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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das kolorektale Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

In Deutschland ist das kolorektale Karzinom mit jahrlich ca. 60.000 Neuerkran-
kungen die zweithaufigste Tumorentitat nach dem Bronchialkarzinom, obwohl die
Rate an Neuerkrankungen in den letzten Jahren kontinuierlich zurtickgegangen
ist. Manner sind haufiger betroffen als Frauen, wobei die Erkrankungswahr-
scheinlichkeit mit zunehmendem Alter bei beiden Geschlechtern ansteigt. Bei
den Mannern ist das kolorektale Karzinom die zweithaufigste tumorassoziierte
Todesursache, bei den Frauen die dritthaufigste. Im Jahr versterben ungefahr
25.000 Menschen in Deutschland an einem kolorektalen Karzinom und dessen
Folgen (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V., 2017). Ahnliche Verhaltnisse kénnen fiir Ame-
rika angenommen werden. Fur das Jahr 2019 werden ca. 147.950 Neuerkran-
kungen und bis zu 53.200 Todesfélle in den USA erwartet (Siegel et al., 2020).

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

1.1.2.1 Polypen des Kolons

Polypen des Kolons finden sich bei 10 % aller Erwachsenen im Sektionsgut. Hier-
bei wird zwischen juvenilen (Hamartomen), entztindlichen, hyperplastischen und
neoplastischen (meist Adenome) Polypen unterschieden. Fast alle kolorektalen
Karzinome entstehen aus Adenomen, weshalb diesen sowohl in der Pathoge-

nese, als auch in der Vorsorge eine zentrale Rolle zukommt.

1.1.2.2 Adenom — Karzinom Sequenz

Der Ubergang von einem Adenom zum Karzinom wird als Adenom-Karzinom-
Sequenz bezeichnet. Vogelstein et al. konnten zeigen, dass dieser Prozess typi-
scherweise ca. 10 Jahre in Anspruch nimmt und das Resultat von Inaktivierungen
einiger Tumorsuppressorgene bzw. von Aktivierung einiger Onkogene ist. Wird
eine kritische Anzahl an solchen Mutationen uberschritten, so wird das Wachs-

tum der mutierten Zellen unkontrolliert und moglicherweise invasiv. Dies wird als



Einleitung

malignes Wachstum bezeichnet (Fearon et al., 1990; Vogelstein et al., 1988).
Andere Entartungswege sind mittlerweile bekannt und beschrieben. Die Entar-
tungswahrscheinlichkeit eines Adenoms hangt vom makroskopischen Erschei-
nungsbild, der Histologie und seiner Grof3e ab. Prinzipiell wird makroskopisch
zwischen gestielten und flachen (sessilen) Adenomen unterschieden. Histolo-
gisch wird zwischen tubularen, villésen und tubulovillésen Adenomen differen-
ziert (Lambert et al., 2009; Participants in the Paris Workshop, 2003). Das
hdchste Entartungsrisiko weisen villése sessile Adenome auf. Ferner steigt das

Risiko mit zunehmender Grél3e des Adenoms an (DiSario et al., 1991).

1.1.2.3 Sporadisches kolorektales Karzinom

Das sporadische kolorektale Karzinom in Abgrenzung zum hereditaren tritt ohne
Vererbung von bestimmten Syndromen auf, die mit einem héheren Risiko einher-
gehen an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken. Auch wenn die Atiologie
des sporadischen kolorektalen Karzinoms nicht endguiltig gesichert ist, so schei-
nen einige Umweltfaktoren eine Rolle zu spielen. Das kolorektale Karzinom ist in
den westlichen Industriestaaten sehr viel haufiger als in den Ubrigen Landern.
Dies wird vor allem mit den hier vorherrschenden Erndhrungsgewohnheiten in
Verbindung gebracht. So konnte gezeigt werden, dass vor allem der haufige Ver-
zehr von tierischen Fetten und Fleisch ein eigenstandiger Risikofaktor flr das
kolorektale Karzinom darstellt (Giovannucci et al., 1994; Zhu et al., 2014). Auch
weitere Probleme, die sich aus den Erndhrungsgewohnheiten ergeben, wie z.B.
der Diabetes mellitus Typ Il (Larsson et al., 2005; Marble, 1934), sowie erhéhte
Cholesterinspiegel (Holtzman et al., 1987) konnten als weitere Risikofaktoren
identifiziert werden. Ebenfalls soll Tabakrauch ein Risikofaktor fiir die Entstehung
eines kolorektalen Karzinoms sein, auch wenn kausale Zusammenhé&nge noch

nicht hergestellt werden konnten (Botteri et al., 2008; Liang et al., 2009).

