molekuls, RB2-Mikroglobulin und Peptid durch den
Golgi-Apparat und exozytotische Vesikel an die Zelloberflache transportiert, wo er von CTL
erkannt werden kann. Wenn die Affinitat des Peptids zu niedrig ist, gibt es zwei mdgliche
Szenarien. Entweder die Peptide dissoziieren und das transiente leere MHC-1-Molekil wird dann
ein Substrat fir UGTL1 sein, so dass Glukose an das N-gebundene Glycan zuriickgegeben sein
kann. Oder UGT1 kann erkennen, dass die Konformation des MHC-I-Peptid-Komplexes in
gewisser Weise unvollkommen ist und reglucosidiert das Protein. In beiden Féllen ist die Folge
der Zugabe des Glukoserests, dass das MHC-I-Molekul mit CRT reassoziiert, vollstandig in den
PLC reintegriert und weiteren Runden Tapasin-vermittelter Peptidbindung und Selektion
unterzogen wird (Blum et al., 2013).

MHC-11-Molekiile dagegen prasentieren Peptide, die aus Proteinen stammen, die in das
endosomale/lysosomale Kompartiment gelangen. Diese Proteine koénnen zytosolischen,
extrazellularen oder membranen Ursprungs sein. Sie werden entweder unspezifisch durch
Pinozytose und Phagozytose oder spezifisch durch rezeptorvermittelte Endozytose in die Zelle
aufgenommen. Die aufgenommenen Proteine werden in den angesduerten Vesikeln durch

lysosomale Proteasen wie z. B. Cathepsin S und B gespalten. Zunéchst werden die leeren MHC-
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I1-Molekiile nach ihrer Synthese im ER und Komplexbildung mit der ,,invarianten Kette* in das
endosomale/lysosomale Kompartiment transportiert. Im lysosomalen Kompartiment wird die
invariante Kette bis auf den in der Bindungsgrube lokalisierten Teil CLIP (engl. class 1I-
associated invariant chain peptide) abgebaut. Ein weiteres Molekiil, HLA-DM, katalysiert den
Austausch von CLIP gegen Peptide mit hoher Affinitat (Kropshofer et al., 1997). Schliel3lich
wird der trimere Komplex aus den beiden Ketten und Peptid in Exportvesikeln zur
Zelloberflache transportiert. Die kurzen Fragmente des kompletten Antigens, die im Kontext
eines MHC-Molekiils den Lymphozyten préasentiert werden und in der Lage sind, eine effiziente

Immunantwort auszuldsen, nennt man Epitope.

2.2.4. MHC-Molekiile und T-Zellantwort

Die beiden verschiedenen Klassen von MHC-Peptid-Komplexen werden durch unterschiedliche
Zellen des Immunsystems erkannt. Die reagierenden T-Zellen fir das MHC-I-System stellen
CD8"-T-Zellen, fiir das MHC-11-System CD4"-T-Zellen dar.

Reife CTL zirkulieren bis zur Erkennung eines Peptid-MHC-Komplexes standig im Kérper und
durch das lymphatische Gewebe wie z.B. die Lymphknoten, welche eine hohe Anzahl Antigen-
prasentierender Zellen (antigen-presenting cells, APC) enthalten. Der Erkennungsprozess im
Zusammenhang mit einem von der APC gelieferten kostimulierenden Signal fuhrt zur
Aktivierung der CTL wund ihrer sekretorischen und rezeptorvermittelten zytotoxischen
Mechanismen gegen die Zielzellen (Berke, 1994). Die CTL produzieren verschiedene Zytokine
wie z. B. IFN-y, die Entziindungsreaktionen induzieren und die Antigenprasentation stimulieren.

Der Erkennungsprozess der MHC-II-prasentierten Peptide fuhrt zur Ausschittung von Thl- (IL-
2, IFN-y etc.) und Th2- (IL-4, 5, 13 etc.) Zytokinen. Thl inhibieren Th2 und sind hauptsachlich
fur die zellvermittelte Immunitéat (z. B. Aktivierung von CTL und Macrophagen) verantwortlich.
Th2 inhibieren dagegen Thl und sind hauptsachlich fir die humorale Immunatwort, d.h.

Antikorperproduktion durch B-Lymphozyten, verantwortlich (Delves et al., 2000a, 2000b).

2.2.5. Der T-Zellrezeptor

Der TCR ist ein aus zwei Polypeptidketten bestehendes Heterodimer. Er kommt in zwei
Varianten vor: als o/p-TCR und y/6-TCR. Die o/B-TCR werden von der Mehrheit der T-Zellen
exprimiert und spielen die Hauptrolle bei der Antigenerkennung. Die extrazelluldren Anteile der
a- und B-Ketten bestehen aus einer variablen, fir die Antigenerkennung verantwortlichen und
einer konstanten Domaine. Die Variabilitadt verteilt sich (ber die variable Domaine nicht

homogen. Es gibt Teile mit geringer Variabilitat, die Geristregionen (framework region 1-4,
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FR1-4) und hypervariable Regionen. Letztere sind die komplementaritatsbestimmenden
Regionen (engl. complementarity-determinig regions, CDR) CDR1-3 sowie HV4. Der Kontakt
zum MHC-Peptidkomplex erfolgt tber die CDR. Die CDR3 der a- und -Ketten treten dabei in
direkten Kontakt mit dem Antigenpeptid. Die weiteren CDR sind fur die Stabilisierung der
Interaktion zwischen dem MHC-Peptidkomplex und dem TCR verantwortlich. Die Gene fiir die
TCR-a-, -B-, -y- und -o-Ketten bestehen aus verschiedenen Gensegmenten. Diese werden auf
somatischer Ebene individuell rekombiniert (Davis, 1990; Toyonaga et al., 1987). Im Fall der a-
und y-Kette besteht der variable Anteil aus den variablen (V)- und den joining (J)- Segmenten.
Dagegen werden die - und &-Kette noch zusatzlich mit weiteren Diversitat vermittelnden D-
Segmenten zusammengesetzt. Die Variabilitdt der Peptidbindungsregion der TCR wird tber
V(D)J- Rearrangment erreicht. Dieses V(D)J-Rearrangement determiniert die hohe Diversitét der
antigenspezifischen TCR auf genomischer Ebene. Jede T-Zellklon exprimiert einen TCR mit
einer Spezifitdt (Makela et al., 1970). Das Rearrangement der Gensegmente der (-Kette, die auf
dem Chromosom 7 lokalisiert sind, erfolgt vor dem Rearrangement der auf Chromosom 14
kodierten a-Gensegmente. Erst nach erfolgreicher Rekombination der B-Gensegmente auf einem
der beiden homologen Chromosomen wird die o -Kette rearrangiert. Das Rearrangement des
jeweils zweiten Allels wird in den meisten T-Zellen unterdrickt. Durch diesen als ,,allelischer
Ausschluss® bezeichneten Vorgang wird die Bildung nur eines funktionellen TCR-of-
Heterodimers und damit eine eindeutige Spezifitat der T-Zellen gewahrleistet. Es kdnnen aber
auch T-Zellen mit zwei funktionellen a-Ketten (Padovan et al., 1993) als auch mit zwei
funktionellen B-Ketten (Balomenos et al., 1995; Padovan et al., 1995) generiert werden. Durch
Rekombination und Hinzufligen oder Entfernen von Nukleotiden wird eine theoretisch mdgliche
TCR-Diversitat von 10* verschiedenen Rezeptoren erreicht, was eine optimale Voraussetzung
fur die Erkennung aller moglichen MHC-Peptidkomplexe bietet (Davis et al., 1988).

Die TCR-a-Genregion enthélt 45 variable Gensegmente, die in 32 verschieden Rezeptorfamilien
gruppiert werden, die TCR-B-Region 75 variable Segmente, wobei diese in 34 Familien
eingeteilt werden (Klein, 1997; Su et al., 1999). Prinzipiell lassen sich keine strukturellen
Unterschiede zwischen den TCR MHC-I- und MHC-II-restringierter T-Zellen feststellen,
obwohl die TCR-Ketten eine Préferenz fir CD4- und CD8-Corezeptoren aufweisen. CD8 nimmt
direkt Kontakt mit der invariablen az-Domaine des MHC-I- und CD4 mit der invariablen B,-
Domaine des MHC-11-Molekuls auf (Janeway et al., 2001).
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2.2.6. Der B-Zellrezeptor

Immunglobuline sind die Antigenerkennungsmolekiile der B-Lymphozyten. Sind sie
membranstandig, erfiillen sie die Funktion der Zellrezeptoren fur Antigene und werden als B-
Zellrezeptoren (engl. B-cell receptors, BCR) bezeichnet. Terminal differenzierte B-Zellen
(Plasmazellen), sind in der Lage Immunglobuline mit gleicher Antigenspezifitat wie die BCR der
Zelle zu sezernieren. Diese sezernierten Antikorper und die BCR weisen eine sehr dhnliche
Struktur auf allerdings mit einem wichtigen Unterschied. Die C-Termini der BCR enthalten eine
hydrophobe Membranankersequenz. Die AntikOrper enden hingegen mit einem hydrophilen
Sequenzabschnitt, wodurch die Sezenierung ermdglicht wird.

Im Allgemeinen besteht der BCR aus zwei identischen schweren Ketten (heavy chains) und zwei
identischen leichten Ketten (light chains), die durch kovalente Disulfidbriicken zu einer Ypsilon-
formigen Struktur verbunden sind. Die beiden leichten Ketten sind entweder vom Typ kappa
oder lambda und bilden mit dem oberhalb der Gelenkregion (engl. hinge region) liegenden
Anteil der schweren Ketten das antigenbindende Fragment (engl. fragment antigen binding,
Fab). Das andere Fragment unterhalo der Gelenkregion wird aufgrund seiner
Kristallisierungsfahigkeit kristallisierbares Fragment (engl. fragment cristallizable, Fc) genannt.
Auf diese Weise hat jeder BCR bzw. Antikdrper im Gegensatz zum TCR nicht nur eine, sondern
zwei identische Antigenbindungsstellen. Jede leichte Kette besteht aus einer variablen flr
Antigenbindung verantwortlichen und einer konstanten Domaine und jede schwere Kette aus
einer variablen und drei oder vier konstanten Domainen.

Die Variabilitat der variablen Domaine ist wie beim TCR nicht homogen verteilt, sondern lassen
sich Gerustregionen (FR1-4) und hypervariablen Regionen CDR1-3 unterscheiden. Die CDR3-
Regionen werden wie die der TCR durch somatische Rekombination generiert und weisen die
hochste Variabilitat auf und sind in erste Linie fur die Antigenerkennung verantwortlich.

Die Genregion der variablen Domaine der schweren Ketten (V) der BCR enthélt 41 variable
Gensegmente, die in sieben verschieden Rezeptorfamilien gruppiert werden. Die 40 variable
Gensegmente der variablen kappa Domaine (V) der BCR werden in sieben Rezeptorfamilien
und die 30 variable Segmente der variablen lambda Domaine (V;) der BCR in zehn

Rezeptorfamilien gruppiert (Sitnikova et al., 1998).

2.3. Immunuberwachung von Tumoren
Die Grundlagen der Theorie der Immunuberwachung von Tumoren wurden zum ersten Mal im

Jahr 1908 von Paul Ehrlich formuliert. Ehrlich bezeichnete die Fahigkeit einer Neoplasie, im
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Organismus zu wachsen, als Virulenz und setzte es voraus, dass Tumormaterial durch eine
zunehmende ,,Virulenzsteigerung* gekennzeichnet ist sowie eine signifikante Abhéngigkeit von
der nattrlichen Immunitat zeigt (Ehrlich, 1908). Diese Theorie vervollstandigte im Jahr 1957
Frank Macfarlane Burnet. Die Theorie von Burnet geht davon aus, dass genetische
Verdnderungen im Rahmen der Entstehung eines malignen Tumors zur Expression von
veranderten Proteinen fihren, die vom Immunsystem als fremd erkannt und angegriffen werden
kénnen (F.M. Burnet, 1957). Burnet schreibt eine zentrale Rolle bei der Elimination von
malignen Tumoren den Thymus-abh&ngigen T-Lymphozyten zu (F. M. Burnet, 1970).

Das Vorkommen von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL) in Tumoren ist ein positiver
prognostischer Faktor bei Patienten mit Tumoren wie Melanomen und kolorektalen Karzinomen
(Clemente et al., 1996; Coca et al., 1997). Die Entwicklung einer humoralen Immunantwort
gegen die Tumorzellen geht mit einem guten klinischen Verlauf bei Mammakarzinom- und
Melanompatienten einher (Livingston et al., 1994; von Mensdorff-Pouilly et al., 2000). Im
Gegensatz dazu stehen Patienten mit priméren oder sekunddren Immundefekten, die haufiger
eine Malignitat entwickeln und schlechte klinische Verlaufe aufweisen (Crum et al., 2004,
Cunningham-Rundles, 2012; Gutierrez-Dalmau et al., 2007; Resnick et al., 2012; Weiss, 1999).
Malignome sind die h&ufigste Todesursache bei Patienten mit common variable
immunodeficiency (CVID) (Quinti et al., 2012). Die Verwendung der Kkorpereigenen
Abwehrkraft flir eine gezielte Tumortherapie stellt eine ideale, nicht-toxische Therapie gegen
Lymphome dar. Die Antitumorantworten Kkorrelieren jedoch h&ufig nicht mit einer
Tumorremission. In experimentellen Tumormodellen, bei denen eine onkogene Transformation
von embryonalen murinen Fibroblasten durch aktiviertes RAS und eine dominant-negative p53-
Expression induziert wurde, waren TIL in den Tumoren ebenso nachweisbar wie die
tumorassoziierten Antigene (tumor associated antigens, TAA). Es kam trotzdem nicht zur
Eliminierung des Tumors (Radoja et al., 2000). Eine solche Dysfunktion von Immunzellen ist
aber nicht irreversibel sondern kann durch entsprechende Bedingungen umgekehrt werden. Die
Entfernung der TIL aus der Tumorumgebung und ihre Kultivierung z. B. mit IL-2 kann eine

effektive tumorspezifische Zytotoxizitat erbringen (Radoja et al., 2001).

Welche Rolle die immunsuppremierenden regulatorischen T-Zellen (Treg) bei Entstehung und
Progress von Neoplasien spielen, ist nicht klar. Treg scheinen keine einheitliche Rolle bei
Tumoren zu haben. Dieses kénnte erklaren, warum die Frequenz und die Funktionen von Treg
mit einer schlechten Prognose in einigen aber mit giinstigem Ausgang in anderen Neoplasien

zusammenhangt (Whiteside, 2012). Grollere Anzahlen dieser Zellen werden hdaufig im
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peripheren Blut von Patienten mit invasivem und metastasiertem Krebs gefunden (Burkholder et
al., 2014; Sakaguchi, 2004). Die intratumorale Infiltration durch Treg ist ein unabhangiger
Faktor fur unglnstige Prognose von Brustkrebspatienten (Gupta et al., 2007; Y. Q. Li et al.,
2013). Andere Daten zeigen, dass bei bestimmten Krebsarten wie z. B. beim kolorektalen
Karzinom durch Treg eine Bakterien-getriebene Entziindung, welche die Karzinogenese fordert,
unterdriickt wird, wodurch der Patient profitiert (Ladoire et al., 2011). Bei Melanompatienten
und Patienten mit kutanen Lymphomen gibt es nach Untersuchungen in der Dermatologischen
Klinik der Charité allerdings keine Korrelation zwischen der Frequenz von Tregs in Tumoren
und den klinischen Verlaufen oder der Frequenz tumorspezifischer CTL.

Tregs werden normalerweise als T-Lymphozyten definiert, die CD4-, CD25-Proteine an der
Zelloberfliche und FoxP3-Proteine im Zellkern (CD4".CD25"-FoxP3*-T-Lymphozyten)
exprimieren. Sie werden normalerweise in lymphatischen Geweben gefunden. Tregs werden
vermutlich Gber MDC/CCL22 durch die Bindung an CCR4 in die Tumoren und in ein
assoziiertes Aszites oder Pleuraergiisse im Fall von Mamma- und Ovarialkarzinomen rekrutiert.
CCR4 wird von Tregs exprimiert und stellt einen signifikanten Préadiktor flr schlechte Prognose
fur Patienten dar (Burkholder et al., 2014; Curiel et al., 2004; Gobert et al., 2009). Tregs kdnnten
mogliche Angriffspunkte fur therapeutische antineoplastische Therapien sein. Ein Teil der Tregs
exprimiert das ko-inhibitorische CTLA4 (engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4,
zytotoxisches-T-Lymphozyten-assoziiertes Antigen 4). Es wird angenommen, dass die
Antikoérper gegen CTLA4 durch Neutralisierung der Tregs die immunsuppressive Wirkung von
intratumoralen  Treg-Infiltraten aufheben und dartiber verbesserte Reaktionen auf
Immuntherapien bewirken kdnnen (Burkholder et al., 2014). Zu solchen Antikérpern gehdren
Ipilimumab und Tremelimumab. Die Kklinische Relevanz beider Substanzen wird in
verschiedenen klinischen Studien belegt (Naidoo et al., 2014). In einer klinischen Phase-Il1-
Studie bei Patienten mit metastasierten Melanomen wurde die Effektivitat von Ipilimumab in
Kombination mit Melanomvakzinen (gp100) im Vergleich zu Ipilimumab mit Placebo und
gp100 allein untersucht. Hier konnte eine signifikante Verbesserung des Uberlebens in den
Gruppen nachgewiesen werden, die mit Ipilimumab allein oder Ipilimumab mit dem gp100-
Impfstoff behandelt wurden (Hodi et al., 2010). Im Falle des anderen Anti-CTLA4 Antikorpers
Tremelimumab konnte keine statistisch signifikante Verbesserung des Uberlebens im Vergleich
zur Standardchemotherapie bei Patienten mit fortgeschrittenem Melanom nachgewiesen werden.

In der mit Tremelimumab behandelten Patientengruppe war dafir eine langere Dauer des
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Ansprechens im Vergleich zur Standardchemotherapiegruppe zu beobachten (Camacho et al.,
2009; Ribas et al., 2013).

2.4. Tumorantigenitat

Die Grundlage fur die Anti-Tumor-Immunantwort ist die Erkennung von TAA durch das
Immunsystem. Hier spielt vor allem die durch CTL-vermittelte Immunantwort eine
entscheidende Rolle (Stevanovic, 2002; Stuhler et al., 1994). Das Immunsystem ist ein
komplexes System von Molekiilen und Zellen mit der Fahigkeit, zwischen ,selbst* und ,,fremd*
sowie ,harmlos“ und ,gefdhrlich“ zu unterscheiden. Seine Aufgabe ist es, verschiedene
Gefahren fur den Organismus abzuwehren. Das Immunsystem schutzt vor Mikroorganismen,
wie Bakterien, Viren und Parasiten, kann aber auch Tumorzellen bek&mpfen. Aus dem Blut oder
Tumoren von Krebspatienten isolierte CTL erkennen Tumorzellen anhand der Peptiden, die von
HLA présentiert werden, und sind in der Lage, autologe Tumorzellen zu zerstéren (Mukherji et
al., 1990).

2.4.1. Tumorassoziierte Antigene kutaner Lymphome

Es wird h&ufig angenommen, dass Tumorzellen aufgrund multipler genetischer Veradnderungen
Antigene exprimieren, die dem Immunsystem die Diskriminierung zwischen Tumor und
gesundem Gewebe erlauben. Solche Antigene stellen potentielle Ziele fir eine therapeutische
Vakzination dar. Bei Lymphomen wurde die Immunogenitdt der TCR und BCR in verschiedenen
Experimenten belegt. In einer Arbeit von Berger et al. wurden zunédchst die AS-Sequenzen der
Idiotypregionen der VI3 des TCR bestimmt (Berger et al., 1998). In weiteren Schritten wurden
eine Reihe (berlappender Peptide entsprechend dieser Sequenz synthetisiert und deren
Erkennung durch CD8"-T-Zelle gepriift. Bei zwei Patienten konnten innerhalb der CDR3
(Idiotypregionen) immunogene Epitope nachgewiesen werden, welche im MHC-Klasse-1-
restringierten Modus durch autologe CD8"-T-Zell-Linien erkannt wurden. Diese Studien zeigen,
dass TCR als Quelle von immunogenen Tumorepitopen dienen kann. Die Idiotypdeterminanten
der Immunglobuline der CBCL dienen ebenso wie die entsprechenden Determinanten bei TCR
von CTCL als klonale tumorspezifische Marker, welche Bedeutung fur Immuntherapie haben
koénnen. In einer Studie von Kwak et al. wurden neun CBCL-Patienten ausgewéhlt (Kwak et al.,
1992). Jeder erhielt eine Reihe von subkutanen Injektionen mit Immunglobulinen, die von den

autologen Tumorzellen abgeleitet wurden. In sieben der neun Patienten wurden Anti-ldiotyp-
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Antikorperreaktionen  nachgewiesen.  Diese  Ergebnisse  zeigen, dass  autologe
Immunglobulinidiotypen immunogene tumorspezifische Antigene bei CBCL-Patienten sein
konnen. Weitere Berichte belegen &hnlich wie die Studien von Kwak und Berger die
Immunogenitat der TCR (Kaplan et al., 2003) und der BCR (Fagerberg et al., 1999; Trojan et al.,
2000; Wen et al., 1997; Wen, Ling, Bailey-Wood, et al., 1998; Wen, Ling, and Lim, 1998).

2.5. Immuntherapeutische Verfahren zur Behandlung von Tumoren

Die Kenntnis der TAA und Epitope, des Antigensprasentationvorgangs, der Physiologie der APC
sowie der Erfordernisse der Interaktion zwischen den Helfer- und Effektor-T-Zellen stellen einen
Schlissel fur die Entwicklung effektiver Tumorvakzine dar (Aguilar et al, 2011). Eine
therapeutische Vakzination verwendet nichtdefinierte oder definierte TAA flur das Ausldsen
einer effizienten Immunreaktion gegen Tumorzellen, die im Endeffekt zu einer Destruktion der
malignen Zellen fuhren soll. Wéhrend die natiirliche Immunitat gegen infektiése Krankheiten
sowohl durch die humoralen als auch die zellularen Effektormechanismen bedingt wird, basieren
die Anti-Tumorimmunantworten Giberwiegend auf den CTL (Stevanovic, 2002).

Immuntherapie ist eine vielversprechende Therapie, welche durch gezielte Wirkungen gegen
Tumorzellen eine Heilung erzielen soll. Immuntherapie bezieht sich entweder auf die
Stimulation des Immunsystems gegen Tumorzellen durch die Verabreichung von Impfstoffen,
Zytokinen, Antikorper oder Immunzellen (so genannte aktive Immuntherapie) oder auf die
Verwendung von speziellen therapeutischen Antikoérpern, welche durch direktes Angreifen der
Tumorzelle den Anti-Tumoreffekt erzielen sollten (passive Immuntherapie) (Finn, 2012; Helmy
et al., 2013). IL-2 als aktives Immuntherapeutikum ist ein potenter T-Zell-Wachstum-Faktor,
welcher derzeit in verschiedenen therapeutischen Modalitdten verwendet wird. Aldesleukin ist
ein  menschliches rekombinantes IL-2, welches zur Behandlung von metastasiertem
Nierenzellkarzinom (NZK) eingesetzt wird (Schmidinger et al., 2004). Ein weiteres Beispiel flr
aktive Immuntherapie stellt Interferon alpha (IFN-a) dar. IFN-o findet seinen Einsatz in der
Behandlung von der Haarzell-Leukdmie (IFN-o2a und IFN-a2b), der Philadelphia-positiven
chronischen myeloischen Leuk&mie (IFN-a2a und IFN-a2b), bei multiplem Myelom (IFN-a2b),
malignem Melanom (IFN-o2a und IFN-a2b) und follikularem Lymphom (IFN-a2a und IFN-
a2b) sowie bei fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom (IFN-a2a) und CTCL (IFN-a2a) (Ahmed
et al., 2003; Baldo et al., 2010; Canil et al., 2010; Dreno, 2005; Khoo et al., 2011; Mocellin et

al., 2013; Simonsson et al.,, 2011). Zu der passiven Immuntherapeutika gehdren gegen
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Tumorzellen direkt eingerichtete monoklonale Antikérper (wie z. B. Rituximab - gegen CD20
oder Trastuzumab - gegen Her2neu), welche mit Erfolg in der Behandlung der malignen
Erkrankungen verwendet wurden (Helmy et al., 2013). Rituximab findet inzwischen seinen
breiten Einsatz in der Therapie der follikularen Lymphomen, der CD20-positiven grofRzelligen
B-Zell-Lymphomen sowie chronischer lymphatischer Leukdmie (Keating, 2010). Trastuzumab
kann bei der Behandlung der Her2neu-positiven metastasierten Mammakarzinomen sowie
metastasierten Magenkarzinomen verwendet werden (Del Mastro et al., 2012; Lordick, 2011).
Auller der Modulation der endogenen Immunantwort mit Zytokinen oder Verabreichung von
Antikérper gegen Tumorzellen, kénnen Immunzellen (CTL) mit Antitumorpotential selbst
Ubertragen werden. Eine Variante dieses Ansatzes ist in manchen Ansdtzen der
Knochenmarktransplantation impliziert (Helmy et al., 2013).

Alle diese Therapien zielen auf eine Induktion oder Verstarkung der korpereigenen Abwehrkraft
gegen Tumorzellen.

Die therapeutische Vakzination ist eine spezifische Immuntherapie. Das Prinzip der Vakzination
basiert darauf, nicht definierte oder definierte TAA zur Induktion tumorspezifischer CTL zu
verwenden und dariiber die Destruktion der malignen Zellen einzuleiten.

Man kann folgende Arten von Tumorvakzinen unterscheiden:

1 Zellvakzine (z.B. Hybridzell-Vakzine oder antigenbeladene dendritische Zellen)

2 Gentechnisch oder anders potenzierte Tumorzellen

3. Genetische Vakzine (DNA, RNA oder rekombinante Viren)

4 Peptidvakzine

5 Proteinvakzine

Mit dem Hybridzellansatz werden autologe Tumorzellen mit dendritischen Zellen verschmolzen,
um eine Zelle mit der Antigenitdt der Tumoren und immunstimulierenden Potenz der
dendritischen Zelle zu bekommen (Chen et al., 2014). Bei dem Einsatz von Tumorzellen als
Vakzine werden die autologen oder allogenen Tumorzellen zusammen mit einem geeigneten
Adjuvans zur Verstarkung der Immunantwort appliziert (Browning, 2013; Mohamed et al.,
2012). Die Tumorzellen werden durch eine Bestrahlung inaktiviert oder auch durch eine
Infektion mit Viren lysiert (Wright et al., 1998). Die ldee dabei ist, dass das gesamte
Antigenrepertoire des Tumors durch eine Injektion verabreicht wird. Durch eine Vakzinierung
mit der beschriebenen Methode wird eine effektive Immunantwort ausgeldst, die Wirksamkeit in
fortgeschrittenen Stadien einer Krebserkrankung ist bisher jedoch gering.

Klinische Studien wurden dabei haufig fur das Melanom durchgefiihrt. Die klinischen
Ergebnisse von Mitchel et al., Berd et al., Morton et al. und Wallack et al. (Berd et al., 1991;
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Berd et al., 1995; Berd et al., 2001; Mitchell, 2002a, 2002b; Morton et al., 1992; Wallack et al.,
1995) waren insgesamt nicht den Erwartungen entsprechend, so dass nach Verbesserungen der
Vakzinierungsstrategien gesucht wird. Die weitere Subgruppen-Analyse durchgefihrt von Chi
M. und Dudek, A. Z. bei Phase Il und 11l Studien flr verschiedene Vakzinierungstrategien bei
Melanomen ergaben, dass tumorspezifische Immunantworten mit verldngerten Gesamtiberleben
im Vergleich zu einer Gruppe mit fehlender Immunantwort verbunden war (Chi et al., 2011).
Schwere Toxizitdt im Zusammenhang mit VVakzinationen war selten zu sehen. Insgesamt sagte
eine melanomspezifische Immunantwort ein verlangertes Gesamtuberleben vorher. Hier wurden
allerdings keine Beweise dafiir gefunden, dass eine Vakzination bessere Kontrolle der Krankheit
oder des Gesamtuberlebens im Vergleich mit anderen Behandlungen darstellt (Chi et al., 2011).

Die Erhéhung der Immunogenitat der Tumorzellen kann durch gentechnische Veranderung der
Tumorzellen und das Einfuhren von Genen fiir Zytokine oder kostimulierende Molekule (z. B.
IL-2, TNF-o oder B7) erreicht werden (Sun et al., 1999). Die Vakzinationen mit Injektion von
HLA-B7 (Allovectin) kodierenden Plasmiden bei Melanompatienten erreichten Phase-I11-
Studien; trotz der initial vielversprechenden Ergebnissen, hat die Behandlung die Endpunkte
nicht erreicht und ihre Verwendung wurde abgebrochen (Hersey et al., 2014). Weitere Studien
wiesen nach, dass die Behandlung mit Peptidvakzinen (gp 100) und IL-2 im Vergleich zum IL-2
alleine eine Verlangerung der Uberlebensrate der Melanompatienten erzielt (Kageyama, 2010).
Die Experimenten von Liu et al. zeigen, dass eine kombinierte Therapie bestehend aus einer auf
dendritischen Zellen basierten Vakzine und TNF-a das Tumorwachstum in den Mé&usen besser

als alleinige Vakzine supprimiert (Y. Liu et al., 2004).

2.5.1. Immuntherapie kutaner Lymphome

Vor der im Jahr 1987 entwickelten extrakorporalen Photopherese (extracorporal photophoresis,
ECP) basierte die Therapie der CL auf einer nichtspezifischen Chemotherapie (B. Modi et al.,
2013; Rook et al., 1989). Die Behandlung der CL ist insbesondere in den fortgeschrittenen
Stadien problematisch, weil nach der meist initial zu erreichenden vollstdéndigen Remission mit
grolRer Haufigkeit Rezidive auftreten (Hoppe et al., 1990). Die Immundysregulation, welche bei
den CL nachweisbar ist (z. B. verminderte IFN-y-Produktion) (Vowels et al., 1992) fihrte zur
Entwicklung der weiteren therapeutischen Einsitzen von Biologika wie IFN-a, IL-2, IL-12 und
monoklonalen Antikdrpern wie Rituximab oder Alemtuzumab (Fernandez-Guarino et al., 2013;
Lundin et al., 2003; Olsen, 2003; Rook et al., 2003).
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IFN-o als aktives Immuntherapeutikum kann mehrere biologische Effekte wie z. B. die
Induktion und Forderung der Apoptose sowie die Hemmung des Zellwachstums hervorrufen
(Rizza et al., 2010). IFN-a2a findet seinen Einsatz in der Therapie der CTCL (Dreno, 2005).

IL-2 stellt ein weiteres aktives Immuntherapetikum dar. IL-2 ist ein wichtiger Wachstumsfaktor
fur die T-Lymphozyten. Die Stimulation von Thl mit einem Antigen induziert eine schnelle
Produktion von IL-2, welches durch Expression des hochaffinen IL-2 Rezeptors (IL-2R) gefolgt
wird. Dieses ermoglicht die selektive Expansion von antigenaktivierten T-Zellen (Gaffen et al.,
2004). Die peripheren mononukledren Blutzellen (engl. peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) gesunder Individuen exprimieren lediglich zu ca. 5% die hochaffinen IL-2R. Bei mehr
als der Halfte der CTCL-Patienten hingegen zeigen die malignen Lymphozyten eine
Uberexpression des IL-2R (F. M. Foss et al., 1994). Damit bietet der hochaffine 1L-2R ein
attraktives Ziel fir eine therapeutische Strategie gegen die Tumorzellen (B. Modi et al., 2013).
Um die zytotoxische Aktivitat der Anti-IL-2R-Reagenzien zu steigern, wurde ein rekombinantes
IL-2 mit einem Diphterie-Toxin fusioniert (Kadin et al., 2010). Dieses Fusionstoxin (Denileukin
Diftitox) wurde in klinischen Studien getestet. In den Phase-I11-Studien konnten signifikant und
dauerhaft eine Ansprechrate sowie ein progressionsfreies Uberleben bei Patienten sowohl im
Frih- als auch im Spéatstadium der CTCL mit einem akzeptablen Sicherheitsprofil verbessert
werden (Prince et al., 2010). Es gibt weiterhin Therapien, welche das Ansprechen auf Denileukin
Diftitox erhdhen sollen. Ein Beispiel ist hier Bexaroten (Gorgun et al., 2002). In einer klinischen
Phase-1-Studie konnte komplette Remission bei 33% sowie eine objektive Ansprechrate bei 67%
der Patienten erreicht werden (F. Foss et al., 2005). Diese Ansprechrate war hoher als bei einer
Monotherapie mit Bexaroten oder Denileukin Diftitox in vergleichbaren Gruppen der CTCL-

Patienten.

IL-12 ist ein von Monozyten/Makrophagen sowie von dendritischen Zellen sezerniertes Zytokin,
welches die IFN-y-Produktion durch T- und NK-Zellen stark induziert. Dieses scheint fur die
Differenzierung von Thl-Immunreaktionen erforderlich zu sein (Manetti et al., 1993; Robertson
et al., 1992). IL-12 spielt aulRerdem eine wichtige Rolle in der Aktivierung und Differenzierung
von CTL (Gately et al., 1992). Klinische Studien mit einem rekombinanten menschlichen IL-12
bei CTCL haben gezeigt, dass es ein potentes Therapeutikum ist, welches zytotoxische T-Zell-
Reaktionen hervorruft (Rook et al., 2001). Wiederholte Verabreichung von IL-12 induziert eine
reversible Unterdriickung von IL-12-abhé&ngigen Reaktionen, welche die therapeutische
Wirksamkeit der Behandlung begrenzt (Zaki et al., 2002). Diese Unterdrickung der

Immunantworten kann durch Zugabe von IL-2 unterbunden werden (Zaki et al., 2002).
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Rituximab ist ein monoklonaler Immunoglobulin-G1-Antikdrper welcher an CD20 bindet und
seinen Einsatz als passives Immuntherapeutikum in der Therapie von Malignitdten der B-
Lymphozyten (wie CBCL) findet. CD20 sind nur auf den Zelloberflachen von Pre-B und reifen
B-Lymphozyten zu finden. Die Bindung von Rituximab an das auf den B-Lymphozyten
lokalisierten CD20 resultiert in der Destruktion der Lymphozyten durch drei potentielle
Mechanismen: Komplementabhangige Zytotoxizitat, Apoptosestimulation oder Antikorper-
vermittelte Zytotoxizitdt (Selewski et al., 2010). Rituximab wurde in den letzten Jahren
zunehmend fir die Behandlung der B-Zell-Lymphome verwendet. Dieser Antikorper stellt
ebenfalls eine Alternative zur klassischen Behandlung (Strahlentherapie und Operation) von
zwei CBCL dar: dem primar kutanen follikuldaren Lymphom und dem primér kutanen
Marginalzonenlymphom. Rituximab wird ebenfalls in der Behandlung des primdr kutanen
grol3zelligen B-Zell-Lymphom (Bein-Typ) verwendet. Eine intral&sionale Veabreichung bei
CBCL ist ebenfalls mit positiven Effekten verbunden (Fernandez-Guarino et al., 2013).

2.5.2. Therapeutische Vakzination bei Lymphomen

Der Einsatz von kompletten Tumorzellen zur therapeutischen Vakzination bei CL wdre sehr
aufwendig. Insbesondere die Isolierung groRerer Mengen reiner Tumorzellen aus der betroffenen
Haut ist derzeit bei den nicht-leukdmischen Formen der CL kaum mdoglich (Muche et al., 2002).
Statt der kompletten Tumorzellen kénnen auch definierte Antigene verwendet werden. Hier
stellen Epitope aus den bereits erwadhnten klonspezifischen Immunrezeptoren ideale
tumorspezifische Antigene fur Lymphome dar.

Tumorantigene konnen auf unterschiedliche Weise formuliert und appliziert werden. Die
Antigene kdnnen mittels Zellen, Proteinen, Peptiden, DNA, RNA, transfizierter Viren oder
Bakterien Ubertragen werden. Bei Lymphompatienten wurden bereits Vakzine als Hybriden aus
dendritischen Zellen und Tumorzellen, Idiotyp-Peptide, Mimotope sowie DNA/RNA-
Praparationen klinisch getestet. Idiotyp-Peptide waren die ersten Antigene, flir die ein
erfolgreicher Einsatz in Vakzinationstherapiestudien fur Lymphome beim Menschen beschrieben
wurde (Kwak et al., 1992). DNA-Vakzine lassen sich zwar leicht herstellen, sie werden aber
kontinuierlich translatiert, was zu einer Blockade der Antikdrper bzw. Anergie der
tumorspezifischen T-Zellen fihren kann (Stevenson et al., 1995). Daher scheint ein Ansatz mit
peptidbasierten Vakzinationen eine vorteilhafte Therapie zu sein. Fir dieses Verfahren ist die
Identifikation von lymphomassoziierten T-Zellepitopen Voraussetzung. Es wurde bereits

gezeigt, dass Peptide, die aus den tumorspezifischen TCR von CTCL gewonnen wurden,
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Immunogenitat besitzen und von CD8"-Effektorzellen erkannt werden (Berger et al., 1998). In
den letzten Jahren gelang es, funf lymphomassoziierte T-Zellepitope aus den Idiotypregionen
und konstanten Regionen von TCR zu identifizieren, wobei 4 fir HLA-A2 und 1 fir HLA-B8
spezifisch sind (Linnemann et al., 2000; Winter et al., 2003).

Bisher wurden nur wenige klinische Studien zur Vakzinationstherapie bei Patienten mit nodalen
Lymphomen durchgefiihrt. Obwohl keine der publizierten Studien placebokontrolliert war,
prasentierten sie jedoch vielversprechende Ergebnisse. Eine Studie ergab, dass zwei von neun
Lymphompatienten, die mit Idiotyp-Protein-Vakzinen in Kombination mit Tetanustoxoid als
Helferantigen behandelt worden waren, eine Tumorregression entwickelten und keiner der
anderen Patienten weiteres Tumorwachstum zeigte (Barrios et al., 2002). Bei 41 Patienten wurde
gleich nach der zytostatischen Therapie ein idiotypisches Protein zusammen mit Tetanusprotein
und einem Adjuvans verabreicht. Zwanzig der Patienten entwickelten spezifische
Immunantworten gegen die Idiotypen und ihr Uberleben war signifikant verlangert (Hsu et al.,
1997). Die Vakzination mit Idiotyp-Protein und GM-CSF direkt nach einer
chemotherapieinduzierten Vollremission konnte bei acht von 11 behandelten Patienten mit
t(14,18)-positivem Lymphom eine anhaltende molekulare Remission auslosen (Bendandi et al.,
1999).

Eine Idiotypvakzine ist aufgrund der Individualitdt des Idiotyps immer patienten- und
tumorklonspezifisch. Eine Vakzine, welche universal fir alle Lymphompatienten verwendbar
waére, ist eine wissenschaftliche Herausforderung. Unter Berticksichtigung des Aspektes, dass die
konstanten Regionen der Immunrezeptoren keine Individuumspezifitdt, sondern eine
Immunrezeptorfamilienspezifitat, aufweisen, stellen die aus den konstanten Bereichen
stammenden Peptide, eine interessante Quelle fur die krankheitsspezifische Therapie dar.

Es gibt wenige Fallberichte Uber Vakzination von CTCL Patienten. Es wurden bisher zwei
Patienten in monotherapeutischen Ansatzen mit HLA-B8-restringierten Mimotopen vakziniert.

Beide entwickelten nach initial kompletter Remission ein Rezidiv (Tumenjargal et al., 2003).

2.6. Verfahren zur ldentifizierung von T-Zellepitopen

Als Nachweis, dass ein Peptid als ein T-Zell-Epitop spezifisch T-Zellen in eine MHC-Allel-
restringierte Weise stimulieren kann, muss das Peptid natlrlicherweise in optimaler Lange utber
einen Proteasom-abhangigen oder -unabh&ngigen Weg verarbeitet werden. Zweitens sollte das
Peptid Bindung an ein entsprechendes MHC-Molekul zeigen. Schlielich, und vielleicht am

wichtigsten ist, dass das Epitop in der Lage ist, eine T-Zell-spezifische Reaktion nach
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Présentation auf einem MHC-Molekul zu induzieren (J. Liu et al., 2011). Bei der Definition
eines Peptids als spezifisches MHC-restringiertes T-Zell-Epitop, muss man alle drei Merkmale
eines Peptids beurteilen. Somit kdnnen die Verfahren zur Identifizierung eines Epitopes in drei
Schritte eingeteilt werden (J. Liu et al., 2011):

1. Nachweis der Bindung der Peptide an die entsprechenden MHC-Molekdile
2. Nachweis der naturlichen Prozessierung der Epitope

3. Nachweis antigenspezifischer T-Zellantworten

2.6.1. Nachweis der Bindung der Peptide an MHC-Molekile

Peptidbindung-Inhibitionstest ist eine Beispielmethode fur quantitative Bestimmung der
Bindungsaffinitat von Peptiden an MHC-Molekiile (Altfeld et al., 2001; Chang et al., 1999;
Gianfrani et al., 2003; McMurtrey et al., 2008; Pinkse et al., 2005). Eine wesentliche Rolle bei
dieser Technik spielt die Herstellung von Fluorescein- oder radioaktiv-markierten Standard-
Peptiden, die an bestimmte MHC mit mittlerer Affinitat binden. Die gereinigten MHC-I-
Molekiile oder Zellen, welche die gewiinschten MHC-Molekiile exprimieren werden dann mit
seriellen Verdinnungen der Testpeptide zusammen mit einer konstanten Konzentration des
Standardpeptides inkubiert. Nachfolgend wird das Gemisch nach Abtrennung der freien Peptide
mit einem Radioisotop- oder Fluoreszenz-Detektor analysiert. Mit Hilfe enzyme-linked
immunosorbent spot assay (ELISpot) und intrazelluldrer Zytokinfarbung (eng. intracellular
cytokine staining, ICCS) werden die Immunreaktionen anhand der Zytokinproduktion durch T-
Zellen bestimmt. ELISpot lasst in einem Versuch die Messung eines Zytokins zu. Dagegen
ermoglicht die ICCS die parallele Messung mehrerer Zytokine und die gleichzeitige Bestimmung
des Phanotyps der Zellen (Slifka, 2005).

2.6.2. Nachweis der natiirlichen Prozessierung der Epitope

Die Analyse der Uber die MHC-KIlasse-1-Molekiile natiirlich présentierten Peptide ergab genaue
Informationen zu Regeln, nach welchen Peptide an die Bindungsgrube der MHC-Klasse-I-
Molekule binden und présentiert werden (Falk et al., 1991). Anhand solcher Analysen konnten
Rotzschke et al. eine Sequenz eines natlrlich présentierten Peptids vorhersagen. Das
vorhergesagte Peptid SIINFEKL wurde nach synthetischer Herstellung flr die Stimulation von
CTL und schlieBlich fir die Lyse der das Antigen-Ovalbumin exprimierten Zellen verwendet.

