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Kapitel 1

Einleitung

~Tell 1 ~

Der
Haupthistokompatibilititskomplex

1.1.1 Uber MHC-Molekiile

T-Zellen spielen bei der Abwehr und Eliminierung von Pathogenen im Kd&rper eine wichtige
Rolle. Um entscheiden zu koénnen, welche Korperzelle gesund und welche Korperzelle krank
oder entartet ist, gibt es spezielle membranstindige Glykoproteine auf den Zelloberfldchen,
tiber die es den T-Zellen moglich ist, den Gesundheitszustand einer Zelle zu liberwachen.
Diese Proteine werden MHC-Molekiile (major histocompatibility complex) genannt und
werden von einer gleichnamigen Gruppe von Genen kodiert, die beim Menschen auf dem
kurzen Arm von Chromosom 6 liegen. Die Aufgabe der MHC-Molekiile besteht darin, das
Proteom einer Zelle in Form von Peptiden auf der Zelloberflache zu prasentieren, so dass den

T-Zellen auf diese Weise ein Blick in das Innere der Zellen gewéhrt wird. Erst diese Art der
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Peptidprasentation fiihrt zu der T-Zell-Erkennung, welche die Unterscheidung zwischen
Selbst- und Fremdantigenen sowie zwischen normalen und entarteten Zellen ermdoglicht.
Peptide, die auf diese Weise auf der Zelloberfliche prisentiert werden, werden MHC-
Liganden genannt.

Bei den MHC-Molekiilen unterscheidet man zwischen zwei verschiedenen Klassen, die fiir
die Antigenprédsentation gegeniiber zwei verschiedener T-Zell-Populationen zustdndig sind.
Die von allen kernhaltigen Korperzellen exprimierten MHC-Molekiile der Klasse I werden
von den Rezeptoren der CD8" T-Zellen, auch zytotoxischen T-Lymphozyten (cytotoxic T
lymphocytes, CTLs) genannt erkannt, die erkrankte oder entartete Zellen lysieren. Im
Gegensatz dazu  werden = MHC-Klasse-II-Molekiile  nur auf  professionellen
antigenprasentierenden Zellen (APCs) wie beispielsweise dendritischen Zellen (DCs),
Makrophagen oder B-Zellen exprimiert und von CD4" T-Zellen erkannt.

Die beiden Klassen der MHC-Molekiile unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Struktur,
Synthese, Funktion, Vorkommen und der Art des prédsentierten Peptids voneinander. Da in
dieser Doktorarbeit sowohl Analysen von MHC-Klasse-I priasentierten Peptiden, als auch von
MHC-Klasse-II présentierten Peptiden durchgefithrt wurden, wird in den folgenden
Abschnitten der strukturelle Aufbau sowie die Antigenprozessierung beider Molekiilarten

genauer beschrieben.

1.1.2 MHC-Klasse-I-Molekiile

MHC-Klasse-I-Molekiile bestehen aus einer schweren Kette mit ungefahr 43 kDa, die aus
einer transmembranen und drei extrazelluliren Domédnen (a;-03) besteht, und aus dem
leichten B,-Mikroglobulin (f,M) mit 12 kDa Gewicht, das nicht kovalent an den schweren
Teil gebunden ist. Nur die az-Doméne durchspannt die Membran, die beiden Doménen a; und
o bilden zusammen eine Grube, in der die prédsentierten Peptide gebunden werden. Die
Réinder der Grube bestehen aus jeweils einer a-Helix, die von den beiden Doménen gebildet

werden, der Boden aus einem antiparallelen p-Faltblatt' (Abb. 1.1).



peptide-binding
cleft

Abb. 1.1: Raumstruktur von MHC-Klasse-I. (a) Molekiiloberfliche, (b) Banderdiagramm, (c)
Aufsicht auf die Peptidbindungsfurche und die zwei begrenzenden a-Helices, (d) schematische
Darstellung des MHC-Molekiils und Verankerung in der Zellmembran. (Bild: © Garland Science,
2008)

Die auf MHC Klasse 1 priasentierten Peptide sind in der Regel acht bis zehn, in
Ausnahmefillen auch bis zu 13 Aminosduren lang und kénnen im Gegensatz zu den auf MHC
Klasse II prisentierten Peptiden nicht iiber die Enden der Grube hinausragen, da diese durch
Wechselwirkungen zwischen konservierten Seitenketten des MHC-Molekiils und den Peptid-
Termini verschlossen sind. Diese Wechselwirkungen haben den grofiten Einfluss auf die
Stabilitdt des MHC-Peptid-Komplexes®. Die ideale Linge von Peptiden, die in der
Bindungsfurche liegen, ist neun Aminosduren. Langere Peptide konnen nur dann préisentiert
werden, indem sie sich nach aullen wdlben oder das Riickgrat abgeknickt wird (Abb. 1.2).
Die Bindung der Peptide in die Grube findet iiber Interaktionen der Peptidseitenketten mit
mehreren Taschen am Boden der Furche statt’. Diese Taschen nehmen die als
Ankeraminosduren bezeichneten Aminosduren des gebundenen Peptids auf, die zu der
Struktur oder dem Ladungszustand der entsprechenden Tasche komplementér sein miissen.

Dabei unterscheidet man zwischen den Hauptankern eines Peptids, welche meist die
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Aminosdure an Position zwei und die C-terminale Aminosdure sind, und den selteneren

Hilfsankern*®.

Abb. 1.2: MHC-Klasse-I-Molekiil. Darstellung eines MHC-Klasse-I Molekiils in Bénderform mit
gebundenem Peptid in Stdbchendarstellung. Die Lange des Peptids wird durch die beiden a-Helices an

den Enden der Furche begrenzt. (Bild: www.sciencedirect.com)

Uber die Ankeraminosduren ist es mdglich, ein sogenanntes Peptidmotiv aufzustellen, wobei
das Augenmerk auf den Hauptankern des Peptids liegt. Da fiir die Wechselwirkungen
zwischen Peptid und Bindungsfurche insgesamt 35 Reste innerhalb der Grube verantwortlich
sind, von denen 20 polymorph sind, ist das Peptidmotiv fiir jedes MHC-Molekiil individuell,
da verschiedene MHC-Molekiile aufgrund von unterschiedlicher Aminosidurezusammen-

setzungen der Taschen auch unterschiedliche Peptidmotive aufweisen’.

1.1.3 MHC-Klasse-I Antigenprozessierung

Als Antigenprozessierung wird der Vorgang bezeichnet, in dem die Peptide, die spiter als
MHC-Peptid-Komplex auf der Zelloberfldche prisentiert werden, generiert und auf die MHC-

Molekiile geladen werden. Da dieser Prozess aus vielen einzelnen Schritten mit entsprechend
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vielen Spezifititen ablduft, werden nur wenige Fragmente eines Antigens auf den MHC-
Molekiilen prisentiert®.

Die Komponenten des MHC-Klasse-I-Molekiils werden im Zytosol synthetisiert und
cotranslational in das Lumen des endoplasmatischen Reticulums (ER) transportiert. Dort
findet der Zusammenbau der MHC-Peptid-Komplexe statt’: Neu synthetisierte a-Ketten
binden im ER an das Chaperon-Protein Calnexin und wird von diesem partiell gefaltet, bis
das .M mit der a-Kette ein Heterodimer bildet, das von dem Calnexin dissoziiert. Das
Heterodimer bindet an einen Proteinkomplex bestehend aus Calreticulin, Tapasin und Erp57,
der auch als Peptidbeladungskomplex (peptide-loading complex, PLC) bezeichnet wird. Dabei
stellt das Tapasin die Verbindung zu den Peptidtransportern TAP1 und TAP2 (transporters
associated with antigen processing) her, iiber die der instabile MHC-Komplex mit einem
Peptid beladen wird.

Die auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prisentierten Peptide werden im Normalfall im Zytosol
durch das Proteasom generiert, welches ein aus mehreren Untereinheiten bestehender
Protease-Komplex ist. Zu seinen Aufgaben gehort der Abbau von ubiquitinierten Proteinen
am Ende ihrer Lebensspanne und der wéahrend der Translation entstehenden DRiPs (defective
ribosomal products)'.