Chronisch entzindliche Prozesse sind ebenfalls ein Risikofaktor fir die maligne
Entartung im Allgemeinen und im Speziellen im Kolon (Okada, 2014). Daher sind
die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ein erheblicher Risikofaktor fur
die Entwicklung des kolorektalen Karzinoms (Dyson et al., 2012). Hierbei ist das

Risiko zur malignen Entartung im Kolon bei der Colitis ulcerosa hoher als beim
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Morbus Crohn (Ahmadi et al., 2009). Auch eine Entziindung bzw. eine Endokar-
ditis durch Streptococcus bovis stellt einen unabhéngigen Risikofaktor dar
(Krishnan et al., 2014).

1.1.2.4 Hereditares kolorektales Karzinom

Es gibt einige hereditare Syndrome, die mit einem gehauften Vorkommen von
kolorektalen Polypen und/oder kolorektalen Karzinomen assoziiert sind. Diese
Syndrome werden im Allgemeinen autosomal-dominant vererbt. Die wichtigsten
Syndrome sind die familidare adenomattse Polyposis (FAP) und das hereditare
non-polypdse kolorektale Karzinom (HNPCC, Lynch-Syndrom). Weitere Bei-
spiele sind das Birt-Hogg Dubé-Syndrom, die MUTYH-assoziierte Polyposis, das
Peutz-Jeghers-Syndrom, die juvenile Polyposis und das Cowden-Syndrom. Bei
der FAP kommt es durch einen Defekt des APC-Gens (Tumorsuppressorgen) zu
einer Daueraktivierung des Wnt-Signalweges, wodurch es zu einem unkontrol-
lierten Zellwachstum und damit einhergehend zur Bildung unz&hliger Kolonpoly-
pen kommt (Friedrich et al., 2003; Nagase et al., 1993). Die Mutation des APC-
Gens kann auch in anderen Zellen zu einem unkontrollierten Zellwachstum fuh-
ren, weshalb auch das Risiko fur andere Tumoren erhoht ist, z.B. fur Epider-
moidzysten und Osteome (Gardner-Syndrom), Glio- und Medulloblastome
(Turcot-Syndrom) und fur eine spezielle Art der Retinahyperplasie (CHRPE)
(Hamilton et al., 1995). Im Laufe ihres Lebens erkranken Patienten, die an einer

FAP leiden, zu 100 % an einem kolorektalen Karzinom.

Patienten mit einem HNPCC erkranken zu 80 % an einem kolorektalen Karzinom.
Bei ihnen bilden sich keine Schleimhautpolypen (Lynch et al., 2003). Jedoch ist
das Risiko fur das Karzinom erhéht. Dies liegt an defekten DNA-Reparaturgenen,
die zu einer erhohten Fehlerzahl in der Replikation fihren (messbar anhand der
Mikrosatelliteninstabilitaten) (Peltomaki et al., 1993). Durch diese erhdhte Feh-
lerzahl kann es zu weiteren Mutationen kommen und dadurch zu einer malignen
Transformation (lonov et al., 1993). Bisher sind sechs verschiedene Mutationen
von DNA — Mismatch-Repair-Genen bekannt, die ein HNPCC Syndrom verursa-
chen. In Abhangigkeit von diesen Mutationen ist auch das Risiko extraintestinaler

Tumoren erhoht, vor allem fir das Endometrium-, das Magen-, das Ovarial-
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sowie das Urothelkarzinom (Lipkin et al., 2000; Lucci-Cordisco et al., 2001; Lucci-
Cordisco et al., 2003; Nicolaides et al., 1994) .

1.1.3 Symptome

Die klinischen Symptome variieren sehr stark in Abhéngigkeit von der Lokalisa-
tion des Karzinoms. Sie sind sehr unspezifisch, was oftmals zu einer spaten Di-
agnosestellung fuhrt. Prinzipiell sind Karzinome umso friher symptomatisch, je
weiter aboral sie liegen. Dies lasst sich durch die zunehmende Stuhlkonsistenz
begriinden, was dazu fuhrt, dass distal gelegenere Karzinome friher zu Passa-
gestorungen bis hin zum lleus fuhren. Auch Stuhlunregelmafigkeiten bzw. Ver-
anderungen der Stuhlgewohnheiten kdnnen ein Symptom des kolorektalen
Karzinoms sein. Viele Patienten fallen durch die B-Symptomatik auf. Besonders
bei wiederholten (okkulten) Blutungen aus dem Karzinom kann es als Folge zur