Die Lyse konnte hier nach Markierung der Zellen mit Radiochromium (Cr®) mittels y-Zahler
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anhand der freigesetzten Radioaktivitat nachgewiesen werden (Rotzschke et al., 1991). Solche
Analysen belegen allerdings nicht die natlrliche Sequenz des présentierten Peptids. Synthetisch
hergestellte Peptide, welche tber bioinformatische Vorhersagen oder auch durch Sequenzscans
identifiziert wurden, kénnen eine peptidspezifische Immunantwort auslésen, ohne dass sie in der
getesteten Form durch nattrliche Prozessierung generiert werden (Toma et al., 2009). Es ist
daher wichtig, bei der ldentifizierung der Epitope zu beweisen, dass ein Peptid auch Uber
natiirliche Prozessierung entsteht. Die naturliche Prozessierung ist, wie oben erwéhnt ist (siehe
Abschnitt 2.2.3.), sehr komplex und der Nachweis der Epitope als natirlich prozessierte Peptide,
erfordert einen hohen technischen Aufwand. Hierfiir werden verschiedene Methoden eingesetzt.

In der erwdhnten Arbeit haben Rotzschke et al. die Peptide aus den
MHC-Molekilen der  Ovalbumin-exprimierenden  Zellen isoliert und sie  Uber
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (eng. high-performance liquid chromatography,
HPLC) aufgetrennt und gezeigt, so dass diese Peptide mit exakt der gleichen Retentionszeit
eluiert werden wie das nach Vorhersage synthetisch hergestellte Peptid. Ein direkteres aber sehr
aufwandigeres Verfahren ist die Isolierung und Sequenzierung des spezifischen Peptids aus den
MHC-Molekiilen der Zellen, die dieses Peptid nattrlicherweise oder aufgrund gentechnischer
Verénderung exprimieren. Die Identifizierung der Peptide mit dieser Methode weist direkt die
natlrliche Prozessierung nach (McMurtrey et al., 2008; Skowera et al., 2008). Bei einem
anderem Verfahren werden langeren Peptide, welche die kurzen Zielpeptide enthalten, mit einem
gereinigtem Proteasomkomplex in vitro gespaltet (Pinkse et al., 2005). Die auf diese Weise
generierten Peptide werden mit Umkehrphasen- Hochleistungsflissigkeitschromatographie (eng.
reversed phase high-performance liquid chromatography, RP-HPLC) und Massenspektrometrie
analysiert. Dies erfasst aber nur die Prozessierung durch Proteasomen, nicht den gesamten

Prozess.

Eine quantitative Methode, um eine natirliche Prozessierung der Peptide zu beweisen ist der
direkte Nachweis der Peptid-MHC-Komplexe auf der Oberflaéche von APC. Dies kann erreicht
werden entweder durch multivalente TCR, welche aus den spezifischen T-Zellen gewonnen
werden oder durch die Verwendung von monoklonalen Antikérpern, welche die spezifischen
TCR nachahmen (Cohen et al., 2003; Porgador et al., 1997). Diese monoklonalen Antikdrper
sind spezifisch fir einen bestimmten Peptid-MHC-Komplex. Daher kdnnen sie verwendet
werden, um die nattrlich prozessierten Peptide auf der Oberflaiche von APC mittels
Durchflusszytometrie zu visualisieren und quantifizieren. Ein weiteres, hdufig eingesetztes

Verfahren untersucht, ob peptidspezifische CTL-Linien oder Klone in der Lage sind, die mit
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Virus infizierten oder mit cDNA-Plasmiden transfizierten Zellen, welche Epitop-enthaltende
Proteine exprimieren, zu lysieren (Mohagheghpour et al., 1998; Solache et al., 1999). Hierbei
kann die nattirliche Prozessierung nachgewiesen aber nicht die genaue Struktur des prozessierten

Epitope aufgeklart werden.

2.6.3. Nachweis antigenspezifischer Immunantworten

Fur die Erfassung der Erkennung spezifischer MHC-Peptid-Komplexe durch T-Zellen stehen
verschiedene Techniken zur Verfugung wie z. B. MHC-Tetramer- oder andere —Multimere- (z.B.
Dimer-, Pentamer- oder Dextramer-) Farbungen (Altman et al., 2003) und funktionelle Assays
wie ICCS (Pala et al., 2000) mit Durchflusszytometrie als Readout, ELISpot (Czerkinsky et al.,
1988), Zytotoxizitatsassays (Cerottini et al., 1974; Yamada et al, 1985) und T-Zell-
Proliferationassays (Dexter et al., 1977). Alternativ konnen Bioassays eingesetzt werden, um die
Zellen anhand ihrer spezifischen Reaktion gegen die identifizierten Epitope nachzuweisen und
zu quantifizieren. Hierzu gehdren Zytotoxizititsassays z. B. mittels Cr®* Freisetzung oder
Detektion und Quantifizierung von Zellen, die mit Carboxyfluoresceindiacetat
Succinimidylester-(carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester, CFSE) markiert wurden
(Canty et al., 1970). T-Zell-Proliferationassays basieren auf der Tatsache, dass die Stimulation
der T-Zellen mit entsprechenden peptidspezifischen Antigenen eine Proliferation der T-Zellen
(serielle Verdoppelung der T-Zellenanzahl) induziert (Dexter et al., 1977). Dies kann durch den
Einbau von radioaktivem Thymidin in die DNA bei der der Zellteilung vorausgehenden DNA-
Replikation oder durch die serielle Verdiinnung von CSFE bei der Teilung von Zellen erfasst

und quantifiziert werden.

2.7. Bioinformatische Strategien zur Identifizierung von Epitopen aus Immunrezeptoren
Bioinformatische VVorhersagen potentieller Epitope stellt eine wissenschaftliche Herausforderung
vor. Hierfur ist der SYFPEITHI-Algorithmus von Rammensee und Mitarbeiter
(http://www.syfpeithi.de) ein Beispiel. Die Beschreibung dieses Verfahrens erfolgte im
Abschnitt 2.2.2. Der SYFPEITHI-Algorithmus ist ein Beispiel der positionsspezifischen
Wertungsmatrizen (position specific scoring matrices, PSSM), welche auch in dieser Arbeit
verwendet wurden (Bredenbeck et al., 2005; J. Zhang et al., 2012).
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PSSM geben flr jede AS in der Abhédngigkeit von ihrer Position im Peptid einen definierten
Wert aus. Sie ergeben anschlieBend eine Bewertung einer Peptidsequenz als Summe der
Einzelwerte (Jones, 1999). Die in unserer Arbeitsgruppe von Florian Losch entwickelten PSSM
sind gegentber dem SYFPEITHI-Verfahren sehr viel verfeinerter und sollten eine feinere
Differenzierung der MHC-Allel-spezifischen Anforderungen an die Epitope ermdglichen. Fir
die Epitopvorhersagen kdnnen PSSM flr verschiedenen HLA eingesetzt werden. Mit Hilfe der
laboreigenen PSSM war die Berechnung der Scores flr die Wahrscheinlichkeit der Bindung von
Nonapeptiden an die HLA-A*01, A*02, A*03, B*07 und B*08 mdglich. Diese HLA waren als
die funf haufigsten Allele in kaukasischen Bevoélkerungen ausgewahlt worden. Die PSSM zur
Bewertung der Peptide wurden auf Basis aller bekannten Nonapeptidepitope fir diese HLA
entwickelt. Die Epitopsequenzen wurden der AntiJen Datenbank
(http://www.darrenflower.info/AntiJen)  entnommen, die eine der umfangreichsten
Epitopdatenbanken ist und nur experimentell validierte Daten enthdlt. Die Datenbank enth&lt
6411 Peptidsequenzen fiir Gber 70 verschiedene Allomorphe und Supertypen der HLA-Klasse-I,
von denen 2060 nichtredundante Epitope reprasentieren (McSparron et al., 2003). Fir die
Generierung der PSSM wurden nichtredundante Peptidsequenzen verwendet. Die
entsprechenden Epitope binden jeweils ein bestimmtes HLA-Allomorph und haben die fir HLA-
Klasse-I haufigste Lange von neun AS. Fir die ausgewéhlten HLA wurden folgenden Zahlen an
Nonapeptidsequenzen fur das Trainieren der PSSM eingesetzt: 298 fir HLA-A*01, 938 fiir
HLA-A*02, 191 fur HLA-A*03, 125 fir HLA-B*07, 22 fir HLA-B*08.

Das Entwickeln der PSSM erfolgte in den folgenden Schritten:

1. Zusammenstellung der bekannten Nonapeptidsequenzen, die von einem der ausgewéhlten
HLA gebunden werden
2. Alignieren der gewdahlten Sequenzen

3. Berechnung der Haufigkeiten jeder der 20 AS flr jede Sequenzposition.
Tabelle 3. — zeigt als Beispiel-PSSM die Matrix fur HLA-A*02; die Matrizen fur HLA-A*01, -
A*03, -B*07 und -B*08 sind im Anhang 4. aufgefihrt.
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Tabelle 3. PSSM fiir HLA-A*02. Die Werte geben die Frequenzen der AS in den jeweiligen Sequenzpositionen als
Prozentwerte an.
HLA-A*02 | P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
9,77 425 828 754 9,13 6,48 11,89 945 9,87
1,06 053 191 18 064 265 202 1,7 1,49
191 0,21 51 563 3,72 446 191 202 0,32
2,34 0,11 3,08 467 255 212 393 6,58 0,21
754 127 87 318 7,86 6,37 10,3 4,14 2,76
11,46 0,74 7,01 22,08 12,31 945 7,75 9,98 0,85
1,7 032 191 1,7 202 117 1,7 3,18 0
7,64 9,02 4,14 297 4,67 4,67 4,78 4,03 9,55
6,79 053 255 6,37 34 234 191 234 1,59
11,04 535 12,85 8,39 9,77 12,21 11,15 11,15 31,85
202 6,16 3,29 149 106 255 127 191 1,59
2,44 0 318 4,03 297 287 329 297 0,32
191 1,17 393 69 425 902 6,79 4,56 0,21
202 096 297 467 435 425 318 435 0,11
4,78 1,27 297 329 287 297 297 3,72 0,85
764 021 6,37 573 563 435 531 7,9 0,85
361 669 255 308 648 382 584 987 1091
52 7,01 7,64 361 902 14,01 8,81 4,99 33,44
1,7 032 467 106 255 1,06 255 149 0,32
743 573 669 1,7 478 3,18 255 361 1091

<SE<40WITOTVZEIrX—IOTMMTO>

Die PSSM geben die normierten Haufigkeiten jeder AS in der Abhangigkeit ihrer
Sequenzpositionen in den zum Erstellen der PSSM eingesetzten Satz an Peptidsequenzen an. Sie
sind HLA-spezifisch und fir jedes HLA ist ein ausreichend grofRer Satz an Peptiden erforderlich,
fur die gesichert ist, dass sie an das jeweilige HLA binden. Zur Bewertung der
Wabhrscheinlichkeit, dass ein Peptid an ein bestimmtes HLA bindet, wurde ein Wert (Score) als
Summe der normierten sequenzpositionsspezifischen Haufigkeiten der AS der Peptidsequenz
berechnet. Ab einem Wert von 0,5 wurde eine stabile Bindung an das jeweilige HLA

angenommen.

2.8. Charakterisierung der Epitope anhand der physikochemischen Eigenschaften

Statistisch gesehen scheinen die konstanten Bereiche der variablen Regionen der
Immunrezeptoren bessere Epitopenquelle im Vergleich zu den hypervariablen Regionen zu sein.
Dies korreliert damit, dass die konstanten Bereiche der variablen Regionen der Immunrezeptoren
mehr hydrophobe AS enthalten. Bislang bekannte Epitope weisen meist einen hohen Anteil an
hydrophoben AS auf (Lucchiari-Hartz et al., 2003). Im Gegensatz dazu enthalten die
hypervariablen Regionen weniger hydrophobe AS (Abb. 1.). Die Epitope fir HLA-A*02 und

B*07 wurden auf die Sequenzen ihrer Quellproteine projiziert (von R. Demine, Klinische
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Forschergruppe ,,Tumorimmunologie®, P. Walden) und mit ihren Scores fur HLA-spezifische
Bindung bezuglich Hydrophobizitat und Variabilitat im Hinblick auf die konstanten Bereiche der
variablen bzw. hypervariablen Regionen der BCR und TCR analysiert.
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Abb. 1. Vergleich der Bindungsscores der vorhergesagten T-Zellepitope fir HLA-A*02 und B*07 mit der Hydrophobizitat,
Variabilitdt und Segmentzuordnung der TCR-B (zur Verfigung erstellt von R. Demine, Klinische Forschergruppe
,» Tumorimmunologie®, P. Walden).

2.9. Erfassung der kompletten AS-Sequenzen der variablen Domainen der
Immunrezeptoren.

Fur die ldentifizierung der Epitope aus den Immunrezeptoren ist die Kenntnis der kompletten
AS-Sequenzen der TCR und BCR  Voraussetzung. Die Kabat Datenbank
(http://immuno.bme.nwu.edu) umfasst Nukleotidsequenzen und Proteinsequenzen der TCR,
BCR, die MHC-KIasse-I- und I1-Gene und Molekiile sowie anderer Proteine des Immunsystems.
Die Identifizierung der Epitope, welche als Idiotypvakzine verwendet werden kdnnen, erfordert
patientenspezifische Sequenzen. Fir die Identifizierung der fur eine bestimmte Rezeptorfamilie

spezifischen Epitope sind die in der Kabat Datenbank erhaltene Informationen optimal.
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2.10. Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von T-Zellepitopen aus den konstanten Bereichen der

variablen Regionen von TCR und BCR, die als Vakzine fir die Therapie der CL bzw.

Lymphome allgemein eingesetzt werden kdnnen.

Hierbei sollten die Fragen beantwortet werden, ob

- konstante Bereiche der variablen Regionen immunogene Epitope enthalten, welche durch
natiirliche Prozessierung entstehen und nach Présentation auf den Zelloberflachen T-Zell-
vermittelte Immunantworten induzieren kénnen, und

- solche Epitope fur mehrere Individuen eingesetzt und unabhé&ngig vom individuellen
Patienten auf VVorrat bereit gehalten werden kdnnen.

Um mdogliche Eingriffe in das Immunrezeptorrepertoire eines Patienten zu minimieren, sollten

solche Epitope allerdings nicht von allen T- oder B-Zellen présentiert werden. Daher war im

Weiteren zu prufen, ob

- TCR/BCR-V-Familien-spezifische Sequenzen Epitope kodieren, die T-Zellen induzieren
konnen.

Im Gegensatz zu den idiotypspezifischen Vakzinen, deren Wirkung ausschliellich

klonspezifisch und damit patientenspezifisch ist, stellt sich eine familienspezifische

Tumorvakzine als bessere Alternative dar, da damit ein allgemeinerer Einsatz der Vakzine

moglich ware. Es sind dabei nur geringe Nebenwirkungen auf das Immunrezeptorrepertoire zu

erwarten, da eine V-Familie 5% aller Lymphozyten der jeweiligen Klasse ausmacht. Epitope aus

den konstanten Bereichen der variablen Regionen wirden als Tumorvakzine dagegen das Risiko,

eine weitgehende Lymphozytendepletion und dadurch viele therapiebezogene Komplikationen

zu verursachen, beinhalten.

Das Ziel sollte durch Screenen von Nonapeptiden, die als HLA-Binder aus den Sequenzen der

TCR und BCR vorhergesagt wurden, erreicht werden. Dazu sollten als Vorhersagealgorithmen

PSSM (beschrieben im Abschnitt 2.7.) fir die funf hdufigen HLA HLA-A*01, A*02, A*03,

B*07 und B*08 eingesetzt werden. Die synthetischen Peptide sollten mit CTL gesunder Spender

und gesamten PBMC von Patienten mit CL im ELISpot auf ihre Antigenitat getestet werden.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Bioinformatische Verfahren

3.1.1. Bearbeitung der Proteinsequenzen der Immunrezeptoren

Fur die Vorhersagen der in dieser Arbeit genutzten Epitope wurden aus der Kabat-Datenbank
(http://immuno.bme.nwu.edu) die kompletten AS-Sequenzen der humanen alpha und beta Ketten
der TCR, der kappa und lambda leichten und der schweren Ketten der BCR heruntergeladen und
auf die variablen Domainen reduziert (Johnson et al., 2001). Die Sequenzen wurden flr die
Bearbeitung mit der MultiAlin-Software von Florence Corpet
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) und anhand der Kabat-Klassifizierung sowie Analysen
der Variabilitat der AS Uber alle Sequenzposition aligniert (genauer im Abschnitt 4.1.
beschrieben). Aus den Sequenzen der variablen Domainen wurden alle moglichen Nonapeptide
abgeleitet, die alle Sequenzen mit Uberlappungen von acht AS abdecken. Diese Arbeiten wurden
mit einem in der Arbeitsgruppe von Florian Losch entwickelten bioinformatischen Algorithmus
durchgefuhrt. Die Nonapeptidsequenzen wurden dann auf die nichtredundanten Sequenzen

reduziert.

3.1.2. Bewertung der Peptidsequenzen mittels PSSM
Die Beschreibungen erfolgten in der Einleitung, Abschnitt 2.7.

3.1.3. Bestimmung des Anteils an stark hydrophoben, hydrophoben, neutralen und hydrophilen
AS innerhalb der vorhergesagten und identifizierten Peptide

Die Bestimmung des Anteils an stark hydrophoben, hydrophoben, neutralen und hydrophilen AS
innerhalb der vorhergesagten und identifizierten Peptide wurde anhand der Hydrophobizitat-
Skala von Monera et al. (Tabelle 4.) durchgefuhrt (Monera et al., 1995).

Tabelle 4. Hydrophobizitét-Skala von Monera et al. (pH 7)

Stark hydrophobe AS | F I W L V M
Hydrophobe AS Y C A

Neutrale AS T H G S Q
Hydrophile AS R K N E P D
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3.1.4. Lokalisation der identifizierten Epitope innerhalb der Immunrezeptorsequenzen.

Die Zuordnung der in dieser Arbeit identifizierten Epitope zu den Gerist- bzw. variablen
Regionen innerhalb der Immunrezeptoren erfolgte anhand des Kabat numbering scheme
(http://www.bioc.uzh.ch/antibody/Numbering/NumFrame.html) wie in Tabelle 5.

zusammengefasst.

Tabelle 5. Lokalisation der konstanten Bereiche der variablen Regionen
Innerhalb der Immunrezeptorensequenzen

FR/CDR V, VK Vi va VB

FR1 1-23 1-23 1-23 1-24 1-24
CDR1 24-34 | 24-34 | 24-35B | 25-31 25-31
FR2 35-49 | 35-49 | 36-49 32-48 32-48
CDR2 50-56 | 50-56 | 50-65 49-61 49-64
FR3a(CDR4) | 57-75 | 57-75 | 66-82 62-77 65-79
FR3b 76-88 | 76-88 | 82a-94 | 78-92 80-94
CDR3 89-97 | 89-97 | 95-102 | 93-104 95-106
FR4 98-107 | 98-108 | 103-113 | 104-116a | 107-116a

FR1-4: Geristregionen der Immunrezeptoren.
CDR1-3: hypervariablen Regionen der Immunrezeptoren
Die Zahlen geben die Positionen der AS an.

3.1.5. Zuordnung der identifizierten Epitope den entsprechenden Immunrezeptorfamilien

Die Zuordnung der identifizierten Epitope zu den Sequenzen erfolgte mit
dem Standart Protein Basic Local Alignment Search Tool (BLAST):
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&PA
GE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0n&LINK_LOC=blasthome.

3.1.6. Vorhersage der Prozessierung von Epitopen

Fur die Abschatzung einer moglichen Prozessierung der mit dieser Arbeit identifizierten Epitope
wurde der NetChop-Algorithmus (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/) eingesetzt. Dieser
Algorithmus ist ein machine learning-Algorithmus und basiert auf kinstlichen neuronalen
Netzwerken fir die Erkennung der Schnittstellen der Proteinspaltung durch humane

Proteasomen.
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http://www.bioc.uzh.ch/antibody/Numbering/NumFrame.html)%20und
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&amp;BLAST_PROGRAMS=blastp&amp;PAGE_TYPE=BlastSearch&amp;SHOW_DEFAULTS=on&amp;LINK_LOC=blasthome

3.2. Zellbiologische Methoden

3.2.1. Materialien

© © N o O

14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.

21.

0,1% Bovines Serumalbumin (BSA, Fluka, Buchs, Schweiz), Lésung in Dulbeccos
Phosphat-gepufferter physiologischer Kochsalzlésung ohne Magnesium und Kalzium
(engl. phosphate-buffered saline, PBS w/o Ca**, Mg, Gibco-Invitrogen, Darmstadt)

10% Dimethyhlsulfoxid (DMSO, Roth, Karlsruhe), Lésung in destilliertem Wasser

96 Well Mikroplatten fir ELISpot (MultiScreen-IP 96®well plate, Millipore,
Schwalbach)

Alkaline Phosphatase Substrate (Bromochlorcindolylphosphat/Nitroblautetrazolium
Substrate, Bromochloroindolylphosphat/Nitroblautetrazolium (BCIP/NBT) Substrate,
Moss, Inc., MA, USA)

Anti-CD3 PerCP (BD Biosience, Heidelberg)

Anti-CD4 FITC (BD Biosience, Heidelberg)

Anti-CD8 APC (BD Biosience, Heidelberg)

Anti-CD8 FITC (BD Biosience, Heidelberg)

Anti-FITC MicroBeads® (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

. Anti-human IFN-y Antikorper (Pierce Endogen, Bonn)
11.
12.
13.

Benzonase Nuclease (Merck, Darmstadt)

PBS w/o Ca?*, Mg* (Gibco-Invitrogen, Darmstadt)

Dulbeccos modifiziertes Eagles Medium (engl. Dulbecco's modified Eagle Medium,
DMEM, Gibco-BRL)

Einfriermedium: 90% FCS und 10% DMSO (Roth, Karlsruhe)

Ficoll-Paque PLUS® (Amersham Biosciences, Braunschweig)

Fotales Kélberserum (engl. fetal calf serum, FCS, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen)

Heparin (Biochrom AG, Berlin)

Heparinisierte Monovetten® (Sarstedt, Nimbrecht)

Kaninchen-Komplement (MorphoSys AbD GmbH, Dusseldorf)

Magnetische Aufreinigungsdule (engl. high gradient magnetic separation columns
MACS®, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach).

Peptide (EMC-Microcollections GmbH, Tubingen als Auftragssynthese hergestellt)
Stammlosung 20mg/ml N-destilliertes DMSO (Roth, Karlsruhe)
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22. Phytohemaglutinin (PHA Sigma-Aldrich, Steinheim).

23. rhiL-2 (Chiron, Miinchen)

24. Separationspuffer flr magnetische Zellseparation (MACS®-Puffer): PBS 0,1% BSA
(PBS, Gibco-Invitrogen, Darmstadt/BSA Fluka, Buchs, Schweiz) mit 2mM
Athylendiamintetraessigsaure (ethylene diaminotetraacidic acid, EDTA, Merck,
Darmstdt)

25. Streptavidin-AP-Konjugat (Roche,Mannheim)

26. X-Vivo 15® (BioWhittaker, VVeviers, Belgien), serumfreies Zellkulturmedium

3.2.2. Peptide und Peptidpools

Die in der Arbeit getesteten 487 Peptide wurden von EMC-Microcollections GmbH als
Auftragssynthese hergestellt (Anhang 1.). Alle Peptide wurden unter Stickstoff in ultrareinem
DMSO geldst und auf eine Konzentration von 20 mg/ml eingestellt. Aus diesen 487 Peptiden
wurden randomisiert 49 Peptidpools (1-49, Anhang 2.), 48 bestehend aus jeweils zehn
Einzelpeptiden und einer aus sieben Peptiden zusammengestellt. Aus diesen 49 Pools wurden
zusétzlich zehn Gbergeordnete Pools (I-X, Anhang 2.) angefertigt, neun tibergeordnete Pools mit

funf und ein Gbergeordneter Pool mit vier Pools.

3.2.3. Blutspender

Patienten der dermatologischen Klinik der Charité Universitdtsmedizin Berlin mit einem
diagnostizierten primar CL wurde 60 ml Bluts in heparinisierte Monovetten abgenommen. Die
Blutentnahme erfolgte in Einverstdndnis von Patienten gemall Ethikkommissionsantrag und
Protokoll 'lIdentifizierung von Tumor-assoziierten T-Zellepitopen mittels bioinformatischen
Vorhersagen und zelluldren Untersuchungen' vom 08.05.2001 und der Zustimmung der
Ethikkommission mit Schreiben vom 23.05.2001, EK-Vorg.: Verschiedenes. Zum Vergleich
wurde heparinisiertes Blut von gesunden, freiwilligen Probanden abgenommen. Insgesamt
wurden elf gesunde Spender und 64 Lymphompatienten (Anhang 3.) auf ihre Immunantwort

gegen die 487 Peptide getestet.
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3.2.4. Gewinnung peripherer mononukleérer Zellen

Die Gewinnung der PBMC aus Blut gesunder Spender und Patienten erfolgte durch
Dichtegradientenzentrifugation tber Ficoll-Trennlésung. Da die Dichte des verwendeten Ficolls
mit 1,077 g/ml hoher ist als die von Lymphozyten und Monozyten, werden diese durch
Zentrifugation an der Grenzflache angereichert und bilden dort eine als weiler Ring sichtbare
Interphase. 15 ml Ficoll wurden in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen vorgelegt, vorsichtig mit 30
ml Spenderblut Gberschichtet und anschlieBend bei Raumtemperatur fir 20 Min bei einer
Geschwindigkeit von 350 x g ohne Bremse zentrifugiert. Die Interphase wurde mit einer sterilen
Transfer-Pipette entnommen und in ein neues 50 ml Rohrchen Uberfiihrt. Nach Aufflllen des
Rohrchens mit PBS wurde fir 10 Min bei 300 x g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet in PBS resuspendiert und erneut 10 Min bei 300 x g zentrifugiert. Nach
dem Waschen wurde die Lebendzellzahl bestimmt und die entsprechende Zelldichte fir die
Stimulation mit Antigen eingestellt. Die uberschussigen Zellen wurden eingefroren. Die
Ausbeute pro 60 ml Blut lag im Durchschnitt bei 6-8 x 10’ PBMC.

3.2.5. Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Lebendzellzahl der verwendeten Zellen wurde durch Farbausschluss mit Tryphanblau
bestimmt. Hierzu wurden die Zellen entsprechend der erwarteten Zelldichte mit
Tryphanblaulosung verdlnnt, die nicht gefarbten Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt und die Zelldichte in der Zellsuspension unter Berticksichtigung des ausgezahlten

Volumens und des Verdunnungsfaktors berechnet.

3.2.6. Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Zusammensetzung der Lymphozyten

Die Charakterisierung und Quantifizierung der Lymphozytenpopulationen wurde am
Durchflusszytometer FACS-Calibur™ (BD Biosciences) durchgefihrt und die Daten mit der
CellQuestPro® Software (BD Biosciences) ausgewertet. Um die prozentuale Zusammensetzung
der verschiedenen Lymphozyten in den PBMC von Patienten und gesunden Probanden und die
Reinheit der einzelnen Fraktionen nach der MACS®-Separation zu bestimmen, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen der Zellsuspensionen auf CD3'-, CD4"- und CD8"-Zellen
durchgefuhrt. Die Antikorperfarbungen erfolgten in FACS-R6hrchen. Hierzu wurde ein Teil der
Zellen entweder nach dem Auftauen, der Separation oder aus Zellkulturen entnommen und in
FACS-ROhrchen uberfuhrt, mit PBS gewaschen und anschlie}end mit 1:25 verdinnten anti-CD3

46



PerCP, anti-CD4 FITC und anti-CD8 APC Antikdrpern fur 20 Min im Dunkeln auf Eis gefarbt.
Die Uberschissigen Antikorper wurden abgewaschen, die Zellen in PBS resuspendiert und am
FACS-Calibur™ analysiert.

3.2.7. Zellkulturbedingungen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Zellen wurden im
Inkubator bei 37°C und 8% CO;, unter Wasserdampf-gesattigter Luft kultiviert. Das
Kulturmedium wurde nach Bedarf alle 2 — 4 Tage gewechselt.

3.2.8. Kryokonservierung von Zellen

Einfrieren:

Zum Einfrieren wurden die Zellen pelletiert, die Uberstande abgenommen und die Zellen in
Einfriermedium resuspendiert. Die Zelldichte wurde zum Einfrieren in der Regel auf 5-10x10°
Zellen/ml eingestellt. Kryordhrchen wurden mit 1:1 Zellsuspension zu Einfriermedium beschickt
und in einem Gefrierbehdlter langsam auf -80 °C abgekihlt. Der Gefrierbehélter war mit
Isopropanol gefullt und gewéhrleistete tGber den Temperaturkoeffizienten des Isopropanols eine
kontrollierte Abkuhlrate der Proben von 1 °C pro Min. Zur langerfristigen Aufbewahrung
wurden die Zellen nach Stabilisierung bei -80 °C iber Nacht bei -140 °C gelagert.

Auftauchen

Zum Auftauen wurden die jeweiligen Kryordhrchen auf Eis transportiert. Die eingefrorenen
Zellen wurden moglichst rasch vollstdndig aufgetaut, der Inhalt des Kryordhrchens zugig in ein
10 ml PBS oder Medium enthaltendes 15 ml Falcon-Réhrchen Gberfiihrt und vermischt. Danach
folgte eine 10-miniitige Zentrifugation bei 300 x g. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in PBS resuspendiert. Die Zellen wurden insgesamt zweimal gewaschen, um das DMSO
vollstandig zu entfernen. AnschlieBend wurden sie in dem Medium fir die nachfolgenden
Kulturen oder Préparationen suspendiert. Hierzu wurden die Lebenszellzahlen bestimmt und die

Zelldichten entsprechend den Erfordernissen eingestelit.
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3.2.9. Antigenprésentierende Zellen

Als APC wurden autologe, mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut eingesetzt. Diese
Zellen sind bei Stimulationsansatzen mit unfraktionierten PBMC in den PBMC enthalten. Bei
langfristigen Zellkultivierungen wurden sie regelmalig zur Restimulation zusammen mit dem
entsprechenden Antigen im Verhaltnis 1:1 zu den vorstimulierten CD8"-T-Zellen gegeben.

Hierzu wurden sie vor der Zugabe mit 33 Gray y-bestrahilt.

3.2.10. Anreicherung von CD8"-T-Zellen aus PBMC

Fur die CD8"-T-Zellseparation aus PBMC wurde die magnetische Zellsortierungstechnologie
mit dem MACS®-System verwendet. Hierzu wurden die PBMC nach der
Dichtegradientenzentrifugation in 10 ml MACS®-Puffer (PBS/0,1% BSA mit 2mM EDTA)
resupendiert und fiir 10 Min bei 300 x g zentrifugiert. Im ersten Schritt wurden die Zellen mit
anti-CD8 FITC 1:25 verdunnt 15 Min. auf Eis gefarbt. Danach wurden die PBMC in 10 ml
MACS®-Puffer resuspendiert und abzentrifugiert. Nach der Entfernung des Uberstands wurden
anti-FITC MACS®-MicroBeads in einer 1:10 Verdiinnung hinzugegeben. Die Zellen wurden 15
Min lang bei 4°C inkubiert. Wahrenddessen wurden MACS®-Seperationssaulen (MS), die in das
Magnetfeld eines Mini MACS®-Separators platziert worden waren, mit 500 pl MACS®-Puffer
aquilibriert. AnschlieBend wurden die Zellen in 500 pl MACS®-Puffer resuspendiert und auf die
Sdule gegeben. Die Sdule wurde dreimal mit 500 ul MACS®-Puffer gespult. Wéahrend die nicht-
markierten negativen Zellen die Séule passierten, wurden die magnetisch markierten CD8"-
Zellen in der Sdule im Bereich des Magnetfeldes zurtickgehalten. Dadurch wurden die
unmarkierten, CD8-negative Zellen von den CD8-positiven-Zellen getrennt. Nach Entfernen der
Sdule aus dem Magnetfeld, konnten die CD8-positiven-Zellen als positiv selektierte Zellfraktion
separat aufgefangen und flr eine Stimulation eingesetzt werden. Die beiden so erhaltenen
Fraktionen wurden mit je 10 ml PBS gewaschen und in X-Vivo 15-Medium resuspendiert.
AnschlieBend wurden die jeweiligen Zellzahlen bestimmt, die einzelnen Fraktionen durch
Durchflusszytometrie auf ihre Reinheit untersucht und die CD8-negative Fraktion bestrahlt.

Zellen, die nicht sofort verwendet wurden, wurden wie beschrieben kryokonserviert.

3.2.11. Stimulation isolierter CD8" -Zellen

Zur Untersuchung der spezifischen CD8"-Zellreaktivitat von Patienten und gesunden Probanden

auf bestimmte Peptide wurden Stimulationstestungen durchgefiihrt. Hierzu wurden die isolierten
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CD8-positiven Zellen mit den verwendeten Peptiden wie folgt stimuliert. Im Fall der Stimulation
mit Einzelpeptiden wurden diese in einer Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt, bei
Peptidpools (siehe oben) wurde eine Gesamtpeptidkonzentration von 100 pg/ml verwendet. Als
APC wurde die bestrahlte CD8-negative Fraktion der magnetischen Zellseperation verwendet.
Hierzu wurde die CD8-negative Fraktion (APC) in 10 Rohrchen aufgeteilt und jeweils mit den
libergeordneten Pools in einer Konzentration von 100 pg/ml 1 h bei RT in X-Vivo 15° beladen
und Uberschissige Peptide anschlieBend durch Zugabe von Medium und Zentrifugation mit dem
verworfenem Uberstand entfernt. Die APC wurden dann in X-Vivo 15 resuspendiert und im
Verhaltnis 1:1 mit den CD8"-Zellen gemischt. Die Zellen wurden nun mindestens eine Woche
unter Zugabe von 50-100 U rhIL-2/ml kultiviert bevor sie auf ihre Peptidspezifitat getestet
wurden. Flr diesen Test wurde ELISpot durchgefuhrt. Die T-Zellen, welche keine
Peptidspezifitdt aufwiesen, wurden nochmals wie beschrieben mit Peptid stimuliert. Die
Restimulation wurde nach Bedarf bis zu dreimal durchgefihrt, um peptidspezifische T-Zellen zu
expandieren. Nach der Bestimmung der Antigenspezifitdt wurden die gleichen oder erneut
isolierte CD8"-T-Zellen initial mit untergeorgneten Pools und danach mit den entsprechenden

Einzelpeptiden stimuliert, um die Zellen fiir Zytotoxizitatsassays zu gewinnen.

3.2.12. ELISpot

Die Antigenspezifitat der stimulierten CD8"-T-Zellen wurde anhand der peptidinduzierten IFN-
v-Produktion im ELISpot bestimmt. Die Frequenz der Antigen-reaktiven T-Zellen wurde als spot
forming units (sfu) pro 1x10° CD8"-T-Zellen angegeben. Fiir die Assays wurden entweder die
CD8-positiven Zellen aus der Stimulation verwendet oder komplette PBMC, um die bereits ohne
Stimulation vorhandenen Frequenzen an antigenspezifischen Zellen zu bestimmen. Wurden
komplette PBMC verwendet, wurde zunéchst eine Durchflusszytometrie durchgeftihrt, um den
Anteil an CD8-positiven Zellen und somit die Anzahl an potentiell reaktiven Zellen zu
bestimmen. Zur Durchfiihrung des ELISpots wurde zunachst eine MultiScreen-1P 96° well Platte
mit 50 pl/well Anti-humanem-IFN-y-Antikorper beschichtet, der 1:500 in sterilem kalzium- und
magnesiumfreien PBS verdinnt wurde. Die Platte wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am
néchsten Tag wurde die beschichtete Platte zweimal mit sterilem PBS gewaschen. Im Anschluss
wurden zum Blockieren von unspezifischen Bindungen 50 pl/well X-Vivo 15 zugegeben. In der
Zwischenzeit wurden in einer separaten 96-well Rundbodenplatte die APC mit Peptid gepulst.
Als APC wurden entweder autologe oder allogene, partiell HLA-kompatibile PBMC verwendet.
Diese Zellen wurden in einer Zellzahl zwischen 5 x10* und 1 x 10°/100 pl Medium vorgelegt

und mit 10 pg/ml Peptid fur mindestens eine halbe Stunde bei RT gepulst und anschlieRend auf
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die ELISpot-Platte tberflhrt. Wéhrenddessen wurden die CD8-positiven T-Zellen vorbereitet.
Diese wurden, wenn nicht bereits besonders hohe Frequenzen zu erwarten waren, in einer Dichte
von 2,5-3,5 x 10* Zellen/Well eingesetzt und in einem Volumen von 50 ul auf die ELISpot-
Platte gegeben. Wurde der ELISpot direkt mit kompletten PBMC durchgefiihrt, entfiel das
Pulsen, die Zellen wurden direkt auf die ELISpot-Platte gegeben und die in Medium verdinnten
Peptide hinzu pipettiert. AulRerdem wurden verschiedene Kontrollen, bestehend aus CDS8-
positiven Zellen mit ungepulsten APC, CD8-positiven Zellen ohne APC und APC alleine (nur
im Fall von Zellen aus Kulturen), sowie eine positive Kontrolle mit PHA-Stimulation angesetzt.
Als Negativkontrolle im Fall der kompletten PBMC wurde kein Peptid zugefiigt. Nachdem die
Zellen auf die Platten transferiert wurden, wurden diese fiir 16 bis 20 h bei 37°C und 8% CO, im
Brutschrank inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde die Platte dreimal mit PBS gewaschen und
anschlielend eine 1:200 verdinnte Losung des biotinylierten anti-human IFN-y Antikdrpers in
einem Volumen von 50 pl/Well zugegeben. Die Verdunnung erfolgte in PBS/4% BSA. Die
Platten wurden dann fiir mindestens 1,5 h in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde die Platte erneut dreimal mit PBS gewaschen, 50 pl/Well 1:2000 in PBS
verdiuinntes Streptavidin-AP-Konjugat zugegeben und fur 1 h in der feuchten Kammer inkubiert.
Danach wurde nochmals dreimal gewaschen, dann 50 pl/Well BCIP/NBT Substrat auf die Platte
gegeben und im Brutschrank inkubiert, bis sich blaue Spots entwickelten. Die Farbreaktion
wurde unter flieBendem Wasser gestoppt, die Platten getrocknet und die Spots mit einem
ELISpot-Reader BIOREADER® 3000 ausgelesen.

3.2.13. Zytotoxizitatsassays

Um Zytolyse einer Immunrezeptor-V-Familie der Lymphozyten durch peptidspezifische CD8"-
T-Zellen nachzuweisen, wurden Zytotoxizitatsassays durchgefiihrt, mit denen das
Vorhandensein oder Fehlen bzw. die Reduktion von T- oder B-Zellen, die einen Immunrezeptor
einer spezifischen V-Familie exprimierten, mittels Reverser Transkription-Polymerase-
Kettenreaktion (reversed transcription - polymerase chain reaction, RT-PCR) nachgewiesen
wurde. Fir die Assays wurden die CTL ausgewahlt, die in den Stimulationstestungen positive
Reaktionen gegen bestimmte Immunrezeptorfamilien-spezifische Peptide gezeigt hatten.
Gesamt-PBMC von einem Probanden wurden mit den Immunrezeptorfamilen-spezifischen
autologen CTL im Verhéltnis PBMC:CTL = 5:1 ber Nacht im Brutschrank bei 37°C und 8%
CO; inkubiert. Gleichzeitig wurden ,native“ PBMC vom selben Probanden, die nicht mit

Immunrezeptorfamilien-spezifischen CTL inkubiert worden waren, aufgetaucht. Die Kulturen
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der ,,nativen* als auch die der tber eine Nacht mit CTL inkubierten PBMC wurden dann mit
Benzonase inkubiert, um freigesetzte DNA zu verdauen. Die Zellen wurden dann in getrennten
Falcon-Rohrchen mit EDTA und MACS-Puffer gewaschen. Dann wurden die CD8"-Zellen mit
Hilfe eines Mini MACS Separators (siehe Abschnitt 3.2.10.) abgetrennt. Auf diese Weise
entstanden vier verschiedene Zellen-Populationen:

1. ,native“ CTL

2. ,hative“ PBMC

3. Immunrezeptorfamilien-spezifische CTL

4. PBMC ohne CTL nach Inkubation mit Immunrezeptorfamilien-spezifischen CTL
Aus den 4 Zellpopulationen wurde cDNA hergestellt und diese mittels RT-PCR auf die
jeweiligen Immunrezeptor-V-Familie getestet. Als Kontrolle wurde die Expression einer

Rezeptorfamilie getestet, gegen die keine peptidspezifische CD8"-T-Zellen eingesetzt wurden.

3.3. Molekulargenetische Methoden

3.3.1. Materialien
1. 10 mM dNTPs (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
100 Basenpaare-DNA-Marker (Invitrogen)
2,5 UM dNTP (Pharmacia)
5xFirst-Strand Puffer (Invitrogen)
5xGoTaq® Puffer (Promegea)
Agarose (pegGold Universal, Peglab, Erlangen, D)
DNase I-Lsg (im RNeasy Mini Kit enthalten)
DTT (0,1M, Invitrogen, Karlsruhe)
Ethanol (DEPC)
. GoTag® DNA Polymerase (Promegea)

© oo N o g &~ D
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. Guanidinisothiocyanat und R-Mercaptoethanol- (3-ME) haltiger Lysepuffer (eng. Buffer-
RLT, im RNeasy Mini Kit enthalten)

12. Medium DMEM (Gibco-BRL)

13. Primers (BioTeZ, Berlin, Deutschland)

14. RDD Puffer (im RNeasy Mini Kit enthalten)

15. RNase freies Wasser (im RNeasy Mini Kit)

16. RNAse-freie DNase (eng. RNase-Free DNase Sets, Qiagen, Hilden)

17. RNeasy Mini-Kit (Qiagen, Hilden)
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18. RPE-Puffer (im RNeasy Mini Kit enthalten)
19. RW1-Puffer (im RNeasy Mini Kit enthalten)
20. Sea Kem LE Agarose (Biozym Scientific)
21. SuperScript 1l RT (Invitrogen)

22. TBE-Puffer (Invitrogen)

3.3.2. RNA-Isolierung mit RNeasy® Mini Kit

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus den mononukledren Zellen wurde der RNeasy® Mini Kit
der Firma Qiagen verwendet. Das in dieser Arbeit verwendete Sdulensystem beruht auf dem
Grundprinzip, dass nach Zugabe von Ethanol zum Zelllysat RNA > 200 Basen selektiv an die
Silica-Gel-Membran in der Saule bindet, wahrend kontaminierende DNA und Proteine
ausgewaschen werden konnen. Die an die Membran gebundene RNA wird anschlieend mit
RNase-freiem Wasser eluiert. Im ersten Schritt wurden die Zellen fiir RNA-Isolierung (3-5x10°)
mit PBS gewaschen und bei 300 x g 5 Min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgesaugt und das Pellet zur RNA-Isolierung verwendet. Durch vorsichtiges Schitteln wurde
das Zellen-Pellet gelockert. Zu den Zellen wurde 350 ul Lysepuffer mit Guanidinisothiocyanat
und B-ME hinzugefiigt und durch Auf- und Abpipettieren vermischt und auf Eis fur 5 Min.
inkubiert. Der Lysepuffer inaktiviert RNasen um die Isolierung intakter RNA zu sichern. Des
Gleichzeitig erfolgt die Homogenisierung des Lysates, das dann direkt auf eine QlAshredder-
Sdule aufgetragen wird. Durch 2-minutige Zentrifugation bei 300 x g wird das Homogenat
(Durchlauf) gesammelt und mit 350 pl 70%-igem Ethanol gemischt. Die Proben wurden dann
auf eine RNeasy-Sdule (RNeasy Mini Column®) aufgetragen und mit 700 pl RW21-Waschpuffer
uberschichtet. Danach wurde 15 s bei 8000 g zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die
Saule wurde nochmals mit 500 pl RPE-Waschpuffer gewaschen. Um eventuellen
Verunreinigungen der RNA-Probe durch unspezifische genomische DNA zu entfernen, wurde
wéhrend der RNA-Aufreinigung ein DNA-Verdau mit Hilfe des RNase-freie DNase Set
durchgefuhrt. Hierbei wurde zuerst die in Pulverform vorliegende DNase | (1500 Kunitz units)
mit 550 pul RNase-freien Wassers aufgenommen, um die flr die weiteren Schritte notwendige
DNase-1-Stammlésung zu erhalten. Fir jede Probe wurde 10 ul der DNase-1-Stammlésung mit
70 uwl RDD Puffer verdinnt und eingesetzt. Nach Auftrag der Losung auf die Silica-Gel-
Membran wurde die Saule fur 15 Minuten bei RT inkubiert und dann mit je 500 pul RW1
Waschpuffer 3 Mal gewaschen und die Silica-Gel-Membran getrocknet. Um sicher zu gehen, das
keinerlei Reste des RPE-Puffers auf der Membran zurlickblieben, wurde das Sammelgefal

gewechselt und die S&ule mit offenem Deckel fiur eine weitere Minute bei maximaler Drehzahl
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zentrifugiert. Zum Eluieren der RNA wurde die Séule in ein neues 1,5 ml Sammelgefall gesteckt
und 50 pl RNase-freies Wasser direkt auf die Silica-Gel-Membran pipettiert. Durch
Zentrifugieren fur eine Minute bei 8000 x g wurde die an die Membran gebundene RNA in das
Sammelgefal} ausgewaschen. Jeweils 60 ul des Eluats wurden blasenfrei in eine Photometer-
Kuvette pipettiert und vermessen. Nach Bestimmung des Elutionsvolumens mittels Pipette
konnte die Gesamtmenge an erhaltener RNA errechnet werden. Die RNA wurde bis zur cDNA-
Synthese bei —80°C gelagert.