Ungefahr 70% der von den Ribosomen neu synthetisierten Proteine sind langlebig und weisen
Halbwertszeiten von durchschnittlich 50 Stunden auf, bevor sie vom Proteasom abgebaut
werden. Die restlichen 30% der neuen Proteine setzen sich aus kurzlebigen Proteinen (short-
lived proteins, SLIPs) und DRiPs zusammen, die durch Fehler bei der Faltung, der
Transkription oder Translation entstehen und werden nach etwa 10 min abgebaut. Die meisten
Peptide, die spiter auf MHC Klasse I prisentiert werden stammen aus DRiPs'' und machen je
nach Zelltyp 20% bis 70% aller Translationsprodukte der Zelle aus'>. DRiPs stellen auch die
einzige Moglichkeit dar, mit der Membranproteine oder fiir die Sekretion bestimmte Proteine,
die aus der Zelle freigesetzt oder im endosomal-lysosomalen Kompartiment abgebaut werden,
auf MHC-Klasse-I geladen werden konnen. Des Weiteren gibt es die Hypothese, dass
sogenannte Immunribosomen, eine kleine Untereinheit der Ribosomen darauf spezialisiert
sind, Peptide aus Translationsprodukten direkt dem TAP-Komplex zuzufithren'.

Das 26S-Proteasom besteht aus einer 20S- und zwei 19S-Untereinheiten, die ihrerseits
wiederum aus mehreren Proteinen zusammengesetzt sind. Die 20S-Untereinheit besteht aus
vier Ringen, die zu einem Zylinder gestapelt sind. Jeder Ring setzt sich aus sieben
Untereinheiten des a- beziehungsweise des B-Typs (a7B7B707) zusammen. Durch diesen

Aufbau entsteht ein zentraler Hohlraum, der von proteolytisch aktiven Zentren ausgekleidet



ist. Die Untereinheit B; schneidet abzubauende Proteine C-terminal von sauren Resten, die
Untereinheit [, spaltet dhnlich wie Trypsin C-terminal von basischen Aminosduren.
Untereinheit s besitzt chymotrypsinartige Aktivitdt und spaltet somit nach hydrophoben
Resten. Die beiden 19S-Untereinheiten sitzen an den Enden des 20S-Komplexes und
regulieren den Zugang zu selbigem, da sie zum Abbau markierte Proteine erkennen und
entfalten. Hierfiir werden zwei Proteine bendtigt: die Rpn- und die Rpt-Proteine: Rpn erkennt
Ubiquitinmolekiile, die Proteine fiir den Abbau markieren. Rpt hingegen hydrolysiert
Adenosintriphosphat (ATP), damit die fiir die Entfaltung der Proteine bendtigte Energie
gewonnen werden kann.

Interferone (IFNs) wie beispielsweise das als Reaktion auf eine Virusinfektion gebildete IFNy
induzieren einen Austausch dieser drei konstitutiv exprimierten Untereinheiten gegen die drei
Untereinheiten MECL1, LMP2 und LMP7, was zur Entstehung des Immunproteasoms
fihrt'*. Des Weiteren wird der PA28-(11S)-Aktivator synthetisiert, der durch
Zusammenlagerung mit dem Immunproteasom die Peptidproduktion erhoht. AuBerdem
verdndern sich Liéngenverteilung der Peptide sowie die Schnittstellenspezifitit des
Proteasoms'~'’. Auf diese Weise werden vermehrt virale MHC-Liganden generiert und
prasentiert, da die fiir die virale Replikation benétigten Proteine im Zytosol synthetisiert
werden'®. Die Lingenverteilung der generierten Peptide entspricht einer GroBraumverteilung
mit einem Maximum bei einer Linge von acht bis zehn Aminsduren'’. Die dadurch
entstandenen Peptide besitzen bereits den flir die Beladung auf das MHC-Molekiil benétigten

C-Terminus, sind N-terminal jedoch noch mit zusitzlichen Resten versehen®’*'

, welche durch
Proteasen im Zytosol von den Vorlduferpeptiden abgespaltet werden??, falls sie nicht durch
die Bindung an das Chaperonin TRiC (TCP-1I ring complex) davor geschiitzt werden™*.

Eine weitere wichtige Quelle fiir MHC-Liganden sind Peptide, die iiber die sogenannte cross
presentation auf dendritischen Zellen préisentiert werden. DCs haben die Fahigkeit, exogene
Antigene durch Phagozytose aufzunehmen und zytotoxischen T-Zellen auf MHC-Peptid-

25,26

Komplexen anzubieten™"". Welche genaue Mechanismen diesem Vorgang zugrunde liegen

ist nicht bekannt, allerdings spielen die Phagosomen als eigenstéindig zur Antigenprisentation
fahige Organellen eine wichtige Rolle*”*",

Uber den TAP1 / TAP2 Transporterkomplex werden die generierten Peptide in das ER
transportiert. Der TAP ist ein ATP-abhingiger Transporter, der aus zwei Untereinheiten
besteht und in der Membran des ER sitzt. Er weist eine gewisse Spezifitdt fiir Peptide mit
einem basischen oder hydrophoben C-Terminus und acht bis 16 Aminosduren Linge auf, die

an MHC-Klasse-I Molekiile binden kénnen”. Im ER werden die Peptide weiter durch



Aminopeptidasen wie beispielsweise ERAAP (ER aminopeptidase associated with antigen
processing) gekiirzt’’, wobei das MHC-Molekiil als Schablone fiir dieses sogenannte
,Trimming’ verwendet wird®'. ERAAP wird wie die beiden TAP-Untereinheiten durch IFNy
induziert und besitzt eine breite Schnittspezifitit, wobei sie keine Aminosduren vor einem
Prolin abspaltet, weshalb man haufig MHC-Bindungsmotive wie beispielsweise HLA-B*07
findet, die ein Prolin an zweiter Position bevorzugen. Ein weiteres beim Trimming im ER
zustindiges Protein ist die Carboxypeptidase ACE (angiotensin converting enzyme)>. Uber
den PLC wird das Peptid schlieBlich auf das teilweise gefaltete MHC-Molekiil geladen. Erst
durch das Peptid wird das MHC-Molekiil stabilisiert, so dass es vollstindig zusammengebaut
aus dem PLC entlassen werden und {iber den Golgi-Apparat an die Zelloberfliche
transportiert werden kann, um dort den zytotoxischen T-Zellen prisentiert zu werden (Abb.

1.3).

ER lumen

Cytosol
Ubiquitinated
proteins WAV
—_— WWWW

26S Proteasome

Abb. 1.3: Antigenprozessierung. Vereinfachte Darstellung der Antigenprozessierung und der
Peptidbeladung: Ubiquitinierte Proteine werden vom Proteasom zerschnitten und die entstandenen
Peptide werden iiber den TAP-Komplex ins ER-Lumen transportiert, wo ein weiteres Trimming durch
ERAAP stattfindet. Die Peptide werden iiber den Ladekomplex auf das MHC-Molekiil geladen und
der fertige MHC-Peptid-Komplex Richtung Zelloberfliche transportiert. (Bild: Hoppes et al., 2010>°)

Die Antigenprozessierung ist ein duBert ineffizienter Vorgang™, da lediglich ungefihr 40%

der vom Proteasom hergestellten Peptide die richtige Linge aufweisen. Die restlichen 60%



sind zu kurz als dass sie auf MHC-Molekiilen prisentiert werden kénnen®. Erschwerend
kommt hinzu, dass der zytosolische Peptid-Pool stetig durch Proteasen dezimiert wird, die mit
dem TAP konkurrieren. Lediglich etwa 1% der zytosolischen Peptide wird vom TAP in das
ER transferiert’”. Auch von den in das ER transportierten Peptide konnen vermutlich nur 3%
an ein bestimmtes MHC-Molekiil binden®®. Sollte das Peptid nicht in die Bindungsfurche
passen, wird es wieder zuriick in das Zytosol transportiert, wo es wiederum dem normalen
Selektionsprozess unterliegt’’.

In vitro-Experimente an Mauszellen zeigten, dass 40 Proteinmolekiile von Ovalbumin
abgebaut werden miissen, um ein einziges zytosolisches H2-K"-bindendes SIINFEKL-Peptid
(OVA3s7.264) Zu erhalten'?. Da nur eines von 50 Peptiden die Zelloberfliche zusammen mit
dem K°-Molekiil erreicht, miissen folglich 2000 Proteinmolekiile von Ovalbumin abgebaut
werden, um einen MHC-Peptid-Komplex zu generieren. Weitere Studien bestétigten
Prozessierungseffizienzen in dieser GroBenordnung®*~**°. Die meisten Antigene werden noch
weniger effizient prozessiert, so dass es vermutlich 10000 Proteinmolekiile ben6tigt, um einen
einzigen MHC-Peptid-Komplex zu generieren und diesen an der Zelloberfliche zu

présentieren.