Andmie kommen.
1.1.4 Diagnostik

1.1.4.1 Screeninguntersuchung

In den Screeninguntersuchungen sollen mdglichst Polypen erkannt und entfernt
werden, bevor ein Karzinom entstehen konnte. Auch wenn bereits eine maligne
Entartung stattgefunden hat, wird eine Friiherkennung sowohl die Therapie be-
einflussen (siehe Kap. 1.1.7) als auch die Prognose verbessern. In Deutschland
wird die Vorsorge des kolorektalen Karzinoms ab dem 50. Lebensjahr empfohlen
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft), 2019). Diese Vor-
sorgeuntersuchungen sollten durch eine komplette Koloskopie in Verbindung mit
einer  digital-rektalen Untersuchung  (DRU)  durchgefihrt  werden
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft), 2019). Diese soll
dann bei unauffalligem Befund alle zehn Jahre wiederholt werden. Patienten, die
sich weigern an einer Koloskopie teilzunehmen, sollten zumindest eine Rektosig-
moidoskopie, eine digital-rektale Untersuchung und einen fakalen occulten Blut-
test (FOBT) erhalten  (Leitlinienprogramm  Onkologie  (Deutsche
Krebsgesellschaft), 2019). Bei bekannten hereditdren Pradispositionen oder be-

reits vorangehenden Auffalligkeiten, sowie dem Vorliegen von chronisch
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entziindlichen Darmerkrankungen wird von diesem Schema abgewichen

(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft), 2019).

1.1.4.2 Diagnostik bei vorhandenen Polypen

Wird bei einer solchen Screeninguntersuchung oder aber im Zuge einer Kolosko-
pie bei einem symptomatischen Patienten ein oder mehrere Polyp(en) entdeckt,
so sollten diese mittels Schlingenektomie in toto abgetragen werden und histolo-
gisch begutachtet werden. Kann der Polyp nicht mittels Schlinge abgetragen wer-
den, so kénnen andere Verfahren, wie die Zangenektomie oder auch
chirurgische Verfahren, zum Einsatz kommen. Priméares Ziel ist stets die vollstan-
dige Resektion bei mdglichst geringer Blutungs- und Perforationsgefahr. Kontroll-
koloskopien sollten sich nach abgetragenen Polypen anschliel3en, sind aber
abhangig von der gefundenen Histologie und auch der Anzahl und der GroR3e der
Polypen (siehe Tabelle 1) (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft), 2019).

Tabelle 1: Empfehlung Kontrollkoloskopien (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft), 2019)

Abgetragener Befund Kontrollkoloskopie nach
Nicht neoplastische Polypen Keine Nachkontrolle empfohlen
Einzelne Adenome (<l1cm, ohne hdoher- 5_ 10 Jahre
gradige intraepitheliale Neoplasie (IEN))
Multiple Adenome
Villbses Adenom 3 Jahre
Adenom mit hohergradiger IEN und voll-
sténdiger Resektion (RO)
Unvollstandige Abtragung (R1, R2)
Abtragung grof3er Adenome in piece- 2-6 Monate
meal-Technik
Nach unauffélliger Kontrollendoskopie 5-10 Jahre

1.1.4.3 Diagnostik bei vorhandenem Karzinom

Ist ein Karzinom histologisch gesichert, so wird eine Ausbreitungsdiagnostik, das
sSo genannte Staging, erforderlich. Zum klassischen Staging gehort die lokale
Ausbreitungsdiagnostik, die die Eindringtiefe des Tumors sowie dessen Einwach-

sen in andere Organe abklart. Ferner gehdort dazu die Suche nach Lymphknoten,
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sowie nach Fernmetastasen. Um diese verschiedenen Qualitdten abzuklaren,
werden unterschiedliche Untersuchungsverfahren benétigt, die in Tabelle 2 er-
sichtlich sind. Hier wird zwischen dem Kolonkarzinom und dem Rektumkarzinom
unterschieden, da sie sich sowohl in den Metastasierungswegen als auch in der
Therapie (siehe Kap. 1.1.7) unterscheiden. Auch sind einige diagnostischen Ver-

fahren nicht bei jeder Tumorlokalisation durchfihrbar oder aussagekraftig.