3.3.3. Reverse Transkription von RNA in cDNA

Alle Arbeiten mit RNA wurden auf Eis durchgefthrt. VVor der reversen Transkription der RNA in
cDNA wurde ein DNAse-Verdau durchgefihrt. Pro 1pg RNA wurde 1 1U RNAse-freie DNase
fir 30 Min bei 37°C verdaut. 500 ng RNA wurde zur cDNA-Synthese mit 1 ul Oligonukleotide
als Primer, 2 ul 10mM dNTPs und x ul DEPC H,O auf 13 pl Gesamtvolumen angesetzt. Die
Ansdtze wurden 5 Min bei 65°C inkubiert und anschlieBend direkt auf Eis abgekuhlt. Nach
Zugabe von 4 pl 5x First-Strand Puffer und 2 pul DTT wurde 2 Min bei 42°C inkubiert und dann
1 ul SuperScript Il RT zugegeben. Als Kontrolle wurde ein Parallelansatz ohne SuperScript
mitgefiihrt. Nach 1h bei 42°C wurden 30 ul DEPC-H,0 zugegeben und fur 15 Min bei 70°C
inkubiert. Die Qualitat der cDNA-Synthese wurde in einer B-Actin-PCR uberprift.

3.3.4. Polymerase-Ketten-Reaktion zur Expressionsanalyse

Die Reaktion wurde jeweils in einem Volumen von 25 pl mit 1l cDNA, 13,875 ul Wasser, 5 pl
5xGoTaq® Puffer, 2 pl 2,5 pM dNTP, je 1,5 ul sense und antisense Primer und 0,125 pl
GoTag® DNA Polymerase (Promegea) angesetzt. Fir die Amplifikation wurden die Proben
zunéchst fur 2 Min bei 92°C denaturiert. AnschlielRend folgten 35 Zyklen von jeweils 30 s bei
92°C, 55°C fur TCR-a Primer oder 60°C fur TCR-B Oligonukleotide sowie eine abschliefende
Extension fur 10 Min bei 72°C. Anschlieend wurden 15-20 ul der Proben auf ein Agarosegel
aufgetragen. Als Primer wurden die in Tabelle 6. gelisteten Oligonukleotide, die von der Firma

BioTez, Berlin im Auftrag synthetisiert worden waren, verwendet:
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Tabelle 6. Oligonukleotidprimer

Bezeichnung/Protein Sequenz

Sezquenz der Oligonukleotidprimer

sense / antisense

Va-Familie 28 STGGTTGTGCACGAGCGAGACACTG
S’CGTATCTGTTTCAAAGCTTTTCTCGACCAG
Va-Familie 23 S'TGCCTCGCTGGATAAATCATCAGG
S’CGTATCTGTTTCAAAGCTTTTCTCGACCAG
Va-Familie-14 5'CCCAGCAGGCAGATGATTCTCGTT
S’CGTATCTGTTTCAAAGCTTTTCTCGACCAG
Vg-Familie-15 S'’AGTGTCTCTCGACAGGCACAG
STGCTGACCCCACTGTCGACCTCCTTCCCATT
Vp-Familie-17 S'CAGATAGTAAATGACTTTCAG

STGCTGACCCCACTGTCGACCTCCTTCCCATT

Die Primersequenzen wurden der Literatur entnommen (Burastero et al., 1996).

3.3.5. Agarose-Gelelektrophorese

Fur ein 1,5%-iges Agarosegel wurden 1,5 g Agarose in 100 ml TBE-Puffer im Mikrowellenofen

aufgekocht, mit 3ul Ethidiumbromid versetzt und in eine Gelkammer gegossen. Die PCR-

Produkte wurden auf das Gel aufgetragen und bei 80 Volt ihrer GroRe nach aufgetrennt. Als

Grolenstandard wurde ein 100 Basenpaare-DNA-Marker verwendet. Durch in doppelstréangige
DNA interkalierendes Ethidiumbromid konnten die PCR-Produkte unter UV-Licht visualisiert

werden. Jede RT-PCR wurde 2x mit der gleichen cDNA-Praparation durchgefihrt.

54




4. Ergebnisse

4.1. Bioinformatische Epitopvorhersage von T-Zellepitopen aus den konstanten Bereichen
der variablen Regionen der TCR und BCR

Die aus der Kabat-Datenbank selektionierten Sequenzen wurden fir die Bearbeitung auf die
variablen Domainen reduziert. Die AS-Sequenzen wurden mit der MultiAlin-Software von
Florence Corpet (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) aligniert (Abb. 2.) und anhand der
Kabat-Klassifizierung und der Analysen der Variabilitat der AS und Position der einzelnen AS
innerhalb der Immunrezeptoren die hypervariablen, variablen und konstanten Bereiche

identifiziert.

1 10 20 30 40 50 1] 70 80 90 101
| |
Z14296IGHY16911 OVOLYOSGAEYKKPGSSYKYSCKASGGTFSS--YAISHYROAPGOGLEHHGRIIPILGTANYAOKFOGRYTITADESTSTAYHELSSLRSEDTAYYYCAR
Z14309IGHY16908 OVOLYASGAEYKKPGSSYKYSCKASGGTFSS--YTISHYROAPGOGLEHHGRIIPILGTANYAOKFOGRYTITADKSTSTAYHELSSLRSEDTAYYYCAR
H99637IGHY1801 QYOLYOSGAEVKKPGASYKYSCKASGYTF T5--YDINHYROATGOGLEHHGHHNPHSGHTGYAOKFOGRYTHTRHTSISTAYHELSSLRSEDTAYYYCAR
Z212306T6GHY1F01  ENOLYOSGAEVKKPGATYRISCKYSGY TFTO-=YYHHHYDOAPGKGLEHHGL YDPEDGETIYAEKFOGRYTITADTSTOTAYHELSSLRSEDTAYYYCAT
Z2299781GHY16907 KPGSSYKYSCKASGGTFSS5=--YAISHYROAPGOGLEHHGRIIPIFGTANYAOKFOGRYTITADESTSTAYHELSSLRSE
2299771GHYLF02 KPGATYKISCKYSGYTFTD--YYHHHYDOAPGKGLEHHGLYDPEDGETIYAEKFOGRYTITADTSTDTAYHELSSLRSE
HI96481GHY22601 OVTLKESGPYLYKPTETLTLTCTYSGFSLSHARNGYSHIROPPGKALEHLAHIFSHD-EKSYSTSLKSRLTISKDTSKSOYYLTHTHHDPYDTATYYCART
X62111IGHY2501 QITLKESGPTLYKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGYGYGHIROPPGKALEHLALIYHHD-DKRYSPSLKSRLTITKDTSKHQYYLTHTHHDPYDTATYYCAHR
L21964IGHY2505 OITLKESGPTLYKPTOTLTLTCTFSGFSLSTSGYGYGHIROPPGKALEHLALIYHDD=-DKRYGPSLKSRLTITKDTSKNOYYLTHTNHDPYDTATYYCAHR
L21963I6HY2504 OITLKESGPTLYKPTOTLTLTCTFSGFSLSTSGYGYGHIROPPGKALEHLALTIYHND=-DKRYSPSLKSRLTITKDTSKNOYYLTHTHHDPYDTGTYYCYR
K93619IGHY2503 LYKPTOTLTLTCTFSGFSLSTSGYGYGHIROPPGKALEHLALIYHDD-DKRYSPSLKSRLTITKDTSKHO
Consensus  ,..l..sg....KPg.btvk,sCk,56,6fs,, .Y, ..H!rlaPGkgLEHEg]l! ,p,dg, .. Ya.kfqgRvTIbalt5tE . Laynelsslrsedt., ,yyc. ..

Abb. 2. EIf alignierte Beispielsequenzen der analysierten Vi der BCR mit Konsensussequenz
Rote Farbe weist einen AS-Konsensus von 90% hin

Blaue Farbe weist einen AS-Konsensus von 10% hin

Schwarze Farbe wird den neutralen AS zugeschrieben

Das Alignieren mit MultiAlin-Software wurde fir alle V, und Vg der TCR, sowie V; und Vi
sowie Vy der BCR durchgefihrt.

Aus den Sequenzen der variablen Domainen wurden alle moéglichen Nonapeptidsequenzen
abgeleitet, welche die Sequenzen mit Uberlappungen von acht AS abdecken (Abb. 3.). Dazu
wurde ein in der Arbeitsgruppe von Florian Losch entwickelter bioinformatischer Algorithmus
eingesetzt. Aus den resultierenden Nonapeptidsequenzen wurden die nichtredundanten

ausgewahit.

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYAMHWVRQAPGQRLEWM. . .

QVQLVQSGA Nonapeptid 1
VQLVQSGAE Nonapeptid 2
QLVQSGAEV Nonapeptid 3

Abb. 3. Generierung tberlappender Nonapeptide aus der AS-Sequenz der V' der humanen BCR.
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Die laboreigenen von Florian Losch fir HLA-A*01, -A*02, -A*03, -B*07 und -B*08
entwickelten PSSM (siehe Abschnitt 2.7.) wurden auf die nichtredundanten Nonapeptide aus den
FR und flankierenden Sequenzen der variablen Domainen der humanen BCR und TCR
angewendet und fur jedes Peptid ein Score fur die Bindung an jedes der funf HLA berechnet. Die
Scores wurden dann in Bezug auf maximale und minimale Scores normiert, um Ergebnisse mit
den verschiedenen PSSM und HLA vergleichen zu koénnen. Die Testpeptide wurden dann
entsprechend der Scores vergleichend bewertet, d.h. gerankt. Die Verteilung der
Vorhersagewerte ist in der Tabelle 7. fir die einzelnen HLA dargestellt. Die hdchsten Scores
uber 0,7, d.h. 70% des maximal erreichbaren Wertes, welcher sich auf den maximalen durch die
PSSM auf der Basis der bekannten Epitope berechneten Wert bezieht, erreichten 106 Peptide
(22% der 487 analysierten Peptiden) fur HLA-A*02, 43 (9%) Peptide fir HLA-A*01, je flnf
(1%) Peptide flir HLA-A*03 und HLA-B*08 sowie nur ein Peptid (0,2%) fur HLA-B*07. Die
groliten prozentualen Anteile der vorhergesagten Peptiden machten die Peptide aus, fir welche
niedrige Scores zwischen 0,3 und 0,4 fur die untersuchten Allomorphe HLA-A*01, A*02, A*03,
B*07 und B*08 berechnet wurden. Dies sind 395 (81%) Peptide fir HLA-A*01, 347 (71%)
Peptide fur HLA-A*02, 365 (75%) fur HLA-A*03, 277 (57%) fur HLA-B*08 und 145 (30%) flr
HLA-B*07. Die mittleren Scores mit Werten zwischen 0,4 und 0,5 wurden fir 258 (53%)
Peptide fiir HLA-A*02, 254 (52%) fur HLA-A*01, 232 (48%) fiur HLA-A3, 205 (42%) fiir
HLA-B*08 und 120 (25%) fur HLA-B*07 berechnet. Am stérksten ausgeglichene prozentuale
Anteile (zwischen 23% und 38% der vorhergesagten Peptide) fur entsprechende HLA-
Allomorphe machten Peptide aus, deren Scores zwischen den Werten 0,5 und 0,6 lagen. Die
Anzahl der Peptide mit hoheren Scores (zwischen 0,6 und 0,7) nahm fir die HLA-Allomorphe in
der Reihenfolge HLA-A*02, A*01, A*03, B*08 und B*07 ab, so dass nur bei 20 (4%) Peptiden
die Scores fir HLA-B*07 zwischen 0,6 und 0,7 lagen. Im Vergleich dazu lagen bei 114 (23%)
der Peptide fur HLA-B*07 die Scores zwischen 0,5 und 0,6.

Tabelle 7. Anzahl der Peptide mit den angegebenen Vorhersagewerten (Scores) fir die Bindung an die untersuchten
HLA.

Score HLA-A*01 HLA-A*02 HLA-A*03 HLA-B*07 HLA-B*08
>0,3 395 347 365 145 277
>04 254 258 232 120 205
>0,5 186 168 123 114 115
>0,6 115 124 90 20 45
>0,7 43 106 5 1 5
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Fir jede der Immunrezeptorkette Vy, V,, V. der BCR sowie V, und Vg der TCR wurden fur
jedes der fiinf bearbeiteten HLA die 20 vorhergesagten Peptide (500 Peptide) mit den hdchsten
Scores fir die experimentelle Testung als potentielle Epitope ausgewéhlt (Anhang 1. und 5.).
Von den 500 ausgewdhlten Peptiden wurden 13 Peptide (ALLAIFWLL, ALLLGDSAL,
ALYLCASSL, ATISYRASK, ATYFCAASK, DPISGHTAL, FPKEGPSIL, GPGTRLLVL,
IIDESGMPK, LLLGDSALY, RPKGSLSTL, SLLGGKAAL, SPRRLIYQL) jeweils fur zwei
verschiedene HLA vorhersagt (Anhang 5. und Tabelle 8.): ALLAIFWLL, ALLLGDSAL,
ALYLCASSL fur HLA-A*02 und HLA-B*08, ATISYRASK, ATYFCAASK, IIDESGMPK fur
HLA-A*01 und HLA-A*03, DPISGHTAL, FPKEGPSIL, GPGTRLLVL, RPKGSLSTL,
SPRRLIYQL fur HLA-B*07 und HLA-B*08, LLLGDSALY fiur HLA-A1 und HLA-A2, und
SLLGGKAAL fur HLA-A*02 und HLA-B*08. SchlieRlich wurden 487 verschiedene Peptide fiir
die Testungen bestellt (Anhang 1., Tabelle 8.).

Tabelle 8. Verteilung der fiir die experimentelle Testung ausgewahlten Peptide

HLA-A1 HLA-A2 HLA-A3 HLA-B7 HLA-B8 getestet
va 20 20 20 20 20 98
Ve 20 20 20 20 20 92
vV, 20 20 20 20 20 99
VK 20 20 20 20 20 98
Vi 20 20 20 20 20 100
Getestet 100 99 97 100 91 487

4.2. Immunogenitéat der vorhergesagten Peptide

4.2.1. Verwendung eines Testverfahrens fiir groRe Zahlen vorhergesagter Epitope

Die in dieser Arbeit vorhergesagten Peptide wurden experimentell in T-Zellassays auf ihre
Validitat und immunologische Relevanz Gberprift. Hierzu wurden die Reaktivitaten der T-Zellen
im ELISpot anhand des von ihnen nach Stimulation mit den Peptiden produzierten IFN-y
bestimmt. Als APC wurden CD8-negative Fraktionen autologer PBMC verwendet. Die
Untersuchungen wurden zundchst mit PBMC gesunder Spender durchgeftihrt. Hierzu mussten
die T-Zellen zun&chst in vitro geprimt werden. Da die Prifung der Antigenitat aller 487 Peptide
nicht einzeln moglich war, wurden die Peptide in Pools getestet, die dann zur ldentifizierung
definierter Epitope deconvolutiert wurden. Bei der groBen Zahl an Peptiden ist zu beftirchten,
dass es aufgrund der Konkurrenz der Peptide um begrenzte Bindungsstellen an den HLA zu
ungleichméligen Prasentation der Peptide kommen kann. Daher wurden Aliquots der APC mit
kleineren Pools an Peptiden inkubiert und hernach kombiniert. Die 487 Peptide wurden dazu

randomisiert in die Pools eingeteilt (beschrieben im Abschnitt 3.2.2.). Fir die Beladung der
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PBMC (APC) mit Peptiden wurden die PBMC auf zehn ROhrchen aufgeteilt. Zu jeden der
Rohrchen wurde ein tbergeordneter Pool gegeben und inkubiert. AnschlieRend wurden alle APC
vereinigt, bestrahlt und zu den T-Zellen gegeben. Damit fand die Beladung der APC mit
getrennten Peptidpools statt; die T-Zellen wurden aber mit allen Peptiden in einem Ansatz
stimuliert, sodass auch niederfrequente T-Zellen eine Chance hatten, ihr kognates Peptid im
Inkubationsansatz zu finden.

Nach Stimulation der T-Zellen mit den Peptiden und mindestens einwdchigem Kultivieren mit
IL-2 wurde in einem ersten ELISpot die spezifische IFN-y-Sekretion gegenuber den
Ubergeordneten Pools getestet. Bei einem positiven Ergebnis folgte ein Test mit den einzelnen
Pools und schliellich wurden die spezifischen Einzelpeptide auf ihre Antigenitat gepruft. Abb. 4.
-6. zeigen ELISpot-Ergebnisse mit spezifischen T-Zellen eines Probandes nach Stimulation mit
den Ubergeordneten Pools (Abb. 4.), den einzelnen Pools des aktiven Ubergeordneten Pools
(Abb. 5.) und schliellich den einzelnen Peptiden des aktiven Pools (Abb. 6.).
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— Al-AlD CTL geprimt mit den iibergeordenten Peptidpools I-X

- Al0 aktives Peptidpool X (15 Spots)

— All, All, Bl negative Kontrollen: entsprechend PEMC ohne CTL (All),
PBMC mit CTL (Al2), CTL ohne PBMC (B1)

— B2 positive Kontrolle (CTL mit PBMC und PHA)

Abb. 4. ELISpot mit Ubergeordneten Peptidpools. Nach Stimulation mit den kombinierten Ubergeordneten
Peptidpools 1-X wurden die geprimten T-Zellen mit den einzelnen tibergeordneten Pools im ELISpot getestet (blaue
Umrahmung). Die Aktivierung der T-Zellen wurde als IFN-y-Sekretion (Anzahl der Spots, jeweils unter dem Bild
des Testwells angegeben) ausgelesen. Hier ist als positive Reaktion das Ergebnis fir Pool X in A10 zu sehen (rote
Markierung):15 Spots. All, A12 und B1 sind die negativen Kontrollen (griine Umrahmung). B2 ist die positive
Kontrolle mit PHA (schwarze Umrahmung)
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— Al-Ad CTL geprimt mit den einzelnen Peptidpools (Peptidpools 46-49)

— Al akrives Peptidpool 46 (25 Spots)

— A5-AT negative Kontrollen: entsprechend PBMC chne CTL (AS)
PBMC mit CTL (A6), CTL ohne PBMC (AT)

— Af positive Kontrolle (CTL mit PEMC und PHA)

Abb. 5. ELISpot mit einzelnen Peptidpools. T-Zellen, die auf den Ubergeordneten Pool X reagiert hatten, wurden
mit den entsprechenden einzelnen Pools (46-49) stimuliert und expandiert (blaue Umrahmung). Die Reaktionen
wurden dann im ELISpot geprift. Die hier gezeigte positive Reaktion gegen Pool 46 ist in Al zu sehen (rote
Markierung): 25 Spots. A5-A7 sind die negativen Kontrollen (grine Umrahmung). A8 ist die positive Kontrolle mit
PHA (schwarze Umrahmung).
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— Al-Al0 CTL geprimt mit einzelnen Peptiden, entsprechend 132 (AL}, 475 (A2), 257 (A3), 315 (Ad), 263 (AS5),
303 (AG), 218 (AT), 238 (A8), 442 (AD), 201 (ALD)

— A2 aktives Peptidpool 475 (89 Spots): Nach dem Anhangl.entspricht Peptid 475 der Sequenz ARRRPIKQL

— All, Al2 und Bl negative Kontrollen:entsprechend PBMC ohne CTL (All), PEMC mit CTL (A12), CTL
ohne PBMC (B1)

— B2 positive Kontrolle (CTL mit PEMC und PHA)

Abb. 6. ELISpot mit einzelnen Peptiden aus Pool 46 in Positionen Al bis A10 mit den Peptiden 132, 475, 257, 325,
263, 303, 218, 238, 442 und 201 (blaue Umrahmung). Eine starke Reaktion ist gegen Peptid 475 in Position A2 zu
sehen (rote Markierung). A11 — A12 und B1 sind die negativen Kontrollen (griine Umrahmung). B2 ist die positive
Kontrolle mit PHA (schwarze Umrahmung).

Fur weitere Tests wurden die spezifischen T-Zellen mit den einzelnen Peptiden stimuliert und
expandiert. AnschlieBend wurden positive Reaktionen gegen einzelne Peptide im ELISpot
getestet. Aus der Serie an Tests, deren Ergebnisse in den Abb. 4.-6. gezeigt sind, resultierte
Peptid 475 mit der Sequenz ARRRPIKQL (Anhang 1.) als identifiziertes T-Zellepitop. Die
Farbreaktion (Spots) wurde ausgelesen und die Ergebnisse als sfu pro 1x10° CD8*-T-Zellen
angegeben (Tabelle 9.). Als Background wurde der hochste Wert von allen eingesetzten
negativen Kontrollen genommen. Die positiven Reaktionen wurden nach ihrer Starke wie folgt
bewertet: Als positiv wurden Ergebnisse (sfu), die mindestens doppelt so hoch wie der
Backgroundwert waren, gewertet. Werte, die mindestens 5-mal so hoch wie Background waren,
wurden als stark positiv beurteilt. Entsprechend wurden die Spender fur die Testzellen als
Ansprecher und starke Ansprecher gewertet. Das aktive Peptid 475 (ARRRPIKQL) war aus der
variablen Domaine der schweren Kette der BCR mit einem Score von 0,64 fir die Bindung an
HLA-B*08 vorhergesagt worden (Anhang 5.).
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Tabelle 9. Auswertung der ELISpot aus Abb. 4-6. Die Ergebnisse wurden als sfu pro 1x10° CD8*-T-Zellen
angegeben. Der Wert 2543 gibt die Frequenz der peptidspezifischen T-Zellen in der Testpopulation an. Als
Background wurde der héchste Wert von allen negativen Kontrollen angenommen. Positive Ansprecher sind

mindestens doppelt so hoch wie Background. Bei starken Ansprechern sind es mindestens 5-mal so viele Spots wie
Background.

Sequenz
° positive positive Background Background
starker 8 Peptide Peptide Spots sfu/
) stimulator | © Spots sfu/ 1x10° CTL
Stimulator a 1x10° CTL
ARRRPIKQL X 89 2543 4 114

4.2.2. Bestimmung der peptidspezifischen CTL-Frequenzen bei gesunden Spendern

Wegen des besseren Zugangs zu Blutmaterial gesunder Spender wurden zuerst die 487 als
Epitope vorhergesagten Peptide bei gesunden Probanden getestet. Zudem konnte nach weiterer
Stimulation und Isolierung spezifisch reaktiver Klone grofiere Menge Zellmaterials gewonnen
werden. In diesen Testserien induzierten 19 verschiedene Peptide CD8"-T-Zellen zur Produktion
der IFN-y bei 8 (72%) von 11 untersuchten gesunden Spendern. Tabelle 10. stellt die gesunden
Spender mit ihren HLA-Allotypen sowie Epitope dar. Die Frequenzen reaktiver T-Zellen fur die
positiven Peptide lagen zwischen den Werten 286 und 6467 sfu je 1x10° CD8"-T-Zellen.

Das durchschnittliche Alter der getesteten gesunden Spendergruppe lag bei 34 und der reaktiven
gesunden Probanden bei 32, davon waren drei Probanden (37,5 %) im Alter 20-29, vier
Probanden (50%) im Alter 30-39 und ein Proband (12,5 %) im Alter 51.
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Tabelle 10. PBMC von 11 gesunden Probanden wurden auf Reaktionen gegen die 487 vorhergesagten Peptide
getestet. Bei acht gesunden Spendern konnten spezifische CD8"-T-Zellen induziert werden. Die Daten sind als sfu je

1x10° CD8*-T-Zellen angegeben.

%) ]

Sequenz HLA *é_ ‘fé ”%

£ o 2 2 T
. 0 g 3§ 3 336
& =T & g %L &85 8%4
LLATFWLLL . 61 51 M | 2,32 62,70 3 4 3 90 2571 3 86
. FPWYQQFPG | G1 51 M | 2,32 62,70 3 4 3 10 286 3 86
. HLGFGGGTK | G1 51 M | 2,32 62,70 3 4 3 11 314 3 86
GLLILWLQL . G2 36 M | 1,2 57,60 3,6 géﬁé 1,8 28 1400 3 150
LLATFWLLL . G2 36 M | 1,2 57,60 3,6 géﬁé 1,8 96 4800 6 300
KLVQAGGGV . G2 36 M | 1,2 57,60 3,6 géﬁé 1,8 67 3350 6 300
ATIFRASVK . 63 34 M | 11 51 - 7,53 3 30 1500 3 150
. KLVQAGGGY | G3 34 M | 11 51 - 7,53 3 13 650 3 150
. AYLOWSGLK | 63 34 ™ | 11 51 - 7,53 3 10 500 3 150
ARRRPIKQL . G4 32 M |25,31 27,44 2,5 1,11 1,7 89 2543 4 114
AYLQWSGLK . G5 30 M | 2,24 3562 3,4 23 1.3 88 5867 13 867
GPNTMATAL . G5 30 M | 2,24 3562 3.4 23 1,3 97 6467 13 867
RLVFGGGTK . G5 30 M | 2,24 3562 3,4 23 1,3 89 5933 13 867
IRRPPGKAL . G5 30 M | 2,24 3562 3,4 23 1,3 71 5400 13 867
FPYMNNLRV | G5 30 M | 2,24 35,62 3,4 1:3° 1,3 65 4333 13 867
. ATAADTAVY | G5 30 M | 2,24 35,62 3,4 3 1,3 56 3733 13 867
. QPPRLLIVL [ G5 30 M | 2,24 35,62 3,4 23 1,3 29 1933 13 867
AIPNQTALY . G6 28 W |3,11 7,35 4,7 % 1,3 40 2667 4 267
AVYFCAETY . G6 28 W |3,11 7,35 4,7 % 1.3 25 1667 4 267
NPRALRGAL . 66 28 w |3,11 7,35 4,7 %3 1,3 22 1467 4 267
. NPRALVGAL | G6 28 W | 3,11 7,35 4,7 2% 1,3 17 1133 4 267
LLATFWLLL . 67 28 M | 23 7,27 2,7 %% 1.3 89 4450 5 250
. TPLRSRVTM | G7 28 M | 2,3 7,27 2,7 % 1.3 71 3550 18 900
LLATFWLLL . G8 24 W | 2,30 13,44 5,6 7,53 2 20 2000 4 400
. . G9 55 M | 29 44,45 6,7 6,52 1 . . . .
. . G610 25 M | 2,30 13,60 3,6 7,15 1,2 - . . .
. . 611 34 M | 1,2 27,35 2 72 57 . . . .
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Insgesamt wurden in den Tests mit Zellen von gesunden Spendern 19 Peptide als Epitope
identifiziert. Davon losten 12 Peptide starke T-Zell-Antworten aus. Die Peptide AYLQWSGLK
und KLVQAGGGYV induzierten relevante Freisetzung von IFN-y bei jeweils zwei gesunden
Spendern. Das Peptid KLVQAGGGYV loste starke Reaktionen beim Spender G2 und moderate
Reaktionen beim Spender G3 aus. Das Peptid AYLQWSGLK induzierte ebenfalls moderate
Reaktionen bei Spendern G3 und starke Reaktionen beim Spender G5. Zwischen den Spendern
G2 und G3, sowie zwischen den Spendern G3 und G5 divergierten die HLA-Allomorphe
weitgehend. Das Peptid LLAIFWLLL aktiviert T-Zellen bei den vier Spendern G1, G2, G7 und
G8. Das gemeinsame HLA fir alle vier Spender war HLA-A*02. Lediglich bei dem reaktiven
Spender G5, der auch HLA-A*02-positiv war, hat das Peptid LLAIFWLLL keine relevanten
Immunantworten ausgelost. Alle anderen HLA-A2 reaktiven Spender hatten T-Zellen gegen
dieses Epitop. Der Proband G5 wies im Vergleich zu anderen Probanden die stérksten
Immunreaktionen gegen die Peptide GPNTMATAL, RLVFGGGTK, AYLQWSGLK und
IRRPPGKAL auf. Die sfu/lx10° CD8*-T-Zellen betrugen bei diesen Peptiden 6467 fir
GPNTMATAL, 5933 fir RLVFGGGTK, 5867 fur AYLQWSGLK und 5400 fur IRRPPGKAL.
Alle diese Peptide sind also starke Stimulatoren: die positive Werte waren 6-mal hoher als
Background im Fall der Peptide IRRPPGKAL und 7-mal hoher bei Peptiden GPNTMATAL,
RLVFGGGTK und AYLQWSGLK. Bei dem gleichen Probanden G5 waren zusatzlich relevante
IFN-y-Produktion nach Stimulation mit den Peptiden FPYMNNLRYV, ATAADTAVY und
QPPRLLIYL zu verzeichnen. Die sfu/lx10° CTL waren bei FPYMNNLRV 4333, bei
ATAADTAVY 3733 und bei QPPRLLIYL 1933. Damit stellen die Peptide FFYMNNLRYV,
ATAADTAVY (4-mal hoher als Background) und QPPRLLIYL (2-mal hoher als Background)
moderate Stimulatoren dar. Alle sieben Peptide induzierten addaquate IFN-y-Produktion nur bei
Probanden G5.

Bei den Probanden G10 und G11, bei denen die HLA-Typisierung ein HLA-A*02-Allomorph
ergab, war es nach mehrfacher Stimulation mit den (bergeordneten Pools nicht gelungen,
relevante Reaktionen zu induzieren. Bei dem gesunden Spender G9 wurden ebenfalls keine
adaquaten Immunreaktionen nachgewiesen. HLA des Probanden G9 unterscheiden sich
weitgehend von anderen Probanden. HLA-A*29 und HLA-B*45 ist nur bei dem G9 Probanden
vorhanden. HLA-B44 tritt nur bei den Probanden G4 und G8 auf. CTL des Probanden G4
reagieren relevant nur gegen ein Peptid ARRRPIKQL und Zellen des Probanden G8 dafuir gegen
das Peptid LLAIFWLLL, welches Immunantworten bei den Probanden G1, G2, G7 und G8, alle
HLA-A-02 positiv, induziert.
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Vier Peptide, NPRALVGAL, NPRALRGAL, AVYFCAETY und AIPNQTALY, induzierten
adaquate IFN-y-Freisetzung bei dem gesunden Spender G6: AIPNQTALY: 2667 sfu/1x10°
CD8*-T-Zellen, AVYFCAETY: 1667 sfu/1x10° CD8*-T-Zellen, NPRALRGAL: 1467 sfu/1x10°
CD8*-T-Zellen, NPRALVGAL: 1133 sfu/1x10° CD8*-T-Zellen. Fir NPRALVGAL war die
Reaktion 4-mal, fir NPRALRGAL 5-mal, AVYFCAETY 6-mal und fir AIPNQTALY 10-mal
hoher als Background. Positive Reaktionen auf diese vier Peptide konnten ex vivo nur bei dem
G6 Probanden nachgewiesen werden. Spender G6 wies keine HLA-Allomorphe auf, die ihn von
anderen Spendern differenzieren wirde. Die Stimulation mit dem Peptid GLLILWLQL I6ste
IFN-y-Produktion bei dem G2 Probanden aus. GLLILWLQL ist nach der T-Zellreaktion auch
ein starkes Epitop (1400 sfu/1x10° CD8*-T-Zellen, d.h. 9-mal hoher als Background).

Die Peptide ATIFRASVK, ARRRPIKQL, TPLRSRVTM, HLGFGGGTK, FPWYQQFPG,
induzierten Immunantworten bei jeweils einzelnen Probanden: ATIFRASVK bei Probanden G3
mit 1500 sfu/1x10° CD8*-T-Zellen, ARRRPIKQL bei G4 mit 2543 sfu/1x10° CD8*-T-Zellen,
TPLRSRVTM bei G7 mit 3550 sfu/1x10° CD8*-T-Zellen, HLGFGGGTK und FPWYQQFPG
bei G1 mit 314 sfu/1x10° CD8*-T-Zellen fiir HLGFGGGTK und 286 sfu/1x10° CD8"-T-Zellen
fur FPWYQQFPG. Die Peptide ATIFRASVK und ARRRPIKQL wurden als starke Stimulatoren
(10-mal hoher als Background mit ATIFRASVK und 22-mal hoher als Background mit
ARRRPIKQL). Die Peptide TPLRSRVTM, HLGFGGGTK und FPWYQQFPG wurden als
moderate Stimulatoren bewertet (TPLRSRVTM und HLGFGGGTK 4-mal hoher als
Background und FPWYQQFPG 3-mal hoher als Background). Hinsichtlich der Peptide
ATIFRASVK (positive Reaktionen bei G3), ARRRPIKQL (bei G4), TPLRSRVTM (bei G7),
HLGFGGGTK (bei G1) und FPWYQQFPG (bei G1) lagen bei den untersuchten Probanden
folgende HLA-Differenzen vor: HLA-A*32 nur bei Probanden G1 vor, HLA-A*25 nur bei G4
und HLA-B*51 bei G3. Die Die moglichen HLA-Restriktionen der aktiven Peptide werden im

Abschnitt 4.4. weiter analysiert.

4.2.3. Peptidspezifische Reaktivitdten bei Patienten mit diagnostiziertem primar kutanem
Lymphom

Nachdem 19 der 487 getesteten Peptiden als Epitope bei gesunden Probanden identifiziert
worden waren, wurde versucht peptidspezifische CD8"-T-Zellen im Blut von Patienten mit
primdr CL nachzuweisen. Diese Versuche wurden durchgefuhrt, um die Relevanz der
identifizierten Peptide in Lymphompatienten zu testen. Der Nachweis der tumorspezifischen T-

Zell-vermittelten Immunreaktionen ohne vorheriges Priming, weist nicht nur die Antigenitat
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sondern auch die Immunogenitét der bei den gesunden Probanden identifizierten Peptide nach.
Die Immunogenitit der Peptide gibt uns Information zur Fahigkeit der Tumorzellen, durch
natirliche Prasentation eine entsprechende Immunantwort zu induzieren und damit die Epitope
durch natirliche Prozessierung zu generieren und zu prasentieren. Der Nachweis einer T-
Zellreaktion bei Lymphompatienten gegen potentielle Epitope setzt voraus, dass diese Zellen in
den Patienten expandiert worden waren, und beweist damit, dass die Exposition der T-Zellen
gegen diese Epitope bereits in vivo erfolgte und dass daher die entsprechenden Epitope in vivo
prasentiert werden.

Zundchst wurde bei 16 der insgesamt 64 in dieser Arbeit untersuchten Patienten der Anteil
CD8"-T-Zellen an den PBMC mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abb. 7., Anhang 3.). Die
Auswabhl der Patienten richtete sich nach den Lymphomentitaten. Die 16 Patienten stellten eine
Gruppe dar, die insgesamt funf Lymphomentitdten umfasste: vier Patienten mit CBCL
(Keimzentrumslymphom: P1, P6, P8, P11) und 12 Patienten mit CTCL (drei Patienten mit LyP:
P20 und P21, P26; funf mit MF: P31, P34, P36, P45 und P48; drei mit primér kutanem klein- bis
mittelgrof3zelligen pleomorphen T-Zell-Lymphom: P57 und P58, P63 und ein Patient mit SS:
P64). Die Auswahl der 16 Patienten war ebenso durch die Menge des verfligbaren Materials fur
weitere Untersuchungen und gleichzeitig erfolgter HLA-Typisierung bedingt.
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Abb. 7. Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Frequenzen von CD8"-T-Zellen bei 16 Lymphompatienten. Die
Immunfarbung wurde auf CD3"-, CD4"- und CD8"-Zellen durchgefiihrt. Der prozentuale Anteil der CD8"-T-Zellen
an den PBMC ist unter der Patientennummer bei jedem Dotblot angegeben.

Die Ergebnisse der Analysen in Abb. 7. zeigen, dass der prozentuale Anteil der CD8"-T-Zellen
bei sieben Patienten im Vergleich zu Referenzbereichen eines gesunden Menschen
(Normbereich 16 — 30% (Hannet et al., 1992)) deutlich vermindert war und betrug 0% beim
Patienten P64, 4% bei P45, 8% bei P31, sowie 9% bei P58. Aufgrund des geringen Anteils der
CD8"-T-Zellen wurde bei den Patienten P45 und P64 keine Bestimmung der peptidspezifischen
CD8"-T-Zellen-vermittelten Immunreaktionen durchgefilhrt. Die PBMC der restlichen 14
Patienten wurden direkt ex vivo auf die Frequenzen peptidspezifischer T-Zellen untersucht.
Hierzu wurden die PBMC der Patienten mit den 19 bei gesunden Probanden als potentielle
Epitope identifizierten Peptiden stimuliert. Das AusmaR der CD8"-T-Zell-Reaktionen wurde im
ELISpot anhand der IFN-y-Produktion bestimmt. Jedes Peptid wurde hier zweifach getestet.

Jeweils wurden auch zwei negative sowie zwei positive Kontrollen durchgefiihrt.
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Von den 14 getesteten Patienten konnte bei einem Patienten (P48) eine IFN-y Produktion nach
der Stimulation mit dem Peptid LLAIFWLLL nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in der

Tabelle 11. zusammengefasst.

Tabelle 11. Frequenzen von LLAIFWLLL-spezifischen T-Zellen beim Patienten P48

Sequenz HLA Positive Peptide Background

starker Stimulator
in%

Patienten

FACS CTL
Geschlecht
Alter

Spots Analyse 1
Spots Analyse 2
sfu/1x10° CD8*-T-
Zellen Analyse 1
Sfu/1x10° CD8* -T-
Zellen Analyse 2
Spots

Sfu/1x10° CD8* T-
Zellen

LLATFWLLL

)
IN
©
N
w
=
~
=

2,26 27, 62 1,3 ra 1,3 34 31 453 413 3

N
o

4.2.4. 1solierung peptidspezifischer CD8"-T-Zelllinien von Patienten mit diagnostiziertem primar
kutanem Lymphom

Da sich der prozentuale Anteil der CD8"-T-Zellen im Blut eines Teils der Patienten laut FACS-
Analyse auf einem niedrigen Niveau im Vergleich zu den Referenzbereichen eines gesunden
Menschen darstellte, war auch mit einer geringen peptidspezifischen CD8"-T-Zellen-Reaktion zu
rechnen. Es lieRen sich keine Initialfrequenzen bei den meisten Patienten nachweisen, sogar bei
den Patienten, deren prozentualer Anteil der CD8"-T-Zellen sich im oberen Bereich der
normalen Werte (Uber 31%) befand. Um ein messbares IFN-y-Signals zu erhalten, wurden die
PBMC von 64 Patienten mit den gesamten 487 vorhergesagten Peptiden in Kultur stimuliert.
Durch dieses Vorgehen wurde die Wahrscheinlichkeit der Identifizierung neuer Epitope
wesentlich erhoht.

In der Gruppe der 64 getesteten Patienten befand sich auch die Gruppe der 16 Patienten, bei
denen ex vivo Analysen der peptidspezifischen CD8"-T-Zellen durchgefiihrt worden waren. Bei
allen 64 Patienten war ein primdr CL diagnostiziert worden. Dabei war bei 17 Patienten ein
CBCL (elf mit Keimzentrumslymphom, drei mit Marginalzonenlymphom und drei mit diffus-
grolizelligem Lymphom) und bei 47 Patienten ein CTCL (sieben mit LyP, 26 mit MF, zwei mit
LyP und MF, ein Patient mit Sézary Syndrom, zwei mit aggressivem epidermotrophem CD8"-T-
Zell-Lymphom, zwei mit anaplastischem grof3zelligem T-Zell-Lymphom und sieben mit klein-
bis mittelgroRzelligem pleomorphem T-Zell-Lymphom) diagnostiziert worden. In der Gruppe

befanden sich 34 Mé&nner und 30 Frauen, im Alter von 14 bis 86 Jahren. Die Diagnose, Alter,
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Geschlecht und HLA-Haplotypen der Patienten sind im Anhang 3. dargestellt. Das
durchschnittliche Alter der Patientengruppe lag bei 60 und der reaktiven Patienten bei 52, davon
war ein Patient (17%) im Alter 14, ein Patient (17%) im Alter 36, ein Patient (17%) im Alter 50,
ein Patient (17%) im Alter 64 sowie zwei Patienten (32%) im Alter 70-79.

Bei den Tests nach Expansion induzierten elf Peptide IFN-y-Produktion bei sechs Patienten
(P21, P22, P47, P48, P57 und P58). Unter den elf Peptiden befanden sich sieben neue Peptide
(RPGQPPRLL, LSYNGLDGL, EVKKPRESL, LLSDSGFYL, SLKASDTAL, ASQSVINTY,
RLEPADFAYV), die keine Reaktionen bei gesunden Probanden erbracht hatten. Vier dieser
sieben Peptide induzierten starke, drei moderate Reaktionen. Tabelle 12. gibt die sfu fir die
Peptidstimulationen und Backgroundwerte an. Die sfu liegt fir die elf Peptide zwischen 464 und
4500 sfu.