1.1.4 MHC-Klasse-II-Molekile

MHC-Klasse-II-Molekiile werden hauptsédchlich auf speziellen antigenprésentierenden Zellen
wie dendritischen Zellen, B-Zellen oder Makrophagen exprimiert. Es ist jedoch auch bekannt,
dass sie auf Tumoren vorkommen kénnen®. Sie bestehen aus einer a-Kette, die 34 kDa wiegt
und einer etwas leichteren B-Kette mit 29 kDa. Beide Ketten sind nicht kovalent miteinander
verbunden, durchspannen mit ihrer ar- bzw. B;-Doméne die Zellmembran und besitzen
jeweils zwei extrazelluldre Immunglobulindoménen.

Strukturell betrachtet sehen Klasse I- und Klasse II-Molekiile sehr dhnlich aus: Auch auf
MHC-Klasse-II-Molekiilen werden Peptide in einer Bindungsfurche bestehend aus einem (-
Faltblatt prasentiert, die von den beiden membrandistalen Doménen o; und ; gebildet wird
und die durch zwei a-Helices begrenzt wird (Abb. 1.4). Im Gegensatz zu Klasse [-Molekiilen
sind die Enden des peptidbindenden Spaltes bei MHC-Klasse-1I weiter gedftnet, so dass auch
Peptide mit bis zu 20 Aminosduren prisentiert werden konnen, da diese liber die Enden der
Grube hinausragen konnen*"*?. Deshalb kommt es hiufig vor, dass Peptide, die auf MHC-

Klasse-II prasentiert werden verschiedene Langenvarianten aufweisen.
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Abb. 1.4: Raumstruktur von MHC-Klasse-II. (a) Molekiiloberfliche, (b) Badnderdiagramm, (c)
Aufsicht auf die Peptidbindungsfurche, (d) schematische Darstellung des MHC-Molekiils und
Verankerung in der Zellmembran. (Bild: © Garland Science, 2008)

1.1.5 MHC-Klasse-II Antigenprozessierung

Peptide, die auf MHC-Klasse-II-Molekiilen préasentiert werden stammen aus dem
endosomalen Verdau von pino- oder phagozytierten Proteinen und Organismen. Dabei
werden die auf diese Weise aufgenommenen Proteine im Phagolysosom von sauren Proteasen
und Cathepsinen zu Peptiden verdaut, die auf MHC-Klasse-II geladen und an die
Zelloberfliche transportiert werden®**.

Im Gegensatz zum Klasse I-Prozessierungspfad findet die Prozessierung der exogenen
Antigene im gleichen Kompartiment statt, in dem auch die Peptidbeladung stattfindet. Die a-
und B-Kette der Klasse II-Molekiille werden direkt im ER synthetisiert und bilden dort
zusammen mit der invarianten Kette (Ii, invariant chain) einen trimeren Komplex. i ist ein

Chaperon, welches die Peptidbindungsfurche blockiert und den Komplex durch den Golgi-

Apparat in das endosomal/lysosomale Kompartiment leitet. Nach dem Transport in ein saures



Vesikel wird Ii durch verschiedene Proteasen wie beispielsweise Cathepsin S in mehreren
Schritten geschnitten, bis nur noch das sogenannte CLIP-Fragment (class II invariant chain-
associated peptide) in der Bindungsgrube iibrig bleibt”*’. Uber HLA-DM wird das CLIP-
Fragment dann durch Peptide aus aufgenommenen Proteinen ausgetauscht. Der dabei
entstandene MHC-Peptid-Komplex wird anschlieBend an die Zelloberflache transportiert, wo
er von CD4"-T-Zellen erkannt wird*. Neben den Peptiden, die aus durch Phagozytose
aufgenommenen Proteinen hergestellt werden kdnnen auch zytosolische Peptide auf MHC-

Klasse-II prisentiert werden® ™'

. Bei dieser Art Prozessierung ist Autophagie, also der Abbau
intrazelluldrer Komponenten in Lysosomen involviert’>.
Auf MHC-Klasse-1I-Molekiilen prisentierte Peptide werden iiber lysosomale Proteasen sowie

die Asparagin-Endopeptidase (AEP) generiert™*

. Makrophagen besitzen einen hohen Grad
an Proteasen, weshalb sie in der Lage sind, aufgenommene Proteine schnell zu verdauen und
zu prasentieren. B-Zellen und DCs haben im Gegensatz dazu nur relativ wenig lysosomale
Proteasen, was dazu fiihrt, dass der Abbau von Proteinen zwar linger dauert, diese dann aber
auch iiber einen lingeren Zeitraum prisentiert werden kénnen™. Der Abbau findet dabei in
einem geordneten Ablauf statt, indem das Protein zuerst mit einigen initialen Schnitten fiir
andere Endo- und Exoproteasen zuginglich gemacht wird’*. Dabei werden Disulfidbriicken
durch die Gamma-Interferon induzierbare lysosomale Thiolreduktase (gamma-interferon-
inducible lysosomal thiol reductase, GILT) zerstort, was den Peptiden Zugang zur
proteolytischen Prozessierung erméglicht’®, wobei nicht genau bekannt ist, wann genau die
Beladung der MHC-Klasse-I1-Molekiile stattfindet.

Die meisten Peptide, die auf MHC-Klasse-II pradsentiert werden sind ungefdhr 12 — 20
Aminosduren lang und besitzen einen zentralen Bindungskern, der aus neun Aminosduren
besteht. Im Falle von Peptiden, die auf HLA-DR prisentiert werden spielen aromatische und
aliphatische Seitenketten in der Ndhe des N-Terminus eine essentielle Rolle bei der
Interaktion mit einer hydrophoben Bindungstasche auf HLA-DR-Molekiilen. Neben dem
zentralen Bindungskern werden als Hilfsanker saure Reste am N-Terminus, basische Reste
am C-Terminus sowie N-terminale Proline als Prozessierungsmotiv bevorzugt, damit die
Immunogenitit der T-Zell-Epitope erhoht werden kann’®. Ahnlich wie beim MHC-Klasse-I-
Prozessierungsweg fungiert auch hier ein Prolin an zweiter Position als Stoppsignal fiir das N-

. . .57
terminale Trimming”".
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1.1.6 Die Diversitdt des HLA-Ligandoms

Auf dem menschlichen Genom gibt es innerhalb des MHC drei verschiedene Loci, die fiir die
MHC-Klasse-I-Molekiile codieren und als HLA-A, HLA-B und HLA-C bezeichnet werden.
Da die parentalen Allele dieser Loci codominant exprimiert werden, kann jedes Individuum
bis zu sechs verschiedene Klasse-I-Allele, jeweils zwei HLA-A, HLA-B und HLA-C, haben.
Zusétzlich zu dieser Polygenie gibt es bei HLA-Molekiilen auBlerdem einen ausgeprigten
Polymorphismus, der die Diversitit weiter erhoht. Derzeit sind fiir alle MHC-Klasse-I-
Molekiile 4268 Allele bekannt, welche die Expression von 3238 verschiedenen Proteinen
ermoglichen.

Die Gene, die im Menschen fiir MHC-Klasse-II-Molekiile codieren werden als HLA-DR,
HLA-DP und HLA-DQ bezeichnet. Fiir diese sind insgesamt 1241 Allele bekannt, {iber die
962 verschiedene Proteine exprimiert werden konnen. Auch hier kann ein Mensch wieder bis
zu sechs verschiedene Klasse-II-Allele besitzen (Quelle: http://www.anthonynolan.org/HIG/;
Release: 3.2.0; Abfrage: November 2010).

Der GroBteil der polymorphen Aminosduren befindet sich in den Bindungstaschen der
Peptidbindungsgrube. Aufgrund ihrer Bedeutung fiir die Wechselwirkungen mit dem
gebundenen Peptid sind diese fiir die vielfdltigen Peptidbindungsspezifititen der
unterschiedlichen HLA-Allele verantwortlich. Durch die Aminosdurezusammensetzungen
einer Bindungstasche wird die Stereochemie und die Polaritdt geregelt und somit bestimmt,
welche Seitenketten eines Peptids in die Tasche hineinragen kdnnen.