Tabelle 2: Staging des kolorektalen Karzinoms  (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft), 2019)

Untersuchungsverfahren Kolonkarzinom Rektumkarzinom
Digital-rektale Untersuchung Empfohlen Empfohlen
Komplette Koloskopie Empfohlen Empfohlen
Bestimmung des CEA* Empfohlen Empfohlen
Abdomensonographie Empfohlen Empfohlen
Rontgen — Thorax Empfohlen Empfohlen
Starre Rektoskopie Empfohlen
MR-Becken Empfohlen
Rektale Endosonografie Empfohlen
* Carcinoembryonales Antigen

Zusatzlich zu den in Tabelle 2 genannten Untersuchungen soll eine Computerto-
mographie (Staging-CT) gemacht werden, wenn der Befund unklar ist oder der
Verdacht auf eine Fernmetastasierung besteht. Ein Staging-CT dient auch zur
Differenzierung zwischen Tumoren, die auf die Darmwand beschrankt sind, und
den Tumoren, die diese tUberschreiten (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft), 2019).

Das kolorektale Karzinom befindet sich zu 50% im Rektum, zu 30% im Sigma
und zu 10% im Coecum/Colon ascendens. Die anderen 10% verteilen sich auf

das ubrige Kolon.

1.1.5 Histologie
Die histologische Aufarbeitung des OP-Resektates und deren Ergebnis ist wich-
tig fur das weitere therapeutische Vorgehen und fur die Prognose. Auch die re-

sezierten Lymphknoten missen auf einen Befall hin untersucht werden.
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1.1.5.1 Grading

Als Grading wird eine Einteilung von Tumorgewebe bezeichnet, die den Grad der
Dysplasie im Vergleich zum Normalgewebe angibt. Prinzipiell kann man davon
ausgehen, dass hochdifferenziertes Gewebe (wenige Dysplasien bzw. Verande-
rungen im Vergleich zu Normalgewebe) eine bessere Prognose aufweist als
niedrigdifferenziertes (anaplastisches) Gewebe. Auch die Invasivitat und die
Wachstumsgeschwindigkeiten sind oftmals korreliert mit dem Grad der Differen-
zierung. Klassisch wird das Grading in den Stufen G1 bis G4 angegeben, wobei
G1 hochdifferenziert und G4 komplett undifferenziert bedeutet (Edge et al.,
2010).

1.1.5.2 Beurteilung des Schnittrandes

Bei der Beurteilung des Schnittrandes ist vor allem wichtig, ob der Tumor bis an
den Rand heranreicht oder nicht. Ist weder makroskopisch noch mikroskopisch
ein Tumorrest im Patienten verblieben, so wird dies als RO Resektion bezeichnet.
Reicht der Tumor an den Schnittrand heran, dann muss von einem verbleibenden
Tumorrest im Patienten ausgegangen werden und gegebenenfalls nachreseziert
werden. Ist der verbleibende Rest makroskopisch sichtbar, so wird dies als R2
Zustand bezeichnet. Ist der verbleibende Rest nur mikroskopisch nachweisbar

so wird dies als R1 Resektion bezeichnet (Edge et al., 2010).

1.1.5.3 Metastasierung

Die Metastasierung des kolorektalen Karzinoms erfolgt in Abhangigkeit von sei-
ner Lokalisation. Prinzipiell metastasiert das kolorektale Karzinom sowohl lym-
phogen als auch hdmatogen. Lokoregionare Metastasen sind ebenfalls mdglich,

was vor allem beim Rektumkarzinom eine gro3e Rolle spielt.

Die lymphogene Ausbreitung erfolgt entlang der Lymphabflusswege. Diese ver-
laufen entlang der Blutgefal3e des entsprechenden Abschnitts im Mesocolon. Da-
her befinden sich die meisten Lymphknotenmetastasen auch im Mesocolon. Das
Rektum bildet hiervon eine Ausnahme. Tumore, die im oberen Teil des Rektums
(12 — 16cm ab ano) lokalisiert sind, metastasieren in die paraaortalen Lymphkno-
ten. Bei Tumoren im mittleren Teil des Rektums (6 — 12cm ab ano) kommen als

weiterer Metastasierungsweg die Lymphknoten der Beckenwand hinzu. Tumoren
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des unteren Rektumdrittels kbnnen zusétzlich in die inguinalen Lymphknoten me-
tastasieren. Anhand dieses Sachverhaltes wird deutlich, dass die Prognose

schlechter wird, je tiefer ein Rektumkarzinom lokalisiert ist.

Die hamatogene Metastasierung erfolgt primér in die Leber und danach in die
Lunge. Einzige Ausnahme hiervon bildet das distale Rektumkarzinom, das direkt
in die Lunge metastasieren kann. Nach der pulmonalen Metastasierung kénnen

prinzipiell alle weiteren Organe befallen werden.