Tabelle 12. Patientendaten mit vorhergesagten Peptide, die bei 6 Patienten CD8*-T-Zellen induzieren konnen. Die

Daten wurden hier in sfu angegeben. Rote Farbe kennzeichnet die Peptide, die bereits als potentielle Epitope bei
gesunden Probanden identifiziert wurden. Die Diagnosen sind fiir die einzelnen Patienten im Anhang 3 angegeben.

c k)
Sequenz (3] HLA <
- o) o ! [4) o
) e T H - S
9 [~ - o =]
1 L g = oo o -
il o a X n 0 g
] o ) -
1S - - + o [a ° T o
o o c = @ © j= Co
. 5 S8 8 & < 3 3 3N
gs E S =T < |. A B Cw DR bQ S0 B35 B =i
L E £ - o o |uo= - N\ = X X
T = = - g +# |O 9o n3m o] G @
Jriw ) ) © Q -— < c o Qo O %= 0 [0} T O
7R ) a o < (L= dn 4doN o o O
LSYNGLDGL P21 M 76 20 1,2 8, 60 3,7 2,6,52 1 69 2300 13 433
- LLSDSGFYL P21 M 76 20 1,2 8, 60 3,7 2,6,52 1 29 967 13 433
- EVKKPRESL P22 M 14 Keine HLA-Angaben 45 2250 20 1000
FPYMNNLRV - P47 M 50 Keine HLA-Angaben 51 2550 7 350
SLKASDTAL - P47 M 50 Keine HLA-Angaben 38 1900 7 350
LLATFWLLL - P48 w 71 23 2,26 27,62 1,3 1,4,53 1,3 31 2067 2 133
LLATFWLLL - P57 M 36 12 2,24 27,35 12 5,7,52 2,7 126 4500 5 179
- HLGFGGGTK P57 M 36 12 2,24 27,35 12 5,7,52 2,7 19 679 5 179
- ASQSVINTY P57 M 36 12 2,24 27,35 14 5,7,52 2,7 13 464 5 179
FPYMNNLRV - P58 W 64 9 2,24 7, 62 3 6,15,52 1 71 2367 4 133
RLEPADFAV - P58 W 64 9 2,24 7, 62 3 6,15,52 1 26 867 4 133
RPGQPPRLL - P58 W 64 9 2,24 7, 62 3 6,15,52 1 65 2467 4 133
- QPPRLLIYL P58 W 64 9 2,24 7, 62 3 6,15,52 1 19 633 4 133
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Die CD8"-T-Zellen der Patienten P22 und P48 wiesen Reaktionen auf jeweils ein Peptid (P22:
EVKKPRESL; P48: LLAIFWLLL) auf, bei den Patienten P21 und P47 auf jeweils zwei Peptide
(P21: LSYNGLDGL und LLSDSGFYL; P47: FFYMNNLRYV und SLKASDTAL), bei Patienten
P57 auf drei (LLAIFWLLL, HLGFGGGTK und ASQSVINTY) und bei Patienten P58 auf vier
Peptide (FPYMNNLRYV, RLEPADFAV, RPGQPPRLL und QPPRLLIYL). Vier von 19 bereits
bei gesunden Probanden als potentielle Epitope identifizierte Peptide (FPYMNNLRYV,
LLAIFWLLL, QPPRLLIYL und HLGFGGGTK) lésten auch Antworten bei den vier Patienten
P47, P48, P57 und P58 aus. Nach ex vivo Stimulation konnte die Frequenz der reaktiven CD8"-
T-Zellen bei Patient P48, dessen CD8"-T-Zellen gegen das Peptid LLAIFWLLL eine Frequenz
von 413 und 453 sfu bei einem Background von 40 sfu direkt ex vivo aufwies, auf 2067 sfu bei
einem Background von 400 sfu gesteigert werden.

4.2.5. T-Zell-Reaktionen bei den Lymphompatienten in Bezug auf die Therapie

Bei Beurteilung der Immunreaktionen der Lymphompatienten wurden in dieser Arbeit die bei
den Patienten eingesetzten Therapien berucksichtigt, da bestimmte, z.B. immunmodulierende
Therapien wie mit Methotrexat (MTX) mit der immunologischen Kompetenz der Patienten
interferieren konnen. Einige Patienten (P5, P29), deren CTL in dieser Arbeit getestet wurden,
wurden mit IFN-o behandelt (siehe Anhang 3.). Die Patienten P44, P45, P46, PA7 und P48
wurden mit Phototherapie (PUVA) behandelt und Patienten P24, P25, P26 und P43 hatten eine
Therapie mit MTX bekommen. Patient P64 mit SS war mit ECP behandelt worden. Bei ihm
konnten per Durchflusszytometrie keine CD8'-T-Zellen nachgewiesen werden. Die anderen
Patienten hatten zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine Therapie erhalten. Bei den leuk&mischen
Verlaufsformen der CL (P64) muss zusatzlich Verdiinnungseffekt der CD8"-T-Zellen durch die
Vermehrung der CD4" malignen T-Zellen berticksichtigt werden. Zehn Epitope wurden bei 4
Lymphompatienten (P21, P22, P57, P58), die zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine Therapie
erhalten hatten, identifiziert: LSYNGLDGL (P21), LLSDSGFYL (P21), EVKKPRESL (P22),
LLAIFWLLL (P57), HLGFGGGTK (P57), ASQSVINTY (P57), FPYMNNLRV (P58),
RLEPADFAV (P58), RPGQPPRLL (P58) und QPPRLLIYL (P58). Die vier Patienten
entsprachen 8% der 52 Lymphompatienten, die keine Therapie erhalten hatten. Weitere T-Zell-
Reaktionen wurden bei zwei Patienten (P47 und P48) nachgewiesen, die 40%, der finf
Lymphompatienten, die PUVA erhalten hatten, und 17% aller Patienten, die mit verschiedenen
Therapieregimen (IFN-a, PUVA, MTX, ECP) behandelt worden waren, entsprachen. Sie
reagierten gegen die drei Nonapeptide FPYMNNLRV (P47), SLKASDTAL (P47) und
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LLAIFWLLL (P48). Diese Zahlen sind allerdings statistisch zu gering, um Korrelationen

zwischen Therapie und Immunkompetenz zu untersuchen.

4.3. Hydrophobizitat der vorhergesagten und identifizierten Peptide

Innerhalb der 26 in dieser Arbeit identifizierten Peptide, welche positive Immunreaktionen
induzierten, fanden sich Peptide mit divergierenden prozentualen Anteilen an hydrophoben AS.
Die Abb. 8. stellt die Anzahl der stark hydrophoben, hydrophoben, neutralen und hydrophilen
AS der 26 in der Arbeit identifizierten Peptide dar.
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Abb. 8. Hydrophobizitat der identifizierten Peptide

* kennzeichnet starke Stimulatoren

# kennzeichnet moderate Stimulatoren

8§ kennzeichnet Peptide, welche sich sowohl als starke als auch moderate Stimulatoren ergaben

Die identifizierten Peptide mit dem hochsten Anteil an hydrophoben AS LLAIFWLLL und
GLLILWLQL ergaben sich als starke Stimulatoren. Das Peptid LLAIFWLLL I6ste positive
Immunantworten am h&ufigsten (bei insgesamt vier gesunden Probanden G1, G2, G7 und G8
sowie zwei Patienten P48 und P57) aus. Dieses Peptid beinhaltet ausschliel3lich hydrophobe AS
davon acht (89%) stark hydrophobe und eine (11%) hydrophobe AS. Das Peptid LLAIFWLLL

ist eins von drei (33%) der mit dem hochsten Anteil an stark hydrophoben AS vorhergesagten
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Peptiden (Anhang 6.). Im Vergleich zu den anderen zwei Peptiden LLGLLILWL, MLLLLVPVL
(Anhang 6.) ebenfalls mit acht stark hydrophoben AS (89%) beinhaltet das Peptid LLAIFWLLL
noch eine hydrophobe AS: Alanin in der 3. Position. Das Peptid LLGLLILWL beinhaltet eine
neutrale AS: Glycin in der 3. Position und das Peptid MLLLLVPVL eine hydrophile AS: Prolin
in der 7. Position. Das weitere identifizierte Peptid GLLILWLQL mit dem zweiten grofiten
Anteil an stark hydrophoben AS (sieben stark hydrophobe AS-78%) induzierte starke
Immunantworten bei einem gesunden Probanden G2. Dieses Peptid macht 17% aller mit der
gleichen Anzahl der stark hydrophoben AS vorhergesagten Peptiden aus. Das Peptid beinhaltet
zusétzlich zwei neutrale AS Glycin (in der 1. Position) und Glutamin (in der 8. Position). Zu den
weiteren Peptiden mit gleicher Zusammensetzung der stark hydrophoben und neutralen AS
(sieben stark hydrophobe - 78% und zwei neutrale AS - 22%) wie das Peptid GLLILWLQL
gehoren Peptide GLVSLILLL und LLGVSLVIL (Anhang 6.). Diese zwei Peptide GLVSLILLL
und LLGVSLVIL losten keine CTL-vermittelte Immunantworten aus. Die Peptide
GLLILWLQL, GLVSLILLL, LLGVSLVIL unterscheiden sich durch Position der neutralen AS:
2. und 8. Position bei GLLILWLQL, 1. und 4. Position bei GLVSLILLL sowie 3. und 5.
Position bei LLGVSLVIL. Das Peptid ALLAIFWLL beinhaltet neben den sieben stark
hydrophoben AS (78%) noch zwei weitere hydrophobe AS (22%). Trotz des groRen Anteils an
hydrophoben AS induzierte dieses Peptid keine Immunantworten. Das Peptid ALLAIFWLL mit
sieben stark hydrophoben AS unterscheidet sich von dem Peptid LLAIFWLLL zusatzlich
anhand der Position der hydrophoben AS: Alanin in der 3. Position des Peptids LLAIFWLLL,;
Alanin in der 1. und 4. Position des Peptids ALLAIFWLL. Es gibt ein weiteres vorhergesagtes
Peptid mit dem gleichen gesamten Anteil an hydrophoben AS, welches keine relevante CTL-
Induktion verursachte: AVYYCIALY. Das Peptid AVYYCIALY beinhaltet drei stark
hydrophobe und sechs hydrophobe AS im Vergleich zum Peptid LLAIFWLLL mit acht stark
hydrophoben und einer hydrophoben AS.

Die weiteren Peptide mit 78% der stark hydrophoben AS und ohne Nachweis von positiven
Immunreaktionen beinhalten entweder zwei hydrophile (LLLVPVLEV) oder eine neutrale und
eine hydrophobe AS (APVFLMILL) (Anhang 6.). Die Peptide LLSDSGFYL, QPPRLLIYL und
FPYMNNLRYV mit insgesamt vier (44%) stark hydrophoben und einer (11%) hydrophoben AS
I6sten moderate Immunantworten aus. Das Peptid FPYMNNLRYV induzierte neben den
moderaten Antworten bei einem gesunden Probanden G5 zusatzlich starke Reaktionen bei
Patienten P47 und P58. Die drei Peptide LLSDSGFYL, QPPRLLIYL und FPYMNNLRV
machen ca. 5% aller mit 44% der stark hydrophoben AS vorhergesagten Peptiden aus (Anhang
6.) Die Peptide FPWYQQFPG, LSYNGLDGL, RLVFGGGTK, RLEPADFAV, KLVQAGGGV,
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ATIFRASVK, AYLQWSGLK, TPLRSRVTM, NPRALVGAL beinhalten drei (33%) stark
hydrophobe und zwischen null bis zwei (0%-22%) hydrophobe AS. Dabei ergaben sich
LSYNGLDGL, RLVFGGGTK, RLEPADFAV und ATIFRASVK als starke Stimulatoren,
FPWYQQFPG, TPLRSRVTM und NPRALVGAL als moderate Stimulatoren. Die Peptide
KLVQAGGGV, AYLQWSGLK losten sowohl starke als auch bei anderen Probanden moderate
Reaktionen aus. Diese neun Peptide (FPWYQQFPG, LSYNGLDGL, RLVFGGGTK,
RLEPADFAYV, KLVQAGGGV, ATIFRASVK, AYLQWSGLK, TPLRSRVTM,
NPRALVGAL) machen 5% aller mit 33% der stark hydrophoben AS vorhergesagten Sequenzen
aus (Anhang 6.). Die Peptide mit zwei (22%) stark hydrophoben und null bis fiinf (0-56%)
hydrophoben AS erwiesen sich zum Teil als starke Stimulatoren (AIPNQTALY, AVYFCAETY,
RPGQPPRLL, SLKASDTAL, NPRALRGAL, ARRRPIKQL, GPNTMATAL, IRRPPGKAL)
aber auch als moderate Stimulatoren (HLGFGGGTK, ASQSVINTY, EVKKPRESL). Diese elf
Peptide machen 8% aller mit zwei stark hydrophoben AS vorhergesagten Peptide aus. Ein Peptid
ATAADTAVY beinhaltet eine stark hydrophobe AS (Valin in der 8. Position) und insgesamt
funf hydrophobe AS (Alanin in der 1., 3., 4. und 7. Position und Tyrosin in der 9. Position) sowie
zwei neutrale (Threonin in der 2. und 6. Position) und eine hydrophile AS (Asparaginsaure in der
5. Position). Dieses Peptid induzierte moderate Immunreaktionen und macht 2% aller mit 11%
der stark hydrophoben AS vorhergesagten Peptide aus.

4.4. HLA-Restriktionen der identifizierten Peptide

Um die in dieser Arbeit identifizierten Nonapeptide als potentielle Antigene fir Vakzine zu
verwenden, muss einerseits deren HLA-Restriktionen und anderseits ihre natdrliche
Prozessierung durch die Proteasomen aus den kompletten Sequenzen der TCR und BCR
nachgewiesen werden. Die theoretische Bestimmung der HLA-Restriktion wurde im ersten Teil
diskutiert. Es gibt viele unterschiedliche bioinformatische Algorithmen, die mit einer bestimmten
Wahrscheinlichkeit den Bindungswert eines einzelnen Peptids an ein bestimmtes HLA
berechnen. Die in dieser Arbeit getesteten 487 Peptide wurden mit Hilfe einer PSSM
vorhergesagt, die Bindungswahrscheinlichkeiten der Peptide fir bestimmte HLA in der
Abhangigkeit von der Position der AS im Peptid angeben (Abschnitt 2.7.). Bei diesen
Vorhersagen wird ab einem Wert von 0,5 von einer stabilen Bindung ausgegangen. Da diese
Berechnungen theoretisch sind, wurde versucht die PSSM mit einem Algorithmus von
Rammensee und Mitarbeitern (SYFPEITHI - http://www.syfpeithi.de) und HLA-Haplotypen der

reaktiven Probanden zu vergleichen, um die mdgliche HLA-Restriktion der identifizierten
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Epitope zu bestatigen. Bei SYFPEITHI wird ab einem Wert von 15 eine stabile HLA-Bindung
angenommen. Flr die in dieser Arbeit identifizierten 26 potentiellen Epitope wurden weiterhin
die vorhergesagten HLA-Restriktionen mit den HLA-Allelen der reaktiven Probanden verglichen
(Tabelle 13.).

Tabelle 13. Die Tabelle zeigt die héchsten Bindungsscores bei Rammensee und der PSSM fiir die Peptide und die verschiedenen
HLA fiir alle 26 identifizierten Epitope. Der Schwellenwert fiir vorhergesagte Bindung wurde hier bei 15 fir SYFPEITHI und
0,5 fiir die PSSM gelegt. Rote Markierungen kennzeichnet Ubereinstimmung der bioinformatischen Vorhersagen mit den HLA-
Allotypen der Probanden.

N = n
o O [}
- O 1S
O S o
3 3 HLA-ATI d
- -Allot er N
c |:|_: c Proban?jlgn Wahrscheinliches
IE S A Restriktionselement fir
au a_uw das Peptid
N [SETH O wmo [
C O > Eo s} ()
g 230 288 g
1%} [a =] (a1 %) A B
B*3501-20
1 | TPLRSRVIM |B*0702-19, B*07-0.6 67 |2.3 7, 27 HLA-B*07
B*5101-17
B*08-29; 0207 ALA-A*02
2 | SLKASDTAL | A*0201-22; .02 0"/ P47 | keine HLA Angaben und HLA-B*08
A*03-16 moglich
A*03-34; A°01-0.5
3 |RLVFGGGTK | A.05-3%  A%02-0.6: 65 |2, 24 35, 62, HLA-A*02
A*03-0.7
B*0702-25;
> A*02-0,5
*NQ_D4 - > _R* _R*
4 |NPRALVGAL |BT08-24: .7 05 G6 |3,11 7, 35 HLA-B*07, HLA-B*35
B*5101-20; B*08-0.6 moglich
A*0201-16 ,
B*0702-25:  mrro n o - -
5 | NPRALRGAL |B*08-23; B707-0,5; 66 |3,11 7, 35 AAS DT, HLABTSS
B*5101-18 B*08-0,7 moglic
61 |2,32 62,70
62 |1,2 57,60
6 |LLAIRWLLL |A70201-265  jugo o, 8:; S " HLA-A*02
B*08-16 -8;
68 |2,30 13,44
pag | 2,26 27,62
P57 | 2,24 27,35
7 | kLvoassay | A*0201-22;  A%02-0.8; G2 11,2 57, 60 HLA-A*02, HLA-A*11
A*03-17 A*03-0.4 moglich
63 |11 51
B*0702-22;
g o5
8 | GPNTMATAL E*g;?iS?o' B*07-0,5; 65 |2, 24, 35, 62, HLA-B*35 méglich
B*2705-16
A*0201-25
A*03-19:
9 |GLLILWLQL |B*2705-18; A*02-0.,8; G2 |1,2 57,60 HLA-A*02
B*08-17;
B*2709-17
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HLA-Allotyp der

Wahrscheinliches

N = n
(O} [}
- O 1S
O D o
(S O
wn wn
SE S Probanden
gE S A Restriktionselement Ffir
au a_uw das Peptid
N O L O wmo [
c Q > 0 U ()
g =00 & '0 S g
1%} [a =] (a1 %) A B
65 |2, 24, 35, 62,
B*5101-26; oy ] HLA-B*07, HLA-B*35
10 [ FPYMNNLRV | 25257707 B*07-0,5 P47 | keine HLA Angaben noglich
P58 | 2,24 7, 62
A*03-30- A*01-0,7: o o
11 | AVYFCAETY |A*26-21: A*03-0,5 66 |3,11 7, 35 ;éAI?CES' HLA-A*11
A*01-16 B*08-0, 4 9
A% 0328, A*01-0,6;
12 | ATIFRASVK | A*6801-17; '\ =" 70 63 |11 51 HLA-A*11 moglich
B*2705-16 ;
B*2705-26"
B*2709-22:
B*4402-20; . HLA-B*27, HLA-B*08
13| ARRRPIKQL | guga g B*08-0,6 G4 |25,31 27, 44 noglich
B*0702-17;
A*0201-16
A*03-21: N ) o A%
14 | AIPNQTALY | A*01-18: 2*8;:8';' 66 |3,11 7, 35 ;églécﬁs' HLA-A*11
B*4402-17 ;
B*0702-25:
B*5101-18; B*07-0,6: .
15| RPGQPPRLL | pu270c 170 pe0g_0 5 P58 | 2,24 7, 62 HLA-B*07
B*08-16
* _ -
16 | LSYNGLDGL | A*0201-20  A.92-0.5; P21 |1,2 8,60 HLA-A*02,
B*08-0,6
A*26-29-
17 | EVKKPRESL | B*08-22; B*08-0,6 P22 | keine HLA Angaben HLA-B*08 moglich
B*0702-16
18 | FPWYQQFPG Keln Score B*07-0.6 1 2,32 62,70 Jgde§ HLA des Probanden
uber 15 moglich
A*03-30- A*03-0,6; G1 2,32 62,70
19 [HLGFGGGTK | a1701-16  A%02-0,6; HLA-A*02 méglich
- A*01-0,5
, P57 |2,24 27,35
A*03-16- A*01-0. 6 G3 11 51 HLA-A*11 moéglich, bzw.
20 | AYLQWSGLK A*1101-16 A*03-0.6 Jgde§ HLA des Probanden
G5 |2,24 35, 62 méglich
B*2705-23:
B*2709-22;
B*3901-21:
21 | IRRPPGKAL | B*1402-21: B*08-0,6 65 |2, 24 35, 62, J?df? ELA des Probanden
B*08-19; moglec
B*0702-19;
B*1510-16:
A*03-19: . )
22 | ATAADTAVY | A*1101-16; A,0%-0.75 G5 |2, 24 35, 62, Jedes HLA des Probanden
A*26-18 B*08-0,6 moglich
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G5 , 24 35, 62,
B*0702-22;
B*08-22; . . HLA-B*07 und HLA-B*35
23| QPPRLLIYL | g g7 07 0. B*07-0,6; moglich
* _
B*3901-16 P58 ,24 7, 62
A*0201-23;
24| LLSDSGFYL | B*08-16; A*02-0,7; P21 ,2 8,60 HLA-A*02
B*1402-16;
A*01-20
25 | ASQSVINTY | B*4402-18: A*01-0,7 P57 ,24 27,35 ;gdf?CELA des Probanden
A*26-16 9
* _ -
26 | RLEPADFAV Q*g§91822- A*02-0,7 P58 ,24 7, 62 HLA-A*02

Wegen des eingeschrankten Zugangs zu Untersuchungsmaterial von den Patienten und fehlenden

HLA-Angaben ist es fur einige Peptide nicht gelungen, eindeutig eine vorhersagbare HLA-

Restriktion zu bestimmen. Im Falle der folgenden 14 der 26 als potentielle Epitope bewerteten
Peptide TPLRSRVTM, NPRALVGAL, NPRALRGAL, LLAIFWLLL, KLVQAGGGV,
GLLILWLQL, FPYMNNLRYV, AVYFCAETY, AIPNQTALY, RPGQPPRLL, LSYNGLDGL,
QPPRLLIYL, LLSDSGFYL, und RLEPADFAYV stimmten die Vorhersagen bei SYFPEITHI und

dem laboreigenen PSSM mit den HLA der jeweiligen Spender tberein (Tabelle 13.). Aufgrund
der partiell &hnlichen Motive kann dabei nicht zwischen HLA-A*03 und HLA-A*11 bzw. HLA-
B*07 (Prolin in der 2. Position) und HLA-B*35 unterschieden werden (Abb. 9).
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HLA-A*03 HLA-A*11

AS-Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 AS-Positon 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Anker oder Hilfsanker Anker oder Hilfsanker
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L | F
A
bevorzugte Reste bevorzugte Reste
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HLA-B*07 HLA-B*35
AS-Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 AS-Positon 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Anker oder Hilfsanker Anker oder Hilfsanker
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M
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|
bevorzugte Reste bevorzugte Reste
D DF L MAI KDI VE
GP T VL DI QNO
Y F EV KEV
RV GTVOQT
DMPETULT
E G M K
T L
Y M
N

Abb. 9. Peptidbindungsmotive (Anker, Hilfsanker sowie bevorzugte Reste) der HLA-A*03 (DiBrino et al., 1993; Kubo et al.,
1994; Maier et al., 1994), HLA-A*11 (Falk, Rotzschke, Takiguchi, et al., 1994; Kubo et al., 1994; Q. J. Zhang et al., 1993),
HLA-B*07 (Huczko et al., 1993; Maier et al., 1994), HLA-B*35 (Falk et al., 1993; Hill et al., 1992). Daten von SYFPEITHI
entnommen

Rote Farbe kennzeichnet die Hauptanker.

In einigen Fallen konnte eine Zuordnung auf Basis dahnlicher Peptidbindungsmotive
verschiedener HLA entsprechend dem HLA-KIasse-I-Supertypkonzept gemacht bzw. erweitert
werden (Sidney et al, 2008). Fir TPLRSRVTM, NPRALVGAL, NPRALRGAL,
FPYMNNLRYV, RPGQPPRLL und QPPRLLIYL wurden mit SYFPEITHI starke Bindungen fir
HLA-B*07 (Scores von 19 fur TPLRSRVTM, 25 fir NPRALVGAL, NPRALRGAL und
RPGQPPRLL, 18 fur FPYMNNLRYV, 22 fur QPPRLLIYL) und ebenso mit dem laboreigenen
PSSM (Scores von 0,6 von TPLRSRVTM, QPPRLLIYL und RPGQPPRLL, 0,5 NPRALVGAL,
NPRALRGAL und FPYMNNLRYV) berechnet. Die Peptide NPRALVGAL und NPRALRGAL
I6sten T-Zell-Reaktionen beim Probanden G6 aus, welcher sowohl HLA-B*07 als auch HLA-
B*35 exprimiert. Aufgrund dhnlichen Motive (Prolin in der 2. Position) sind beide HLA-
Restriktionen moglich. CTL der Probanden G5 und P58 zeigten Reaktivitat gegen QPPRLLIYL.
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Bei P58 ist HLA-B*07 das wahrscheinliche Restriktionselement. G5 exprimiert HLA-B*35, was
hier das wahrscheinliche Restriktionselement ist. Fir FPYMNNLRYV konnte bei SYFPETHI ein
Score von 18 und mit dem eigenen PSSM ein Score von 0,5 fur HLA-B*07 bestimmt werden,
was auch diese Restriktionsspezifitat wahrscheinlich macht. Das gleiche Peptid wird auch von T-
Zellen des gesunden Probanden G5 erkannt. Dieser Spender exprimiert HLA-B*35, das mit
Prolin in 2. Position des Bindungsmotivs als Restriktionselement in Frage kommt. Das Peptid
FPYMNNLRYV induzierte ebenfalls gute CTL-Reaktivitidt des Probanden P58. Hier ist anhand
der HLA-Typisierung des Patienten P58 und bioinformatischen Vorhersagen (SYFPETHI und
laboreigene PSSM) eine HLA-B*07-Restriktion moglich. des Fur das Peptid GPNTMATAL
stimmen die Vorhersagen beider Algorithmen mit den HLA-Probanden nicht Uberein, das
vorhergesagte HLA ist beim reagierenden Spender nicht vorhanden. Das fir GPNTMATAL
vorhergesagte HLA-B*07 gehort allerdings zum selben Supertyp wie HLA-B*35, das bei dem
Probanden vorhanden ist. Das Peptid KLVQAGGGV induzierte T-Zell-Reaktionen bei zwei
gesunden Spendern (G2 und G3), die unterschiedliche HLA-Typen haben. Aus diesem Grund
waére theoretisch eine Antigenprasentation tiber zwei verschiedene HLA moglich. HLA-*A0201
ist nach beiden Vorhersagen bei Probanden G2 mdglich. Bei Proband G3 wére HLA-A*11
mogliches Restriktionselement. Zudem wird bei beiden Vorhersagen eine schwache
Bindungsstarke fir HLA-A*03 vorhergesagt. Bei AVYFCAETY und AIPNQTALY st eine
HLA-A*03-Restriktion moglich; dieses HLA-Allomorph ist bei dem Probanden G6 vorhanden.
Es wurden auch in beiden VVorhersagen die hochsten Scores fur HLA-A*03 ermittelt, allerdings
wére aufgrund der berstimmenden Bindungsmotive (Abb. 9.) auch HLA-A*11 moglich.
Ahnlich verhalt es sich fiir die Peptide ATIFRASVK und AYLQWSGLK, die beide von beiden
Algorithmen fir HLA-A*03-Bindung vorhergesagt wurden, was bei dem reagierenden
Probanden G3 nicht vorhanden ist. G3 hat aber HLA-A*11, das aufgrund der Zugehorigkeit zum
selben Supertyp wie HLA-A*11 als Présentationsmolekil in Frage kommt. Peptid
AYLQWSGLK induzierte gute CTL-Reaktivitat beim Probanden G5. Hier konnte allerdings
keine HLA-Zuordnung anhand der HLA-Typisierung des Probanden und SYFPETHI und PSSM
Vorhersagen gemacht werden. Theoretisch ist jedes HLA-Allomorph (HLA-A*02, A*24, B*35
und B*62) mdglich. Fir ARRRPIKQL wurde mit laboreigenen PSSM Bindung an HLA-B*08
und mit SYFPEITHI Bindung an HLA-B*27, B*44 sowie B*08, B*07 und A*02 vorhergesagt.
Entsprechend der SYFPEITHI-Vorhersagen konnte ein passendes HLA (HLA-B*27) bei dem
Probanden G4 identifiziert werden. Die Bindungsmotiven der HLA-B*08- und HLA-B*27-
Allomorphe haben Arginin als Anker in der 2. Position im Fall des HLA-B*27 und in der 5.
Position im Fall der HLA-B*08 (Abb. 10.).
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HLA-B*08 HLA-B*27
AS-Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 AS-Positon 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Anker oder Hilfsanker Anker oder Hilfsanker
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Abb. 10. Peptidbindungsmotive (Anker, Hilfsanker sowie bevorzuge Reste) der HLA-b*08 (DiBrino et al., 1994; Malcherek et
al., 1993; Sutton et al., 1993), HLA-B*27 (Rotzschke et al., 1994). Daten von SYFPEITHI entnommen
Rote Farbe kennzeichnet die Hauptanker.

Das Peptid ARRRPIKQL enthalt Arginin in der 2. Position als Hauptanker fir HLA-B*27 und
Leucin in der 9. Position als Hauptanker des HLA-B*08 sowie Arginin in der 3. Position und
Glutamin in der 8. Position als bevorzugte Reste des HLA-B*08. Somit sind hier beide HLA-
Restriktionen mdglich.

Fur die Peptide RLVFGGGTK und HLGFGGGTK wurde eine Ubereinstimmung der
Vorhersagen mit der laboreigenen PSSM mit HLA-A*02 der Probanden (G5 und G1) gefunden.
Fur Peptide SLKASDTAL und EVKKPRESL wurden mit beiden Algorithmen
ubereinstimmende HLA-Restriktionen vorhergesagt, allerdings konnten diese aufgrund der
fehlenden HLA-Typisierung der Patienten nicht tberprift werden. Hier konnten aufgrund der
Vorhersagen HLA-A*02 und HLA-B*08 fur SLKASDTAL und HLA-B*08 fir EVKKPRESL
in Betracht kommen. Peptid LLAIFWLLL Ioste starke T-zelluldare Immunantworten bei
insgesamt vier gesunden Spendern (G1, G2, G7, G8) und zwei Patienten (P48, P57) aus. Alle
sechs Spender (G1, G2, G7, G8, P48, P57) haben als gemeinsames HLA HLA-A*02. Bei G7,
P48 und P57 sind mit HLA-B*27 und bei P48 und G1 mit HLA-B*62 noch weitere gemeinsame
HLA vorhanden. Weitere HLA treten nur einzeln bei den Spendern auf. Zusétzlich wurde der
hochste Score fiur dieses Peptid sowohl mit SYFPEITHI (26) als auch mit dem laboreigenen
PSSM (0,8) fir HLA-A*0201 ausgegeben. Aus diesem Muster ergibt sich eine grole
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Wahrscheinlichkeit, dass das Peptid LLAIFWLLL iiber HLA-A*0201 prasentiert wird. Uber das
gleiche HLA-A*0201 werden mit grofRer Wahrscheinlichkeit auch die sieben Peptide
RLEPADFAYV, LLSDSGFYL, LSYNGLDGL, RLVFGGGTK, KLVQAGGGV, GLLILWLQL
und HLGFGGGTK présentiert. Die Spender G2, G5, P58 und P21, bei denen die Peptide
Immunantworten ausldsten, weisen als gemeinsames HLA HLA-A*0201 auf. Fur funf der sechs
Peptide, GLLILWLQL, LSYNGLDGL, LLSDSGFYL, KLVQAGGGV und RLEPADFAV,
wurden die hochsten Scores sowohl bei SYFPEITHI als auch bei dem eigenen PSSM fur HLA-
A*0201 ausgegeben. Fur das Peptid RLVFGGGTK ist der héchste Score bei PSSM fur HLA-
A*0201 aber nicht bei SYFPEITHI. Das Peptid HLGFGGGTK induzierte T-Zellen bei den zwei
Probanden G1 und P57 und wird mit dem eigenen PSSM und mit SYFPEITHI mit hohen Scores
fur HLA-A*03 und mit laboreigenen PSSM zusétzlich fir HLA-A*0201 bewertet. Da beide
Probanden HLA-A*0201 haben ist damit HLA-A*02-Restriktionsspezifitat moglich. Fur vier
Peptide (ATAADTAVY, ASQSVINTY, FPWYQQFPG, IRRPPGKAL) gab es divergierende
Ergebnisse bei den VVorhersagen durch SYFPEITHI und dem eigenen PSSM; eine Zuordnung zu
den HLA der Probanden war nicht moglich. AuBerdem losten diese Peptide gute
Immunantworten auch bei Probanden mit anderen HLA-Molekilen als den vorhergesagten aus.
Theoretisch konnten hier diverse Allomorphe der untersuchten Probanden in Frage kommen:
HLA-A*02, A*32, B*62 und B*70 von G1 fur FPWYQQFPG, HLA-A*02, A*24, B*35 und
B*62 von G5 fir ATAADTAVY und IRRPPGKAL und HLA-A*02, A*24, B*27 und B*35 von
P57 fir ASQSVINTY.

4.5. HLA-Restriktionen im Bezug auf die Anzahl der vorhergesagten Epitope und die
Anzahl der Probanden mit entsprechenden HLA

Fur die Peptide RLVFGGGTK, HLGFGGGTK, LLAIFWLLL, KLVQAGGGV und
GLLILWLQL wurde bei flinf der sieben gesunden Probanden mit HLA-A*02 (71%) und fur die
Peptide LLSDSGFYL, RLEPADFAV, HLGFGGGTK, LLAIFWLLL, LSYNGLDGL bei vier
der 18 Lymphompatienten mit HLA-A*02 (22%) eine mogliche HLA-A*02-Restriktion
vorhergesagt. Diese HLA-Restriktion ist damit am hdufigsten (neun von 26 Epitopen-35%) bei
den identifizierten Epitopen. Bei SLKASDTAL, LLSDSGFYL und RLEPADFAV wurde mit
dem laboreigenen PSSM ein Score >0,7 fur HLA-A*02 berechnet (Anhang. 5). Ein Score
zwischen 0,6 bis 0,7 wurde fur die Peptide RLVFGGGTK, HLGFGGGTK gegeben. Diese neun
Peptide RLVFGGGTK, HLGFGGGTK, LLAIFWLLL, KLVQAGGGV, GLLILWLQL,
LLSDSGFYL, RLEPADFAV, LSYNGLDGL, SLKASDTAL machen 4% der fir HLA-A*02
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mit einem Score tber 0,6 vorhergesagten Epitope aus (Abschnitt 4.1., Tabelle 7., Anhang 5.).
Fiur die Peptide AVYFCAETY und AIPNQTALY wurden bei einem gesunden (G6) von zwei
getesteten Spendern (50%) mit HLA-A*03 positive Reaktionen nachgewiesen. Proband G6 hat
HLA-A*11, welches anhand der &hnlichen Bindungsmotiven (Abschnitt 4.4., Abb. 9.) ebenfalls
passt. Diesen Peptiden wurde nach laboreigenen PSSM ein Bindungsscore >0,5 gegeben. Dieses
macht 2% aller fur HLA-A*03 mit einem Score zwischen 0,5 bis 0,6 vorhergesagten Epitopen
aus (Abschnitt 4.1., Tabelle 7., Anhang 5.). Die Peptide NPRALVGAL, NPRALRGAL,
GPNTMATAL, FPYMNNLRV, TPLRSRVTM, RPGQPPRLL, FPWYQQFPG, QPPRLLIYL
wurden mit einem Score uber 0,5 nach laboreigenen PSSM fir HLA-B*07 vorhergesagt. Es
resultiert in einem Anteil von 6% aller mit einem Score tber 0,5 fiir dieses HLA vorhergesagten
Epitope. Anhand der ahnlichen Bindungsmotive von HLA-B*07 und HLA-B*35 (Abschnitt 4.4.,
Abb. 9.) sind hier beide Restriktionen mdglich. Peptide NPRALVGAL, NPRALRGAL losten
Reaktionen bei dem gesundem Probanden G6, der beide HLA-Merkmalen (B*07 und B*35) hat,
aus. GPNTMATAL, FPYMNNLRYV wurden identifiziert bei dem gesunden Probanden G5 mit
HLA-B*35, was 33% aller getesteten gesunden Probanden mit HLA-B35 ausmacht. Die Peptide
FPYMNNLRYV, QPPRLLIYL, und RPGQPPRLL l6sten positive Reaktionen bei dem Patienten
P58 mit HLA-B*07 von insgesamt sieben HLA-B*07 Patienten (14%) aus. Es konnten keine
positive Reaktionen bei sieben mit HLA-B*35-Allomorph getesteten Patienten nachgewiesen
werden. Zwei Peptide SLKASDTAL und EVKKPRESL losten Immunantworten jeweils bei
einem Patienten: P47 im Fall des Peptids SLKASDTAL und P22 im Fall des Peptids
EVKKPRESL. Wegen fehlender HLA-Angaben konnte nur mdgliche HLA-Restriktion anhand
der Vorhersagen bestimmt werden. Hier wurden die hochsten Scores fur HLA-B*08 (>0,7 fur
SLKASDTAL und >0,6 fir EVKKPRESL) und fur HLA-A*02 im Fall von SLKASDTAL
(>0,7) gegeben. Die HLA-B*08-Restriktion fur diese zwei Peptide macht 4% aller fur HLA-
B*08 mit dem Score uber 0,6 vorhergesagten Epitope aus. Im Fall des Peptids ARRRPIKQL mit
der moglichen HLA-B*27-Restriktion (nach SYFPEITHI und HLA des Probanden) loste dieses
Peptid positive Antworten bei einem gesunden Probanden (G4) von drei mit dem HLA-B*27
getesteten gesunden Spendern (33%) aus. Anhand der Bindungsmotiven ist hier eine HLA-
Restriktion-B*08 ebenfalls mdglich (Abschnitt 4.4., Abb. 10.). Innerhalb der getesteten PBMC
von gesunden Probanden befand sich kein Spender mit einem HLA-B*08-Merkmal. Das Peptid
ARRRPIKQL wurde mit dem laboreigenen PSSM mit einem Score tber 0,6 vorhergesagt.
Dieses macht 2% aller fir HLA-B*08 mit dem Score zwischen 0,6 und 0,7 vorhergesagten

Epitope aus.
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4.6. Lokalisation der identifizierten Epitope innerhalb der TCR und BCR Sequenzen

Bis dato waren nur wenige Epitope aus TCR und BCR bekannt. Mit dieser Arbeit ist es gelungen
weitere Epitope zu identifizieren. Es wurden insgesamt 26 neue T-Zellepitope identifiziert. Von
den 26 Peptiden wurden 15 Epitope bei gesunden Probanden, sieben bei Lymphompatienten und
vier bei beiden identifiziert. Die 26 in dieser Arbeit identifizierten Epitope, stammen
uberwiegend (77%) aus invariablen und nicht aus hypervariablen Regionen der
Immunrezeptoren (Tabelle 14.). Von 26 in den Analysen identifizierten Peptiden liegen nur
sechs (AVYFCAETY, RLVFGGGTK, ARRRPIKQL, GPNTMATAL, ATAADTAVY,
HLGFGGGTK) teilweise in der CDR3 der Immunrezeptoren. Die rote Markierung in den
Sequenzen in der Tabelle 14. kennzeichnet die AS, die sich in der CDR3 befinden. VVon diesen
sechs Peptiden wurden zwei Peptide (ATAADTAVY und HLGFGGGTK) als moderate

Stimulatoren gewertet.
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Tabelle 14. Die Lokalisation der Epitope innerhalb der Immunrezeptoren mit Angaben, welche Epitope aus den Va,
Vg, Vi, Vi, Vi der Immunrezeptoren stammen und welche Epitope sich innerhalb der FR1-4 oder der CDR1-3
befinden. Die Daten sind mit der Anzahl der aus diesen Regionen vorhergesagten Peptide verglichen worden. Rote
Markierungen kennzeichnen die AS, die sich in CDR3 befinden.

Anzahl der aus
- dieser Region STARKER - TCR/BCR
Region vorhergesagten Stimulator Stimulator Kette
Peptide.

LLAIFWLLL - Va

GLLILWLQL - Va

FR1 94 KLVQAGGGV*) KLVQAGGGV Vy

- EVKKPRESL Vi

- ASQSVINTY Vi

FR1/CDR1 23 - - -
CDR1 11 - - -
FPYMNNLRV**) FPYMNNLRV Vi

CDR1/FR2 22

- FPWYQQFPG Va

FR2 58 - - -
LSYNGLDGL - Va

FR2/CDR2 37 IRRPPGKAL - Vi
- QPPRLLIYL Vi

CDR2 16 RPGQPPRLL - Vi
ATIFRASVK - Vi

CDR2/FR3 23

a - TPLRSRVTM Vi

FR3a 22 - - -
FR3a/3b 42 AYLQWSGLK***)  AYLQWSGLK Vy
AIPNQTALY - Vg

- LLSDSGFYL Vg

FR3b 31 RLEPADFAV - Vi
SLKASDTAL - Vi
FR3b/CDR3 40 AVYFCAETY R Vo
ATAADTAVY Vi

CDR3 11 - - -
HLGFGGGTK \

CDR3/FR4 29 RLVFGGGTK A
ARRRPI1KQL Vi

GPNTMATAL Vi

FR4 o8 NPRALRGAL - Vi

- NPRALVGAL Vi

*) KLVQAGGGYV loste starke Reaktionen beim Probanden G2 und moderate Reaktionen bei G3 aus.

**) FPYMNNLRYV loste starke Reaktionen bei den Patienten P47 und P58 und moderate Reaktionen beim
Probanden G5 aus.
***) AYLQWSGLK l6ste starke Reaktionen beim Probanden G5 und moderate Reaktionen bei G3 aus.

Von den 20 aus den konstanten Regionen stammenden Peptiden befanden sich finf
(LLAIFWLLL, GLLILWLQL, KLVQAGGGV, EVKKPRESL und ASQSVINTY) in der FR1.
Es zeigte sich, dass diese aus der FR1 stammenden Peptide im Kontext von HLA-A*02 erkannt
werden (Abschnitt 4.4.). In dieser Arbeit konnten keine Peptide identifiziert werden, deren
kompletten Sequenzen in CDR1, FR2, FR3a oder CDR3 liegen. 13 der 26 Epitope
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(KLVQAGGGV, EVKKPRESL, FFYMNNLRYV, IRRPPGKAL, ATIFRASVK, TPLRSRVTM,
AYLQWSGLK, SLKASDTAL, ATAADTAVY ARRRPIKQL, GPNTMATAL, NPRALRGAL
und NPRALVGAL) entstammen Vy der BCR. Die restlichen Peptide stammen aus folgenden
Polypeptidketten: fiinf (LLAIFWLLL, GLLILWLQL, FPWYQQFPG, LSYNGLDGL und
AVYFCAETY) aus Vo, zwei (AIPNQTALY und LLSDSGFYL) aus Vg der TCR, zwei
(RLVFGGGTK und HLGFGGGTK) aus V; und vier (ASQSVINTY, QPPRLLIYL,
RPGQPPRLL und RLEPADFAYV) aus V. der BCR.