Die Komplexitit des HLA-Ligandoms entsteht vor allem durch Polygenie und
Polymorphismus. Es wird angenommen, dass mehr als 10° HLA-Molekiile auf der
Zelloberfliche exprimiert werden und die Anzahl der identischen prédsentierten Peptide
zwischen einigen wenigen und bis zu 10000 Kopien pro Zelle variieren kann®. Die
Gesamtheit aller Peptide, die iiber MHC-Molekiile auf der Zelloberfliche préasentiert werden,
wird als das MHC-Ligandom bezeichnet. Die Peptide konnen potentiell aus jedem in der
Zelle vorhandenem Protein stammen, wodurch das Proteom, also die Gesamtheit aller
Proteine in einer Zelle, fiir das Immunsystem sichtbar gemacht wird”®. Verbunden wird das

%0 mit dem Genom®. Das Ligandom wird durch

Proteom iiber das Transkriptom
verschiedenste Faktoren wie beispielsweise den Zelltyp oder die Gewebeart, Infektion oder
Transformation der Zelle oder einfach den aktuellen Zustand der Zelle, der von

Néhrstoffsituation oder dulleren Stressfaktoren abhéngt, beeinflusst (Abb. 1.5)°%,
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Abb. 1.5: Faktoren, die das MHC-Ligandom beeinflussen. Das MHC-Ligandom kann durch
verschiedene physiologische, intrinsische sowie pathologische Faktoren beeinflusst werden, was zu
Verianderungen der préisentierten Peptide fiihrt. Auf einer Zelle werden ungefidhr 10000 verschiedene

Peptide in unterschiedlichen Mengen prisentiert (Bild: Hillen und Stevanovi¢, 2006

1.1.7 Die T-Zell-Antwort

Durch die Prédsentation von Peptiden auf MHC-Molekiilen an der Zelloberfldche wird es den
T-Zellen ermoglicht, einen Blick in das Innere der Zelle und auf den Zustand des Proteoms zu
werfen®. Dies geschieht, indem die T-Zellen die MHC-Peptid-Komplexe mit Hilfe ihrer T-
Zell-Rezeptoren (T-cell receptor, TCR) abtasten, was zu einer Signalkaskade im Inneren der
T-Zelle fiihrt.

Zusétzlich zu ihrem T-Zell-Rezeptor exprimieren die meisten reifen T-Zellen auf ihrer
Oberflache zusétzlich die Corezeptoren CD4 beziehungsweise CDS8, die an konservierte
Bereiche der MHC-Molekiile binden. Dabei exprimieren T-Helferzellen den CD4-Korezeptor,
der ausschlieSlich MHC-Klasse-II-Molekiile erkennt, wohingegen die zytotoxischen T-Zellen
den CD8-Korezeptor zur Erkennung von MHC-Klasse-I besitzen®’. Da die jeweiligen

Corezeptoren sowohl an den TCR als auch an das jeweilige MHC-Molekiil binden, wird die
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Bindungsstirke des TCRs an den MHC/Peptid-Komplex um ein vielfaches erhoht. Dabei ist
die Bindung des Corezeptors an das MHC-Molekiil vom prisentierten Peptid unabhéngig.

Der CD8-Korezeptor ist ein aus einer a- und einer -Kette bestehendes Heterodimer, welches
jedoch auch in einer o-o-heterodimeren Form auftreten kann®. Jede Kette besteht aus einer
Immunglobulindoméne, die iiber eine Polypeptidkette mit der Transmembrandoméne
verbunden ist. Die zytosolische Doméne der o-Kette interagiert mit der Lck-Kinase, die
Bindung an das MHC-Klasse-I-Molekiil findet iiber die a-Kette des Corezeptors an die o3-
Doméne von MHC-I statt®.

Im Gegensatz zu CDS ist der CD4-Korezeptor ein Monomer, das aus vier Doménen (D1-D4)
aufgebaut ist. Die beiden dicht gepackten membrandistalen Doménen D1 und D2 sind {iber
ein kurzes, flexibles Verbindungsstiick mit den ebenfalls dicht gepackten, membranstindigen
Dominen D3 und D4 verkniipft. Die Interaktion mit der Lck-Kinase findet iiber die
zytosolische Doméne statt, die D1-Doméne bindet an die ,-Domine des MHC-II-Molekiils.
Erkennt eine T-Zelle nun ein MHC-Molekiil, das heifit bindet der TCR an dieses, werden in
der T-Zelle die Transkriptionsfaktoren fiir NF-xB (nuclear factor kB), NFAT (nuclear factor
of activated T cells) und AP-1 (activator protein 1) aktiviert und die Polarisierung sowie das

Migrationsverhalten der Zelle beeinflusst.

Naive T-Zellen, die noch keinen Kontakt mit einem Antigen hatten rezirkulieren zwischen
Lymphe und Blut und patrouillieren auf diese Weise durch die peripheren lymphatischen
Organe auf der Suche nach Antigenen’’. Dort treffen sie auf professionelle APCs und
durchmustern die von ihnen prisentierten Peptide’’. Diese Vorgehensweise sichert nicht nur
das Uberleben der naiven T-Zelle, sondern ist auch fiir die rechtzeitige Immunantwort im
Falle einer Infektion unerldsslich. Die Aktivierung der T-Zelle kann nur iiber zwei
gleichzeitig vermittelte Signale stattfinden: Zum einen wird natiirlich die Bindung des TCR
an das MHC-Molekiil bendtigt, zum anderen muss zusitzlich dazu noch ein Signal von einem
costimulatorischen Molekiil, das nur von aktivierten professionellen APCs geliefert werden
kann, vermittelt werden. Somit kann die Aktivierung einer naiven CD8" T-Zelle zur
Effektorzelle ausschlieBlich durch Makrophagen oder DCs stattfinden. Dabei spielt die
Expression des CC-Chemokinrezeptors 7 (CCR7) eine entscheidende Rolle: Die beiden
CCR7-Liganden werden zusammen mit den Chemokinen CCL19 und CCL21 von
Stromazellen in den T-Zell-Zonen der Lymphknoten sowie vom HEV-Endothel

sezerniert’>">. Aufgrund der Expression von CCR7 auf naiven T-Zellen’* und APCs” kommt
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es zu einer Colokalisation von T-Zellen und APCs in den Lymphknoten und ermdéglicht somit
eine Interaktion der beiden Zelltypen®.

Prisentiert eine APC ein fiir eine T-Zelle spezifisches Antigen, kommt es zur Ausbildung
eines stabilen TCR-MHC-Komplexes, was in der Bildung einer sogenannten
immunologischen Synapse resultiert’’. Im Zentrum dieser Synapse findet eine Ansammlung
des TCR-Rezeptors, des Corezeptors und des CD28-Molekiils statt; um das Zentrum herum

kommt es zu einer Akkumulation von LFA-178%

. Um die vollstindige Aktivierung der T-
Zelle zu induzieren reichen bereits ungefihr zehn spezifische MHC-Antigen-Komplexe aus®'.
Andere Experimente zeigen, dass sogar schon ein einziger Komplex dafiir ausreichen kann™.
Jedoch ist nicht bekannt, wie lange diese Interaktion vonstatten gehen muss, um zu einer
vollstandigen Aktivierung zu fithren™**.

Peptide, die auf MHC-Molekiilen préisentiert werden, konnen entweder ,Selbst-Peptide’, das
heiBt aus korpereigenen Proteinen stammend, oder ,Fremd-Peptide’, die aus beispielsweise
bakteriellen der viralen Proteinen generiert wurden, sein. Auf die Erkennung von Fremd-
Antigenen reagieren die T-Zellen mit der Freisetzung von zytotoxischen Substanzen wie
Perforin oder Granzym, um die erkrankten Zellen zu zerstdren. Das Perforin polymerisiert in
der Zellmembran der Zielzelle und bildet Locher, durch welche die Granzyme in das
Zellinnere gelangen kénnen, um dort Apoptose auszuldsen. Alternativ kann die Apoptose
durch die Wechselwirkung des Fas-Liganden auf der T-Zelle mit Fas auf der Zielzelle
induziert werden. Im Gegensatz dazu diirfen Selbst-Peptide nicht erkannt werden, andernfalls
liegt eine Autoimmunreaktion vor. Um dieser vorzubeugen, durchlaufen die T-Zellen im
Thymus eine negative Selektion, wihrend der diejenigen T-Zellen, die MHC-Selbst-Peptid-
Komplexe erkennen aus dem T-Zell-Repertoire eliminiert werden. Trotz der ektopischen oder
promiskuitiven Expression von gewebespezifischen Proteinen im Thymusgs'87 konnen den T-
Zellen nicht alle korpereigenen Peptide zu Selektionszwecken vorgesetzt werden. Aus diesem
Grund konnen autoreaktive T-Zellen auch in der Peripherie durch Anergie stillgelegt werden,
sobald sie MHC-Peptid-Komplexe auf anderen Zellen als auf aktivierten, professionellen
APCs erkennen und daher keine costimulatorischen Signale erhalten.