1.1.6 Klassifikation

Die Klassifikation dient zur Vereinfachung der Kommunikation, der Risikostratifi-
zierung und schlieBlich auch zur Therapieentscheidung. Friiher wurden die Sta-
dien des kolorektalen Karzinoms nach Dukes eingeteilt. Diese Einteilung wurde
durch die heute gebrauchliche TNM-Klassifikation und der darauf basierenden
UICC-Klassifikation (Union internationale contre le cancer) ersetzt. TNM steht
dabei fur die drei zur Klassifikation herangezogenen Parameter, sprich die Tum-
orgrof3e des Primartumors, die betroffenen Lymphknoten (Nodi lymphatici) und

schliel3lich die Fernmetastasierung.

Tabelle 3 zeigt die aktuell gultige TNM Klassifikation und deren Einordnung in die
aktuelle UICC Klassifikation.
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Tabelle 3: TNM - Klassifikation und UICC - Klassifikation (Wittekind et al., 2010)

Stadium
Tumor Lymphknoten Metastasen
nach UICC
0 Tis (carpinoma in NO MO
Situ)
T1 (Infiltration der
Tela Submukosa)
I T2 (Infiltration der NO MO
Lamina muscularis
propria)
lla T3 (!nfiltration der La- NO MO
mina subserosa )
T4a (Durchwachst
Je alle Kolonschichten) e e
e T4b (Infiltration ande- NO MO
rer Organe)
T1 N1 (1-3 LK befallen)
Ila T1 N2a (4-6 LK befallen) MO
T2 N1 (1-3 LK befallen)
T1 N2b (=7 LK befallen)
T2 N2b (=7 LK befallen)
b T2 N2a (4-6 LK befallen) MO
T3 N2a (4-6 LK befallen)
T3 N1 (1-3 LK befallen)
T4 N1 (1-3 LK befallen)
T3 N2b (=7 LK befallen) MO
Mo T4a N2a (4-6 LK befallen)
T4a N2b (=7 LK befallen) MO
T4b Jedes N
Mla (Fernme-
IVa Jedes T Jedes N tastasen in ei-
nem Organ)
M1b (Fernme-
IVb Jedes T Jedes N tastasen in
mehreren Or-
ganen)
IVC Jedes T Jedes N Peritonsalbe-
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1.1.7 Therapie
Die Therapie erfolgt beim kolorektalen Karzinom stadienabhangig. Es wird grund-
satzlich zwischen einem kurativem Ansatz und einem palliativem Ansatz unter-

schieden.

1.1.7.1 Therapie des Kolonkarzinoms

Die UICC Stadien | — lll werden beim Kolonkarzinom klassischerweise kurativ
angegangen. Beim metastasierten Karzinom (UICC Stadium IV) kommt es auf
die spezielle Situation an ob ein kurativer oder palliativer Therapieansatz gewahlt
wird. Bei dieser Entscheidung sollen zum einen die eigentliche Tumorausbreitung
und dessen Genetik, als auch der Allgemeinzustand des Patienten bertcksichtigt
werden. Bei der chirurgischen Therapie des Kolonkarzinoms wird immer das Me-
sokolon mit den entsprechenden Lymphabflussbahnen mit entfernt werden. Da
bei dieser kompletten mesokolischen Exzision, die als En-bloc-Resektion erfolgt,
auch die zufiihrenden zentralen Arterien ligiert werden, ist dadurch auch das Re-
sektionsausmalfd bestimmt. Je nach Lokalisation des Karzinoms bietet sich also
eine Hemikolektomie rechts/links, eine erweiterte Hemikoektomie, eine Transver-
sumresektion, sowie eine Sigmaresektion an. Liegen bereits Leber oder Lungen-
metastasen vo,r so werden diese, wenn moglich, reseziert. Sind diese nicht
resektabel, kdbnnen lokalablative Verfahren, wie die Radiofrequenzablation bei
Lebermetastasen, eingesetzt werden. Ist so eine Ablation dieser Metastasen
ebenfalls unmdglich, so erfolgt eine systemische Chemotherapie, an die sich
dann sekundar eine Resektion anschlieen kann (Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft), 2019).