Das Peptid LLAIFWLLL aus FR1 der Va der TCR induzierte starke Immunreaktionen bei
Patienten P48 und P57 mit diagnostizierten CTCL (MF bei P48 und primar kutanes klein- bis
mittelgrof3zelliges pleomorphes T-Zell-Lymphom bei P57). Ein weiteres Epitop EVKKPRESL
aus FR1 der Vy der BCR l6ste moderate Reaktionen bei einem Patienten P22 mit LyP (CTCL)
aus. Das Peptid FPYMNNLRV aus CDR1/FR2 der Vy der BCR induzierte starke
Immunantworten bei zwei Patienten P47 und P58 mit diagnostiziertem CTCL (MF bei P47 und
primér kutanes klein- bis mittelgroRzelliges pleomorphes T-Zell-Lymphom bei P58). Fir das
Peptid SLKASDTAL aus FR3b der Vy der BCR konnten starke Reaktionen bei einem CTCL-
Patienten (P47 mit diagnostiziertem MF) nachgewiesen werden. Ein aus FR3b der Vg der TCR
stammendes Peptid LLSDSGFYL induzierte moderate Reaktionen bei einem CTCL-Patienten
(P21 mit diagnostiziertem LyP). Das Epitop HLGFGGGTK aus CD3/FR4 der V, der BCR Ioste
starke Immunreaktionen bei einem CTCL-Patienten (P57 mit primdr kutanem Klein- bis
mittelgrofizelligem pleomorphem T-Zell-Lymphom) aus. Weitere Peptide aus der V. der BCR
aus den Regionen FR1 im Fall ASQSVINTY, FR2/CDR2 im Fall QPPRLLIYL, CDR2 im Fall
RPGQPPRLL und FR3b im Fall RLEPADFAYV losten adédquate Reaktionen bei CTCL Patienten:
ASQSVINTY bei P57, QPPRLLIYL, RPGQPPRLL und RLEPADFAV bei P58 mit

diagnostiziertem primar kutanem klein- bis mittelgroRzelligem pleomorphem T-Zell-Lymphom.

4.7. Identifizierung der Immunrezeptorfamilien-spezifischer Epitope
In dieser Arbeit gelang es spezifische Epitope fiir sechs verschiedene TCR-V-Familien (davon
vier fir V.- sowie zwei flr Vg-TCR-Familien) und fur funf verschiedene BCR-V-Familien

(davon zwei fur Vi -, zwei fur V- und eins fir V,-BCR-Familie) zu identifizieren (Tabelle 15.).
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Tabelle 15. Epitope und ihre Zuordnung zu bestimmten Rezeptorfamilien mit Angaben der wahrscheinlichen HLA-
Restriktionen und Diagnosen der einzelnen Patienten. Rote Markierungen kennzeichnen die AS, die sich in CDR3
befinden.
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h ] = ke, ] c g2 o 8
= % c € 2 =X o 8
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i = £ ¢ 3 S ¢ & 2
n n = ©) o =S x 3 o
-P48 - MF
G1, -P57 - Primar kutanes
G2, P48, klein- bis
LLAIFWLLL V,-28 HLA-A*02 . .
G7, | P57 mittelgrozelliges
G8 pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)
GLLILWLQL V,-23 | G2 HLA-A*02 -
LSYNGLDGL V-7 P21 | HLA A*02 -P21 - LyP (CTCL)
Jedes HLA-A*02,
FPWYQQFPG V.17 | G1 A*32, B*62, B *70 -
maglich
AIPNQTALY Vp-15 | G6 HLA-A*03, A*11 -
LLSDSGFYL V;-20 P21 | HLA-A*02 -P21 - LyP (CTCL)
G2,
KLVQAGGGV*) | KLVQAGGGV | Vu-llI o3 HLA-A*02, A*11 -
TPLRSRVTM V-l G7 HLA-B*07 -
-P57 - Primdr kutanes
klein-bis
HLGFGGGTK | V;-1 Gl P57 | HLA-A*02 mittelgrozelliges
pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)
-P58 - Primér kutanes
klein-bis
RPGQPPRLL V-1l P58 | HLA-B*07 mittelgrozelliges
pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)
-P57 - Primér kutanes
Jedes HLA-A*02, klein-bis
ASQSVINTY V-3 P57 | A*24, B*27, B*35 mittelgrozelliges
maglich pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)
*) KLVQAGGGYV loste starke Reaktionen beim Probanden G2 und moderate Reaktionen bei G3 aus.

Drei Epitope LLAIFWLLL, GLLILWLQL, LSYNGLDGL der TCR
(LLAIFWLLL- V4 28; GLLILWLQL -V,-23, LSYNGLDGL-V,-7) werden als starke
Stimulatoren im Kontext von HLA-A*02 erkannt. Die Peptide LLAIFWLLL, LSYNGLDGL
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induzierten adaquat CTL der CTCL-Patienten (LLAIFWLLL bei P48 mit MF und P57 mit
primér kutanem klein- bis mittelgrof3zelligem pleomorphem T-Zell-Lymphom, LSYNGLDGL
bei P21 mit LyP). Die Stimulation der CTL mit GLLILWLQL erbrachte positive
Immunreaktionen im Fall des gesunden Probanden G2. Das Peptid LLAIFWLLL induzierte
adaquate CTL-vermittelte Immunreaktionen sowohl in den Stimulationstestungen mit CTL der
Patienten P48 und P57 als auch mit CTL der vier gesunden Probanden (G1, G2, G7 und G8). Ein
weiteres Epitop der V,-Familie-17 der TCR FPWY QQFPG erwies sich als moderater Stimulator
bei einem gesunden Probanden G1. Im Fall dieses Peptids war eine Bestimmung der
wahrscheinlichen HLA-Restriktion anhand der bioinformatischen Vorhersagen und der HLA-
Merkmale des gesunden Probanden G1 nicht moglich. Hier kann theoretisch jede Restriktion in
Frage kommen: HLA-A*02, A*32, B*62, B*70. Die Epitope der Vg-Familie der BCR
AIPNQTALY (Vp-15), LLSDSGFYL (Vg-20) divergieren sowohl im Kontext der
wahrscheinlichen HLA-Restriktion (HLA-A*03 und A*11 bei AIPNQTALY und HLA-A*02
bei LLSDSGFYL) als auch der Starke der induzierten Immunreaktionen (AIPNQTALY -starker
Stimulator und LLSDSGFYL-moderater Stimulator). Das Peptid AIPNQTALY induzierte
adaquat CTL eines gesunden Spenders G6. Das Epitop LLSDSGFYL induzierte adédquate CTL-
vermittelte Immunreaktionen in den Stimulationstestungen mit PBMC des Patienten P21 mit
diagnostiziertem LyP (CTCL). Die Peptide KLVQAGGGV und TPLRSRVTM ergaben sich als
starke Stimulatoren bei gesunden Probanden (KLVQAGGGV bei G2 und TPLRSRVTM bei
G7). Das Epitop KLVQAGGGYV induzierte zusatzlich moderate Immunreaktionen der CTL eines
gesunden Probanden G3. Fur dieses Epitop ist eine HLA-A*02- sowie HLA-A*11-Restriktion
moglich. Diese Peptide losten keine positiven Antworten bei CL-Patienten aus. Ein Peptid
HLGFGGGTK der V;-Familien der BCR (V,-1) ergab sich als moderater Stimulator der CTL
eines gesunden Probanden G1 und eines Patienten P57 mit primdr kutanem Klein-bis
mittelgrofizelligem pleomorphem T-Zell-Lymphom. Fur dieses Peptid ist eine HLA-A*02-
Restriktion moglich. Die weiteren Epitope der V.-Familie der BCR RPGQPPRLL (V-Ill),
ASQSVINTY (V,-3) induzierten relevante Immunreaktionen der CTL des CL-Patienten. Das
RPGQPPRLL ergab sich als starker Stimulator der CTL eines Patienten P58 mit
diagnostiziertem primér kutanem klein-bis mittelgro3zelligem pleomorphem T-Zell-Lymphom
(CTCL) und ASQSVINTY als moderater Stimulator der CTL eines Patienten P57 mit ebenfalls
diagnostiziertem primar kutanem klein- bis mittelgro3zelligem pleomorphem T-Zell-Lymphom
(CTCL). Fur das Peptid RPGQPPRLL ist eine HLA-B*07-Restriktion wahrscheinlich. Bei dem
Peptid ASQSVINTY kommt jede HLA-Restriktion in Frage: HLA-A*02, A*24 sowie B*27 und
B*35.
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4.8. T- oder B-Zell-gerichtete Tumorvakzine mit den identifizierten Epitopen

Die in dieser Arbeit identifizierten Epitope, die aus den konstanten Bereichen der variablen

Regionen der Immunrezeptoren stammen, sollten fur die Entwicklung von allgemein

einsetzbaren Anti-Tumorvakzinen besser geeignet sein als Idiotypepitope, weil sie T-Zell-

Reaktionen gegen die Tumorzellen verschiedener Individuen induzieren kénnen. Die Tabelle 16.

ist eine Zusammenfassung der in dieser Arbeit identifizierten Epitope und ihrer theoretischen

Einsatzmdglichkeit als HLA-restringierten VVakzine in der Therapie der CL.

Tabelle 16. Einsatzmdéglichkeit der in der Arbeit isolierten Epitope als HLA restringierte Tumorvakzine bei

CTCL/CBCL Patienten. Die rot markierten AS ragen in den CDR-Regionen.
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GLLILWLQL V., V.23 FR1
HLA-A*02- LLATFWLLL V., V,-28 FR1
Familie LLSDSGFYL Vs V;-20 FR3b
LSYNGLDGL V., V-7 FR2/CDR2
HLA-A*03, AIPNQTALY Vs V;-15 FR3b
All AVYFCAETY V., V,-**) | FR3b/CDR3
CTCL Jedes
Allomorph
der
Probanden
moglich: FPWYQQFPG V., | V,~17 CDR1/FR2
HLA-
A*02,32,
B*62,70
RLEPADFAV VK VK-%*) FR3b
HLA-A*D2 RLVFGGGTK V, Vy=**) CDR3/FR4
Far;i I ie_ SLKASDTAL Vi Vy=-*) FR3b
KLVQAGGGV***) Vi Vy-111 FR1
HLGFGGGTK V, V,-1 CDR3/FR4
NPRALRGAL A\ Vy=-*) FR4
NPRALVGAL A Vy=-*) FR4
QPPRLLIYL VK VK-*) FR2/CDR2
_R*
HLA-B*07 RPGQPPRLL VK v—I111 CDR2

CBCL FPYMNNLRV****) Vu Vy=-*) CDR1/FR2

TPLRSRVTM " Vy-11 CDR2/FR3a

NPRALRGAL A\ Vy=-*) FR4

NPRALVGAL Vi Vy=-*) FR4
HLA-B*35 FPYMNNLRV****) Vu Viy=-*) CDR1/FR2
QPPRLLIYL VK vk -*) | FR2/CDR2
GPNTMATAL Vi Vy=**) CDR3/FR4

SLKASDTAL Vu Vy=-*) FR3b

HLA-B*08 EVKKPRESL Vu Vy=-*) FR1
ARRRPIKQL Vu Vy=**) CDR3/FR4
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HLA-B*27 ARRRPIKQL Vi Vy=**) CDR3/FR4
ATIFRASVK Vu Vy=-*) CDR2/FR3a
HLA-A*11 AYLQWSGLK*****) Vu Viy=-*) FR3a/FR3b
KLVQAGGGV***) Vi | V=111 FR1
Jedes AYLQWSGLK***%%) Vi | Va-%) FR3a/FR3b
Allomorph
der
Probanden ATAADTAVY Vi | Vu=**) | FR3b/CDR3
moglich:
CBCL HLA-A*02,
£
24, éz 35, IRRPPGKAL Vi Vy=-*) FR2/CDR2
Jedes
Allomorph
der
Probanden ASQSVINTY VK | Vk-3 FR1
moglich:
HLA-A*02,
24, B*27,
35
*) hier nach BLAST keine Zuordnung einer Immunrezeptorfamilie - domainspezifische Sequenzen.
**) Peptide mit Individuumspezifitét

***)  KLVQAGGGYV lost moderate Reaktionen bei Probanden G3 und starke bei G2 aus.

***%¥)  FPYMNNLRV loste starke Reaktionen bei Patienten P47 und P58 und moderate Reaktionen beim
Probanden G5 aus.

*xxx%) - AYLQWSGLK I6st moderate Reaktionen bei Probanden G3 und starke bei G5 aus.

In dieser Arbeit konnten Peptide identifiziert werden, die relevante Immunantworten bei
mehreren  Individuen auslosten.  Hierzu gehoren folgende Peptide: QPPRLLIYL,
KLVQAGGGYV, FPYMNNLRV, AYLQWSGLK und LLAIFWLLL HLGFGGGTK. Diese
sechs Peptide stammen aus den konstanten Bereichen der variablen Regionen der
Immunrezeptoren. Zwei davon, KLVQAGGGV, AYLQWSGLK induzierten adéquat CTL
jeweils zwei gesunder Spender: AYLQWSGLK bei G3 und G5 und KLVQAGGGV bei G2 und
G3. Des Weiteren wurden die Reaktionen gegen das Peptid FPYMNNLRV in den
Stimulationstestungen mit den CTL eines gesunden Spenders (G5) und zwei Patienten (P47 und
P58) nachgewiesen. Das Peptid QPPRLLIYL induzierte adaquat CTL eines gesunden Spenders
(G5) und eines Patienten (P58). Am haufigsten induzierte das Peptid LLAIFWLLL relevante
Immunreaktionen der CTL: vier gesunder Spender (G1, G2, G7 und G8) und zwei Patienten
(P48 und P57). Das Peptid HLGFGGGTK, welches partiell aus hypervariablen Regionen
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stammte (die rot markierten AS ragen in den CDR3), hat ex vivo CTL der zwei Individuen G1
und P57 induziert.

Die weiteren Peptide aus den konstanten Bereichen der variablen Regionen als auch die funf
Peptide AVYFCAETY, ATAADTAVY, RLVFGGGTK, ARRRPIKQL und GPNTMATAL die
partiell aus hypervariablen Regionen stammten (die rot markierten AS ragen in den CDR3),
I6sten ex vivo CTL-vermittelte Immunantworten jeweils nur bei einem gesunden Spender aus.
Das Peptid LLAIFWLLL ist fur eine Vakzinentwicklung besonders interessant, weil die HLA-
Allele der positiv reagierenden Spendern, Patienten als auch gesunden Probanden, mit den
Vorhersagen mit SYFPEITHI und dem laboreigenen PSSM ubereinstimmen. Hier konnte die
HLA-Restriktion fir HLA-A*0201 vorhergesagt werden. Zusétzlich wurden fur dieses Peptid
bei einem Patienten (P48) direkt ex vivo nachweisbare zirkulierende spezifische T-Zellen
registriert, was auf eine frihere in vivo Induktion im Patienten hindeutet und die natirliche
Prozessierung des Epitopes belegt. Da das Peptid LLAIFWLLL aus den alpha Ketten der TCR
stammt, konnte es fur die Behandlung von HLA-A*02-positiven Patienten mit diagnostiziertem
CTCL in Betracht gezogen werden. Die Verabreichung des Peptids bei einem CTCL-Patienten
sollte in vivo Aktivierung der CTL auslésen und zur Depletion einer Rezeptorfamilie (V,-28) der
T-Lymphozyten und damit Reduktion der Tumormasse bis zur Eliminierung des malignen Klons
fuhren. Glnstig wére mehrere Epitope einzusetzen und damit die Zahl der rekrutierten T-Zellen
und die Starke der Immunantwort zu steigern. Weiteren HLA-A*02-restringierte Epitope welche
fur die Therapie der CTCL geeignet wéren, sind GLLILWLQL (V,-23-Rezeptorfamilie der
TCR), LLSDSGFYL (Vp-20-Rezeptorfamilie der TCR) und LSYNGLDGL (Vp-7-V-
Rezeptorfamilie).

KLVQAGGGV und HLGFGGGTK sind BCR-Rezeptorfamilien-spezifisch (HLGFGGGTK fur
V-1 sowie KLVQAGGGV fir Vu-I11) und konnten in der Immuntherapie von HLA-A*02-
positiven Patienten mit diagnostiziertem CBCL eingesetzt werden. Bei dem Peptid
KLVQAGGGYV ist zusétzlich eine HLA-A*11-Restriktion mdglich. Die weiteren Peptide,
welche flur die Behandlung der HLA-A*02 Patienten mit CBCL geeignet waéren, sind
RLEPADFAV (aus Vk - FR3b), RLVFGGGTK (V, - CDR3/FR4) und SLKASDTAL (V4 -
FR3b). Die Epitope TPLRSRVTM, NPRALVGAL, NPRALRGAL, FPYMNNLRYV,
RPGQPPRLL und QPPRLLIYL weisen eine HLA-B*07-Restriktion auf wobei NPRALVGAL
und NPRALRGAL fir Vy-FR4-Domaine, RPGQPPRLL fiir die Vx-lllI-Rezeptorfamilie,
TPLRSRVTM fir die Vy-11-Rezeptorfamilie, QPPRLLIYL fir Vk-FR2/CDR2-Domaine und
FPYMNNLRV fiur Vy-CDR1/FR2-Domaine der BCR spezifisch sind. Damit konnten die
Epitope ihren Einsatz in der Behandlung der HLA-B*07 Patienten mit CBCL finden. Im Fall der
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Epitope FPYMNNLRYV und QPPRLLIYL ware ein Einsatz auch in der Behandlung HLA-B*35
Patienten mit CBCL mdglich. Zusatzlich ist eine HLA-A*03-Restriktion fur die Epitope
AIPNQTALY und AVYFCAETY gezeigt worden. Das aus den Vp stammendes Peptid
AIPNQTALY (Vp-15-Rezeptorfamilie) und das aus V, stammendes Peptid AVYFCAETY
konnten ihren Einsatz bei HLA-A*03 CTCL-Patienten finden.

Die rot markierten AS in den sechs Epitopen GPNTMATAL, ATAADTAVY, HLGFGGGTK,
ARRRPIKQL, RLVFGGGTK und AVYFCAETY befinden sich in der CDR3. Peptid
ARRRPIKQL, welches aus den Vy-CDR3/FR4 der BCR stammt, hétte Ihre Bedeutung in der
Therapie von HLA-B*27-Patienten (anhand der ahnlichen Bindungsmotiven auch HLA-B*08)
mit CBCL. Fur das Peptid GPRNTMATAL ist eine HLA-B*35-Restriktion mdglich. Im Fall des
Peptids HLGFGGGTK konnte eine Spezifitat fur eine V;-1-Immunrezeptorfamilie nachgewiesen
werden. Fur weitere Peptide GPNTMATAL, ATAADTAVY, ARRRPIKQL, RLVFGGGTK und
AVYFCAETY konnte nach BLAST keine Spezifitat fur Immrezeptorfamilien gezeigt werden.
Diese Peptide Iosten relevante Immunreaktionen ex vivo bei jeweils einem Individuum aus.
Dieses weist auf eine Individuumspezifitat hin. Das Peptid HLGFGGGTK induzierte positive
Immunantworten bei zwei Individuen: einem gesunden Probanden und einem Patienten. Fir das
weitere partiell aus den CDR3 stammende Peptid ATAADTAVY war die Bestimmung einer
wahrscheinlicher HLA-Restriktion nicht moglich, da die VVorhersagen nicht mit den HLA der
Probanden bereinstimmten. Theoretisch ist jede HLA-Restriktion HLA-A*02, A*24, B*35 und
B*62 wahrscheinlich.

Im Fall der Epitope FPWYQQFPG, IRRPPGKAL, AYLQWSGLK und ASQSVINTY war keine
eindeutige HLA-Vorhersage mdglich. Theoretisch kénnten hier verschiedene Allomorphe der
untersuchten Probanden fir die Prasentation der Epitope in Frage kommen: HLA-A*02, 32,
B*62 oder B*70 fur FPWYQQFPG bei Probanden G1, HLA-A*02, A*24, B*35, B*62 fir
IRRPPGKAL bei Probanden G5 und HLA-A*02, A*24, B*27, B*35 fir ASQSVINTY bei
Patient P57. Das Peptid AYLQWSGLK induzierte ex vivo positive Immunreaktionen der CTL
der gesunden Probanden G3 und G5, wobei sich das Peptid im Fall des Probanden G3 als
moderater Stimulator und im Fall des Probanden G5 als starker Stimulator ergab. Nach
bioinformatischen Vorhersagen und HLA des Probanden G3 sowie unter Berlcksichtigung des
HLA-Supertyps ist HLA-A*11 ein wahrscheinliches Restriktionselement fir dieses Peptid. Im
Fall des Probanden G5 waére fur das Peptid AYLQWSGLK theoretisch jede HLA-Restriktion
moglich: HLA-A*02, A*24, B*35, B*62. Das Epitop IRRPPGKAL stammt aus den V-
FR2/CDR2 der BCR, ASQSVINTY hingegen aus der Vk-3 Rezeptorfamilie der BCR und
AYLQWSGLK aus FR3a/FR3b der BCR. Diese Herkunft impliziert den Einsatz der Peptide in
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der Therapie der CBCL. Das Epitop FPWYQQFPG hingegen hétte als Peptid, welches fiir V,-17
der TCR-Rezeptorfamilie spezifisch ist, eine Bedeutung in der Therapie der CTCL.

Fur die Epitope SLKASDTAL und EVKKPRESL konnte aufgrund der fehlenden HLA-
Typisierung der Patienten (P47 fur SLKASDTAL und P22 fir EVKKPRESL) die HLA-
Restriktion nicht gepruft werden. Nach bioinformatischen VVorhersagen konnte hier HLA-A*02,
bzw. B*08 fir das Peptid SLKASDTAL und HLA-B*08 fir EVKKPRESL in Frage kommen.
Beide Peptide stammen aus Vi der BCR. EVKKPRESL ist FR1- und SLKASDTAL FR3b-
spezifisch. Diese Peptide sollten klinische Relevanz fur CBCL-Therapie haben.

4.9. Naturliche Prozessierung der identifizierten Epitope

In dieser Arbeit wurden vorhergesagte und synthetisch hergestellte Peptide getestet. Fir die
Peptide, die Immunantworten auslésen, muss experimentell verifiziert werden, dass sie
tatsachlich durch natiirliche Prozessierung aus den kompletten TCR- und BCR-Polypeptiden in
den Zellen generiert und présentiert werden. Hierzu wurde ein Zytotoxizitatsassay durchgefihrt.
Dieses Experiment soll die Eliminierung einer Rezeptorfamilie durch eine peptidspezifische,
CTL-vermittelte Lyse zeigen. Mit Hilfe der RT-PCR wurde die Expression der entsprechenden
Rezeptorfamilie vor und nach der Inkubation von PBMC mit peptidspezifischen CD8"-T-Zellen
bestimmt. Wenn es durch die Aktivitdt der peptidspezifischen T-Zellen tatsachlich zur
spezifischen Eliminierung der Zellen mit der Rezeptorfamilie kommt, sollte man nach der
Inkubation eine verminderte bzw. keine Expression der Immunrezeptorfamilie finden. Leider
waren die Ergebnisse dieser Experimente nicht aussagekraftig, sodass die mogliche Generierung
der Peptide durch Antigenprozessierung bioinformatisch mittels VVorhersagen mit dem speziell
fur solche Aufgaben entwickelten Netchop-Algorithmus (Kesmir et al., 2002; Nielsen et al.,
2005) http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/) gepruft wurde. Damit konnte fur die neun
Peptide ARRRPIKQL, RPGQPPRLL, LSYNGLDGL, AYLQWSGLK, IRRPPGKAL,
ATAADTAVY, LLSDSGFYL, ASQSVINTY und RLEPADFAV die Prozessierung
wahrscheinlich gemacht werden (Anhang 7.). Von diesen neun Peptiden wurden die flinf
ARRRPIKQL, RPGQPPRLL, LSYNGLDGL, IRRPPGKAL und RLEPADFAV als starke
Stimulatoren Klassifiziert, die drei Peptide ASQSVINTY, ATAADTAVY und LLSDSGFYL als
moderate Stimulatoren. AYLQWSGLK erwies sich als starker Stimulator beim Probanden G5
und als moderater Stimulator bei G3. Fir das Peptid ARRRPIKQL, welches CD8"-T-Zellen von
Spender G4 induziert hatte, ist eine HLA-B*27-Restriktion aber auch anhand der &hnlichen
Bindungsmotiven (Abschnitt 4.4., Abb. 10.) eine HLA-B*08-Restriktion moglich. Die Peptide
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RLEPADFAYV und RPGQPPRLL losten bei T-Zellen von Patienten P58 Reaktionen aus und
sind wahrscheinlich entsprechend RLEPADFAV HLA-A*02 und RPGQPPRLL HLA-B*07
restringiert. Fir LSYNGLDGL und LLSDSGFYL bei einem Patienten P21 ist eine HLA-A*02-
Restriktion wahrscheinlich. Bei dem Peptid AYLQWSGLK ist die HLA-A*11- Restriktion
moglich. AYLQWSGLK loste zusétzlich gute Immunantworten beim Probanden G5, bei dem
allerdings eine eindeutige Zuordnung der HLA-Restriktion anhand der bioinformatischen
Vorhersagen und HLA-Typisierung nicht moglich war. Dabei k&me eine HLA-Restriktion durch
HLA-A*2, A*24, B*35 und B*62 in Frage. Die fir einen weiteren unsicheren Fall mit dem
Algorithmus NetChop vorhergesagten HLA-Restriktion fir die Peptide IRRPPGKAL,
ASQSVINTY und ATAADTAVY wadre ebenfalls mit alternativen HLA des untersuchten
Probanden moglich, konnten in dieser Arbeit aber ebenso wenig gesichert werden.

Uber die bioinformatische Vorhersage der Prozessierung der vorhergesagten Epitope hinaus
belegt auch der ex vivo Nachweis von peptidspezifischen T-Zell-Reaktionen ohne vorheriges in
vitro Priming bei Peptid LLAIFWLLL die natirliche Prozessierung des Epitopes. Nach in vitro
Priming induzierte das Epitop LLAIFWLLL dann auch ad4quate T-Zell-Reaktionen bei weiteren
sechs HLA-A*02-positiven Probanden, den vier gesunden Probanden G1, G2, G7 und G8 sowie
den beiden Patienten P48 und P57.

4.10. Einsatz der identifizierten Immunrezeptorfamilien-spezifischen T-Zellepitope fur die

Immuntherapie von CL

In dieser Arbeit ist es gelungen fur insgesamt finf Immunrezeptorfamilien-spezifische Peptide
LLAIFWLLL, LSYNGLDGL, LLSDSGFYL, RPGQPPRLL, ASQSVINTY eine naturliche
Prozessierung nachzuweisen. Davon konnte fur ein Peptid LLAIFWLLL experimentell Gber ex
vivo Nachweis von peptidspezifischen T-Zell-Reaktionen ohne vorheriges in vitro Priming die
natirliche Prozessierung des Epitopes gezeigt werden. Fir weitere Peptide LSYNGLDGL,
LLSDSGFYL, RPGQPPRLL, ASQSVINTY konnte die mdgliche Generierung der Peptide durch
Antigenprozessierung bioinformatisch mittels Vorhersagen mit dem Netchop-Algorithmus
(Kesmir et al., 2002; Nielsen et al, 2005) http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/)
wahrscheinlich gemacht werden (Tabelle 17., Anhang 7.,). Diese Peptide kdnnen als
Immunrezeptorfamilien-spezifische T-Zellepitope fir die Immuntherapie von CL in Betracht

gezogen werden.
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Tabelle 17. Einsatzmdéglichkeit der in der Arbeit identifizierten Immunrezeptorfamilien-spezifischen T-Zellepitope

(mit bewiesener natiirlicher Prozessierung) als HLA-restringierte Tumorvakzine bei CTCL/CBCL Patienten.
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Alle diese fiinf Peptide induzierten ex vivo relevante Immunantworten bei CTCL-Patienten. Ein

Peptid LLAIFWLLL loste zusatzlich Immunreaktionen bei insgesamt vier gesunden Probanden
(G1, G2, G7, G8) aus. Drei Epitope erwiesen sich als starke (LLAIFWLLL, LSYNGLDGL,
RPGQPPRLL) und zwei als moderate (LLSDSGFYL, ASQSVINTY) Stimulatoren. Drei Peptide
LLAIFWLLL, LSYNGLDGL, LLSDSGFYL stammen aus TCR. Das Peptid LLAIFWLLL
weist eine Spezifitat fir Va-28-Immunrezeptorfamilie hin. Das Epitop LSYNGLDGL ist flr Va-

7- und das Epitop LLSDSGFYL fur VB-20-Immunrezeptorfamilie spezifisch. Diese drei Peptide
(LLAIFWLLL, LSYNGLDGL, LLSDSGFYL) werden im Kontext von HLA-A*02 erkannt.

Damit konnten ihren Einsatz als Immunrezeptorfamilien-spezifische Tumorvakzine bei HLA-
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A*02- CTCL-Patienten finden. Das Epitop RPGQPPRLL als starker Stimulator weist eine
wahrscheinliche HLA-B*07-Restriktion hin und konnte als V.-lll-Immunrezeptorfamilien-
spezifische Tumorvakzine bei HLA-B*07-CBCL-Patienten eingesetzt werden. Fir das Epitop
ASQSVINTY war keine eindeutige HLA-Vorhersage mdglich. Theoretisch kdnnten hier
verschiedene Allomorphe der Probanden fiir die Prasentation der Epitope in Frage kommen:
HLA-A*02, A*24, B*27, B*35. Das Peptid ASQSVINTY erwies sich als moderater Stimulator
und konnte als ein Vk-3-Immunrezeptorfamilie-spezifisches Epitop fur die Immuntherapie der
CBCL-Patienten eingesetzt werden.
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5. Diskussion

5.1. Einsatz bioinformatischer Verfahren fur die Vorhersage der HLA-restringierten
Epitope

Mit dieser Arbeit wurden mit Hilfe bioinformatischer Verfahren und experimenteller
Uberpriifung 26 neue T-Zellepitope aus den Immunrezeptoren von B- und T-Zellen fiir den
madglichen therapeutischen Einsatz bei CBCL und CTCL entdeckt. Hier wurden ihre potentiellen
HLA-Restriktionen bestimmt sowie Mdglichkeiten der natiirlichen Prozessierung geprift. Die
Zuordnung der Epitope zu bestimmten HLA (Abschnitt 4.4., Tabelle 13) wurde anhand von
SYFPEITHI  (http://www.syfpeithi.de/) bzw. der laboreigenen PSSM vorgenommen.
SYFPEITHI fasst mehr als 7000 Peptidsequenzen mit MHC-Klasse-1- oder Klasse-1I-
Restriktionen zusammen und die laboreigene PSSM basiert auf der AntiJen Datenbank

(http://www.darrenflower.info/AntiJen) mit grof3en Zahlen an Eintragungen fur die untersuchten
HLA. Beide Algorithmen beruhen auf der Statistik der AS an den einzelnen Sequenzpositionen
der Epitope, die bei der Zahl der jeweiligen Eintragungen relativ verlasslich ist. Wenn von den
500 vorhergesagten Epitope nur 26 (5%) als aktiv bestédtigt werden konnten, liegt diese
Vorhersagesicherheit im Bereich des ublichen, ist aber unbefriedigend (Moutaftsi et al., 2006).
Die beiden wesentlichen Grinde fir diese niedrige Trefferrate liegen in den Prinzipien der
Algorithmen und in den Testsystemen. Sowohl SYFPEITHI als auch die sehr viel feiner
abgestimmte laboreigene PSSM beriicksichtigen nicht die wechselseitigen Abhangigkeiten der
AS in den Peptiden, was ein grundsétzliches Problem dieser Art von Algorithmen ist. Die
Testsysteme sind vom VVorhandensein und der Frequenz von T-Zellen mit der richtigen Spezifitat
in den Spendern abhéngig, was bei den groRen Unterschieden in den Immungenetiken und den
Immunerfahrungen der Spender sehr restriktiv ist. In dieser Arbeit konnten Ubereinstimmungen
der Vorhersagen von SYFPEITHI und laboreigener PSSM mit den HLA der Probanden, bei
denen ex vivo T-Zell-Reaktionen nachgewiesen werden, fiir insgesamt 14 Peptide - 54%
(TPLRSRVTM, NPRALVGAL, NPRALRGAL, LLAIFWLLL, KLVQAGGGV, GLLILWLQL,
FPYMNNLRYV, AVYFCAETY, AIPNQTALY, RPGQPPRLL, LSYNGLDGL, QPPRLLIYL,
LLSDSGFYL und RLEPADFAYV) festgestellt werden. Die laboreigene PSSM ergaben im Fall
der Peptide HLGFGGGTK und RLVFGGGTK bessere Epitopenvorhersagen im Vergleich zu
SYFPEITHI. Die h&ufigste HLA-Restriktion (35%) der in dieser Arbeit identifizierten Epitope
war eine HLA-A*02-Restriktion. Dieses Resultat kann im Zusammenhang entweder mit der
grolReren Anzahl HLA-A*02-positiver Probanden (9% gesunder Probanden mit HLA-A*01,
63% mit HLA-A*02, 18 % mit HLA-A*03, 18% mit HLA-A*11, 9% mit HLA-B*07, 0% mit
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HLA-B*08, 27% mit HLA-B*27 sowie 18% mit HLA-B*35) wie auch der gréReren Anzahl der
fir das Trainieren der HLA-A*02-PSSM verwendeten HLA-Liganden (298 fur HLA-A1, 938
fur HLA-A2, 191 fur HLA-A3, 125 fur HLA-B7, 22 fur HLA-B8, Details im Abschnitt 2.7.
beschreiben) liegen. Innerhalb der Patientengruppe konnte die Haufigkeit der HLA-Restriktion
wegen zum Teil fehlender HLA-Daten nur geschatzt werden. Da die laboreigenen PSSM fur
HLA-A*01, A*02, A*03, B*07 und B*08 entwickelt wurden, konnte keine HLA-Restriktion fir
andere HLA geprift werden, es sei denn, sie gehéren zum selben Supertyp wie die untersuchten
HLA. Fir das Peptid ARRRPIKQL z. B. wird bei SYFPEITHI der hochste Bindungscore fir
B*2705 (Score 26) und bei laboreigenen PSSM fir HLA-B*08 angegeben. Dieses Epitop
induzierte ex vivo adaquate IFN-y-Produktion bei dem HLA-B*27-Probanden G4, was dazu
passen wiurde. Anhand der &hnlichen Bindungsmotive ist HLA-B*08 ebenfalls ein
wahrscheinliches Restriktionselement fir das Peptid ARRRPIKQL (Abschnitt 4.4., Abb.10.).
Die Nutzung des HLA-Supertypkonzepts (Sidney et al., 2008), das verschiedene HLA auf Basis
ubereinstimmender oder sehr dhnlicher Anforderungen an die Sequenzmotive (Abschnitt 4.4.,
Abb. 9. und 10.) ihrer Liganden zu Supertypen zusammenfasst, kann also eine erhebliche
Erweiterung der HLA-Zuordnung von Epitopen ermdglichen. Damit konnten durchaus
belastbare HLA-Vorhersagen flir 22 der 26 (85%) mit dieser Arbeit identifizierten T-Zellepitope
erreicht werden. Andersherum ist auch zu bertcksichtigen, dass die Angaben zur
wahrscheinlichen HLA-Restriktion der Epitope (Abschnitt 4.4., Tabelle 13.) sich auf die Scores
von SYFPEITHI und der laboreigenen PSSM sowie der HLA der Probanden beziehen. Hierbei
zeigte sich, dass die Vorhersagen und die HLA-Profile der Spender manchmal nicht
zusammenpassten und die Differenzen sich auch nicht mit den HLA-Supertypmotiven erklaren
lieRen. Viele Peptide stellen sich trotz geringer Vorhersagewerte als sehr gute T-Zellepitope
heraus, was friihere Arbeiten bestatigen (Bredenbeck et al., 2005). Aus diesem Grund ist es
wichtig die verschiedenen Algorithmen auf ihre Vorhersagegenauigkeit zu testen und ggf.
weiterzuentwickeln. Es gibt einen weiteren Aspekt, der die Anzahl der identifizierten Epitope in
dieser Arbeit beeinflussen konnte. Die bioinformatischen Vorhersagen unterscheiden nicht
zwischen HLA-Liganden und T-Zellepitopen. HLA-Liganden sind Peptide, die spezifisch von
einem kognaten HLA-Molekil gebunden werden und dadurch HLA-Peptid-Komplexe (HLA)
bilden, die ihrerseits Liganden fur T-Zellrezeptoren sein kénnen (Janeway CA Jr, 2001b). T-
Zellepitope sind HLA-Liganden, die spezifisch von T-Zellen im Komplex mit ihren kognaten
HLA erkannt werden und T-Zell-Reaktionen auslésen (Janeway CA Jr, 2001a). Die Bildung der

HLA-Komplexe ist eine Voraussetzung fir die Bindung durch TCR und damit Erkennung der
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Peptide oder Epitope durch T-Zellen. Deshalb muss jedes T-Zellepitop auch HLA-Ligand sein.
Es ist aber nicht bekannt, ob jeder HLA-Ligand auch T-Zellepitop ist.

5.2. Charakterisierung der Epitope anhand der physikochemischen Eigenschaften mit
Berucksichtigung der Lokalisation dieser Epitope innerhalb der Immunrezeptoren

Die Analysen der bislang bekannten Epitopen weisen auf einen hohen Anteil an hydrophoben
AS auf (Lucchiari-Hartz et al., 2003). Wie die Analyse (von R. Demine aus der Kklinischen
Forschergruppe ,,Tumorimmunologie®, P. Walden) der variablen, konstanten und hypervariablen
Domainen der TCR-V; zeigt (Abschnitt 2.8., Abb. 1.), enthalten die konstanten Domainen der
Immunrezeptoren mehr hydrophobe AS und scheinen deshalb bessere Epitopenquelle im
Vergleich zu den hypervariablen Domainen zu sein.

Sechs von den 26 in dieser Arbeit identifizierte Peptide (23%) stammen partiell aus den CDR3
der Immunrezeptoren und machen 8% aller aus diesen Regionen vorhergesagten Peptide aus. Die
weiteren 20 Peptide (77%) stammen aus den FR 1, FR2, FR3a und FR3b sowie FR4 oder CDR1
und CDR2 (davon funf aus FR1, zwei aus CDR1/FR2, drei aus FR2/CDR2, eins aus CDR2, zwei
aus CDR2/FR3a, eins aus FR3a/FR3b, vier aus FR3b und zwei aus FR4) der Immunrezeptoren
und machen 5% aller aus diesen Regionen vorhergesagten Peptide aus (Abschnitt. 4.6., Tabelle
14.). Die in dieser Arbeit 487 getesteten Peptide wurden mit Hilfe der laboreigenen PSSM fir
HLA-A*01, A*02, A*03 sowie HLA-B*07, B*08 vorhergesagt. Die meisten 407 vorhergesagten
potentiellen Epitopen stammen aus den FR1, FR2, FR3a und FR3b sowie FR4 oder CDR1 und
CDR2 der Immunrezeptoren (davon 94 aus FR1, 58 aus FR2, 22 aus FR3a, 31 aus FR3b und 28
aus FR4, 23 aus FR1/CDR1, 11 aus CDR1, 22 aus CDR1/FR2, 37 aus FR2/CDR2, 16 aus
CDR2, 23 aus CDR2/FR3a, 42 aus FR3a/3b. Im Gegensatz dazu stammen 80 vorhegesagte
potentielle Epitope aus den CDR3 der Immunrezeptoren (davon 40 aus FR3b/CDR3, 11 aus
CDR3, 29 aus CDR3/FR4). Da die meisten vorhergesagten potentiellen Epitope aus den
invariablen Regionen stammen, wurden erwartungsgemald die meisten aus diesen Regionen
stammenden Epitope identifiziert. Die Anzahl der mittels laboreigener PSSM vorhergesagten
Epitope sowie daraus resultierte Anzahl identifizierter Epitope aus diesen Regionen der
Immunrezeptoren bestétigt indirekt die Hypothese, dass die invariablen Regionen der
Immunrezeptoren im Vergleich zu den CDR3 sich als bessere Epitopenquelle darstellen.
Hinsichtlich der Hydrophobizitat der vorhergesagten und identifizierten Peptide (Abschnitt 4.3.,
Abb. 8., Anhang 6.) fallt auf, dass die Verteilung der hydrophoben AS innerhalb dieser

Sequenzen sehr divergierte und sicher nicht nur Anteil an hydrophoben AS sondern auch die
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Position der hydrophoben AS innerhalb der Nonapeptidsequenzen eine entscheidende Rolle in
der Induktion adaquater Immunreaktionen spielt. Das beste Beispiel stellt hier das Peptid
LLAIFWLLL dar, welches am hdaufigsten positive Immunantworten ausldste. Dieses Peptid
beinhaltet ausschlieRlich hydrophobe AS davon acht (89%) stark hydrophobe und eine (11%)
hydrophobe AS. Das Peptid ist eins von drei (33%) der mit dem hochsten Anteil an stark
hydrophoben AS vorhergesagten Peptiden (Anhang 6.). Im Vergleich zu den anderen zwei
Peptiden LLGLLILWL, MLLLLVPVL (Anhang 6.) ebenfalls mit acht stark hydrophoben AS
(89%) beinhaltet das Peptid LLAIFWLLL noch eine hydrophobe AS: Alanin in der 3. Position.
Im Gegensatz dazu beinhaltet das Peptid LLGLLILWL eine neutrale AS: Glycin in der 3.
Position und das Peptid MLLLLVPVL eine hydrophile AS: Prolin in der 7. Position. Diese
Beobachtung wiirde auf die Bedeutung der Anzahl der hydrophoben AS fur die Induktion
positiver CTL-vermittelter Immunreaktionen hinweisen. Es gibt aber weitere vorhergesagte
Peptide mit dem gleichen gesamten Anteil an stark hydrophoben und hydrophoben AS, welche
keine relevante CTL-Induktion verursachten: ALLAIFWLL, AVYYCIALY. Diese Peptide
enthalten wie LLAIFWLLL ausschlieBlich hydrophobe AS davon sieben stark hydrophobe im
Fall des Peptids ALLAIFWLL und drei stark hydrophobe AS im Fall des Peptids AVYYCIALY.
Das Peptid ALLAIFWLL mit sieben stark hydrophoben AS unterscheidet sich von dem Peptid
LLAIFWLLL zuséatzlich anhand der Position der hydrophoben AS: Alanin in der 3. Position des
Peptids LLAIFWLLL,; Alanin in der 1. und 4. Position des Peptids ALLAIFWLL. Dieser Aspekt
wirde auf die Rolle der Position der hydrophoben AS fir die Induktion relevanter
Immunreaktionen hindeuten. Es konnten ebenfalls andere Epitopen identifiziert werden, welche
sich trotz geringerer Anzahl der hydrophoben AS sowohl als starke als auch moderate
Stimulatoren ergaben (Abschnitt 4.3., Abb. 8). Diese Analysen weisen auf die Komplexitat des
Erkennungsprozesses der Epitope sowie die Notwendigkeit weiterer Analysen der bekannten

Epitope hin, um eine zuverléssige Epitopvorhersage zu entwickeln.