Genau diese Toleranz der T-Zellen gegeniiber kdrpereigenen Peptiden wird im Falle einer
Tumorerkrankung zum Problem, da auf tumordsen Zellen eben solche priasentiert werden und
die Zellen somit nicht als entartet erkannt werden. Tumorassoziierte T-Zell-Epitope konnen
aus unterschiedlichen Arten von Tumorantigenen stammen®. Dabei unterscheidet man

zwischen tumorspezifischen Antigenen, die ausschlieBlich im Tumor zu finden sind und

tumorassoziierten Antigenen, die auch auf normalem Gewebe vorkommen.
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Zu den tumorspezifischen Antigenen gehoéren beispielsweise cancer-testis-Antigene, wie
MAGE-A1 oder NY-ESO-1, die normalerweise nur in Keimzellen exprimiert werden, oder
oncovirale Proteine wie das Protein E7 aus den humanen Papillomaviren HPV16 und HPV18.
Auch mutierte Proteine, die durch Punktmutation, Leserastermutation, Translokation,
alternatives mRNA-Spleiflen, Ablesen alternativer offener Leserahmen, Translation von
Introns, Proteinspleilen oder dhnlichem entstanden sind, gelten als tumorspezifisch.
Tumorassoziierte Antigene sind im Vergleich zum korrespondierenden normalen Gewebe im
Tumorgewebe {iberexprimiert. Beispiele hierfiir wiren MUCI1, CEA oder Survivin.
Differenzierungsantigene, die gewebsspezifisch auch in Normalgewebe exprimiert werden,
wie die Tyrosinase und gpl00 in Melanozyten oder PSA in der Prostata werden als
tumorassoziiert bezeichnet.

Fiir eine T-zell-basierte Therapie bedeutet das, dass diese natiirlich vorhandene Toleranz
gegeniiber Tumorantigenen zunichst gebrochen werden muss, bevor eine T-Zell-Antwort
erfolgreich induziert werden kann. Dies betrifft insbesondere die tumorassoziierten Antigene,
die auch im normalen Gewebe vorkommen, da diese als korpereigene Bestandteile nicht von
T-Zellen erkannt werden sollten. Hinzu kommt, dass im Thymus nicht nur die Melanom-
Differenzierungsantigene Melan-A und Tyrosinase exprimiert werden, sondern dort auch
cancer-testis-Antigene wie MAGE-A1, -A3, -A4 und NY-ESO-1 nachweisbar sind®. Somit
kann im Thymus also mdglicherweise eine zentrale Toleranz gegeniiber tumorspezifischen
Antigenen aufgebaut werden, was immuntherapeutische Ansetze erschwert. Dem gegeniiber
steht allerdings die Tatsache, dass alle getesteten Thymi Melan-A exprimierten, das HLA-
A*02-restringierte T-Zell-Epitop ELAGIGILTV, welches aus Melan-A stammt jedoch bei
vielen Menschen T-Zell-Reaktionen hervorruft. Auch gegen andere Peptide aus Melanom-
Differenzierungsantigenen konnten spezifische zytotoxische T-Zellen aus peripherem Blut
induziert werden”, was bedeutet, dass trotz der Expression im Thymus spezifische T-Zellen
gegen diese Antigene im Kdrper vorhanden sind.

Eine mogliche Erkldrung fiir dieses Phidnomen konnte man in den posttranslationalen
Modifizierungen der Proteine finden. So wurde die Expression von MUCI und CEA im
Thymus auf Proteinebene nachgewiesen’', allerdings waren von MUC]1 lediglich die voll
glykosylierte Form und die differenzierungsabhingig glykosylierte Form vorhanden, jedoch
nicht die tumorassoziierte Glykoform’”. Dies konnte zur Folge haben, dass die Toleranz
gegeniiber MUC1 und CEA unvollstindig ist, was Glykoformen, die nur auf Tumorzellen
vorkommen betrifft. Ein weiterer Faktor, der die Toleranz von T-Zellen gegeniiber

korpereigenen Proteinen beeinflusst scheint die Konzentration des Antigens im Thymus zu
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sein. So gibt es Hinweise darauf, dass der Schwellenwert der zentralen Toleranz gegeniiber
gewebsspezifischen Antigenen mit der Hohe der Antigenexpression korreliert.

Es steht fest, dass immuntherapeutische Ansétze durch die zentrale Toleranz der T-Zellen
gegeniiber Tumorantigenen erschwert werden, jedoch scheint diese Toleranz nicht vollstdndig

zu sein, was das Vorhandensein von spezifischen T-Zellen im peripheren Blut zeigt.

1.1.8 Analyse von MHC-Peptiden

Um natiirlich présentierte MHC-Liganden von Zellen zu isolieren gibt es verschiedene
Moglichkeiten: Beispielsweise konnen Peptide mittels einer Sédurebehandlung von der
Zelloberfliche abgeldst werden, was den mehrmaligen Einsatz der selben Zellen ermoglicht’.
Die Immunaffinitdtschromatographie von kompletten MHC-Peptid-Komplexen iiber eine
Affinitatssdule aus Zelllysaten mit anschlieBender Sdureextraktion und darauf folgender
Ultrafiltration ist jedoch eine gezieltere Methode, um Peptide zu Analysezwecken zu
isolieren. Die dabei verwendeten monoklonalen Antikdrper ermoglichen dabei eine
spezifische Aufreinigung der MHC-Molekiile, da sie gegen deren allelische Subgruppen
gerichtet sind”. Allerdings konnten die so extrahierten MHC-Peptidrepertoires leicht von
dem verwendeten Antikorper abhidngen, da peptidinduzierte Konformationsidnderungen das

. . . 9596
Bindungsverhalten beeinflussen konnen™

. Um gezielt einzelne Allele auf ihre Peptide zu
untersuchen ist es des Weiteren moglich, die Peptid-Eluate durch Verwendung von
homozygoten Zelllinien oder transfizierten Zellen mit stark heruntergeregelter Expression von
endogenen MHC-Molekiilen in ihrer Komplexitit zu reduzieren.

Da man bei den oben genannten Methoden lediglich die Menge an MHC-Molekiilen erhalten
kann, die auf den Zelloberflichen vorhanden sind, wurde ein weiteres Verfahren entwickelt,
um schnell grole Mengen an MHC-Peptid-Komplexen zu generieren: Die Transfektion von
Zellen mit einem Expressionsvektor, der fiir trunkierte und daher 16sliche MHC-Molekiile
codiert, die in das Kultivierungsmedium sezerniert werden. Diese konnen dann mittels
Immunaffinititsaufreinigung aus dem Medium isoliert werden’””®. Da diese Methode jedoch
die Verwendung von Zelllinien voraussetzt, sich das Peptidrepertoire von kultivierten Zellen
aber von dem primidrer Gewebe, wie beispielsweise Biopsien von Krebspatienten,
unterscheidet, muss fiir die Untersuchung dieser Art von Proben die

Immunaffinititsaufreinigung nach Lyse mittels Detergenzien verwendet werden®**’
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Zu Beginn der Analyse des HLA-Ligandoms wurde der Edman-Abbau verwendet, um erste
Erkenntnisse {iber die prisentierten Peptide zu gewinnen. Zum einen war es auf diese Weise
moglich, iiber Poolsequenzierungen das allgemeine Peptidmotiv eines Allels zu ermitteln,
zum anderen konnte man iiber die Analyse einzelner reversed phase high performance liquid
chromatography (RP-HPLC)-Fraktionen bereits einzelne Peptidsequenzen ermitteln’*. Auf
diese Weise wurde der erste MHC-Ligand SYFPEITHI von H2-K%-Molekiilen der
Maustumorzelllinie P815 entdeckt.