Ansonsten wird eine neoadjuvante Chemotherapie beim Kolonkarzinom in den
aktuell gultigen Therapieschemata nicht empfohlen. Eine adjuvante Chemothe-
rapie ist jedoch in einigen Stadien empfohlen (siehe Tabelle 4). Hierbei kommen
vor allem Oxaliplatin-haltige Praperate zum Einsatz und ansonsten Fluoropyrimi-
dine (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft), 2019; Wolpin
et al., 2007). In der palliativen Situation kdnnen weitere Chemotherapieschemata
angewandt werden. Beim metastasierten Kolonkarzinom werden zusatzlich mo-

noklonale Antikdrper eingesetzt. StandardmafRig sind das aktuell EGFR-
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Antikdrper (epidermal growth factor receptor). Als EGFR-Antikdrper sind Cetuxi-
mab und Panitumumab in der Therapie des metastasierten Kolonkarzinoms zu-
gelassen. Sie binden an den EGF-Rezeptor und blockieren diesen, wodurch
dieser inaktiviert wird. Diese Antikorper bendtigen allerdings den Wildtyp des K-
RAS Gens, was bedeutet, dass einige Tumore primare Resistenzen gegen diese
EGFR-Antikdrper aufweisen und andere dadurch dann der Wirkung entkommen
(sekundére Resistenz) (Amado et al., 2008; Lievre et al., 2006). Auch der VEGF-
Antikorper (vascular endothelial growth factor) Bevacizumab wird beim kolorek-
talen Karzinom eingesetzt. Dieser hemmt die Angiogenese, die essentiell fir das
Tumorwachstum ist (Bar et al., 2014; Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft), 2019).

1.1.7.2 Therapie des Rektumkarzinoms

Wie aus Tabelle 4 ersichtlich wird, unterscheidet sich die Therapie des Rektum-
karzinoms von der des Kolonkarzinoms in den UICC-Stadien Il und Ill. Hier wird
beim Rektumkarzinom eine neoadjuvante Therapie durchgefihrt. Diese beinhal-
tet im Regelfall 5-Fluorouracil und kann mit einer Radiotherapie kombiniert wer-
den. Vor allem bei hohen T-Stadien kann dadurch teilweise eine Operabilitat
erreicht werden, die vor der Therapie nicht bestanden hatte (Downsizing). Auch
lasst sich durch die Verkleinerung des Tumors manchmal die Extirpation vermei-
den und dadurch eine kontinenzerhaltende Operation durchfiihren. Es kommen
hier vor allem zwei Operationsverfahren zum Einsatz: die tiefe anteriore Rektum-
resektion und die abdominoperineale Rektumextirpation. Bei der ersten Heran-
gehensweise kann der Sphinkter erhalten werden und das nach Operation (neu)
aborale Darmende wird mit dem natirlichen Sphinkter (Canalis analis) anasto-
mosiert. Hier kann je nach Patient ein Pouch angelegt werden, um eine geringere
Stuhlfrequenz zu erzielen. Es wird hierbei, wenn tberhaupt, nur ein temporéres
Stoma angelegt. Anders bei der abdominoperinealen Rektumextirpation. Hier
wird das Rektum mit dem Analkanal und dem Sphinkterapparat entfernt und ein
dauerhaftes Stoma angelegt. Die Entscheidung, welches Verfahren zum Einsatz
kommt bzw. dem Patienten nahegelegt wird, hangt vor allem vom praoperativen
(nach neoadjuvanter Therapie) Tumorrand und dessen Nahe zum Sphinkterap-

parat ab. Im Anschluss an die chirurgische Intervention wird adjuvant
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weitertherapiert. Diese erfolgt klassisch ebenfalls mit 5-Fluorouracil und wird mit
einer Radiotherapie kombiniert, falls nicht bereits vor der Operation eine Radio-

therapie durchgefuhrt worden ist.

Die Therapie der UICC-Stadien | und IV ist denen des Kolonkarzinoms gleich
(Abbas et al., 2010a; Abbas et al., 2010b; Cunningham et al., 2010;
Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft), 2019; Wolpin et al.,
2007).

Tabelle 4: Stadiengerechte Therapie des kolorektalen Karzinoms (Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft), 2019)

uicC
Sta- Kolonkarzinom Rektumkarzinom
dium

I - En-bloc-Resektion - En-bloc-Resektion
- Radiochemotherapie

(- Downstaging)
- En-bloc-Resektion

- Adjuvante Therapie (5-FU)

- En-bloc-Resektion . .
[l - Adjuvante Therapie Siehe Stadium Il
- Resektion einzelner Leber- und Lungenmetastasen
\Y - Chemotherapie
- Ggf. Einsatz von monoklonalen Antikdrpern

- En-bloc-Resektion
Il - (Adjuvante Therapie kann er-
wogen werden)
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1.2 Das Immunsystem