5.3. Verfahren zur Quantifizierung der peptidspezifischen T-Zell-Reaktionen und
Faktoren, welche das Ausmal dieser Reaktionen beeinflussen

Da in der Abwehrreaktion gegen Tumorzellen eine zentrale Rolle die T-Zellen spielen, wurden
Analysen zur Quantifizierung der antigenspezifischen T-Zellen insbesondere im Bereich der
Tumorvakzine entwickelt. Die funktionellen Analysen der T-Zellen, wie ELISpot oder ICCS
setzen die antigenspezifische Induktion der T-Zellen zur Produktion von Zytokinen voraus, um
die spezifischen T-Zellen zu detektieren (Letsch et al., 2003). ELISpot fordert fur die
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Bestimmung des Phanotyps der Zytokin-sezenierenden Zellen ihre vorherige Isolierung und lasst
in einem Versuch die Messung eines Zytokins zu. Dagegen erméglicht die ICCS die parallele
Messung mehrerer Zytokine und die gleichzeitige Bestimmung des Phanotyps der Zellen (Slifka,
2005).

Die in dieser Arbeit verwendete Methode des ELISpots ist eine robuste, spezifische und
reproduzierbare Methode, welche sich gut zur Quantifizierung der T-Zell-vermittelnden
Immunreaktionen eignet. Der weitere Vorteil von dieser Methode ist, dass die Analysen ex vivo
erfolgen konnen. Der ELISpot-Ansatz hat sich sowohl beim Epitopenscreening als auch
Monitoring von Immunreaktionen nach Einsatz von Tumorvakzine (Anthony et al., 2003;
Meiklejohn et al., 2004) bewéhrt.

In dieser Arbeit wurden mittels ELISpots die Frequenzen spezifisch auf Antigenstimulus mit
IFN-y-Produktion reagierender T-Zellen gemessen. Da Lymphompatienten besonders bei
leukamischen Manifestationen hdaufig eine global verminderte Produktion von IFN-y aufweisen
(Vowels et al., 1992), kdnnten die Bestimmungen per ELISpot zu niedrig ausgefallen sein. Es
konnte daher eine groflere Anzahl tatsachlich aktiver Epitope geben, als mit dieser Arbeit
nachgewiesen werden konnte. ELISpot ist zwar ein ex vivo Test mit einem niedrigeren Limit fur
die Detektion der IFN-y-Produktion im Vergleich zu ICCS: ELISpot lasst eine Detektion fast
zehn spezifischer T-Zellen pro 1x10° PBMC zu; ICCS fordert signifikant hohere Frequenzen der
spezifischen T-Zellen: 40 spezifische T-Zellen pro 1x10° PBMC (Letsch et al., 2003). ICCS
ergab sich aber sensitiver als ELISpot, um die T-Zellen zu screenen, welche weniger IFN-y
produzieren, was bei tumorreaktiven T-Zellen zu beobachten ist (Scheibenbogen et al., 2002).
Dieser Aspekt konnte negativ die Anzahl der in dieser Arbeit identifizierten Epitope
beeinflussen, da hier PBMC der insgesamt 64 CL-Patienten getestet wurden. Andersherum gibt
es eine positive Korrelation zwischen den anhand der mittels ELISpot gemessenen T-Zell-
Reaktionen und Kklinischem Endergebnis nach einem Ansatz der Tumorvakzine mit
peptidbeladenen dendritischen Zellen bei Melanompatienten (Banchereau et al., 2001), was den
Nutzwert dieser Analyse bei den Studien mit Tumorvakzinen sowie ihre klinische Relevanz

belegt.

Auf das Ausmal der peptidspezifischen T-Zell-Reaktionen kdnnte einen Einfluss ebenfalls Alter
der Patienten haben. Mit dem Altern ist eine sukzessive Verringerung sowohl der IFN-a- als
auch IFN-y-Produktion bekannt (Kita et al., 1991). In den experimentellen Arbeiten wurden
weniger positive Immunreaktionen in den Ansétzen mit den CTL der Patienten nachgewiesen.

Insgesamt 19 Peptide induzierten addquat CTL der acht von 11 gesunden Probanden (72%). Im
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Vergleich dazu wurden in den Stimulationstestungen mit CTL der sechs von 64 Patienten (9%)
relevante Immunantworten gegen 11 Peptide registriert. Das durchschnittliche Alter lag in der
Patientengruppe bei 60 und in der gesunden Spendergruppe bei 34 (Alter der gesunden Spender
im Abschnitt 4.2.2., Tabelle 10. angegeben, sowie Alter der Patienten im Abschnitt 4.4.4.
Tabelle 12, Anhang 3 dargestellt). Das durchschnittliche Alter der reaktiven Patienten (mit
Nachweis von peptidspezifischen T-Zell-Reaktionen in den ex vivo durchgeflhrten
Stimulationstestungen), lag bei 52, davon war ein Patient (17%) im Alter 14, ein Patient (17%)
im Alter 36, ein Patient (17%) im Alter 50, ein Patient (17%) im Alter 64 sowie zwei Patienten
(32%) waren im Alter 70-79. Im Gegensatz dazu lag das durchschnittliche Alter der reaktiven
gesunden Probanden bei 32, davon waren drei Probanden (37,5 %) im Alter 20-29, vier
Probanden (50%) im Alter 30-39 und ein Proband (12,5 %) im Alter 51.

Ein weiterer Aspekt, welcher eine Rolle bei dem Ausmal der in dieser Arbeit mittels ELISpots
registrierten Immunantworten spielt, ist sicher Einfluss der bei den Patienten eingesetzten
Therapien. Viele konventionelle Therapien, wie IFN-a, systemische Glukokortikosteroide und
andere Chemotherapeutika werden mit erhohter Infektionsrate verbunden, was eine signifikante
Beeintrachtigung der Funktionen des Immunsystems anzeigt (Stanbury et al., 1998; Stubiger et
al., 2011). Die Phototherapie ist ebenfalls mit immunsuppressiven Nebenwirkungen gebunden
(Lam et al.). Bei den leukdmischen Verlaufsformen der CL (in dieser Arbeit Patient P64) hat
zusitzlich der Verdiinnungseffekt der CD8*-T-Zellen durch die Vermehrung der malignen CD4*
T-Zellen einen Einfluss auf die immunologische Reaktionsfahigkeit der Patienten. Bei dem

Patienten P64 konnten z.B. keine CD8"-T-Zellen im peripheren Blut nachgewiesen werden.

Die Chemotherapie soll aktiv wachsende Tumorzellen in den Zelltod treiben, wirkt damit aber
unspezifisch auf alle wachsenden Zellen und damit auch auf reagierende Immunzellen. Diese
unspezifische Wirkung der Chemotherapie kann sogar zur Entstehung von sekundéren
Neoplasien fuhren (Jappe et al., 1996; Rasmussen et al., 1982). Fir CL, wie fir andere
Tumorerkrankungen, ist zu Beginn einer Therapie die histologische Sicherung der Diagnose
sowie Beurteilung der Krankheitsausbreitung (sogenanntes Staging) mittels Erfassung der
TumorgrélRe, Anzahl und Histologie der befallenen Lymphknoten und, im Fall der CL, des
prozentuellen Anteils der im peripheren Blut zirkulierenden malignen Zellen erforderlich. Bei
lokalisierten Formen der MF wird eine lokale Phototherapie mit Ultravioletlicht A (PUVA) gof.
in Kombination mit Retinoide bzw. mit zusétzlichem Einsatz von IFN-o durchgefuhrt (Humme
et al., 2014). ECP, welche nur in spezialisierten dermatologischen Zentren durchgefiihrt sein

kann, sowie systemische Chemotherapie mit Cyclophosphamid, MTX oder systemischen
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Glukokortikosteroiden in verschiedenen Kombinationen sind als palliative Therapien fir SS
bzw. fortgeschrittene Stadien der MF vorgesehen (Al Hothali, 2013). Es ist bekannt, dass bei
Psoriasis-Patienten, die mit PUVA behandelt werden, ein erhéhter Anteil der CD8"-T-Zellen im
peripheren Blut nachgewiesen werden kann (Borroni et al., 1992). In dieser Arbeit wurden bei
zwei Patienten (P47, P48) von funf (40%), die eine PUVA-Therapie erhielten, positive
Reaktionen gegen insgesamt drei Nonapeptide (FPYMNNLRYV - P47, SLKASDTAL - P47,
LLAIFWLLL - P48) registriert, was auf eine intakte Immunkompetenz deuten kdnnte. Im
Gegensatz dazu stehen vier von 52 CL-Patienten (8%), welche zum Zeitpunkt der Blutentnahme
keine Therapie erhielten und bei welchen im ELISpot addquate Immunrekationen nachgewiesen
wurden. Es wurden keine positive Immunreaktionen bei Patienten mit IFN-a-, MTX- und ECP-
Therapieregimen registriert. Diese Zahlen sind allerdings statistisch zu gering, um Korrelationen

zwischen Therapie und Immunkompetenz zu untersuchen.

5.4. Naturliche Prozessierung der identifizierten Epitope

Es wurde versucht, das Prinzip der Immunrezeptorfamilie-spezifischen T-Zell-induzierenden
Vakzine und damit verbunden die natlrliche Prozessierung der Antigene zur Generierung der
identifizierten Epitope im Zellkulturmodell experimentell zu testen. Leider waren die Ergebnisse
der dazu durchgefiihrten Zytotoxizitatassays nicht aussagekraftig. Diese Ergebnisse deuten aber
nicht notwendigerweise auf eine fehlende naturliche Prozessierung. Sie konnten zum Teil in
Schwéchen der Methode begriindet sein. So kénnten die CTL trotz Komplementlyse und MACS-
Aufreinigung nur ungenugend angereichert worden sein. Zudem standen fir einige
Immunrezeptoren, aus denen in dieser Arbeit identifizierte Epitope stammten, keine Antikdrper
zur Verfligung, sodass alternative Nachweisverfahren nicht eingesetzt werden konnten. Aus
diesen Griinden erfolgte die Prifung der mdglichen Prozessierung der identifizierten Peptide
theoretisch mit bioinformatischen Algorithmen. Der hier verwendete Netchop-Algorithmus
wurde nur mit humanen Daten trainiert und sollte bessere Vorhersage der Schnittstellen der
menschlichen Proteasomen liefern als andere, allgemeiner angelegte Algorithmen (Nielsen et al.,
2005). Netchop 3.0 verwendet fir die Vorhersage zwei verschiedene Netzwerke (C-term 3.0 und
20S 3.0). C-term 3.0 Netzwerk wurde mit einer Datenbank, bestehend aus 1260 6ffentlich
zuganglichen MHC-Klasse-1 Liganden, 20S 3.0 mit in vitro generierten Spaltdaten trainiert
(Emmerich et al., 2000; Toes et al., 2001). Mit diesen Verfahren ist es gelungen, bei neun
(ARRRPIKQL, RPGQPPRLL, LSYNGLDGL, AYLQWSGLK, IRRPPGKAL, ATAADTAVY,
LLSDSGFYL, ASQSVINTY und RLEPADFAYV) der 26 Epitope eine natlrliche Prozessierung
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als wahrscheinlich vorherzusagen (Anhang 7.). Fir das Peptid LLAIFWLLL wurde allerdings
trotz der experimentell belegten naturlichen Prozessierung (ex vivo Nachweis von
peptidspezifischen T-Zell-Reaktionen ohne vorheriges Priming in vitro) mit NetChop keine
Prozessierung vorhergesagt, was auf die Grenzen dieser Algorithmen verweist. Neuere Berichte
scheinen zudem nahezulegen, dass durch natlrliche Prozessierung prinzipiell jedes Peptid
(Epitop) generiert werden kann, was die Notwendigkeit des experimentellen Beweises der
natlrlichen Prozessierung der identifizierten Peptide obsolet werden liel3e (Kisselev et al., 2003;
Nussbaum et al., 1998). Dies bedeutet allerdings nicht, dass jedes Antigen gleich gut prozessiert
und jedes Epitop mit gleicher Effizienz gebildet wird. Flr die Peptide, die direkt ex vivo T-Zell-
Reaktionen induzierten, kann allerdings sicher von einer natlrlichen Prozessierung und

Préasentation ausgegangen werden.

5.5. Peptidbasierte Tumorvakzine in der Therapie der CL mit Diskussion der Konditionen
fur effektiv induzierte Anti-Tumorantworten

Es gibt mehrere Hinweise auf die Immunitét der Rezeptoren, die von malignen Zellen in B-
Zellneoplasien exprimiert werden. Relevante immunogene Epitope konnten flr die FR der
Immunoglobuline von B-Zell-Lymphomen identifiziert werden (Trojan, et al., 2000). Tats&chlich
zeigen klinische Vakzinationstudien mit idiotypischen BCR einen positiven Einfluss der
Vakzine: Induktion einer kompletten Remission in B-Zell-Lymphompatienten (Bendandi et al.,
1999; Timmerman et al., 2002). Es konnte auch nachgewiesen werden, dass der TCR ein
immunogenes Antigen bei Lymphompatienten ist. In einem murinen Modell, wurde gezeigt, dass
Peptide aus dem TCR CTL-vermittelte Immunantworten induzieren (Wong et al., 2000; Wong et
al., 1999).

Eine weitere Studie von Winter et el. zeigt, dass TCR der malignen T-Zellklonen der sechs
CTCL-Patienten mehrere Peptide mit den Ankerresten enthalten, welche fir MHC-I passen.
Hierzu wurde gezeigt, dass die TCR-peptidspezifischen T-Zellen aus dem Blut von gesunden
Spendern und CTCL-Patienten nach wiederholter Stimulation mit sechs selektierten Peptiden
(vorhergesagt mit SYFPEITHI) zu zytotoxischen Effektorzellen werden. Die vier von diesen
sechs CTL-Linien konnten reproduzierbar autologe primare CTCL-Zellen auf eine MHC-
I/CD8"-abhingige Weise erkennen und lysieren. Diese CTL-Linien waren gegen Epitope aus FR
und CDR der TCR gerichtet. Damit konnte bewiesen werden, dass TCR der Tumorzellen
vorhersagbare Epitope enthalten. Diese Daten deuten darauf hin, dass solche Peptide sich als
wertvoller Angriffspunkt fiir die zukunftigen Anti-CTCL-Vakzine darstellen (Winter et al.,
2003).
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Diese Arbeit hat zur Identifizierung von 26 neuen Epitopen aus TCR und BCR gefiihrt. Dies ist
im Vergleich zu 17 schon bekannten Epitopen aus der TCR und BCR eine hohe Anzahl neuer
Epitope (Berger et al., 2001; Trojan et al., 2000; Winter et al., 2003). Fir 21 von diesen 26
Epitopen gelang es entweder eine Immunrezeptorfamilien-Spezifitat oder eine Domainspezifitat
nachzuweisen. Diese Spezifitdt impliziert ihren mdglichen Ansatz als peptidbasierte
Tumorvakzine bei mehreren Individuen.

Die Experimente in dieser Arbeit wurden in vitro durchgefuhrt und erfassen nicht mogliche
Immunevasionmechanismen bei der CL. Es kdnnte trotzdem mit adaquaten Reaktionen bei den
CL-Patienten gerechnet werden, da bei sechs von 64 Patienten bereits nach Kurzzeitinkubation
und bei einem Patienten auch ohne Kultivierung CD8"-T-Zell-Reaktionen nachgewiesen werden
konnten. Verschiedene Therapieregime wie z.B. IFN-a wirken nach einigen Berichten
Immunevasionmechanismen entgegen (Kirkwood et al., 2012). Die in dieser Arbeit getesteten
PBMC wurden nicht nur von gesunden Probanden sondern auch von 64 CL-Patienten, die
unterschiedliche Therapien erhielten, gewonnen. Bei den Tests konnte bei Patienten, die IFN-a
erhalten hatten, keine Reaktion nachgewiesen werden. Allerdings waren wie bereits oben
diskutiert zwei von funf Patienten, die PUVA-Therapien erhalten hatten, reaktiv. Diese noch
eingeschrankten Beobachtungen deuten auf mogliche wechselseitige Beeinflussung
verschiedener Therapien hin, die mit VVakzinationstherapien interferieren, aber auch andere, die
sie verstarken konnten. Derartige Wechselbeziehungen sind bei der weiteren Entwicklung
therapeutischer VVakzine zu berticksichtigen.

Eine effektive Induktion des Immunsystems gegen Tumorzellen ist nicht nur mit Epitopen
sondern auch mit sogenannten Mimotopen moglich (Sharav et al., 2007). Die Mimotope ahmen
die T-Zellepitope nach und werden entweder durch Sequenzmodifikation von bekannten
Epitopen abgeleitet oder de novo durch Verwendung von kombinatorischen Peptidbibliotheken
(Kombination der aktiven AS in den entsprechenden Sequenzpositionen) entwickelt. In den
klinischen Studien von Sharav et el. konnten nach intradermaler Veabreichung von zwei auf
HLA-A*08-restringierte Weise prasentierten Mimotopen initial komplette
immunohistopatologische Remissionen der CTCL-L&sionen erreicht werden. Beide Patienten
erlitten nach initial vollstdndigen Antworten ein Rezidiv. Diese Rezidive konnten nicht durch die
Erschopfung der tumor/mimotopspezifischen T-Zellen oder den Antigenverlust durch die
Tumorzellen verursacht werden, da die tumor/mimotopspezifischen CTL konnten im peripheren
Blut der Patienten im Endstadium der Krankheit gefunden werden. Aullerdem waren die
Tumorzellen im Endstadium weiterhin anféllig fir die CTL-vermittelte Lyse (Tumenjargal et al.,

2003). Die Rezidive in diesen Fallen konnten mit krankheitsbezogener Immunsuppression
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assoziiert werden. Diese Immunsuppression beschrankt die Wirksamkeit aller Immuntherapien
und stellt eine Herausforderung fur die Entwicklung von Strategien, welche die
immunsuppressiven Effekte beheben kdnnten (Sharav et al., 2007).

Fur eine effektive Immuntherapie mit peptidbasierten Tumorvakzinen missen bestimmte
Voraussetzungen erfillt sein. Dazu gehdren ein intaktes Immunsystem sowie die Exposition
gegenuber einem immunogenen Tumorantigen bzw. den entsprechenden Epitopen, was zu einer
gezielten Antwort gegen die Zielzellen (Tumorzellen) fiihren soll. Es ist jedoch bekannt, dass
Lymphompatienten, vor allem bei leukdmischen Manifestationen, eine global verminderte
Produktion von IFN-y aufweisen kdnnen (Vowels et al., 1992). Hinsichtlich der Immunschwdche
von Tumorpatienten, die sowohl durch die Neoplasie als auch durch die Therapien bedingt sein
kann, ist es sehr wichtig, Mdglichkeiten zur Stabilisierung und Stimulation des Immunsystems
zu entwickeln und einzusetzen. Es gibt zahlreiche Berichte Uber den Einfluss verschiedener
Substanzen, wie Glutamat, Lactoferrin, B7-1-Transfektion oder immunmodulatorische
monoklonale Antikorper (als Checkpoint-Antikorper bezeichnet) zur Verstarkung der T-
Zellantworten bzw. Stabilisierung und Rekonstitution des Immunsystems (Artym et al., 2005;
Furst et al., 2000; Hayakawa et al., 1997; Maker et al., 2006; Naidoo et al., 2014; Steele, 2002).
Letztere ziehen auf sich ein besonderes Interesse und greifen unterschiedliche Mechanismen an,
wie z. B. CTLA4-/-Liganden- und PD1-/-Liganden-Interaktion auf T-Zellen (Naidoo et al.,
2014).

PD-1 (engl. programmed death-1, programmierter Tod-1) ist ein wichtiger Rezeptor, der von T-
Zellen exprimiert wird und die Immunsuppression vermittelt. Das Protein PD-1 spielt nach
Literaturlage eine zentrale Rolle bei der Regulierung der  Autoimmunitét,
Transplantationsimmunitat, infektiéser Immunitat und Tumorimmunitat (Tanaka et al., 2013).
Die Interaktion in peripherem Blut zwischen dem PD-1-Rezeptors und immunsuppressiven PD-
1-Liganden: PD-L1 und PD-L2 kann mit monoklonalen Antikdrper Anti-PD-1 und Anti-PD-L1
unterbrochen werden, was in der Verstarkung der T-Zellantworten gegen Tumorzellen resultiert.
Mehrere Agenten der Anti-PD-1- und Anit-PD-L1-Antikorper sind in verschiedenen
Entwicklungsstadien und erbrachten objektive Ansprechrate in der Behandlung eines breiten

Spektrums von sowohl soliden als auch hamatologischen Malignitéten (Bryan et al., 2014) .

CTLA4 hingegen konkurriert mit CD28, um seine Liganden B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) auf
APC zu binden. CTLA4 generiert inhibitorische Signale, welche T-Zellantworten blockieren.
Anti-CTLA4-Antikorper stimulieren Tumorimmunitat entweder durch Inhibitionsbehebung

effektorischer T-Zellfunktion oder Treg-Depletion (Pentcheva-Hoang et al., 2014).
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Bisher durchgefuhrte klinische Studien mit Anti-CTLA4-, PD-1- und PD-L1-Antikdrpern deuten
auf ihre Klinische Aktivitdt hin und beweisen, dass die Checkpoint-Antikorper eine gute
Behandlungsstrategie der Tumoren darstellen (Naidoo et al., 2014).

5.6. Immunrezeptorfamilien-spezifische Vakzine fur die Immuntherapie der CL

Eine Reihe an Verfahren zum Alignieren und zur statistischen Bewertung von Nukleotiden- oder
Proteinsequenzen machte die Gruppierung der variablen Gensegmente von humanen TCR und
BCR in die Familien moglich. Die Zuteilung der Immunrezeptorfamilien ist eine rein statistische
Erfassung der Sequenzen aller bekannten Gensegmente der V,, und Vg der TCR sowie V. und V;,
sowie Vy der BCR. Die Differenzierung zwischen Allelen der gleichen Loci versus anderer Loci
fuhrt zur Unterscheidung der funktionellen Gensegmente (98% ldentitat der Segmente) (Arden et
al., 1995). Diese funktionellen Gensegmente werden verglichen und mit 75%-iger Identitat
wurden 45 V,-funktionale Gensegmente der TCR in 32 Familien und 75 Vy-Gensegmente der
TCR Ketten in 34 Familien eingeteilt (Klein, 1997; Su et al., 1999). Die 41 Vy-Gensegmente der
BCR werden in sieben verschieden Rezeptorfamilien gruppiert, die 40 V.-Gensegmente der
BCR in sieben Rezeptorfamilien und die 30 V,-Segmente der BCR in zehn Rezeptorfamilien
(Sitnikova et al., 1998).

Fur eine Vakzine, die spezifisch fur eine Rezeptorfamilie ist, sind wenige Nebenwirkungen zu
erwarten. Die Deletion z.B. einer spezifischen V,-Familie der TCR kann eine Elimination von
etwa 5 % des T-Lymphozytenrepertoires verursachen. Global gesehen sind kaum Ausfélle in den
Immunreaktionsfahigkeiten der Individuen und keine nennenswerte daraus resultierende
unerwinschte Nebenwirkungen zu erwarten. Dies ist zunédchst eine Annahme, da noch keine
Daten aus Immunrezeptorfamilien-spezifischen Vakzinationsversuchen bei Lymphompatienten
vorliegen. Die hier présentierte Arbeit sollte fiir nachfolgende und weitergehende Entwicklungen
prifen, ob es entsprechende Epitope in den Sequenzen der Immunrezeptoren gibt und diese eine
mit anderen bekannten Epitopen vergleichbare Immunogenitét besitzen. Dieser Nachweis ist mit
der vorliegenden Arbeit gelungen. Spezifische Epitope flir sechs verschiedene TCR-V-Familien
(davon vier fir V,- sowie zwei fir Vg-TCR-Familien) und fur finf verschiedene BCR-V-
Familien (davon zwei fir Vy -, zwei fur V- und eins fur V,-BCR-Familie) zu identifizieren
(Abschnitt 4.7., Tabelle 15). Fur funf von diesen 11 Immunrezeptorfamilien-spezifischen Peptide
LLAIFWLLL, LSYNGLDGL, LLSDSGFYL, RPGQPPRLL, ASQSVINTY gelang es eine
natirliche Prozessierung nachzuweisen. Davon konnte flur ein Peptid LLAIFWLLL(V,-28)

experimentell Gber ex vivo Nachweis von peptidspezifischen T-Zell-Reaktionen ohne vorheriges
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in vitro Priming die natlrliche Prozessierung des Epitopes gezeigt werden. Fir weitere Peptide
LSYNGLDGL(V,-7), LLSDSGFYL (Vp-20), RPGQPPRLL (V,-111), ASQSVINTY (V,-3)
wurde die mogliche natlrliche Prozessierung bioinformatisch mittels Vorhersagen mit dem
Netchop-Algorithmus (Kesmir et al., 2002; Nielsen et al., 2005)
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/) wahrscheinlich gemacht werden (Abschnitte 4.9. und
4.10. Tabelle 17., Anhang 7.,). Diese Epitope konnen als Immunrezeptorfamilien-spezifische T-
Zellepitope fur die Immuntherapie von CL in Betracht gezogen werden. Damit ist auch gezeigt,
dass die gewdhlte VVorgehensweise erfolgreich ist. Allerdings wurden im Prozess restriktive
Filter bei der Auswahl der zu testenden Peptide eingefuhrt. In zukunftigen Folgearbeiten kdnnten
diese weiter gefasst und eventuell die Zahl der identifizierten Epitope deutlich erh6ht werden.
Ahnliches gilt auch fiir die Auswahl der HLA und der Spender fiir die Testzellen. Die Spender
waren gesunde Probanden oder Patienten mit CL, die zum Teil relativ seltene Entitaten, sodass
nur wenigen Patienten per Entitat einbezogen werden konnten. Diese Arbeiten kénnen zukiinftig
auf Patienten mit systemischen Lymphomen und weitere HLA ausgedehnt werden. Auch dies
lasst erwarten, dass noch weitere Epitope identifiziert und validiert werden konnen. Der
grundsétzliche Nutzen der Immunrezeptorfamilien-spezifischen Vakzine liegt in der Tatsache,
dass diese im Gegensatz zu Idiotypvakzine nicht spezifisch fur einzelne Individuen entwickelt
werden mussten, sondern jeweils fiir eine Reihe an Patienten eingesetzt und, da nicht variabel,
vorab hergestellt werden konnten (Bhattacharya-Chatterjee et al., 2001). Das in dieser Arbeit
prasentierte Konzept der Immunrezeptorfamilien-spezifischen Tumorvakzine fir CL hat einen
modelhaften Charakter, da dieses einen Therapievorschlag der CL darstellt und in diesem
Kontext vor allem darauf ausgerichtet ist, Strategien zur Grindung einer wirksamen Therapie
mit weniger Toxizitat und einem mdglichen Einsatz einer Tumorvakzine fir mehrere Individuen
zu entwickeln. Diese Tumorvakzine konnten perspektivisch alleine aber auch in den
kombinatorischen Ansdatzen mit immunmodulatorischen Agenten, welche die Anti-
Tumorantworten potenzieren koénnen, geprift werden, um das komplette Potential des

Immunsystems gegen maligne Zellen zu nutzen.
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6a. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit ist es gelungen, insgesamt 26 potentielle T-Zellepitope aus den
Immunrezeptoren von Lymphomzellen als TAA zu identifizieren. Diese 26 Peptide kdnnten als
therapeutische Vakzine zum Einsatz gebracht werden. Der Nachweis von positiven
Immunreaktionen bei Lymphompatienten ohne vorheriges in vitro Priming mit identifizierten
Epitopen belegt die Immunogenitat der Sequenzen der Geristregionen der Immunrezeptoren und
deren Eignung als Vakzinantigene fur die Immuntherapie von CL. Im Gegensatz zu
Idiotypvakzinen, die als Individuum-spezifische Vakzine flr jeden Patienten entwickelt werden
mussen, konnten diese Epitope als Immunrezeptorfamilien-spezifische Vakzine eingesetzt
werden. Die Immunrezeptorfamilienspezifitdt macht solche Vakzine wegen bestehender
Maglichkeit ihrer Einsdtze gleichzeitig fur mehrere Individuen attraktiv. Sie kdnnten vorab
hergestellt und entsprechend dem Familientyp der Immunrezeptoren der Lymphomzellen und
der Immungenetik der Patienten aus vorgefertigten Vakzinpeptiden kombiniert und eingesetzt
werden. Der Ansatz von Immunfamilien-spezifischen Vakzinen sollte zu beherrschbaren
unerwinschten Wirkungen flhren. Die Identifizierung der Epitope wurde auf Basis einer
Kombination von bioinformatischen Vorhersagen und experimenteller Verifizierung erreicht.
Dieses Verfahren wurde im Rahmen dieser Arbeit exemplarisch ausgefuhrt und kann sukzessiv
fur eine bDbreitere Immungenetik ausgebaut werden. So konnen die dazu entwickelten
Algorithmen auf PSSM-Basis auf andere HLA erweitert werden. Die PSSM, die zundchst nur fur
funf HLA entwickelt wurden ergaben zum Teil bessere Ergebnisse als der weit eingesetzte
SYFPEITHI-Algorithmus, sodass das hier verwendete PSSM eine gute Basis flr weitere
Epitopidentifizierungen ist. Die Epitope, die fur die variablen Domainen der Immunrezeptoren
vorhergesagt und dann mit peripheren weien Blutzellen gesunder Probanden und Patienten mit
CL getestet wurden, haben vorherige theoretische Abschatzungen bestétigt, dass konservierte
Gerlstregionen h&ufiger T-Zellepitope enthalten als die hydrophileren hypervariablen
Sequenzregionen. Diese Arbeit zeigt die Grenzen der bioinformatischen Verfahren fir sowohl
die Epitopenvorhersagen als auf fur den Beweis der natirlichen Prozessierung. Die Ergebnisse
weisen auf die Bedeutung der Immunkompetenz der Patienten hin. Bei der bereits hohen Anzahl
von neu identifizierten Epitopen ist noch mit weiterer immunogenen Peptidsequenzen zu
rechnen, da die Immunreaktionen hier mit ELISpot gemessen wurden, welche die Produktion

von IFN-y, nachweisen, die nach Literaturlage bei Patienten mit CL global vermindert ist.
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6b. Summary

With this work, a total of 26 potential T cell epitopes of the immune receptors of lymphocytes
and thus lymphoma’s cells could be identified as TAA. These 26 peptides could serve as
therapeutic vaccines. The detection of positive immune responses in lymphoma patients without
prior in vitro priming proves the immunogenicity of the sequences from the framework regions
of the immune receptors and their suitability as vaccine antigens for the immunotherapy of CL.
Other than in case of idiotype-vaccines, which must be designed as individual-specific vaccines
for every patient, these epitopes could be used as the immune receptor family-specific vaccine
antigens. The receptor family specificity makes such vaccines very attractive because they can
be used for several individuals. They could be synthesized in advance and combined according
to the family type of immune receptors of the lymphoma cells and the immunogenetics of
patients. The approach of immune family-specific vaccines should have acceptable safety
profiles. The identification of epitope has been achieved by use of bioinformatics plus
experimental verification. This procedure was executed with this work as an example and can be
extended successively for a wider immune genetics. The PSSM can be extended on new HLA
allomorphs. The PSSM, designed initially for five HLA produced in parts better results than the
widely used SYFPEITHI algorithm. So the principle of the used PSSM is a good basis for
identifications of further epitopes. The epitopes were predicted for the framework regions of the
variable domains of the immune receptors and then tested with peripheral white blood cells in
healthy subjects and patients with CL. The previous theoretical assessments that the conserved
framework regions bear more common T cells epitopes as the hydrophilic sequence of the
hypervariable regions have been confirmed. This work also reveals the limits of bioinformatics
for both epitope prediction and proof of the natural processing. The results stree the importance
of the immune competence of the patients for successful immunotherapy. The immune responses
were measured here by ELISpot assays for IFN-y, which, according to literature, is globally
reduced in patients with CL. Thus, more epitopes, in addition to the already high number

reported herein, are predictable when using alternative assays systems.
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8. Anhange

Anhang 1. Liste der synthetisierten Peptide (Sequenzen mit angeordneten Nummern)

Nr. | Peptidsequenz | Nr. | Peptidsequenz | Nr. | Peptidsequenz | Nr. | Peptidsequenz
1 AIPNQTALY 54 PLTVTSAQK 107 | AVYFCAETY 160 | FPWYQQFPG
2 ALLNTDTQY 55 SVGEGTTAK 108 | AVYYCIALY 161 | HPGGGIVSL
3 ANQGSEATY 56 VLQETEMHK 109 | CSFPSSNFY 162 | IPAALSVPD
4 ASGADQGRY 57 YLCASSSRK 110 | CTYQTSGFY 163 | IPAALSVPE
5 ASSLGQGTY 58 YLCSSSQAK 111 | ETVTLSCTY 164 | MPVRKAVTL
6 ASSSTGLPY 59 CPNSSLLNL 112 | RTEDSATYY 165 | PPSGELVFL
g7 ATGGPYESY 60 DPISGHTAL 113 | ALLAIFWLL 166 | QPPSRQMIL
8 1 IDESGMPK 61 DPI1SGHVSL 114 | ALQSTLGAV 167 | SPGLVSLIL
9 LELDDSALY 62 FPDRFSARQ 115 | DLWGGADGL 168 | VPEGAIVSL
10 LELEDSALY 63 FPGRFSGRQ 116 | GLLILWLQL 169 | VPVSIGVPA
11 LELGDSALY 64 FPKEGPSIL 117 | GLVSLILLL 170 | YPNRGLQFL
12 LLLGDSALY 65 FPKTSLMLM 118 | ILGALLGLL 171 | YPSKPLQLL
13 LLLSDSGFY 66 FPLILESPS 119 | ILPGTASKL 175 | ALRDGQKLL
14 LQPEDSALY 67 FPLRLELAA 120 | ILWLQLARV 176 | APKPGGTAL
15 LTGEGDYGY 68 FPLRLLSAA 121 | LLAIFWLLL 177 | DRKSSTLIL
16 LYFCASSTY 69 FPLTLESAR 122 | LLGASVLIL 178 | DRKSSTLSL
17 SNEGSKATY 70 FPLTVTSAQ 123 | LLGLLILWL 179 | DTKARLRTL
18 SRDLGLSTY 71 FPPRFSGLQ 124 | LLGLLSAQV 180 | DTKARLSTL
19 STKRLGRLY 72 FPPRFSGRQ 125 | LLGVSLVIL 181 | EGPVLLIAL
20 VVRGDSAAY 73 GPGTRLLVL 126 | LLLVPAFQV 182 | EPGAGLQLL
21 ALGLGLQFL 74 QPVGSPLSL 127 | LLLVPVLEV 183 | FHLKKPSAL
22 ALGQGPEFL 75 RPKGSLSTL 128 | MLLLLVPVL 184 | KKAAKSVAL
23 ALLLGDSAL 76 RPQDRQFIL 129 | PLLGIHFVL 185 | LKYTSAATL
24 ALYLCASSL 7 SPECPNSSL 130 | SLESLFVLL 186 | LLKVLSGTL
25 FLLGLESAA 78 SPSPNQTSL 131 | SLGGVLLIL 187 | LLKVPSGTL
26 ILSSKKLLL 79 AKRGQDVAL 132 | YLGGSQGNL 188 | LSYNGLDGL
27 LLGDSALYL 80 ALYWYRQSL 133 | AEEYSSASK 189 | NKKDKHLSL
28 LLNLHLHAL 81 AQLEKSGLL 134 | AIRPDVSEK 190 | VAWTGRRAL
29 LLSDSGFYL 82 AQLEKSRLL 135 | ALSDQNGNK 191 | ASYTESKTY
30 SLAPSGANV 83 DGRAGANVL 136 | ALTFGSGTR 192 | ASYTSSKTY
31 SLDQGLQFL 84 EERAKGNIL 137 | APSYSSASK 193 | AWDDSLDGY
32 SLELGDSAL 85 ELIQKAELI 138 | ASDGGATNK 194 | AWDDSLNGY
33 SLGQGLEFL 86 GPGTRLTVL 139 | AVINCSSSK 195 | AWDVSLNAY
34 SLGQGPEFL 87 RLYWYRQAL 140 | F1IQGYKTK 196 | GTAPELLIY
35 SLTLSTLTV 88 RPKGSFSTL 141 | FLISISSIK 197 | GTAPKLLIY
36 TLELGDSAL 89 STESGDTAL 142 | GLLLNSLWK 198 | GTAPKLMIY
37 TLGQGLQFL 90 SVYWYQQAL 143 | GRFTVSLNK 199 | GTAPNLLIY
38 TLGQGPEFL 91 TEKGKYVEL 144 | KLVFGKGTK 200 | GTAPRLLIY
39 YLCASSLSV 92 YRKKLEEEL 145 | QLSCVSAAK 201 | GTTPKLLIY
40 ALYFCASSR 93 ATASLNCTY 146 | RLMASLDTK 202 | LTCTLSSGY
41 ALYLCASSK 94 ALVSDSALY 147 | SLFIPADRK 203 | LTKQYAYWY
42 AMYLCASTK 95 ALYSGAGSY 148 | SLFMLSSGK 204 | PTAPELLIY
43 ASSVGGSLK 96 ATDGNRDDK 149 | SVAYSSASK 205 | QTGDEAlYY
44 GVSQSPRYK 97 ATERYSLLY 150 | TLSTLSLAK 206 | RTAPKLLIY
45 GVSQSPSNK 98 ATLNTKEGY 151 | WLGPGIAQK 207 | RTGDEADYY
46 HLVKGKGQK 99 ATLRDAAVY 152 | APVFLMILL 208 | STGAVTSGY
47 HLVMGMTNK 100 | ATLRDTAVY 153 | DPGEGPVLL 209 | STGAVTTGY
48 IMLECSQTK 101 | ATTVATERY 154 | DPGPLSVPE 210 | STTSRLLIY
49 KLFFGSGTQ 102 | ATVARNCTY 155 | DPGRGPVFL 211 | ALLGASIKL
50 LIYFSYDVK 103 | ATYFCAASK 156 | EPGEGPVLL 212 | HLPGTAPKL
51 LLNSGTNEK 104 | ATYLCAVNY 157 | FPGCAPRLL 213 | HLPGTAPNL
52 LLVKASEQK 105 | AVHDLSATY 158 | FPGKGPALL 214 | LLFGGGTKL
53 LMFVYSYEK 106 | AVRFRSNDY 159 | FPSSNFYAL 215 | LLFGGGVTV
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Nr. | Peptidsequenz | Nr. | Peptidsequenz | Nr. | Peptidsequenz | Nr. | Peptidsequenz
216 | LLPGTAPEL 274 | ERYLTISSL 332 | LIYDASTLK 390 | ATIVESFDY
217 | PLFGGGTKL 275 | GAGTKLTVL 333 | LLIQGASSR 391 | YIDDSSGYY
218 | QLKPGQAPV 276 | GEGTKLTVL 334 | LLISGASTR 392 | CTDDAPQAY
219 | QLPGAAPKL 277 | GGGTKLTVL 335 | LLIYDASNK 393 | NSDGSSTTY
220 | QLPGKAPKL 278 | GGGTKVTVL 336 | LLIYGASTR 394 | KSDGSSTSY
221 | QLPGTAPKL 279 | GRGTKLTVL 337 | LLIYSASTR 395 | FTFSTSAVY
222 | QLPGTTPKL 280 | GSGTKVTVL 338 | PLTFGAGTK 396 | KTEDTALYY
223 | RLFGGGTKL 281 | GSKDNAGIL 339 | PLTFGGGTK 397 | AIGTAGDTY
224 | SLFGTGTKV 282 | GTGTKVIVL 340 | SILYSSDNK 398 | AIGPTGDTY
225 | SLLGGKAAL 283 | GTGTKVTVL 341 | SISKSWLQK 399 | ASGFSFNTY
226 | SLSGVVFGG 284 | KPGQAPRAL 342 | SLLYSSNNK 400 | SIDGSNI1YY
227 | SLVITGVQV 285 | LTISGTQAL 343 | SLTFGGGTK 401 | ATAPIAPPY
228 | VLFGGGTKL 286 | QRPGQAPAL 344 | SLVYSSNNK 402 | LTADDTALY
229 | VLFGGGTKV 287 | QRPGQSPAL 345 | SVLYSSNNK 403 | VTAADSAVY
230 | VLLTQSPSV 288 | RPRTAPKLL 346 | SVLYSSNSK 404 | LTFEDTALY
231 | AAVFGSGTK 289 | SSYAGAQSL 347 | SVVYSSNNK 405 | ATANDRGAY
232 | ALIYSTSNK 290 | ASQRVSAPY 348 | TLTFGGGTK 406 | ATAADTAVY
233 | ASIFGGGTK 291 | ASQSISGNY 349 | KPGQPPKLL 407 | ALESVALI1Y
234 | ASLTISGLK 292 | ASQSISNSY 350 | KPGQPPKVL 408 | RLYGDFSTV
235 | ASLTVSELK 293 | ASQSLSGNY 351 | KPGQPPQLL 409 | GLVKPPGTL
236 | AVIFGGGTK 294 | ASQSVINTY 352 | KPGQPPRLL 410 | GLVKLPGTL
237 | AVVFGGGTK 295 | ASQSVSSDY 353 | KPGRPPKVL 411 | DLWGQGTTV
238 | AYVFGTGTK 296 | ASQSVSSGY 354 | LPVTLGQPA 412 | LLRGGWNDV
239 | FSGSSSGTK 297 | ASQSVSSRY 355 | LPVTPGEPA 413 | DLWGRGTLV
240 | HLGFGGGTK 298 | ASQSVSSSY 356 | QPKAPKLLI 414 | LLESGGGLV
241 | HLVFGGGTK 299 | ASQSVSSTY 357 | QPPRLLIYL 415 | VLESGGGLV
242 | 1LVFGGGTK 300 | ASQTVSSSY 358 | RPGQPPRLL 416 | LLESGGDLV
243 | LLVMYQDTK 301 | ASQVSSNSY 359 | SPASLAVSL 417 | SLRGEDTAV
244 | QLHPGIAPK 302 | ATISYRASK 360 | SPDCLPVSL 418 | GLVKGGGSL
245 | RLVFGGGTK 303 | ATLSCRTSY 361 | SPDSLAVSL 419 | ELWGQGTLV
246 | RQFPGAAPK 304 | ATYHCQQSY 362 | SPDSLGVSL 420 | RLFGKGTTV
247 | SLIFGGGTK 305 | ATYYCQQSY 363 | SPDTLSVSL 421 | GLVKPGGTL
248 | SLVFGGGTK 306 | HSDGKTYLY 364 | SPLSLPVTL 422 | KLVQAGGGV
249 | SVIFGAGTK 307 | ITCQASRNY 365 | SPRRLIYQL 423 | LLESGGGSV
250 | TLLFGGGTK 308 | LVDSDGNTY 366 | SPVTLGQPA 424 | KLLESGGGL
251 | APDRFSGSL 309 | SVDSYLAWY 367 | SPVTLSVSP 425 | KLLESGAEV
252 | FPGAAPKLL 310 | ELTQAPGTL 368 | TPLSSPVTL 426 | SLSTGGVGV
253 | FPGQPGTIT 311 | ELTQSPATL 369 | APKGDASSL 427 | DLWGSGTTV
254 | FPGTAPKLL 312 | GLQSDDFAV 370 | APKLLIYAA 428 | AYLQRSSLK
255 | FPGTAPRLV 313 | KLLI'YDASL 371 | APKQQRDDL 429 | AVYYCARTK
256 | GPVPVLVIY 314 | LLIYAASSL 372 | APRLLIYAA 430 | AYLQISSLK
257 | 1PERFSVSN 315 | LLIYAASTL 373 | APRLLLYAT 431 | AYLQCSSLK
258 | KPGQAPVPV 316 | LLIYGTSTL 374 | ASISKSWYL 432 | AYLQCSSKK
259 | KPGQSPVLL 317 | LLIYLVSNL 375 | AWYQQLRLL 433 | AYLQWSRLK
260 | KPGSPPQFL 318 | RLEPADFAV 376 | FIIQEATTL 434 | AYLQWSSLK
261 | LPGAAPKLL 319 | SLEPEDFAV 377 | GIYYCMQAL 435 | LLESGAEVK
262 | LPGTAPKLL 320 | SLEPEDFTV 378 | GVYYCMQAL 436 | AMFYCARLK
263 | LPGTTPKLL 321 | SLNPGERAV 379 | GVYYCMNAL 437 | ADLQWSSLK
264 | LPVLTQPPS 322 | SLQAADVAV 380 | 1SKGKPPEL 438 | AISRDNAQK
265 | PPSVSVSPL 323 | SLQAEDVAV 381 | LLISKASSL 439 | ATIFRASVK
266 | QPASVSGSL 324 | SLQAEDVGV 382 | LLISKTSSL 440 | AYLQWSGLK
267 | QPHRGPRFL 325 | SLQPEDFAV 383 | NCKSSQSAL 441 | AVYYCARRK
268 | QPPSVSASL 326 | TLSLSPGEV 384 | NCKSSQSIL 442 | GLVWWVSRIK
269 | QPVLTQPPS 327 | VLTQSPASL 385 | SCKSSQSLL 443 | AVYYCAVLK
270 | TPARFSGSL 328 | VLTQSPATL 386 | SRRLAWYQL 444 | AYLQWSCLK
271 | ADYYCQVAL 329 | VLTQSPLSL 387 | TIYCKSLSL 445 | AYLQWSNLK
272 | ASKSGNTAS 330 | FLIYGSTTR 388 | ARDTSSGYY 446 | AYLEWSSLK
273 | CSYAGNYIL 331 | GLTFGGGTK 389 | RTDMVRGLY 447 | GLEWVANTK
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Nr. | Peptidsequenz | Nr. | Peptidsequenz | Nr. | Peptidsequenz | Nr. | Peptidsequenz
448 | FPYWGQGTL 462 | QPVQSGVEV 475 | ARRRPIKQL
449 | VPQRPGKGL 463 | APVEGRFTI 476 | SLRAEDTAL
450 | SPSRGLEWL 464 | APVKGRFI1 477 | SLRADDTAL
451 | SPARGLEWL 465 | GPVEGRFTI 478 | GPNTMATAL
452 | DPSKNQFSL 466 | VPQMPGKGL 479 | 1RRPPGKAL
453 | FPCQVTVSA 467 | FPYMNNLRV 480 | EVKKPRESL
454 | VPQAPGQGL 468 | SLKASDTAL 481 | TLKESGPAL
456 | LPGRGLEWI 469 | DRKDWGWAL 482 | GLRSEDTAL
457 | VPVPSLPPG 470 | AVYYCARAL 483 | NLKSEDTAL
458 | SPVAPFFGS 471 | SLKTEDTAL 484 | ARRWGSGGL
459 | PPFPCQVTV 472 | NPRALRGAL 485 | NPRALVGAL
460 | TPLRSRVTM 473 | AVYFCARAL 486 | DLKNVRVTL
461 | APVEGRFSI 474 | ALKSRVTML 487 | SLRSEDTAL
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Anhang 2. Liste der Peptide und der entsprechenden untergeordneten Pools (1-49) und