Erst der Einsatz moderner Massenspektrometer in der Proteomik bedeutete fiir die
Peptidanalyse den absoluten technischen Durchbruch, da es nun méglich war, die Sequenzen
vieler einzelner Liganden zu ermitteln'®’. Erstmalig stand neben der Auftrennung der Peptide
nach ihren Elutionseigenschaften iiber die RP-HPLC noch die Auftrennung der Peptide nach
ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis (m/z) zur Verfiigung. Fiir die dabei benétigte lonisierung
der Peptide oder Proteine finden zwei Methoden Verwendung: Die Elektrospray-lonisation
(ESI) und die matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI). Bei der ESI ist die
Kopplung mit einem RP-HPLC-System {blich. Mit zunehmender Sensitivitdt der
Massenspektrometer wurde jedoch auch die Kapillarelektrophorese (capillary eletrophoresis,

190192 "In den letzten Jahren wurden die HPLC-

CE) als analytische Trennmethode verwendet
Systeme weiterentwickelt, um einen  hoheren Probendurchsatz und eine gesteigerte
Sensitivitit zu erreichen. Diese sogenannten UHPLC-Systeme (ultra high performance liquid
chromatography) benutzen als Packmaterial fiir Trennséulen lediglich Materialien mit 2 pm
Durchmesser, was zu einer verbesserten Geschwindigkeit, Effizienz  und
chromatographischen Auftrennung fiihrt. Allerdings steigt dadurch auch der Arbeitsdruck der
Gerite auf mehrere hundert bar, was von einer klassischen HPLC-Anlage nicht erreicht
werden kann'®.

Die Probenanalyse fiir die MALDI-Massenspektrometrie (MS) erfordert in der Regel eine
vorherige offline-Trennung der Probe'®*'®. Diese hat den Vorteil, dass Vorldufer-Ionen
sorgfaltig ausgewihlt werden konnen und auf diese Weise Redundanzen vermieden werden
konnen. Des Weiteren konnen weniger intensive Peptidsignale besser detektiert werden. Ein
groBer Nachteil dieser Methode ist jedoch der hohe Zeitaufwand, der fiir die Analyse einer
einzelnen Probe bendtigt wird. Frithere Limitierungen der MALDI-Fragmentierung durch den
post source decay (PSD) wurden mittlerweile durch die Einfiihrung von TOF/TOF-Geriten
(time-of-flight) vollstindig eliminiert'**'®.

Bei der ESI-Massenspektrometrie ermoglicht die direkte Kopplung von HPLC und ESI-

Interface eine online-Trennung der Probe, was in Kombination mit einem Autosampler einen
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vollstindig automatisierten Ablauf der Messprozedur ermdglicht. Wegen des kontinuierlichen
Losungsmittelflusses von der HPLC konnen die Proben in verhdltnismaBig kurzer Zeit
gemessen werden, allerdings kann es dabei aufgrund der computergesteuerten
datenabhdngigen Auswahl der Vorldufer-lonen (data-dependent ion selection, DDIS) zu
Redundanzen von Peptiden beziehungsweise Proteinen wiahrend der Messung kommen.

Die ESI-Massenspektrometrie verwendet ein breites Spektrum von Instrumenten zur

110-112
k

Analyti wie beispielsweise  Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer, lineare

Quadrupol-Tonenfallen'"”®, Tripelquadrupole oder Ionenfallen-Orbitrap-Hybridsysteme''*'",
Auf diese Weise wurde die Identifikation von MHC-Liganden voran getrieben, was die

Identifikation von hunderten Peptiden in einer Messung ermdglicht®®>>!1¢117.

1.1.9 Reverse Immunologie — Vorhersage von T-Zell-Epitopen

Kurz nachdem bekannt war, dass allelspezifische Peptidmotive existieren, wurden erste
Versuche unternommen, diese Motive fiir die Vorhersage von T-Zell-Epitopen aus

118,119 7 . . :
» 7. Uber diese als ,reverse Immunologie’ bezeichnete

Proteinsequenzen zu verwenden
Methode konnten bereits einige T-Zell-Epitope entdeckt werden'*’, wovon viele, vor allem
auch im Bereich der CD4 -Epitope'?', erst in den letzten Jahren identifiziert wurden.
Inzwischen gibt es zahlreiche Vorhersageprogramme fiir T-Zell-Epitope, die auf
verschiedenen Algorithmen beruhen und die im Internet frei zuginglich sind'**'**. Die
meisten davon sagen die MHC-Bindung voraus, wie beispielsweise SVMHC oder PREDEP.
Andere den TAP-Transport (MHCPred) oder die proteosomale Prozessierung (PAProC,
NetCHOP) und einige Programme kombinieren sogar mehrere dieser Komponenten (MHC-
Pathway/IEDB, WAPP). Neben diesen Programmen gibt es noch einige weitere'?"'**, von
denen SYFPEITHI und BIMAS zu den bekanntesten gehoren.

Die auf SYFPEITHI basierenden Vorhersagen von MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-
Liganden beruhen ausschlieBlich auf natiirlichen MHC-Liganden. Aus diesem Grund sagt
SYFPEITHI auch nicht allein die MHC-Bindung voraus, sondern beriicksichtigt fiir die
Ermittlung von Liganden zusétzlich noch die erfolgreiche Prozessierung und den Transport.
Dem ganzen zugrunde liegt die Annahme, dass alle Aminosduren des Peptids einen mehr oder
weniger groBBen Beitrag zur Bindungsqualitdt beisteuern. Diese Beitrige werden durch

Matrizen beschrieben, die jeder Aminosdure an jeder Position des Peptids einen bestimmten

Zahlenwert zuordnen. Fiir die Epitopvorhersage wird die Aminosduresequenz eines Proteins
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in alle theoretisch moglichen Peptide zerlegt und die anhand der Matrix vorgegebenen
Punktewerte fiir die entsprechenden Aminosduren an den unterschiedlichen Positionen
addiert. Die tatsdchlichen T-Zell-Epitope werden unter den 2% der am hochsten bewerteten
Peptide erwartet'>.

Die von BIMAS verwendete Vorhersage basiert auf Bindungsstudien mit synthetischen
Peptiden. Zwar geht man auch hier davon aus, dass der Beitrag der verschiedenen
Aminoséduren zur Bindungsqualitdt unabhéngig von der kompletten Peptidsequenz ist, jedoch
verwendet der Algorithmus im Gegensatz zu SYFPEITHI kein additives, sondern ein
multiplikatives Verfahren, um die theoretische Bindungsstabilitit der Peptide zu berechnen.
Auch hier werden mdgliche T-Zell-Epitope unter den ersten 2% der vorhergesagten
Kandidaten erwartet'?.

Neben den position-specific scoring matrices (PSSMs), die von den Algorithmen von
SYFPEITHI und BIMAS verwendet werden gibt es noch andere, hoher entwickeltere
Methoden, um Bindungsstabilititen zu berechnen, wie beispielsweise support vector
machines (SVMs) oder artificial neural networks (ANNs). Letzteres wird bei dem Programm
NetMHC angewandt, das unter Verwendung von sparse encoding, Blosum encoding und
hidden Makov models (HMMs) fiir die Vorhersagen nicht nur die Aminosiduren an ihren
einzelnen Positionen, sondern auch die Aminoséuren in Relation zueinander beriicksichtigt'?’.

Einen Uberblick und einen Vergleich dieser Methoden bieten Peters et al.'*® und Lundegaard

etal.'?,

1.1.10 Mogliche Ansétze zur Analyse des MHC-Ligandoms

Der klassische Ansatz zur Analyse des MHC-Ligandoms besteht wie bereits beschrieben
darin, MHC-gebundene Peptide zu isolieren und massenspektrometrisch zu messen. Diese
qualitative Methode liefert einen Uberblick iiber das MHC-Repertoire und es ist mdglich,

. - .1 64,116,130,131
gewebsspezifische Eigenschaften zu ermitteln™ ™ 777,

Um Proben quantitativ zu
untersuchen, ist es in der Regel notwendig, diese differentiell zu modifizieren. Zwar
ermoglicht diese Vorgehensweise lediglich den Vergleich zwischen zwei Proben, jedoch
eignet sich diese Art der relativen Quantifizierung dazu, Tumorgewebe mit Normalgewebe,
infizierte Zellen mit nicht infizierten Zellen oder verschiedene Proben gleicher Gewebetypen

miteinander zu Vergleichenl32’133. Alternativ kann anhand eines Referenzpeptids versucht

werden, eine absolute Quantifizierung durchzufiihren. Zuletzt ist noch mdglich, gezielt nach
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Liganden aus interessanten Antigenen zu suchen, indem man Zellen mit einem
entsprechenden Expressionsvektor transfiziert'**, oder man kann gezielt mittels der ,Predict-

Calibrate-Detect’-Methode nach vorhergesagten Liganden aus einem Antigen suchen'™.