1.2.1 Allgemeines zum Immunsystem

Die zellularen Komponenten des Immunsystems leiten sich aus der hamatopoe-
tischen Stammzelle ab. Aus dieser reifen im Knochenmark die verschiedenen
Zellen heran und werden dann ins Blut freigesetzt, von wo aus sie dann ihren
eigentlichen Bestimmungsort erreichen (siehe Abbildung 1). Nur die T-Lympho-
zyten reifen erst vollstandig im Thymus aus. Prinzipiell gehen zwei grol3e Zellrei-
hen aus der Stammzelle hervor, die wiederum ihre eigenen Vorlauferzellen
besitzen (Progenitorzellen). Zum einen die myeloische Reihe aus der die Gra-
nulozyten, die Makrophagen, die dendritischen Zellen, die Mastzellen, die Meg-
akaryozyten und damit die Thrombozyten, sowie die Erythrozyten hervorgehen
und zum anderen die lymphatische Reihe aus der die B- und die T-Lymphozyten
sowie die NK-Zellen hervorgehen. Die genauen Ausreifungsprozesse werden in

den folgenden Kapiteln dargelegt.

1.2.2 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem (innate immune system) ist mit all seinen Be-
standteilen im Genom des Menschen verankert. Dies trifft zwar auch fir das
adaptive (erworbene) Immunsystem zu, jedoch kénnen die dort beteiligten Pro-
teine durch verschiedene Rearrangements auf Genomebene an die entspre-
chende Antigene angepasst werden (vgl. Kap. 1.2.3). Das angeborene
Immunsystem hat den Zweck Erreger oder Fremdstoffe, die die natirlichen Bar-
rieren des Kérpers durchdrungen haben, direkt zu attackieren und wenn mdglich
abzuwehren. Es bendtigt hierfr keinen vorangehenden Antigenkontakt. Es ist
daher flr die akut einsetzende Immunreaktion verantwortlich und entscheidend
in den ersten 96 Stunden, weil dies die Latenzzeit ist, die vor allem beim Erstkon-
takt mit einem Erreger bendtigt wird, bevor die adaptive Immunabwehr fahig ist,
den Erreger zu bekdmpfen.

Die Komponenten der angeborenen Immunabwehr sind sowohl humoraler als
auch zellularer Art. Die Granulozyten, die Makrophagen, die dendritischen Zellen
(DCs), die Mastzellen und die natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) werden dem

angeborenen Immunsystem zugeordnet. Mit Ausnhahme der beiden
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letztgenannten Zellarten kénnen diese Zellen direkt Erreger zerstoren. Sie kon-
nen aber auch durch bestimmte Botenstoffe (Chemokine, Zytokine) weitere Im-
munzellen in das betroffene Gebiet lotsen und eine generelle
Entzindungsreaktion hervorrufen. Vor allem die dendritischen Zellen und die
Makrophagen spielen eine grof3e Rolle bei der Verknipfung zur adaptiven Im-
munabwehr, da sie die phagozytierten Erreger auf speziellen Molekulen prasen-
tieren kbnnen (vgl. Kap. 1.2.4) und so B- sowie T-Lymphozyten zum einen primen
und zum anderen aktivieren kénnen (Kupiec-Weglinski et al., 1988). Die NK-Zel-
len dienen zur Beseitigung korpereigener Zellen, die z.B. virenbefallen sind oder
maligne entartet. Aul3er den NK-Zellen, die aus der lymphatischen Progenitor-
zelle hervorgehen, entstehen alle Zellen des angeborenen Immunsystems aus

der myeloischen Progenitorzelle.

Haben Pathogene (insbesondere Bakterien) die natirlichen Barrieren des Kor-
pers durchdrungen und beginnen sich dort zu vermehren, so werden sie oftmals
sofort von Makrophagen oder polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMNs) phagozytiert und zerstort. Hierfur stehen diesen Zellen verschiedene Me-
chanismen zur Verfigung. Ein wichtiger Faktor sind hierbei die Lysosomen, die
mit dem aufgenommen Erreger verschmolzen werden kénnen und Proteasen
(vor allem Lysozym) und weitere Enzyme enthalten, die die Erreger schadigen
kénnen (Harrison et al., 2002). Auch sind die phagozytierenden Zellen in der
Lage Uber verschiedene Enzyme Radikale zu produzieren (Superoxiddismutase,
NADPH-Oxidase), die wiederum die Erreger schadigen und zerstoren kénnen
(Bogdan et al., 2000). Weitere Mechanismen senken den pH-Wert der Zelle, ent-
ziehen dem Erreger Eisen (Lactoferrin), was fir viele Bakterien essentiell fur ihr
Wachstum ist, oder interagieren direkt mit der Erregermembran und stéren so
deren Integritat (Defensine) (Drago-Serrano et al., 2017). Die phagozytierenden
Zellen halten sich zu einem Grof3teil im Gewebe auf und haben so sofort nach
Erregereintritt Kontakt zu diesen. Sie phagozytieren diese umgehend, setzen
aber gleichzeitig Cytokine frei, die weitere Immunzellen in das entsprechende
Gebiet lotsen und daher den Auftakt zur allgemeinen Entziindungsreaktion dar-
stellen (Svanborg et al., 1999). Durch die Cytokine werden zum einen die kleinen
Gefal3e in dem Bereich weitgestellt und zum anderen das Endothel aktiviert. Die
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Endothelzellen exprimieren daraufhin vermehrt Adhésionsmolekile (z.B. ICAM),
die ndétig sind, damit weitere Leukozyten (vor allem neutrophile Granulozyten) in