Ubergeordneten Pools (1-X)

'§ g Liste der Peptide
GEJ’ " g " (Nummern stimmen mit den entsprechenden Sequenzen vom Anhang 1. tiberein)
58|58
I 1 255 224 481 342 386 361 233 447 226 452
2 474 412 225 462 249 194 369 139 308 244
3 463 |396 |184 |6 405 | 379 430 |389 |414 | 375
4 451 |319 |31 387 |81 36 330 289 |61 229
5 76 83 43 110 |[119 |353 |382 |408 |63 159
I 6 304 384 |41 108 | 378 363 |288 |432 |239 |45
7 440 393 220 273 228 151 328 253 413 351
8 117 | 127 |339 |465 |398 |364 |95 399 | 242 | 441
9 21 421 297 33 118 434 317 105 52 144
10 357 338 343 |301 |107 |467 |318 |435 |358 | 366
1] 11 279 73 453 348 271 300 214 468 56 188
12 422 176 122 445 206 439 418 29 oS/ 394
13 173 152 27 177 22 16 30 95 269 209
14 164 466 181 129 335 392 365 114 321 207
15 272 448 329 391 260 331 276 80 149 138
v 16 163 10 222 221 146 157 190 178 232 59
17 258 476 161 460 195 237 210 196 135 167
18 145 231 |299 |60 438 |90 134 | 270 | 298 | 254
19 98 429 208 261 372 322 371 175 275 286
20 404 24 3 444 251 230 166 39 4 450
Vv 21 302 93 35 316 48 91 211 223 44 246
22 13 323 111 295 281 128 40 266 140 236
23 69 416 431 179 126 234 199 340 212 417
24 472 252 367 385 158 150 5) 17 49 312
25 8 72 148 | 38 25 85 42 37 309 | 165
Vi 26 75 65 235 46 67 18 314 28 136 124
27 464 437 180 344 427 376 227 74 14 370
28 121 160 240 174 9 294 282 84 15 87
29 101 284 425 310 137 443 433 360 99 12
30 26 94 170 377 326 2 401 471 130 400
VI 31 337 34 243 477 483 106 217 20 103 455
32 187 | 291 |62 423 285 359 |213 |1 92 380
33 19 277 419 354 293 115 23 216 350 334
34 454 | 345 | 473 |77 32 327 306 |352 |35 |403
35 347 411 424 336 7 248 79 390 283 71
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'§ g Liste der Peptide

GEJ’ " g " (Nummern stimmen mit den entsprechenden Sequenzen vom Anhang 1. Giberein)

58|58

Vil 36 346 |11 o4 484 | 397 | 373 |47 307 395 | 262
37 141 |305 |486 |123 |368 |459 |388 |86 193 | 247
38 311 470 |100 |78 189 125 |162 |219 |104 | 256
39 169 |[478 |245 |406 |436 |143 |415 |355 |183 |407
40 374 1320 |54 333 |88 97 381 |341 |70 410

IX 41 113 259 287 96 120 53 142 482 241 458
42 171 |[420 |250 |362 |68 332 | 192 |428 |102 | 409
43 64 313 | 290 |82 402 324 203 |274 |109 | 112
44 58 461 | 215 | 278 |457 |267 |182 186 | 315 | 349
45 131 | 89 446 | 456 | 66 426 |51 202 | 156 | 155

X 46 132 | 475 |257 |325 |263 |303 |218 |238 |442 |201
47 485 | 480 | 449 191 | 133 487 |204 |469 |168 |197
48 147 | 383 |479 |50 172 | 200 | 153 198 | 185 | 116
49 296 | 205 292 |268 |264 |265 |280
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Anhang 3. Liste der in der Arbeit getesteten Patienten

< Identifizierte Epitope HLA
= =
c
7] 2 12| & Diagnose
s | == RS Starke . g
2 5 |2 518 Sti Stimulatoren A B Cw DR DQ
© = |3 Bl imulatoren
a <C O [~ iy
© - - Keimzentrums- .
P1 |37 | M é 35 lymphom (CBCL) Keine Angaben
- - Keimzentrums- .
[ -
P2 | 69 | M é lymphom (CBCL) Keine Angaben
© - - Keimzentrums- .
P3 | 73 | W é lymphom (CBCL) Keine Angaben
- - Keimzentrums 2 39 L
P4 |65 | M |&] - i i ' 4,7 19, 1
3 lymphom (CBCL) 30 53 50
- - Keimzentrums- 23
e} - ’ - ~
PR3 W2 lymphom (CBCL) | 29 521 6.7
44,
© - - Keimzentrums- 51, 11,
P6 | 60| W £ 18 lymphom (CBCL) 2 51, ! 52 !
x
51
- - Keimzentrums- .
[ -
P7 | 28 | W é lymphom (CBCL) Keine Angaben
© - - Keimzentrums- 24, 14,
P& | 54| M é 30 lymphom (CBCL) 28 37 6.8 ! !
- - Keimzentrums- 11 L
P9 |49 | M | & - lymphom (CBCL) 24’ 7,40 7 4, 3,1
g ymp 53
- - Keimzentrums- .
[ -
P10 | 65 | M é lymphom (CBCL) Keine Angaben
© - - Keimzentrums- 2, 27,
PLL I T8 1 W é g lymphom (CBCL) 24 35 2,4 2 !
ol - - Marginalzonen- .
P12 | 36 | M é lymphom (CBCL) Keine Angaben
- - Marginalzonen- .
[ -
P13 | 70 | M é lymphom (CBCL) Keine Angaben
ol - - Marginalzonen- .
P14 | 68 | M é lymphom (CBCL) Keine Angaben
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S Identifizierte Epitope HLA
S g o | 2 Diagnose
= —
= = g0 Starke i g
2 5 |2 518 Sti Stimulatoren A B Cw DR DQ
© = |3 Bl imulatoren
a < O [~ iy
Primdr kutanes
P15 |81 | M |2] - - B diffus-groBzelliges Keine Angaben
‘T B-Zell-Lymphom
= (CBCL)
Primdr kutanes
- - diffus-groRzelliges .
[ -
P16 | 70 | M £ B-zell-Lymphom Keine Angaben
= (CBCL)
Primdr kutanes
- - diffus-groRzelliges .
[ -
P17 | 76 | W £ B-Zell-Lymphom Keine Angaben
= (CBCL)
P18 | 66 | M |2 - - - LyP (CTCL) Keine Angaben
L
7,
- - 13 11
@ _ ) )
P19 | 63 | W 2 LyP (CTCL) 2 18 6,7 52 2,7
= 53
- _ 11,
P20 | 41 | M _g 11 LyP (CTCL) 2 7,55 37 15, 1,7
2 52
2,
P21 | 76 | M _g 20 LSYNGLDGL LLSDSGFYL LyP (CTCL) 1,2 8,60 3,7 6, 1
2 52
P22 | 14 | M | 2| - - EVKKPRESL LyP (CTCL) Keine Angaben
L
P23 | 19 | W |&] - - - LyP, MF (CTCL) Keine Angaben
L
P24 | 75 | M || - - - LyP (CTCL) Keine Angaben
=
- - 3 3 3,
P25 | 47 | M || - LyP, MF (CTCL) i 7 ' 11, 2,7
25 7,
= 52,
- - 3’ 7
P26 | 36 | M x| 21 LyP (CTCL) 32, 44 57 15 1
s (19), '
- - 1, 1,
P27 | 68 | W _g - MF (CTCL) 24, 7 7 12, 71,
2 52 3
- - 8 4 6
P28 | 77 | W | 2] - MF (CTCL) 2 i ' 17, 1,2
£ 35, 7,
= 52,
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S Identifizierte Epitope HLA
g £ o | Diagnose
2 | =
s | == RS Starke . g
2 5 |2 518 Sti Stimulatoren A B Cw DR DQ
= = s 1212 imulatoren
a <C () — iy
- - 44 L
P29 |75 | W | S| - MF (CTCL) 1,3 0 3,5 6, 1
£ 52
P30 | 53 | M |2 - - - MF (CTCL) Keine Angaben
2
_ _ 2 11,
P31 | 72 | w |2 8 MF (CTCL) o 7,18 7 15, 1,7
i 52,
P32 |86 | W 2] - - - MF (CTCL) Keine Angaben
2
12,
. - - 59,
P33 | 68 | W 2] - MF (CTCL) 1,2 2 5 13, 1,7
g 52
P34 | 54 | W [2] 36 B B MF (CTCL)
2
11,
P35 | 70 | W | & - MF (CTCL) 222 %1% 7 15, 1,7
i 52,
11,
P36 | 54 | M | 2] 33 MF (CTCL) 2221 532 2,4 14, %
Q 1
~ 52
© - - 2, 38, 12,
P37 | 53 | w & - MF (CTCL) o s 7 11, 3
Q
~ 52
4,
° - - 3, 12,
P38 | 73 | M | & - MF (CTCL) >0 44 3,6 5 3,7
Q 1
= 53
. - - 27,
P39 | 73 | W |&] - MF (CTCL) 2 oy 2,3 - -
2 ,
6,
© - - 2, 18,
PAO |32 | M |8 - MF (CTCL) i e 3 11, 1,7
Q i
£ 52,
- - 3 5 L
Pal | 57 | M | &] - MF (CTCL) o - 4 4, 1,3
T ! 53
Pa2 |55 | w & - - - MF (CTCL) Keine Angaben
[}
3
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S Identifizierte Epitope HLA
S g o | 2 Diagnose
= —
= = g0 Starke i g
2 5 18 |5193 . Stimulatoren A B Cw DR DQ
b= e |8 |22 Stimulatoren
a < O [~ iy
- - 23 13 L
P43 | 81 | W || - MF (CTCL) ' ' 46 7, 1,2
30 44
= 53
P44 | 64 | W |Z| - - - MF (CTCL) Keine Angaben
2
P45 | 74 | M || 4 - h MF (CTCL) Keine Angaben
2
- - 2 27 L
Pa6 | 73 | M || - MF (CTCL) ' ' 14 13, 1
35 11 35
a 52
FPYMNNLRV .
<
P47 | 50 | M = SLKASDTAL - MF (CTCL) Keine Angaben
o
1,
< 2, 217,
P48 | 71 | W |S| 23 | LLAIFWLLL - MF (CTCL) 1,3 4, 1,3
= 26 62
a 53
1,
@ - - 2, 35,
P49 | 66 | M || - MF (CTCL) 45 4, 1,3
D 32 44
= 52
P50 | 59 | M |&] - - - MF (CTCL) Keine Angaben
L
P51 | 64 | W 2] - - - MF (CTCL) Keine Angaben
L
7,
o - - 1, 13,
P52 | 80 | W || - MF (CTCL) 6 10, 1,2
'3 30 37
= 53
Primdr kutanes
_ _ aggressives
P53 | 43 | W | 2| - epidermotrophes Keine Angaben
L CD8'-T-Zell-
Lymphom (CTCL)
Primdr kutanes
. 4,
_ _ aggressives P 38 11
P54 | 75 | W | €] - epidermotrophes 2é (16), 3 52’ 3,7
L CD8'*-T-Zell- 62 N
Lymphom (CTCL)
Primdr kutanes
ol - - anaplastisches .
P55 | 33 | M £ groRzelliges T-Zell- Keine Angaben
= Lymphom (CTCL)
Primdr kutanes
P56 | 64 | M | & - B - anaplastisches Keine Angaben
3 grof3zelliges T-Zell-

Lymphom (CTCL)
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Patienten

Alter

Geschlecht

Therapie

FACS CTL in%

Identifizierte Epitope

Starke

. Stimulatoren
Stimulatoren

Diagnose

HLA

Cw

DR

bR

P57

keine

HLGFGGGTK

LLAIFWLLL ASOSVINTY

Primdr kutanes
klein- bis
mittelgrofRzelliges
pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)

2,
24

27,
35

12

7,
52

2,7

P58

64

keine

FPYMNNLRV
RLEPADFAV
RPGQPPRLL

QPPRLLIYL

Primdr kutanes
klein- bis
mittelgrofRzelliges
pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)

24

7,62

15,
52

P59

26

keine

Primdr kutanes
klein- bis
mittelgroRRzelliges
pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)

Keine Angaben

P60

57

keine

Primdr kutanes
klein- bis
mittelgrofRzelliges
pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)

Keine Angaben

P61

55

keine

Primdr kutanes
klein- bis
mittelgrofRzelliges
pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)

Keine Angaben

P62

68

keine

Primdr kutanes
klein- bis
mittelgrofRzelliges
pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)

Keine Angaben

P63

67

keine

13

Primdr kutanes
klein- bis
mittelgrofRzelliges
pleomorphes T-Zell-
Lymphom (CTCL)

61,
62

2,3

4,
53

1,2

P64

69

ECP

SS (CTCL)

Keine Angaben
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Anhang 4. PSSM fur HLA-A*01, A*03, B*07 und B*08

HLA-A*01

P1

P2

P3

P4

PS5

P6

P7

P8

P9

17,45

6,71

7,72

57

8,72

9,73

9,73

7,72

2,35

2,35

1,01

2,35

3,02

2,01

2,35

2,35

1,68

0,67

2,68

0,67

19,13

5,37

4,7

2,35

4,36

3,36

0,34

4,7

1,34

9,06

8,05

4,36

4,03

0,67

7,72

4,7

0,67

11,74

6,04

4,36

3,69

6,38

3,69

0,67

8,72

1,34

3,69

5,37

7,72

6,04

3,69

4,36

0,67

1,68

0,34

0,67

2,68

1,34

2,68

4,03

2,35

0,67

5,37

14,09

57

4,36

4,03

57

6,71

3,69

1,34

5,37

1,34

4,03

5,37

57

3,36

4,03

6,38

29,87

10,4

13,42

8,05

6,38

7,38

7,38

11,41

10,4

4,36

2,01

1,34

2,01

1,34

0

1,01

8,05

1,34

1,34

2,01

2,35

57

2,68

4,03

57

4,36

2,01

3,02

3,02

8,72

8,05

6,04

4,36

6,04

3,02

2,01

4,03

10,4

2,35

4,03

3,02

57

0,34

5,37

3,02

2,68

2,35

6,04

7,38

4,7

4,03

11,74

8,05

10,4

2,68

5,03

11,41

13,42

4,36

6,38

4,7

22,48

3,02

4,7

6,04

57

4,7

11,41

0,67

7,05

12,75

1,01

5,03

6,71

57

4,36

3,69

2,68

0,34

0

1,01

1,68

0,67

1,68

2,68

1,01

<= <|F0|DO|TZIZT|XT|T|G|TM|MO0O >

2,68

2,01

6,04

2,68

57

3,69

4,7

4,7

43,62

T
T
>
X
o
w

P1

P2

P3

P4

PS5

P6

P7

P8

P9

21,99

4,19

7,33

6,81

8,9

14,14

14,66

7,85

2,62

1,05

0,52

1,57

2,09

3,14

1,57

1,57

3,14

1,05

3,14

0,52

6,28

8,9

4,19

0,52

3,14

1,57

0,52

1,05

1,05

3,14

8,9

1,57

3,14

1,05

5,76

9,42

2,62

19,37

5,76

4,19

1,57

5,76

2,09

0,52

6,81

1,57

5,24

5,24

12,04

4,19

2,09

4,19

0,52

3,14

0

1,57

1,57

1,57

1,57

3,66

2,09

2,09

5,76

19,37

7,85

1,57

3,14

7,85

6,28

3,14

2,62

9,42

1,05

2,62

6,81

7,85

2,09

3,14

5,24

45,03

10,99

26,7

8,38

5,24

6,81

6,28

10,47

7,85

4,19

1,57

1,57

3,14

0,52

1,05

12,57

1,05

0,52

1,05

3,14

4,71

3,66

2,62

1,57

9,95

0,52

3,14

0

5,24

6,28

3,14

3,66

4,19

0,52

2,62

2,09

1,05

13,61

2,62

5,76

2,62

5,76

1,05

4,71

3,14

6,28

3,66

7,33

8,9

6,28

5,24

20,42

7,85

5,24

3,66

4,71

14,14

17,8

5,76

4,19

1,05

3,14

8,38

1,57

6,81

5,24

4,71

4,71

15,71

0,52

4,19

13,61

8,38

4,19

4,71

9,42

3,66

4,19

3,66

0,52

0,52

1,57

1,05

1,05

2,09

0,52

0,52

<l <|F0|DO|TZIZC|XT|T|o|TMO0O >

1,57

3,66

7,85

2,62

2,62

2,62

5,24

6,28

13,09
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HLA-B*07 |P1 P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 P9

A 3,2 16| 56 64| 56 8 64| 96| 88
C 3,2 08| 0,8 5,6 0] 32 1,6 16| 0,8
D 48| 0,8 1,6 56| 24 1,6 2,4 16| 0,8
E 16| 0,8 1,6 64| 3,2 0 16| 3,2 0
F 31,2 0,8] 56 4| 4,8 8| 48| 24| 11,2
G 3,2 08| 48| 48| 72 3,2 16| 32 0
H 3,2 0] 24 08| 24| 08 4| 24| 0,8
I 6,4 0] 104 24| 3,2 3,2 56| 88| 184
K 16| 08| 64 3,2 56| 32 2,4 1,6 1,6
L 13,6 3,2 7,2 56| 72| 104 11,2 56| 31,2
M 4,8 0] 24 0 1,6 0 24| 08 4
N 0] 08 1,6 16| 32| 48 0] 56| 08
P 0| 81,6 1,6 72| 27,2 2,4 6,4| 23,2 0
Q 3,2 08| 24 1,6 16| 24,8 4,8 4| 0,8
R 2,4 4 8| 21,6 56| 48 4| 48| 3,2
S 7,2 08| 64 88| 64| 7.2 48| 7,2 0
T 3,2 08| 24 72| 48| 32 3,2 56| 0,8
V 3,2 16| 22,4 24| 1.2 56| 23,2| 48| 11,2
W 1,6 0] 038 0,8 0] 24| 48| 24| 24
Y 2,4 0] 56 4| 08| 3,2 4,8 16| 32
HLA-B*08 |P1 P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 P9

A 22,73 0 0]13,64| 4,55/13,64| 4,55|36,36| 4,55
C 0] 4,55 0 0 0 0 0 0 0
D 9,09 0 0] 4,55 0 0 0 0 0
E 18,18 | 4,55 0] 9,09 0] 9,09| 9,09| 4,55 0
F 9,09| 4,55 0 0 0 0 0 0 0
G 9,09 0 0] 455|13,64 0 0| 455 0
H 0 0 0 0 0 0 0| 455 0
I 0] 9,09| 9,09 0| 455| 9,09| 9,09|13,64|22,73
K 9,09 0/31,82| 455|31,82| 4,55|13,64 0] 4,55
L 9,09[13,64| 4,55 0| 455|13,64| 9,09| 9,09]|54,55
M 0 0| 9,09 0 0 0 0 0 0
N 0] 4,55 0]13,64 0 0 0 0 0
P 0]18,18 0 0| 9,09 0| 455] 4,55 0
Q 0 0 0] 9,09 0] 4,55 0| 455 0
R 9,09|22,73|22,73 0/13,64|18,18| 9,09 0]13,64
S 4,55| 4,55 0] 9,09| 9,09| 9,09 0| 455 0
T 0] 4,55 0]13,64| 4,55 0/13,64| 9,09 0
\ 0] 9,09 0] 455| 455| 455 0| 455 0
W 0 0 0] 4,55 0] 4,55/18,18 0 0
Y 0 0]22,73| 9,09 0] 9,09| 9,09 0 0
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Anhang 5.

Rezeptor
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta
TCR-beta

Alle 500 Peptide mit den VVorhersagewerten

Sequenz

AIPNQTALY
ALLNTDTQY
ANQGSEATY
ASGADQGRY
ASSLGQGTY
ASSSTGLPY
ATGGPYESY
1 IDESGMPK
LELDDSALY
LELEDSALY
LELGDSALY
LLLGDSALY
LLLSDSGFY
LQPEDSALY
LTGEGDYGY
LYFCASSTY
SNEGSKATY
SRDLGLSTY
STKRLGRLY
VVRGDSAAY
ALGLGLQFL
ALGQGPEFL
ALLLGDSAL
ALYLCASSL
FLLGLESAA
ILSSKKLLL
LLGDSALYL
LLLGDSALY
LLNLHLHAL
LLSDSGFYL
SLAPSGANV
SLDQGLQFL
SLELGDSAL
SLGQGLEFL
SLGQGPEFL
SLTLSTLTV
TLELGDSAL
TLGQGLQFL
TLGQGPEFL
YLCASSLSV
ALYFCASSR
ALYLCASSK
AMYLCASTK
ASSVGGSLK
GVSQSPRYK
GVSQSPSNK
HLVKGKGQK
HLVMGMTNK

HLA
Vorhersage

HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A1
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A2
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3

0,69 0,29 0,46
0,66 0,54 0,47
0,67 0,33 0,47
0,66 0,21 0,36
0,65 0,30 0,44
0,65 0,27 0,37
0,74 0,33 0,35
0,65 0,23 0,63
0,66 0,31 0,45
0,67 0,31 0,45
0,66 0,41 0,43
0,74 0,71 0,57
0,67 0,55 0,47
0,64 0,26 0,41
0,68 0,30 0,35
0,67 0,28 0,51
0,64 0,32 0,40
0,66 0,32 0,39
0,65 0,27 0,31
0,66 0,34 0,45
0,43 0,77 0,45
0,43 0,73 0,47
0,41 0,80 0,48
0,42 0,70 0,48
0,34 0,71 0,39
0,36 0,72 0,38
0,50 0,73 0,53
0,74 0,71 0,57
0,34 0,72 0,36
0,37 0,74 0,44
0,42 0,75 0,49
0,44 0,72 0,42
0,35 0,73 0,38
0,38 0,74 0,41
0,37 0,72 0,39
0,44 0,73 0,47
0,33 0,71 0,35
0,37 0,71 0,39
0,35 0,70 0,37
0,41 0,71 0,45
0,46 0,49 0,57
0,58 0,53 0,70
0,54 0,27 0,63
0,53 0,29 0,57
0,53 0,25 0,59
0,52 0,26 0,61
0,42 0,51 0,59
0,36 0,47 0,58

0,09
0,11
0,11
0,18
0,20
0,22
0,19
0,17
0,18
0,18
0,17
0,18
0,17
0,16
0,15
0,17
0,13
0,17
0,20
0,16
0,25
0,20
0,25
0,24
0,26
0,28
0,29
0,18
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HLA-A*01 HLA-A*02 HLA-A*03 HLA-B*07 HLA-B*08

0,24
0,31
0,25
0,18
0,22
0,22
0,25
0,15
0,18
0,20
0,18
0,22
0,18
0,16
0,20
0,13
0,16
0,25
0,25
0,35
0,47
0,49
0,58
0,53
0,35
0,53
0,45
0,22
0,51
0,36
0,13
0,44
0,49
0,47
0,42
0,18
0,47
0,42
0,40
0,24
0,36
0,33
0,29
0,24
0,20
0,16
0,18
0,18
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HLA

_A*x _A*x _A*x _ -
Rezeptor Sequenz Vorhersage HLA-A*01 HLA-A*02 HLA-A*03 HLA-B*07 HLA-B*08

TCR-beta II1DESGMPK HLA-A3 0,65 0,23 0,63 0,17 0,15
TCR-beta IMLECSQTK HLA-A3 0,50 0,24 0,57 0,13 0,15
TCR-beta KLFFGSGTQ HLA-A3 0,43 0,56 0,57 0,12 0,22
TCR-beta LIYFSYDVK HLA-A3 0,54 0,22 0,59 0,14 0,27
TCR-beta LLNSGTNEK HLA-A3 0,51 0,53 0,60 0,14 0,22
TCR-beta LLVKASEQK HLA-A3 0,54 0,54 0,69 0,21 0,24
TCR-beta LMFVYSYEK HLA-A3 0,55 0,23 0,59 0,13 0,16
TCR-beta PLTVTSAQK HLA-A3 0,53 0,47 0,64 0,11 0,18
TCR-beta SVGEGTTAK HLA-A3 0,56 0,29 0,57 0,15 0,36
TCR-beta VLQETEMHK HLA-A3 0,50 0,42 0,57 0,09 0,18
TCR-beta YLCASSSRK HLA-A3 0,53 0,47 0,65 0,13 0,20
TCR-beta YLCSSSQAK HLA-A3 0,54 0,48 0,64 0,15 0,33
TCR-beta CPNSSLLNL HLA-B7 0,30 0,38 0,29 0,56 0,45
TCR-beta DPISGHTAL HLA-B7 0,23 0,37 0,25 0,55 0,65
TCR-beta DPISGHVSL HLA-B7 0,22 0,38 0,22 0,61 0,47
TCR-beta FPDRFSARQ HLA-B7 0,36 0,21 0,34 0,56 0,16
TCR-beta FPGRFSGRQ HLA-B7 0,29 0,20 0,26 0,55 0,15
TCR-beta FPKEGPSIL HLA-B7 0,24 0,40 0,26 0,63 0,60
TCR-beta FPKTSLMLM HLA-B7 0,31 0,22 0,32 0,54 0,42
TCR-beta FPLILESPS HLA-B7 0,24 0,22 0,22 0,55 0,20
TCR-beta FPLRLELAA HLA-B7 0,30 0,34 0,28 0,62 0,38
TCR-beta FPLRLLSAA HLA-B7 0,27 0,36 0,27 0,63 0,36
TCR-beta FPLTLESAR HLA-B7 0,33 0,25 0,37 0,53 0,44
TCR-beta FPLTVTSAQ HLA-B7 0,26 0,25 0,26 0,53 0,35
TCR-beta FPPRFSGLQ HLA-B7 0,28 0,22 0,25 0,54 0,18
TCR-beta FPPRFSGRQ HLA-B7 0,23 0,18 0,23 0,54 0,15
TCR-beta GPGTRLLVL HLA-B7 0,33 0,44 0,28 0,56 0,55
TCR-beta QPVGSPLSL HLA-B7 0,31 0,52 0,28 0,59 0,40
TCR-beta RPKGSLSTL HLA-B7 0,34 0,50 0,32 0,53 0,60
TCR-beta RPQDRQFIL HLA-B7 0,24 0,34 0,22 0,58 0,47
TCR-beta SPECPNSSL HLA-B7 0,29 0,33 0,19 0,60 0,36
TCR-beta SPSPNQTSL HLA-B7 0,25 0,38 0,21 0,60 0,40
TCR-beta AKRGQDVAL HLA-B8 0,28 0,49 0,27 0,29 0,56
TCR-beta ALLLGDSAL HLA-B8 0,41 0,80 0,48 0,25 0,58
TCR-beta ALYLCASSL HLA-B8 0,42 0,70 0,48 0,24 0,53
TCR-beta ALYWYRQSL HLA-B8 0,39 0,65 0,41 0,21 0,56
TCR-beta AQLEKSGLL HLA-B8 0,45 0,45 0,42 0,24 0,56
TCR-beta AQLEKSRLL HLA-B8 0,44 0,42 0,44 0,24 0,60
TCR-beta DGRAGANVL HLA-B8 0,22 0,37 0,27 0,24 0,53
TCR-beta DPISGHTAL HLA-B8 0,23 0,37 0,25 0,55 0,65
TCR-beta EERAKGNIL HLA-B8 0,21 0,32 0,18 0,22 0,64
TCR-beta ELIQKAEII HLA-B8 0,32 0,48 0,40 0,20 0,56
TCR-beta FPKEGPSIL HLA-B8 0,24 0,40 0,26 0,63 0,60
TCR-beta GPGTRLLVL HLA-B8 0,33 0,44 0,28 0,56 0,55
TCR-beta GPGTRLTVL HLA-B8 0,29 0,41 0,25 0,53 0,56
TCR-beta RLYWYRQAL HLA-B8 0,32 0,63 0,34 0,22 0,64
TCR-beta RPKGSFSTL HLA-B8 0,31 0,47 0,29 0,53 0,55
TCR-beta RPKGSLSTL HLA-B8 0,34 0,50 0,32 0,53 0,60
TCR-beta STESGDTAL HLA-B8 0,41 0,45 0,27 0,24 0,55
TCR-beta SVYWYQQAL HLA-B8 0,31 0,39 0,27 0,30 0,55
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HLA

_A*x _A*x _A*x _ -
Rezeptor Sequenz Vorhersage HLA-A*01 HLA-A*02 HLA-A*03 HLA-B*07 HLA-B*08

TCR-beta TEKGKYVEL HLA-B8 0,24 0,42 0,18 0,28 0,56
TCR-beta YRKKLEEEL HLA-B8 0,22 0,36 0,17 0,20 0,56
TCR-alphaAIASLNCTY HLA-A1l 0,69 0,29 0,48 0,13 0,22
TCR-alphaALVSDSALY HLA-A1l 0,73 0,58 0,63 0,21 0,27
TCR-alphaALYSGAGSY HLA-Al 0,69 0,59 0,56 0,16 0,40
TCR-alpha ATDGNRDDK HLA-A1 0,69 0,27 0,54 0,08 0,22
TCR-alphaATERYSLLY HLA-A1l 0,84 0,27 0,46 0,19 0,22
TCR-alpha ATLNTKEGY HLA-A1l 0,68 0,28 0,36 0,10 0,27
TCR-alphaATLRDAAVY HLA-A1l 0,75 0,30 0,48 0,20 0,22
TCR-alpha ATLRDTAVY HLA-A1l 0,72 0,29 0,43 0,18 0,16
TCR-alpha ATTVATERY HLA-A1l 0,68 0,21 0,36 0,09 0,18
TCR-alpha ATVAFNCTY HLA-A1l 0,69 0,27 0,43 0,18 0,20
TCR-alpha ATYFCAASK HLA-A1l 0,67 0,27 0,66 0,12 0,31
TCR-alpha ATYLCAVNY HLA-A1l 0,72 0,25 0,45 0,19 0,25
TCR-alpha AVHDLSATY HLA-A1 0,75 0,31 0,60 0,14 0,25
TCR-alpha AVRFRSNDY HLA-A1l 0,68 0,17 0,46 0,12 0,31
TCR-alpha AVYFCAETY HLA-Al 0,67 0,24 0,50 0,11 0,35
TCR-alphaAVYYCIALY HLA-A1l 0,68 0,27 0,48 0,11 0,35
TCR-alpha CSFPSSNFY HLA-A1l 0,68 0,16 0,41 0,12 0,09
TCR-alphaCTYQTSGFY HLA-A1l 0,70 0,20 0,37 0,10 0,20
TCR-alphaETVTLSCTY HLA-A1l 0,68 0,22 0,41 0,19 0,24
TCR-alphaRTEDSATYY HLA-A1l 0,72 0,20 0,40 0,11 0,22
TCR-alphaALLAIFWLL HLA-A2 0,42 0,76 0,43 0,25 0,56
TCR-alpha ALQSTLGAV HLA-A2 0,42 0,76 0,41 0,19 0,40
TCR-alphaDLWGGADGL HLA-A2 0,29 0,78 0,38 0,22 0,45
TCR-alphaGLLILWLQL HLA-A2 0,36 0,75 0,37 0,25 0,42
TCR-alphaGLVSLILLL HLA-A2 0,37 0,79 0,43 0,33 0,47
TCR-alpha ILGALLGLL HLA-A2 0,43 0,80 0,37 0,26 0,44
TCR-alpha ILPGTASKL HLA-A2 0,34 0,75 0,37 0,23 0,36
TCR-alpha ILWLQLARV HLA-A2 0,30 0,75 0,37 0,17 0,13
TCR-alphaLLAIFWLLL HLA-A2 0,41 0,75 0,38 0,28 0,40
TCR-alphaLLGASVLIL HLA-A2 0,47 0,79 0,47 0,31 0,51
TCR-alphaLLGLLILWL HLA-A2 0,43 0,75 0,40 0,28 0,40
TCR-alphaLLGLLSAQV HLA-A2 0,49 0,78 0,50 0,22 0,18
TCR-alphaLLGVSLVIL HLA-A2 0,43 0,74 0,41 0,36 0,47
TCR-alphaLLLVPAFQV HLA-A2 0,41 0,75 0,45 0,28 0,24
TCR-alphalLLLVPVLEV HLA-A2 0,43 0,81 0,45 0,29 0,24
TCR-alphaMLLLLVPVL HLA-A2 0,32 0,78 0,36 0,26 0,36
TCR-alphaPLLGIHFVL HLA-A2 0,29 0,77 0,30 0,21 0,35
TCR-alphaSLESLFVLL HLA-A2 0,39 0,74 0,34 0,33 0,38
TCR-alphaSLGGVLLIL HLA-A2 0,44 0,86 0,38 0,31 0,47
TCR-alpha YLGGSQGNL HLA-A2 0,38 0,77 0,39 0,29 0,35
TCR-alpha AEEYSSASK HLA-A3 0,62 0,22 0,65 0,13 0,27
TCR-alpha AIRPDVSEK HLA-A3 0,58 0,29 0,65 0,12 0,27
TCR-alpha ALSDQNGNK HLA-A3 0,52 0,50 0,65 0,11 0,18
TCR-alphaALTFGSGTR HLA-A3 0,53 0,55 0,65 0,13 0,33
TCR-alpha APSYSSASK HLA-A3 0,59 0,24 0,67 0,43 0,33
TCR-alpha ASDGGATNK HLA-A3 0,65 0,33 0,65 0,12 0,31
TCR-alpha ATYFCAASK HLA-A3 0,67 0,27 0,66 0,12 0,31
TCR-alpha AVINCSSSK HLA-A3 0,59 0,21 0,65 0,13 0,29

147



Rezeptor Sequenz

TCR-alphaFII1QGYKTK
TCR-alphaFLISISSIK
TCR-alphaGLLLNSLWK
TCR-alphaGRFTVSLNK
TCR-alphaKLVFGKGTK
TCR-alpha QLSCVSAAK
TCR-alphaRLMASLDTK
TCR-alpha SLFIPADRK
TCR-alpha SLFMLSSGK
TCR-alpha SVAYSSASK
TCR-alpha TLSTLSLAK
TCR-alphaWLGPGIAQK
TCR-alpha APVFLMILL
TCR-alpha DPGEGPVLL
TCR-alpha DPGPLSVPE
TCR-alpha DPGRGPVFL
TCR-alpha EPGEGPVLL
TCR-alpha FPGCAPRLL
TCR-alpha FPGKGPALL
TCR-alpha FPSSNFYAL
TCR-alpha FPWYQQFPG
TCR-alphaHPGGGIVSL
TCR-alpha IPAALSVPD
TCR-alpha IPAALSVPE
TCR-alphaMPVRKAVTL
TCR-alphaPPSGELVFL
TCR-alpha QPPSRQMIL
TCR-alpha SPGLVSLIL
TCR-alphaVPEGAIVSL
TCR-alphaVPVSIGVPA
TCR-alpha YPNRGLQFL
TCR-alpha YPSKPLQLL
TCR-alpha ACPGFLWAL
TCR-alpha AlIYSGNTPL
TCR-alpha ALDTGRRAL
TCR-alphaALLAIFWLL
TCR-alpha ALRDGQKLL
TCR-alpha APKPGGTAL
TCR-alphaDRKSSTLIL
TCR-alphaDRKSSTLSL
TCR-alpha DTKARLRTL
TCR-alpha DTKARLSTL
TCR-alphaEGPVLLIAL
TCR-alpha EPGAGLQLL
TCR-alpha FHLKKPSAL
TCR-al pha KKAAKSVAL
TCR-alpha LKYTSAATL
TCR-alphaLLKVLSGTL
TCR-alpha LLKVPSGTL
TCR-alphaLSYNGLDGL

HLA
Vorhersage

HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-A3
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B7
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
HLA-B8
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0,55
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0,26
0,47
0,57

HLA-A*01 HLA-A*02 HLA-A*03 HLA-B*07 HLA-B*08

0,68 0,22 0,35
0,65 0,27 0,29
0,65 0,15 0,20
0,65 0,18 0,29
0,67 0,17 0,22
0,66 0,17 0,29
0,66 0,14 0,33
0,68 0,21 0,18
0,70 0,13 0,16
0,67 0,16 0,22
0,67 0,19 0,36
0,65 0,13 0,20
0,34 0,56 0,47
0,26 0,58 0,45
0,25 0,55 0,18
0,20 0,62 0,38
0,25 0,57 0,49
0,25 0,60 0,42
0,34 0,60 0,45
0,22 0,64 0,55
0,17 0,60 0,18
0,25 0,58 0,42
0,28 0,56 0,20
0,28 0,56 0,20
0,32 0,71 0,51
0,15 0,57 0,36
0,22 0,58 0,45
0,32 0,57 0,45
0,22 0,56 0,38
0,19 0,62 0,16
0,19 0,57 0,40
0,21 0,60 0,44
0,26 0,24 0,62
0,42 0,30 0,60
0,53 0,25 0,73
0,43 0,25 0,56
0,50 0,31 0,64
0,34 0,53 0,76
0,25 0,29 0,64
0,26 0,29 0,60
0,31 0,26 0,64
0,31 0,26 0,60
0,19 0,24 0,56
0,25 0,53 0,56
0,27 0,33 0,56
0,34 0,31 0,62
0,46 0,29 0,55
0,47 0,27 0,55
0,47 0,34 0,56
0,30 0,26 0,55
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HLA

_A*x _A*x _A*x _ -
Rezeptor Sequenz Vorhersage HLA-A*01 HLA-A*02 HLA-A*03 HLA-B*07 HLA-B*08