Die quantitative Analyse des HLA-Ligandoms bietet zunichst natiirlich die Moglichkeit, eine
groe Menge an MHC-gebundenen Peptiden zu identifizieren. Dieser Ansatz war nicht nur in
der Anfangsphase der massenspektrometrischen Sequenzanalyse von Peptiden interessant'*’,
sondern wurde auch noch Jahre spéter dazu verwendet, um wenig untersuchte Gewebe- oder
Tumorarten genauer zu charakterisieren”. Auch heute werden Massenspektrometer noch fiir
diese sogenannten ,large-scale’-Analysen eingesetzt, da permanent neue, hoher entwickelte
Messgerdte auf den Markt kommen und die Sensitivititsgrenze fiir Peptidanalysen dadurch
immer weiter nach unten gesetzt wird, was zur Identifizierung von neuen, bisher unbekannten
Liganden fiihrt.

Mit zunehmender Sicherheit und Routine dieser Art Analysen ist man dazu iibergegangen,
diese Messmethode dazu zu verwenden, um mehrere Proben miteinander zu vergleichen. So
nutzen Dengjel et al. 2005 diese Technik dazu, den Einfluss der Autophagie auf die cross
presentation von Peptiden exogener Proteine auf MHC-Klasse-1 sowie die Beladung von
MHC-Klasse-II-Molekiilen mit Peptiden zytosolischen Ursprungs zu untersuchen. Da bekannt
ist, dass Autophagie eine Reaktion der Zellen auf Nahrstoffmangel oder Stress ist, wurden
hierfiir Zellen der Zelllinie Awells in normalem Medium beziehungsweise in ndhrstoffarmen
Medium ohne Serum und Aminosduren kultiviert’”. Eine qualitative Analyse des HLA-DR
MHC-Klasse-II-Peptidligandoms lieferte 404 identifizierbare Peptidsequenzen von normalen
Awells, die wie es fir MHC-Klasse-II-Peptide {iiblich ist aus Léngenvarianten von 173
Kernsequenzen bestehen. Ein Grofteil dieser Peptide stammt aus intrazelluldren Proteinen
oder Membranproteinen; ein kleiner Teil der Peptide hat seinen Ursprung allerdings in
Proteinen, die in anderen Kompartimenten lokalisiert sind. Um einen Vergleich zwischen
normal kultivierten und in nidhrstoffarmen Medium kultivierten Zellen zu bekommen, wurden
54 Peptide, die auf beiden Zellen préisentiert wurden anhand ihrer Signalintensititen in LC-
MS-Messungen differentiell quantifiziert. Dabei fand man heraus, dass die Prasentation von
Peptiden aus intrazelluldren und lysosomalen Proteinen unter Mangelbedingungen stark
erhoht ist, was einerseits wohl an der Bildung von autophagischen Vakuolen verursacht wird,
andererseits aber auch durch die verdnderte Aktivitdt lysosomaler Proteasen hervorgerufen
wird. Somit beeinflussen diese beiden Dinge die Prozessierung fiir die Beladung der MHC-

Molekiile und fithren so zu einem verdnderten MHC-Ligandom. Die Prisentation des
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alternativen Peptidpools spiegeln die durch Autophagie verursachten Verdnderungen des
Proteoms wider und machen sie dem Immunsystem zugénglich.

Ahnlich wie die der Einfluss der Autophagie auf das MHC-Ligandom kdnnen auf diese Weise
auch andere Aspekte, welche die Peptidprisentation beeinflussen, untersucht werden. So
beispielsweise, inwiefern IFNy die Zusammensetzung und dadurch die proteolytischen
Eigenschaften des Proteasoms verdndert”, oder um den Einfluss von Proteasominhibitoren
auf das MHC-Ligandom zu untersuchen'*’. Auch Tapasin-defiziente Zellen weisen ein
verdandertes Ligandom auf, was Untersuchungen {iber den Edman-Abbau und
Massenspektrometrie zeigten'’. Erst ein qualitativer und quantitativer Vergleich zwischen
TAP-exprimierenden und TAP-defizienten Zellen enthiillte die genaueren Unterschiede der

beiden MHC-Ligandome' .

Die  Tatsache, dass sich das Ligandom durch  Manipulation an der
Antigenprozessierungsmaschinerie verdndert, ist eine wichtige Erkenntnis und liefert
Ansatzpunkte fiir Immuntherapien'*’. Bei verschiedenen Krankheiten, sei es nun eine virale
Infektion oder eine tumordse Entartung des korpereigenen Gewebes, kommt es zur
Ausbildung von Mechanismen, um die Erkennung durch T-Zellen zu umgehen, indem die
Antigenprozessierung gestort oder ganz auBer Kraft gesetzt wird'**'*!. Zwar scheint diese
Behinderung der Antigenprozessierung vorteilhaft fiir Tumor oder Pathogen zu sein, aber
durch die Ligandomverdnderung kann trotzdem therapeutisch dagegen vorgegangen werden.
Die durch die Verdnderung der Zelle einhergehende Verdnderung des Proteoms bietet einen
moglichen Ansatzpunkt zur Therapie, da sich dadurch ebenfalls das MHC-Ligandom der
Zelle verdndert. Durch die Identifizierung von krankheitsassoziierten Liganden ist es mdglich,
einen immuntherapeutischen Ansatz zur Behandlung iiber die Vakzinierung mit

142193 5der den adoptiven T-Zell-Transfer zu induzieren'**. Das groBte Problem

Impfpeptiden
dabei ist die geringe Anzahl bekannter Tumorantigene und daraus resultierend die noch
geringere Anzahl an bekannten T-Zell-Epitopen.

Ist ein krankheitsassoziiertes Antigen bekannt, so kann man mittels der ,Predict-Calibrate-
Detect’-Methode gezielt nach vorhergesagten T-Zell-Epitopen aus diesem Protein suchen.
Das Ziel besteht darin, das mogliche Epitop auf molekularer Ebene, das heif3t als auf der
Zelloberfliache préasentierter Ligand iiber eine massenspektrometrische Analyse nachzuweisen.
Auf diese Art wurden beispielweise HLA-A*02-restringierte Epitope aus den

tumorassoziierten Antigenen CEA und p53 sowie aus dem tumorspezifischen MAGE-A1

identifiziert?""*>. Um dies zu bewerkstelligen, wurden zunichst mit Hilfe der SYFPEITHI-
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Algorithmen mogliche T-Zell-Epitope aus den eingegebenen Proteinsequenzen ermittelt.
Diese wurden anschlielend synthetisiert und dazu verwendet, das analytische System in LC-
MS- und LC-MS/MS-Experimenten nach den Parametern Molekulargewicht, Retentionszeit
und Fragmentierungsmuster zu kalibrieren. Im néchsten Schritt wurden dann Peptideluate von
Geweben oder Zelllinien, in denen das entsprechende Antigen exprimiert wird bei genau den
gleichen Bedingungen analysiert. Die Detektion der vorhergesagten T-Zell-Epitope erfolgt
durch einen Abgleich der Parameter der Peptide aus der natiirlichen Probe mit den ermittelten
Parametern der synthetischen Standardpeptide. Diese Methode eignet sich auch zur Detektion

. . 14
von viralen Peptiden'®.

Die ,Predict-Calibrate-Detect’-Methode ist dafiir geeignet, T-Zell-Epitope zu identifizieren,
unterliegt aber gleichzeitig einigen Limitierungen: Zunéchst einmal muss ein Antigen bekannt
sein, um liberhaupt eine Epitopvorhersage durchfiihren zu konnen. Auflerdem kann nur eine
bestimmte Anzahl an Peptiden synthetisiert und fiir die Kalibrierung verwendet werden, da
dieses Verfahren recht zeitaufwindig ist. Um einen Vergleich zwischen zwei komplexen
Proben, beispielsweise Tumor- und Normalgewebe oder virusinfizierten mit nicht infizierten
Zellen anzustellen und auf diese Weise tumorassoziierte Liganden zu finden, miissen diese
zundchst mit einer differentiellen Isotopenmarkierung versehen werden. Deshalb werden die
N-Termini der Peptide mit zwei unterschiedlich schweren Formen des Nikotinsdure-

Succinimids modifiziert'3>!®

. Durch dquivalente Mischung und anschlieBender Messung in
einem LC-MS-Experiment ist es mdglich, Peptide, die in beiden Proben vorhanden sind,
sowie Peptide, die nur in einer der beiden Proben vorkommen zu detektieren. Uber einen
Vergleich der Signalintensitdten des mit dem schweren Isotop markierten mit dem Peptid, das
die leichte Isotopenmarkierung trégt findet eine relativ Quantifizierung statt. Das Verhéltnis
der Signale reprisentiert dabei das Verhéltnis der Peptidpriasentation. Einzelne Signale im
Ubersichtsscan des Massenspektrometers konnen von Peptiden stammen, die nur in einer der
beiden Proben vorkommen, was unter Umstinden auf tumorspezifische Peptide hindeuten
konnte. Mittels dieser Technik ist es moglich, groBangelegte differentielle Analysen zwischen

3> oder Tumoren mit Metastasen zu

Tumor- und Normalgeweben durchzufiihren'
vergleichen'*’.