TCR-alphaNKKDKHLSL HLA-B8 0,24 0,33 0,21 0,24 0,55
TCR-alpha VAWTGRRAL HLA-B8 0,28 0,39 0,28 0,24 0,58
lambda ASYTESKTY HLA-A1l 0,71 0,18 0,48 0,13 0,38
lambda ASYTSSKTY HLA-A1l 0,75 0,20 0,55 0,14 0,42
lambda AWDDSLDGY HLA-A1 0,69 0,25 0,41 0,12 0,22
lambda AWDDSLNGY HLA-A1 0,70 0,26 0,40 0,11 0,22
lambda AWDVSLNAY HLA-A1 0,72 0,25 0,39 0,12 0,35
lambda GTAPELLI1Y HLA-A1 0,70 0,33 0,32 0,18 0,20
lambda GTAPKLLI1Y HLA-A1 0,71 0,33 0,35 0,19 0,33
lambda GTAPKLMIY HLA-A1 0,69 0,27 0,36 0,16 0,29
lambda GTAPNLLI1Y HLA-A1 0,69 0,33 0,33 0,18 0,20
lambda GTAPRLLI1Y HLA-A1 0,71 0,33 0,35 0,19 0,25
lambda GTTPKLLIY HLA-A1 0,68 0,30 0,32 0,18 0,33
lambda LTCTLSSGY HLA-A1 0,69 0,26 0,39 0,16 0,18
lambda LTKQYAYWY HLA-A1l 0,69 0,19 0,37 0,14 0,31
lambda PTAPELLIY HLA-A1 0,68 0,27 0,28 0,17 0,16
lambda QTGDEAIYY HLA-A1 0,69 0,18 0,34 0,12 0,13
lambda RTAPKLLIY HLA-A1 0,71 0,29 0,34 0,19 0,33
lambda RTGDEADYY HLA-A1l 0,69 0,18 0,34 0,11 0,13
lambda STGAVTSGY HLA-A1 0,69 0,29 0,31 0,14 0,13
lambda STGAVTTGY HLA-A1 0,69 0,29 0,30 0,13 0,18
lambda STTSRLLIY HLA-A1 0,68 0,27 0,32 0,20 0,27
lambda ALLGASIKL HLA-A2 0,51 0,82 0,55 0,24 0,49
lambda HLPGTAPKL HLA-A2 0,32 0,73 0,35 0,22 0,38
lambda HLPGTAPNL HLA-A2 0,31 0,73 0,37 0,24 0,38
lambda LLFGGGTKL HLA-A2 0,39 0,85 0,48 0,25 0,44
lambda LLFGGGVTV HLA-A2 0,41 0,92 0,53 0,27 0,20
lambda LLPGTAPEL HLA-A2 0,39 0,81 0,39 0,26 0,44
lambda PLFGGGTKL HLA-A2 0,33 0,80 0,43 0,21 0,40
lambda QLKPGQAPV HLA-A2 0,33 0,71 0,40 0,32 0,29
lambda QLPGAAPKL HLA-A2 0,35 0,74 0,36 0,22 0,38
lambda QLPGKAPKL HLA-A2 0,33 0,71 0,36 0,22 0,49
lambda QLPGTAPKL HLA-A2 0,33 0,73 0,34 0,22 0,38
lambda QLPGTTPKL HLA-A2 0,30 0,71 0,29 0,21 0,33
lambda RLFGGGTKL HLA-A2 0,35 0,82 0,45 0,21 0,44
lambda SLFGTGTKV HLA-A2 0,37 0,81 0,43 0,15 0,16
lambda SLLGGKAAL HLA-A2 0,39 0,89 0,46 0,28 0,56
lambda SLSGVVFGG HLA-A2 0,31 0,72 0,35 0,14 0,15
lambda SLVITGVQV HLA-A2 0,28 0,72 0,34 0,28 0,11
lambda VLFGGGTKL HLA-A2 0,36 0,82 0,45 0,22 0,40
lambda VLFGGGTKV HLA-A2 0,35 0,83 0,44 0,15 0,18
lambda VLLTQSPSV HLA-A2 0,37 0,71 0,40 0,19 0,20
lambda AAVFGSGTK HLA-A3 0,59 0,30 0,70 0,19 0,24
lambda ALITYSTSNK HLA-A3 0,58 0,46 0,73 0,14 0,27
lambda ASIFGGGTK HLA-A3 0,58 0,29 0,63 0,13 0,25
lambda ASLTISGLK HLA-A3 0,64 0,27 0,62 0,13 0,29
lambda ASLTVSELK HLA-A3 0,62 0,27 0,62 0,14 0,33
lambda AVIFGGGTK HLA-A3 0,59 0,32 0,67 0,13 0,27
lambda AVVFGGGTK HLA-A3 0,56 0,34 0,68 0,17 0,24
lambda AYVFGTGTK HLA-A3 0,51 0,31 0,63 0,17 0,20
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HLA

_A*x _A*x _A*x _ -
Rezeptor Sequenz Vorhersage HLA-A*01 HLA-A*02 HLA-A*03 HLA-B*07 HLA-B*08

lambda FSGSSSGTK HLA-A3 0,64 0,24 0,63 0,23 0,22
lambda HLGFGGGTK HLA-A3 0,54 0,56 0,63 0,12 0,16
lambda HLVFGGGTK HLA-A3 0,47 0,57 0,65 0,18 0,16
lambda ILVFGGGTK HLA-A3 0,49 0,60 0,66 0,19 0,16
lambda LLVMYQDTK HLA-A3 0,49 0,50 0,62 0,26 0,16
lambda QLHPGIAPK HLA-A3 0,49 0,52 0,63 0,20 0,20
lambda RLVFGGGTK HLA-A3 0,49 0,58 0,65 0,17 0,20
lambda RQFPGAAPK HLA-A3 0,53 0,29 0,64 0,21 0,20
lambda SLIFGGGTK HLA-A3 0,54 0,58 0,67 0,15 0,22
lambda SLVFGGGTK HLA-A3 0,51 0,60 0,67 0,19 0,18
lambda SVIFGAGTK HLA-A3 0,57 0,30 0,65 0,16 0,25
lambda TLLFGGGTK HLA-A3 0,53 0,61 0,65 0,12 0,18
lambda APDRFSGSL HLA-B7 0,46 0,41 0,35 0,56 0,44
lambda FPGAAPKLL HLA-B7 0,34 0,45 0,26 0,60 0,49
lambda FPGQPGTIT HLA-B7 0,29 0,21 0,25 0,56 0,29
lambda FPGTAPKLL HLA-B7 0,34 0,42 0,26 0,60 0,49
lambda FPGTAPRLV HLA-B7 0,33 0,44 0,28 0,53 0,25
lambda GPVPVLVIY HLA-B7 0,50 0,31 0,28 0,58 0,24
lambda IPERFSVSN HLA-B7 0,28 0,21 0,23 0,54 0,13
lambda KPGQAPVPV HLA-B7 0,34 0,44 0,28 0,54 0,18
lambda KPGQSPVLL HLA-B7 0,40 0,45 0,33 0,55 0,44
lambda KPGSPPQFL HLA-B7 0,29 0,37 0,20 0,57 0,40
lambda LPGAAPKLL HLA-B7 0,38 0,47 0,27 0,53 0,49
lambda LPGTAPKLL HLA-B7 0,37 0,44 0,27 0,54 0,49
lambda LPGTTPKLL HLA-B7 0,36 0,43 0,25 0,53 0,49
lambda LPVLTQPPS HLA-B7 0,23 0,25 0,24 0,63 0,18
lambda PPSVSVSPL HLA-B7 0,25 0,38 0,25 0,56 0,38
lambda QPASVSGSL HLA-B7 0,33 0,40 0,26 0,53 0,40
lambda QPHRGPRFL HLA-B7 0,17 0,35 0,19 0,54 0,38
lambda QPPSVSASL HLA-B7 0,32 0,40 0,28 0,54 0,42
lambda QPVLTQPPS HLA-B7 0,19 0,19 0,19 0,60 0,15
lambda TPARFSGSL HLA-B7 0,31 0,39 0,25 0,57 0,35
lambda ADYYCQVAL HLA-BS8 0,28 0,37 0,29 0,35 0,60
lambda ASKSGNTAS HLA-BS8 0,34 0,24 0,32 0,15 0,53
lambda CSYAGNYIL HLA-B8 0,26 0,35 0,24 0,25 0,53
lambda ERYLTISSL HLA-B8 0,27 0,38 0,22 0,23 0,55
lambda GAGTKLTVL HLA-B8 0,31 0,43 0,25 0,25 0,56
lambda GEGTKLTVL HLA-B8 0,28 0,41 0,24 0,24 0,58
lambda GGGTKLTVL HLA-B8 0,27 0,41 0,24 0,24 0,56
lambda GGGTKVTVL HLA-B8 0,26 0,42 0,26 0,23 0,53
lambda GRGTKLTVL HLA-B8 0,29 0,42 0,25 0,26 0,65
lambda GSGTKVTVL HLA-B8 0,33 0,42 0,28 0,23 0,55
lambda GSKDNAGIL HLA-B8 0,30 0,37 0,26 0,24 0,53
lambda GTGTKVIVL HLA-B8 0,42 0,45 0,30 0,24 0,53
lambda GTGTKVTVL HLA-B8 0,40 0,46 0,29 0,23 0,55
lambda KPGQAPRAL HLA-B8 0,37 0,42 0,32 0,49 0,56
lambda LTISGTQAL HLA-BS8 0,41 0,46 0,32 0,31 0,55
lambda QRPGQAPAL HLA-B8 0,25 0,46 0,22 0,24 0,55
lambda QRPGZSPAL HLA-B8 0,26 0,42 0,22 0,23 0,53
lambda RPRTAPKLL HLA-B8 0,28 0,38 0,24 0,51 0,58
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lambda SLLGGKAAL HLA-B8 0,39 0,89 0,46 0,28 0,56
lambda SSYAGAQSL HLA-B8 0,34 0,43 0,33 0,27 0,53
kappa ASQRVSAPY HLA-A1l 0,70 0,23 0,45 0,26 0,20
kappa ASQSISGNY HLA-A1l 0,67 0,18 0,41 0,12 0,20
kappa ASQSISNSY HLA-A1l 0,67 0,19 0,37 0,12 0,22
kappa ASQSLSGNY HLA-A1l 0,69 0,21 0,43 0,13 0,20
kappa ASQSVINTY HLA-A1 0,67 0,22 0,39 0,12 0,24
kappa ASQSVSSDY HLA-A1l 0,66 0,19 0,39 0,13 0,20
kappa ASQSVSSGY HLA-A1l 0,67 0,23 0,41 0,14 0,22
kappa ASQSVSSRY HLA-A1l 0,67 0,20 0,41 0,14 0,20
kappa ASQSVSSSY HLA-A1l 0,68 0,22 0,41 0,15 0,22
kappa ASQSVSSTY HLA-A1l 0,72 0,23 0,47 0,15 0,24
kappa ASQTVSSSY HLA-A1l 0,68 0,21 0,42 0,15 0,24
kappa ASQVSSNSY HLA-A1l 0,72 0,18 0,43 0,11 0,22
kappa ATISYRASK HLA-A1 0,67 0,27 0,62 0,15 0,31
kappa ATLSCRTSY HLA-A1 0,72 0,26 0,40 0,13 0,31
kappa ATYHCQQSY HLA-A1 0,66 0,20 0,35 0,17 0,24
kappa ATYYCQQSY HLA-A1l 0,66 0,20 0,36 0,18 0,27
kappa HSDGKTYLY HLA-A1 0,66 0,25 0,30 0,11 0,24
kappa ITCQASRNY HLA-A1l 0,71 0,19 0,44 0,12 0,15
kappa LVDSDGNTY HLA-A1l 0,72 0,28 0,38 0,13 0,15
kappa SVDSYLAWY HLA-A1 0,69 0,28 0,36 0,14 0,16
kappa ELTQAPGTL HLA-A2 0,41 0,70 0,40 0,19 0,44
kappa ELTQSPATL HLA-A2 0,45 0,71 0,49 0,21 0,47
kappa GLQSDDFAV HLA-A2 0,30 0,73 0,31 0,16 0,27
kappa KLLTYDASL HLA-A2 0,35 0,74 0,37 0,21 0,36
kappa LLIYAASSL HLA-A2 0,39 0,70 0,44 0,30 0,47
kappa LLIYAASTL HLA-A2 0,42 0,71 0,50 0,30 0,49
kappa LLIYGTSTL HLA-A2 0,37 0,72 0,47 0,29 0,47
kappa LLIYLVSNL HLA-A2 0,34 0,72 0,44 0,29 0,42
kappa RLEPADFAV HLA-A2 0,38 0,73 0,34 0,16 0,25
kappa SLEPEDFAV HLA-A2 0,37 0,71 0,32 0,17 0,22
kappa SLEPEDFTV HLA-A2 0,39 0,71 0,36 0,15 0,11
kappa SLNPGERAV HLA-A2 0,33 0,71 0,39 0,17 0,35
kappa SLQAADVAV HLA-A2 0,33 0,74 0,34 0,24 0,29
kappa SLQAEDVAV HLA-A2 0,31 0,70 0,30 0,23 0,27
kappa SLQAEDVGV HLA-A2 0,28 0,70 0,28 0,21 0,15
kappa SLQPEDFAV HLA-A2 0,34 0,70 0,31 0,17 0,22
kappa TLSLSPGEV HLA-A2 0,36 0,72 0,35 0,15 0,11
kappa VLTQSPASL HLA-A2 0,43 0,71 0,45 0,22 0,38
kappa VLTQSPATL HLA-A2 0,46 0,72 0,51 0,21 0,40
kappa VLTQSPLSL HLA-A2 0,44 0,71 0,43 0,24 0,40
kappa ATISYRASK HLA-A3 0,67 0,27 0,62 0,15 0,31
kappa FLIYGSTTR HLA-A3 0,43 0,53 0,61 0,26 0,40
kappa GLTFGGGTK HLA-A3 0,50 0,59 0,63 0,11 0,20
kappa L1YDASTLK HLA-A3 0,63 0,32 0,69 0,16 0,35
kappa LLIQGASSR HLA-A3 0,46 0,56 0,61 0,20 0,35
kappa LLISGASTR HLA-A3 0,46 0,58 0,62 0,22 0,36
kappa LLIYDASNK HLA-A3 0,51 0,47 0,67 0,18 0,24
kappa LLIYGASTR HLA-A3 0,44 0,56 0,61 0,21 0,36
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kappa LLIYSASTR HLA-A3 0,49 0,52 0,62 0,20 0,35
kappa PLTFGAGTK HLA-A3 0,52 0,52 0,65 0,11 0,22
kappa PLTFGGGTK HLA-A3 0,48 0,54 0,59 0,10 0,16
kappa SILYSSDNK HLA-A3 0,59 0,22 0,67 0,14 0,20
kappa SISKSWLQK HLA-A3 0,55 0,26 0,60 0,14 0,20
kappa SLLYSSNNK HLA-A3 0,59 0,49 0,70 0,14 0,22
kappa SLTFGGGTK HLA-A3 0,52 0,57 0,63 0,12 0,18
kappa SLVYSSNNK HLA-A3 0,55 0,46 0,70 0,20 0,20
kappa SVLYSSNNK HLA-A3 0,59 0,22 0,63 0,14 0,20
kappa SVLYSSNSK HLA-A3 0,60 0,25 0,60 0,14 0,22
kappa SVVYSSNNK HLA-A3 0,54 0,19 0,63 0,19 0,18
kappa TLTFGGGTK HLA-A3 0,50 0,55 0,61 0,11 0,16
kappa KPGQPPKLL HLA-B7 0,37 0,40 0,28 0,55 0,49
kappa KPGQPPKVL HLA-B7 0,33 0,36 0,26 0,55 0,47
kappa KPGQPPQLL HLA-B7 0,37 0,41 0,28 0,56 0,44
kappa KPGQPPRLL HLA-B7 0,38 0,40 0,30 0,56 0,47
kappa KPGRPPKVL HLA-B7 0,28 0,35 0,21 0,62 0,44
kappa LPVTLGQPA HLA-B7 0,23 0,29 0,25 0,60 0,22
kappa LPVTPGEPA HLA-B7 0,22 0,27 0,24 0,66 0,27
kappa QPKAPKLLI HLA-B7 0,29 0,25 0,22 0,57 0,47
kappa QPPRLLIYL HLA-B7 0,24 0,37 0,19 0,57 0,40
kappa RPGQPPRLL HLA-B7 0,38 0,39 0,28 0,56 0,47
kappa SPASLAVSL HLA-B7 0,33 0,45 0,28 0,63 0,44
kappa SPDCLPVSL HLA-B7 0,36 0,43 0,21 0,58 0,35
kappa SPDSLAVSL HLA-B7 0,40 0,44 0,28 0,61 0,44
kappa SPDSLGVSL HLA-B7 0,36 0,45 0,23 0,60 0,38
kappa SPDTLSVSL HLA-B7 0,42 0,41 0,31 0,60 0,44
kappa SPLSLPVTL HLA-B7 0,34 0,51 0,29 0,61 0,42
kappa SPRRLIYQL HLA-B7 0,25 0,34 0,26 0,59 0,51
kappa SPVTLGQPA HLA-B7 0,22 0,27 0,23 0,58 0,20
kappa SPVTLSVSP HLA-B7 0,28 0,24 0,30 0,57 0,22
kappa TPLSSPVTL HLA-B7 0,34 0,46 0,31 0,59 0,42
kappa  APKGDASSL HLA-B8 0,35 0,47 0,34 0,52 0,60
kappa  APKLLIYAA HLA-B8 0,34 0,29 0,32 0,45 0,55
kappa  APKQQRDDL HLA-B8 0,33 0,30 0,32 0,47 0,62
kappa  APRLLIYAA HLA-B8 0,34 0,29 0,34 0,46 0,51
kappa  APRLLLYAT HLA-B8 0,34 0,29 0,32 0,46 0,51
kappa  ASISKSWYL HLA-B8 0,41 0,33 0,40 0,25 0,64
kappa  AWYQQLRLL HLA-B8 0,37 0,43 0,37 0,22 0,56
kappa FIIQEATTL HLA-BS 0,41 0,42 0,47 0,33 0,51
kappa GIYYCMQAL HLA-BS 0,26 0,39 0,28 0,20 0,56
kappa GVYYCMQAL HLA-BS 0,25 0,38 0,25 0,21 0,56
kappa GVYYCMZAL HLA-BS 0,23 0,36 0,24 0,19 0,56
kappa ISKGKPPEL HLA-BS 0,31 0,47 0,22 0,23 0,55
kappa LLISKASSL HLA-B8 0,39 0,69 0,45 0,32 0,58
kappa LLISKTSSL HLA-B8 0,36 0,68 0,40 0,30 0,53
kappa NCKSSQSAL HLA-BS 0,25 0,34 0,23 0,32 0,60
kappa NCKSSQSIL HLA-BS 0,22 0,31 0,21 0,32 0,51
kappa SCKSSQSLL HLA-B8 0,31 0,38 0,27 0,33 0,51
kappa SPRRLIYQL HLA-B8 0,25 0,34 0,26 0,59 0,51
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kappa SRRLAWYQL HLA-B8 0,26 0,35 0,24 0,25 0,51
kappa TIYCKSLSL HLA-B8 0,41 0,41 0,40 0,26 0,56
schwere ARDTSSGYY HLA-A1l 0,76 0,20 0,48 0,12 0,31
schwere RTDMVRGLY HLA-A1l 0,76 0,24 0,29 0,09 0,18
schwere ATIVESFDY HLA-Al 0,75 0,21 0,43 0,12 0,20
schwere YIDDSSGYY HLA-Al 0,74 0,24 0,46 0,10 0,13
schwere CTDDAPQAY HLA-A1l 0,73 0,25 0,31 0,12 0,20
schwere NSDGSSTTY HLA-Al 0,75 0,28 0,43 0,11 0,20
schwere KSDGSSTSY HLA-Al 0,74 0,29 0,41 0,12 0,22
schwere FTFSTSAVY HLA-A1l 0,74 0,29 0,50 0,25 0,18
schwere KTEDTALYY HLA-A1l 0,72 0,25 0,41 0,13 0,18
schwere AIGTAGDTY HLA-A1l 0,74 0,30 0,51 0,12 0,24
schwere AIGPTGDTY HLA-Al 0,75 0,31 0,48 0,12 0,18
schwere ASGFSFNTY HLA-A1l 0,75 0,22 0,44 0,12 0,18
schwere SIDGSNIYY HLA-Al 0,72 0,31 0,42 0,12 0,15
schwere ATAPIAPPY HLA-Al 0,77 0,27 0,42 0,21 0,22
schwere LTADDTALY HLA-Al 0,74 0,32 0,41 0,16 0,13
schwere VTAADSAVY HLA-A1l 0,73 0,26 0,42 0,13 0,15
schwere LTFEDTAIlY HLA-Al 0,74 0,28 0,45 0,17 0,16
schwere ATANDRGAY HLA-A1l 0,76 0,26 0,41 0,11 0,38
schwere ATAADTAVY HLA-A1l 0,74 0,29 0,44 0,12 0,20
schwere ALESVALIY HLA-A1l 0,74 0,55 0,53 0,19 0,35
schwere RLYGDFSTV HLA-A2 0,34 0,79 0,39 0,16 0,24
schwere GLVKPPGTL HLA-A2 0,36 0,76 0,41 0,35 0,40
schwere  GLVKLPGTL HLA-A2 0,35 0,80 0,42 0,28 0,38
schwere DLWGQGTTV HLA-A2 0,28 0,78 0,35 0,13 0,20
schwere LLRGGWNDV HLA-A2 0,29 0,76 0,35 0,18 0,27
schwere DLWGRGTLV HLA-A2 0,29 0,78 0,33 0,14 0,25
schwere LLESGGGLV HLA-A2 0,39 0,80 0,39 0,19 0,22
schwere VLESGGGLV HLA-A2 0,37 0,76 0,35 0,15 0,18
schwere LLESGGDLV HLA-A2 0,37 0,76 0,39 0,19 0,22
schwere SLRGEDTAV HLA-A2 0,30 0,77 0,33 0,18 0,38
schwere GLVKGGGSL HLA-A2 0,29 0,80 0,39 0,28 0,40
schwere ELWGQGTLV HLA-A2 0,28 0,79 0,29 0,12 0,24
schwere RLFGKGTTV HLA-A2 0,38 0,82 0,48 0,15 0,33
schwere GLVKPGGTL HLA-A2 0,34 0,77 0,42 0,35 0,40
schwere KLVQAGGGV HLA-A2 0,32 0,77 0,42 0,18 0,16
schwere LLESGGGSV HLA-A2 0,36 0,78 0,37 0,20 0,20
schwere KLLESGGGL HLA-A2 0,38 0,77 0,43 0,22 0,42
schwere KLLESGAEV HLA-A2 0,42 0,78 0,50 0,17 0,22
schwere SLSTGGVGV HLA-A2 0,27 0,78 0,37 0,25 0,20
schwere DLWGSGTTV HLA-A2 0,33 0,79 0,41 0,15 0,24
schwere AYLQRSSLK HLA-A3 0,62 0,29 0,69 0,12 0,29
schwere AVYYCARTK HLA-A3 0,59 0,22 0,68 0,11 0,40
schwere AYLQISSLK HLA-A3 0,61 0,30 0,67 0,12 0,25
schwere AYLQCSSLK HLA-A3 0,60 0,27 0,67 0,10 0,24
schwere AYLQCSSKK HLA-A3 0,57 0,22 0,65 0,09 0,20
schwere AYLQWSRLK HLA-A3 0,59 0,27 0,65 0,10 0,27
schwere AYLQWSSLK HLA-A3 0,59 0,28 0,65 0,10 0,24
schwere LLESGAEVK HLA-A3 0,52 0,54 0,64 0,17 0,31
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schwere AMFYCARLK HLA-A3 0,55 0,23 0,64 0,11 0,27
schwere ADLQWSSLK HLA-A3 0,58 0,25 0,63 0,11 0,24
schwere AISRDNAQK HLA-A3 0,55 0,25 0,63 0,17 0,18
schwere ATIFRASVK HLA-A3 0,64 0,21 0,63 0,15 0,29
schwere AYLQWSGLK HLA-A3 0,60 0,30 0,63 0,09 0,24
schwere AVYYCARRK HLA-A3 0,54 0,18 0,63 0,11 0,36
schwere GLVWVSRIK HLA-A3 0,48 0,50 0,63 0,20 0,27
schwere AVYYCAVLK HLA-A3 0,58 0,26 0,63 0,18 0,36
schwere AYLQWSCLK HLA-A3 0,58 0,27 0,63 0,09 0,24
schwere AYLQWSNLK HLA-A3 0,60 0,27 0,63 0,09 0,24
schwere AYLEWSSLK HLA-A3 0,57 0,28 0,63 0,12 0,24
schwere GLEWVANTK HLA-A3 0,56 0,52 0,62 0,10 0,24
schwere FPYWGQGTL HLA-B7 0,26 0,42 0,31 0,66 0,55
schwere VPQRPGKGL HLA-B7 0,23 0,35 0,17 0,61 0,40
schwere SPSRGLEWL HLA-B7 0,19 0,41 0,21 0,59 0,45
schwere SPARGLEWL HLA-B7 0,22 0,42 0,23 0,59 0,45
schwere DPSKNQFSL HLA-B7 0,21 0,37 0,20 0,58 0,38
schwere FPCQVTVSA HLA-B7 0,26 0,27 0,24 0,57 0,20
schwere VPQAPGQGL HLA-B7 0,24 0,39 0,18 0,57 0,40
schwere GPGRALEWL HLA-B7 0,25 0,42 0,20 0,56 0,44
schwere LPGRGLEWI HLA-B7 0,24 0,31 0,23 0,56 0,35
schwere VPVPSLPPG HLA-B7 0,29 0,24 0,25 0,56 0,20
schwere SPVAPFFGS HLA-B7 0,22 0,27 0,23 0,56 0,20
schwere PPFPCQVTV HLA-B7 0,29 0,39 0,31 0,55 0,13
schwere TPLRSRVTM HLA-B7 0,31 0,24 0,31 0,55 0,24
schwere APVEGRFSI HLA-B7 0,32 0,33 0,39 0,54 0,44
schwere QPVQSGVEV HLA-B7 0,27 0,41 0,30 0,54 0,16
schwere APVEGRFTI HLA-B7 0,36 0,34 0,45 0,54 0,45
schwere APVKGRFI1 HLA-B7 0,29 0,32 0,37 0,54 0,45
schwere GPVEGRFTI HLA-B7 0,27 0,35 0,37 0,54 0,40
schwere VPQMPGKGL HLA-B7 0,22 0,34 0,15 0,54 0,40
schwere FPYMNNLRV HLA-B7 0,22 0,36 0,23 0,53 0,24
schwere SLKASDTAL HLA-B8 0,36 0,69 0,39 0,26 0,71
schwere DRKDWGWAL HLA-B8 0,19 0,34 0,18 0,24 0,71
schwere AVYYCARAL HLA-B8 0,40 0,39 0,42 0,23 0,71
schwere SLKTEDTAL HLA-B8 0,31 0,65 0,32 0,25 0,67
schwere NPRALRGAL HLA-B8 0,26 0,39 0,23 0,52 0,67
schwere AVYFCARAL HLA-B8 0,42 0,40 0,44 0,23 0,67
schwere ALKSRVTML HLA-B8 0,37 0,69 0,43 0,23 0,65
schwere ARRRPIKQL HLA-B8 0,31 0,32 0,32 0,36 0,64
schwere SLRAEDTAL HLA-B8 0,31 0,67 0,34 0,25 0,64
schwere SLRADDTAL HLA-B8 0,31 0,68 0,35 0,25 0,64
schwere GPNTMATAL HLA-B8 0,23 0,37 0,26 0,51 0,64
schwere IRRPPGKAL HLA-B8 0,27 0,39 0,23 0,34 0,64
schwere EVKKPRESL HLA-B8 0,31 0,35 0,25 0,29 0,64
schwere TLKESGPAL HLA-B8 0,36 0,68 0,39 0,26 0,64
schwere GLRSEDTAL HLA-B8 0,28 0,68 0,32 0,25 0,64
schwere NLKSEDTAL HLA-B8 0,27 0,63 0,27 0,23 0,64
schwere ARRWGSGGL HLA-B8 0,33 0,42 0,37 0,23 0,62
schwere NPRALVGAL HLA-B8 0,25 0,45 0,24 0,53 0,62
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schwere DLKNVRVTL HLA-B8 0,35 0,67 0,38 0,30 0,62
Schwere SLRSEDTAL HLA-B8 0,31 0,66 0,33 0,26 0,62
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Anhang 6. Hydrophobizitat der vorhergesagten Peptide
Rote Farbe kennzeichnet identifizierte starke Stimulatoren
Blaue Farbe kennzeichnet identifizierte moderate Stimulatoren
Grine Farbe kennzeichnet identifizierte Peptide, welche sich sowohl als starke als auch moderate
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hydrophoben AS
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Peptide
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hydrophoben AS

Anzahl

der neutralen

AS

Anzahl
hydrophilen AS

der

GPGTRLLVL

Peptide

der stark

Anzahl

hydrophoben AS

der

Anzahl
hydrophoben AS

Anzahl

der neutralen

AS

Anzahl
hydrophilen AS

der

LLKVPSGTL

GTAPELLI1Y

SPLSLPVTL

GTAPKLLI1Y

GLVKLPGTL

GTAPKLMIY

DLWGRGTLV

GTAPNLLI1Y

LLESGGDLV

GTAPRLLI1Y

FPLILESPS

SLQAEDVAV

PPSGELVFL

L1YDASTLK

LLRGGWNDV

SRRLAWYQL

LPGRGLEWI

ATIVESFDY

DLKNVRVTL

LTFEDTAIY

AVYYCIALY

AYLQWSRLK

AVYYCAVLK

ATIFRASVK

AVYFCARAL

AYLQWSNLK

ALYLCASSL

AYLEWSSLK

GIYYCMQAL

LELDDSALY

GVYYCMQAL

LELEDSALY

GVYYCMNAL

FPGCAPRLL

APKLLIYAA

1PAALSVPD

APRLLIYAA

1PAALSVPE

AMFYCARLK

PTAPELLIY

YLCASSLSV

RTAPKLLIY

SVYWYQQAL

FPGAAPKLL

ALYWYRQSL

LPGAAPKLL

ALVSDSALY

LLTYDASNK

SVDSYLAWY

NPRALVGAL

SLQAADVAV

RLEPADFAV

AYLQWSCLK

LTISGTQAL

RLYWYRQAL

FPLTVTSAQ

AWDVSLNAY

TLSTLSLAK

APRLLLYAT

STTSRLLIY

ALQSTLGAV

ASLTISGLK

FTFSTSAVY

AVIFGGGTK

SLLGGKAAL

AVVFGGGTK

LLIYGASTR

SVIFGAGTK

LLIYSASTR

GAGTKLTVL

SPASLAVSL

VLTQSPASL

ASISKSWYL

VLTQSPATL

TIYCKSLSL

FLIYGSTTR

AYLQISSLK

LLIQGASSR

AYLQWSSLK

LLISGASTR

AYLQWSGLK

KLVQAGGGV

FPCQVTVSA

FPYWGQGTL

LELGDSALY

ALGQGPEFL

FPSSNFYAL

SLELGDSAL

VAWTGRRAL

W W[ W] W] W[ W[ W W W W W W W WWwWwWWwWwwwwwwwwwwwwwWwWwwwWw BRI BBRRIDS
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IMLECSQTK
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Peptide

der stark

Anzahl

hydrophoben AS

der

Anzahl
hydrophoben AS

Anzahl

der neutralen

AS

Anzahl
hydrophilen AS

der

AQLEKSGLL

Peptide

der stark

Anzahl

hydrophoben AS

der

Anzahl
hydrophoben AS

Anzahl

der neutralen

AS

Anzahl
hydrophilen AS

der

DLWGGADGL

QPKAPKLLI

1LPGTASKL

DRKDWGWAL

FITQGYKTK

SLSTGGVGV

WLGPGIAQK

KLFFGSGTQ

FPWYQQFPG

HPGGGIVSL

EPGAGLQLL

SLFGTGTKV

LSYNGLDGL

HLVFGGGTK

GTTPKLLIY

SLIFGGGTK

ASLTVSELK

SLVFGGGTK

ERYLTISSL

TLLFGGGTK

GLQSDDFAV

GGGTKLTVL

SLQAEDVGV

GGGTKVTVL

LPVTLGQPA

GSGTKVTVL

SPDSLAVSL

GTGTKVTVL

RLYGDFSTV

DLWGQGTTV

ADLQWSSLK

GLVKGGGSL

SPVAPFFGS

LLESGGGSV

LLVKASEQK

DLWGSGTTV

CPNSSLLNL

SLGQGPEFL

FPLTLESAR

TLGQGPEFL

AQLEKSRLL

DPISGHVSL

RLMASLDTK

QPVGSPLSL

FPGKGPALL

GPGTRLTVL

YPNRGLQFL

PLFGGGTKL

YPSKPLQLL

RLFGGGTKL

ALRDGQKLL

RLVFGGGTK

FHLKKPSAL

GEGTKLTVL

LLPGTAPEL

GRGTKLTVL

FPGTAPKLL

TLSLSPGEV

FPGTAPRLV

SISKSWLQK

LPGTAPKLL

SPDSLGVSL

SLQPEDFAV

SPDTLSVSL

SPDCLPVSL

SPVTLSVSP

SPRRL1YQL

TPLSSPVTL

RTDMVRGLY

RLFGKGTTV

KLLESGAEV

GLVKPGGTL

LLESGAEVK

KLLESGGGL

GLEWVANTK

QPVQSGVEV

SPARGLEWL

VLQETEMHK

GPGRALEWL

FPPRFSGLQ

PPFPCQVTV

GRFTVSLNK

APVEGRFSI

KLVFGKGTK

APVEGRFTI

QPPSRQMIL

SLFIPADRK

DRKSSTLIL

SLEPEDFAV

W W[ W] W] W[ W[ W W W W W W W W W w Wwwwwwwwwwwww www w W w w W w W W w w w w w w

N GGG G R R E R R R G R R R
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KPGQSPVLL

LPGTTPKLL
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Peptide

der stark

Anzahl

hydrophoben AS

der

Anzahl
hydrophoben AS

Anzahl

der neutralen

AS

Anzahl
hydrophilen AS

der

LPVLTQPPS

Peptide

der stark

Anzahl

hydrophoben AS

der

Anzahl
hydrophoben AS

Anzahl

der neutralen

AS

Anzahl
hydrophilen AS

der

PPSVSVSPL

ALLNTDTQY

GLVKPPGTL

SLAPSGANV

SPSRGLEWL

CSFPSSNFY

TPLRSRVTM

AVINCSSSK

GPVEGRFTI

ATYSGNTPL

VPQMPGKGL

ALTYSTSNK

1 1 DESGMPK

SIDGSNIYY

FPKEGPSIL

AYLQRSSLK

RPQDRQFIL

SLKASDTAL

DPGEGPVLL

GPNTMATAL

DPGRGPVFL

LQPEDSALY

EPGEGPVLL

AKRGQDVAL

I1PERFSVSN

DGRAGANVL

SLEPEDFTV

ALDTGRRAL

VPVPSLPPG

AWDDSLDGY

AVYYCARAL

AWDDSLNGY

ATYLCAVNY

QLPGAAPKL

AVYFCAETY

SLRAEDTAL

ADYYCQVAL

SLRADDTAL

LYFCASSTY

AVRFRSNDY

ALYFCASSR

NPRALRGAL

ALYLCASSK

ASSVGGSLK

AMYLCASTK

YLGGSQGNL

ATASLNCTY

ALTFGSGTR

ATVAFNCTY

ASIFGGGTK

LTKQYAYWY

QPASVSGSL

CSYAGNYIL

SCKSSQSLL

VTAADSAVY

SRDLGLSTY

ATLRDAAVY

PLTVTSAQK

AVHDLSATY

DPISGHTAL

QLSCVSAAK

QPPSVSASL

LKYTSAATL

TPARFSGSL

AYLQCSSLK

ELTQAPGTL

AIPNQTALY

ELTQSPATL

VVRGDSAAY

PLTFGAGTK

ATERYSLLY

SVLYSSNSK

ATLRDTAVY

SPVTLGQPA

LTADDTALY

NCKSSQSIL

KKAAKSVAL

VPQAPGQGL

LTCTLSSGY

ARRWGSGGL

ETVTLSCTY

STKRLGRLY

AAVFGSGTK

DTKARLSTL

AYVFGTGTK

HLPGTAPKL

ASQSVINTY

HLPGTAPNL

ASGFSFNTY
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BIBBB BRI NNNNNWWWWEINNINNNNNNW R R EROINNNININNININN| W W W W W ww

PR PR ROWNNNNNR R R RPRNRP R PR PP R PO R R BB BB BB DD DWW W W W ww

QLKPGQAPV
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Peptide

der stark

Anzahl

hydrophoben AS

der

Anzahl
hydrophoben AS

Anzahl

der neutralen

AS

Anzahl
hydrophilen AS

der

QLHPGIAPK

Peptide

der stark

Anzahl

hydrophoben AS

der

Anzahl
hydrophoben AS

Anzahl

der neutralen

AS

Anzahl
hydrophilen AS

der

APDRFSGSL

VPQRPGKGL

GSKDNAGIL

DPSKNQFSL

LVDSDGNTY

DPGPLSVPE

SILYSSDNK

NKKDKHLSL

SLLYSSNNK

KPGQPPKLL

SLVYSSNNK

KPGQPPKVL

SVLYSSNNK

KPGQPPRLL

SVVYSSNNK

RPGQPPRLL

SLRGEDTAV

1 SKGKPPEL

SLKTEDTAL

KPGRPPKVL

TLKESGPAL

EVKKPRESL

GLRSEDTAL

ATYFCAASK

SLRSEDTAL

ATAADTAVY

FPDRFSARQ

AVYYCARTK

TEKGKYVEL

AVYYCARRK

DTKARLRTL

ALYSGAGSY

QLPGKAPKL

ATAPIAPPY

KPGQAPVPV

CTYQTSGFY

SLNPGERAV

SSYAGAQSL

LPVTPGEPA

YLCSSSQAK

NLKSEDTAL

SVAYSSASK

EERAKGNIL

ATLSCRTSY

AIRPDVSEK

AIGTAGDTY

RPRTAPKLL

YLCASSSRK

ARRRPIKQL

ATTVATERY

IRRPPGKAL

QTGDEAIYY

YRKKLEEEL

ASQRVSAPY

HLGFGGGTK

ATISYRASK

GLTFGGGTK

ITCQASRNY

SLTFGGGTK

Y1DDSSGYY

TLTFGGGTK

AYLQCSSKK

FPGQPGTIT

KTEDTALYY

PLTFGGGTK

ASSLGQGTY

HLVKGKGQK

STGAVTSGY

FPGRFSGRQ

STGAVTTGY

RPKGSLSTL

ASQSVSSGY

RPKGSFSTL

ASQSVSSSY

DRKSSTLSL

ASQSVSSTY

QLPGTTPKL

ASQTVSSSY

QPVLTQPPS

ASSSTGLPY

LLNSGTNEK

ASQSISGNY

FPPRFSGRQ

ASQSISNSY

KPGSPPQFL

ASQSLSGNY

QPHRGPRFL

ASQSVSSDY

KPGQPPQLL
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NN N NN NN NNNNNINNWWWWWWWwWwwwwwwww KOO oo|O|O|O|0O|0|0|0|0|0|0

OO OO OO O OO NWWWWWWWWAKBEIMOOOGAOIER B ORININEF I NNNN NN N W W

PR R R R P OOOOOIOIOWNINNNNNNNRFRRPRRPREPOOWOWN|IR ROo|O|o1o ool 010101 | &

160



Peptide

der stark

Anzahl

hydrophoben AS

der

Anzahl
hydrophoben AS

Anzahl

der neutralen

AS

Anzahl
hydrophilen AS

der

LTGEGDYGY

Peptide

der stark

Anzahl

hydrophoben AS

der

Anzahl
hydrophoben AS

Anzahl

der neutralen

AS

Anzahl
hydrophilen AS

der

HSDGKTYLY

ATYYCQQSY

NCKSSQSAL

ATYHCQQSY

AIGPTGDTY

CTDDAPQAY

ATLNTKEGY

ATANDRGAY

APKPGGTAL

ASYTSSKTY

QRPGQAPAL

ANQGSEATY

APKGDASSL

ASGADQGRY

RQFPGAAPK

ATGGPYESY

KPGQAPRAL

APSYSSASK

A1SRDNAQK

ASYTESKTY

SVGEGTTAK

ARDTSSGYY

STESGDTAL

RTEDSATYY

GVSQSPRYK

AEEYSSASK

QRPGQSPAL

RTGDEADYY

SPECPNSSL

ASKSGNTAS

ALSDQNGNK

SNEGSKATY

APKQQRDDL

ASDGGATNK

FSGSSSGTK

NSDGSSTTY

GVSQSPSNK

KSDGSSTSY

SPSPNQTSL

N GGG R

OO O| R R PR EFENDNNNNNNNNNN

QO N[N W WA ROONNNWWW WA

WW R ORBRWWNNBBBRWWWWNINININ

ATDGNRDDK
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Anhang 7. Netchop-Vorhersagen der Prozessierung der reaktiven Epitope
Rote Farbe kennzeichnet die Peptide, deren Schnittstellen in den Positionen 1 und 9

vorkommen.

pos AA C score 1
1T . 0.036721
2 P . 0.093198
3 L S 0.829809
4 R S 0.542792
5SS . 0.036128
6 R . 0.099859
7V S 0.755363
8 T . 0.052673
9 M S 0.965376
pos AA C score 1
10 S . 0.118241
11 L S 0.978185
12 K . 0.354423
13 A S 0.676095
14 S . 0.024565
15 D . 0.024278
16 T . 0.076146
17 A . 0.197944
18 L S 0.964854
pos AA C score 1

XHooon<r o

0.119349
0.969191
0.553071
0.502278
0.036862
0.027408
0.111887
0.057976
0.942070

AA C score 1

rr>o<r»xunu=z

wn:

" wm:

0.237925
0.027987
0.216985
0.071625
0.626224
0.788130
0.092026
0.064720
0.883097

dent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

dent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

dent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
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pos AA C score ldent

r>»>®X0rr>»>x070=2

AA C score

r>—A>r==—42Z2171®

C score

0.063204
0.033877
0.866543
0.067116
0.522287
0.344770
0.042402
0.033483
0.363342

0.352197
0.725492
0.207493
0.116049
0.113599
0.277358
0.905534
0.950219
0.972376

0.717224
0.957539
0.950179
0.038775
0.503073
0.064179
0.149926
0.024414
0.355031

0.025929
0.024362
0.027579
0.033811
0.898584
0.416501
0.110835
0.348225
0.753983

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

ldent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

lIdent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
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pos AA C score ldent

FrOr=Er=rro

wn:

wn:

wn:

0.028222
0.146910
0.768061
0.099720
0.824213
0.371485
0.831629
0.030513
0.823797

AA C score Id

A<OVIT>OT=—>

C

0.225245
0.023331
0.972832
0.189842
0.029509
0.031264
0.917572
0.037303
0.806949

score Id

0.067706
0.756755
0.872136
0.639660
0.024353
0.353177
0.024815
0.043219

S 0.871642

score Id

0.201142
0.024578
0.299043
0.507845
0.102579
0.758043
0.045228
0.957315
0.767859

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

ent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

ent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

ent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
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rooroaz<unr

score ldent

0.925715
0.096662
0.263379
0.147449
0.024406
0.120935
0.227475
0.058332
0.975827

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

score ldent

0.321017
0.467896
0.064030
0.031852
0.042807
0.322379
0.954190
0.976820
0.978031

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

score ldent

0.772423
0.038653
0.027606
0.023045
0.024318
0.086779
0.722404
0.976936
0.916017

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

score ldent

0.944301
0.127400
0.975294
0.102412
0.047693
0.952119
0.044023
0.030979
0.947793

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
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AXronm=0or<xr

score

0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.

score

0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.

score

0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.

score

[cNololoNoloNoNeoNe

032692
638286
802881
881802
042484
160631
037159
026903
861170

373661
030139
945875
960455
301090
233779
970326
046756
513839

124068
949440
050090
963539
026549
024637
032087
050864
919590

.682307
.927176
.675115
.027332
.919634
.033986
.030538
.971877
.924281

ldent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

ldent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

ldent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

lIdent

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
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r<Towunwownrr

nwmwm:

score ldent

0.962284
0.512769
0.055587
0.025601
0.025513
0.037813
0.353207
0.453724
0.976691

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

score ldent

0.862175
0.236889
0.813906
0.121015
0.040240
0.038652
0.190396
0.756225
0.956199

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

score ldent

0.028752
0.035925
0.027281
0.057606
0.470340
0.880684
0.873138
0.976074
0.972517

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

score ldent

0.973113
0.965890
0.047091
0.030016
0.035224
0.034532
0.913706
0.868082
0.961025

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
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<> TOX>»UTMmMr=>D

nwm:

score ldent

0.686064
0.059652
0.027222
0.023655
0.941695
0.712231
0.047190
0.041932
0.978141

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence

score ldent

0.802108
0.967044
0.023322
0.026396
0.057046
0.046236
0.821957
0.357819
0.948169

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
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