Diese Art der differentiellen Quantifizierung eignet sich auch dazu, einen Vergleich zwischen
untransfizierten Zellen und transfizierten Zellen, die ein Antigen von Interesse exprimieren zu

ziechen. Beispielsweise wurden normale Awells-Zellen mit Transfektanden des
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tumorassoziierten Antigens Keratin 18 verglichen, von dem man weil}, dass es in einigen
Tumorarten {iberexprimiert ist. So konnte ein Keratin 18-Ligand identifiziert werden'**.

An diesen beiden Beispielen kann man sehen, dass die differentielle Isotopenmarkierung mit
anschlieBender relativer Quantifizierung eine sehr gute Methode auf der Suche nach
krankheitsassoziierten MHC-Liganden ist. Ob die identifizierten Liganden jedoch auch
Epitope sind, die T-Zell-Reaktionen hervorrufen kdnnen, muss in weiteren immunologischen

Experimenten validiert werden.

1.1.11 Tumoranalytik — Die Verkniipfung von Proteom und

Ligandom

Der Begriff MHC-Ligandom bezeichnet die Gesamtheit aller Peptide, die auf MHC-
Molekiilen an der Zelloberfliche pridsentiert werden. Dieses Repertoire ist stark mit dem
Proteom, also der Gesamtheit aller Proteine, die einem Genom entsprechen'*® verkniipft und
ermdglicht die Uberwachung des Korpers durch das Immunsystem. Somit ist auch die
Analyse des Proteoms von immunologischem Interesse. Ein gemeinsames Ziel, das sowohl
die Proteomik als auch die Ligandomik verfolgt, ist die Identifizierung von Biomarkern'*’,
deren Charakterisierung fiir die klinische Anwendung bei Diagnose, Therapie, Prognose und
Monitoring sowie bei der Entwicklung von neuen Medikamenten und der Uberwachung

150

klinischer Studien von groler Wichtigkeit ist °". Der Fokus bei diesen Untersuchungen liegt

dabei oft auf Korperfliissigkeiten, da diese leicht zuginglich sind"', jedoch spielen auch
Gewebebiopsien fiir die erste Definition eines Biomarkers eine wichtige Rolle'*?.

Gerade fiir die Ligandomik ist die Identifizierung von Biomarkern von groB3tem Interesse, da
diese als tumorassoziiert oder sogar tumorspezifisch gelten. Eine krankhafte Entartung einer
Zelle macht sich zuerst am Proteom bemerkbar, jedoch bedarf es erst der Prisentation von
Peptiden auf der Zelloberfliche, damit das Immunsystem dem entgegenwirken kann.
Allerdings héngen die Verdnderung des Proteoms und des Ligandoms nicht unbedingt
zusammen, da weder das Transkriptom mit dem Proteom' noch das Transkriptom mit dem

133

Ligandom korreliert *°. Ein Grund dafiir kdnnte sein, dass das MHC-Ligandom nicht nur von

Proteinabundanzen, sondern auch von Synthese- und Abbau-Arten beeinflusst wird">*'*.

Einer der groBten Vorteile der Proteomik besteht in der massenspektrometrischen Analyse

156

von posttranslationalen Modifikationen (PTMs) an Proteinen *°. Da PTMs viele zentrale

Aufgaben bei der Struktur von Proteinen und von regulatorischen Prozessen iibernehmen,
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sind auch T-Zellen dazu in der Lage, PTMs zu erkennen und auf Verdnderungen, die
beispielsweise durch onkogene Transformation, Dysregulation oder Entziindungsprozesse
entstanden sind zu reagieren. Genauso wie bei der Analyse von unmodifizierten Proteinen
oder Peptiden bedient man sich bei der Charakterisierung von PTMs Massenspektrometern,
denen inzwischen neben der Standard-Fragmentierungsmethode collision-induced
dissociation (CID) auch andere, geeignetere Methoden der Fragmentierung, wie
beispielsweise higher-energy collisionally induced dissociation (HCD) oder electron transfer
dissociation (ETD) zur Detektion von PTMs zur Verfiigung stehen'’ ">’

Obwohl MHC-Liganden in viel geringeren Mengen als Proteine zu Analysezwecken zur
Verfligung stehen, gelang es bereits 2000 nachzuweisen, dass phosphorylierte Peptide

0

natiirlich prozessiert und auf MHC-Klasse-I-Molekiilen prisentiert werden'®’. Spiter

entdeckte man dann, dass auch MHC-Klasse-II-prisentierte Peptide posttranslationale

161,162

Phosphorylierungen tragen konnen . Es wurde gezeigt, dass sowohl CD8" als auch CD4"

T-Zellen zwischen phosphorylierten und nicht phosphorylierten Peptiden unterscheiden

.. 160,161
konnen "

, was Phosphopeptide zu potentiellen neuen Zielen in der Krebsimmuntherapie
macht.

Des Weiteren wurden zwei natiirliche MHC-Klasse-II-Liganden aus CD53 identifiziert, deren
N-Termini glykosyliert sind'®. Fiir Klasse I-Peptide wurde bereits gezeigt, dass T-Zellen

: - 164,165
Glykosylierungen erkennen konnen ™

, was auch fiir Klasse II-prisentierte Liganden
zutreffen konnte. Hinweise darauf liefern Versuche, in denen CD4" T-Zellen mit dem
konservierten mycobakteriellen Lipoglykoprotein LprG stimuliert wurden. Nur mit der
glykosylierten Form des Proteins konnten CD4" T-Zellen rekrutiert werden, wohingegen der
Effekt bei der unglykosylierten Form des Proteins ausblieb'®.

Neben den Phosphorylierungen und Glykosylierungen kénnen MHC-présentierte Peptide
noch andere PTMs tragen, welche die Komplexitit des MHC-Peptidrepertoires deutlich
erhoht'®”. Dies ist jedoch auch unerlisslich, da das Ligandom nur auf diese Weise seiner
Aufgabe, Verdnderungen des Proteoms widerzuspiegeln nachkommen kann.

Sowohl die Ligandomik als auch die Proteomik sind denselben Limitierungen der
Massenspektrometrie bei den Analysen unterworfen. Das grofite Problem dabei ist wohl die
enorme Variationsbreite der Peptid- beziechungsweise Proteinkonzentration in einer Probe: Im
Fall von MHC-Liganden liegt diese bei ungefdhr fiinf Gré3enordnungen und bei Proteomen
sogar bei mehr als zehn Gréfenordnungen, was Analysen am humanen Plasma-Proteom

zeigten'®®. Solch hohe Konzentrationsunterschiede fiihren zwangsldufig dazu, dass haufiger

vorkommende Molekiile auch mit hoherer Wahrscheinlichkeit bei einer Messung detektiert
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werden und seltenere Bestandteile oftmals ignoriert oder nicht detektiert werden. Zum einen
liegt das an der data-dependent ion selection der Massenspektrometer, die normalerweise
nach den intensivsten Signalen scannen um diese dann zu fragmentieren, zum anderen liegt es
aber auch an den technischen Grenzen der Massenspektrometer selbst. Die heutigen
Massenspektrometer sind dazu in der Lage, Peptide auch im Subfemtomol-Bereich zu
detektieren. Ein groBeres Problem bei der Analyse von komplexen Proben stellt vielmehr der
sogenannte ,dynamische Bereich’ eines Detektors. Dieser bezeichnet den Faktor, um welchen
das Signal einer bestimmten Masse kleiner als das Signal anderer Massen sein darf, ohne
durch zu falschen Zeiten ankommende Ionen dieser anderen Massen verdeckt zu werden.
Eluieren also ein abundantes und ein wenig abundantes Peptid gleichzeitig von der Saule,
kann es passieren, dass das abundante Signal das weniger abundante unterdriickt und es
dadurch nicht mehr detektierbar ist'®.

Die Proteomik bedient sich im Normalfall zweier Methoden, um Proteinanalysen
durchzufiihren: Um groBangelegte Proteomcharakterisierungen durchzufiihren bedient man
sich der sogenannten ,shotgun proteomics’-Methode, bei der das Proteom von beispielsweise
lysierten Zellen verdaut auf eine HPLC-Siule geladen und an