das entziindete Gewebe einwandern kénnen (Carlos et al., 1994).

Ein wichtiger Faktor der humoralen Komponente der angeborenen Immunitat
sind die Interferone. Die Produktion von Interferonen (IFN) wird durch eine Virus-
infektion induziert. IFN-a und IFN- werden von verschiedenen Zelltypen produ-
ziert. Diese beiden Interferone binden sowohl an die produzierende Zelle als auch
an deren Nachbarszellen und induzieren Gber eine Tyrosinkinase der Janusfami-
lie (JAK/STAT-Pathway) die Produktion von Proteinen, die die Virusvermehrung
hemmen. Durch weitere Mechanismen hemmen sie auch die Translation und da-
mit die Replikation des Virus (Pindel et al., 2011). Zudem spielen diese Interfe-
rone eine Rolle in der Vermittlung zwischen angeborener und adaptiver
Immunitét. Sie fuhren dazu, dass die dendritischen Zellen und die Makrophagen
vermehrt costimulierende Molekule exprimieren und dadurch die T-Lymphozyten
vollstandig aktivieren (siehe unten) (Durbin et al., 2000). Auch die Expression von
MHC-1 Molekllen nimmt unter dem Einfluss von Interferon-a/f bei allen Zellen
zu, sodass diese leichter von CD8*-T-Lymphozyten erkannt werden kdénnen
(Locardi et al., 1987). Interferon-y wird von den NK-Zellen (Handa et al., 1983)
und den T-Lymphozyten (CD4* und CD8*) gebildet. Es erhdht ebenfalls die Ex-
pression von MHC-I Molekilen und hemmt die Virusvermehrung (Wedgwood et
al., 1988).

Die naturlichen Killerzellen werden ebenfalls von Interferon-a/p aktiviert. Sie be-
kampfen intrazellulare Erreger und maligne entartete korpereigene Zellen. Mit
Hilfe ihrer Rezeptoren kdnnen die NK-Zellen gesunde kdrpereigene Zellen von
entarteten bzw. befallen Zellen unterscheiden. Sie registrieren Veranderungen in
der MHC-I-Expression (Zellen mit zu niederer Expression werden zerstort) und
mit bestimmten Rezeptoren andere Oberflachenmolekile und Liganden, die
dann entweder hemmend oder aktivierend auf die NK-Zellen wirken (z.B.
NKG2D-Rezeptor (Bauer et al., 1999), KIR-Rezeptor, NC-Rezeptor).
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Abbildung 1: Hdmatopoese BFU-E: burst forming unit erythrocyte, CD: cluster of differentiation, CFU-Bas:
colony forming unit basophil, CFU-E: colony forming unit erythrocyte, CFU-Eo: colony forming unit eosino-
phil, CFU-G: colony forming unit granulocyte, CFU-GEMM: colony forming unit granulocyte/erythro-
cyte/megakaryocyte/macrophage, CFU-GEMML: colony forming unit
granulocyte/erythrocyte/megakaryocyte/macrophage/lymphocyte, CFU-GM: colony forming unit granulo-
cyte/macrophage, CFU-M: colony forming unit macrophage, CFU-Meg: colony forming unit megakaryocyte,
EPO: Erythropoetin, G-CSF: granulocyte colony stimulating factor, GM-CSF: granulocyte/macrophage col-
ony stimulating factor, IL: Interleukin (aus www.spektrum.de entnommen am 30.10.2014)
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1.2.3 Das erworbene Immunsystem

Das adaptive Immunsystem wird durch den Kontakt zwischen dem Immunsystem
und verschiedenen Pathogenen erworben. Hierbei werden die entsprechenden
Rezeptoren und Antikorper immer spezifischer auf das Pathogen zugeschnitten
und daher einerseits wirkungsvoller in der Abwehr des Zielantigens, andererseits
jedoch auch eingeschrankter in der Breite der erkannten Erreger. Die Spezifizie-
rung erfolgt tber klonale Selektion (Burnet, 1959). Durch genetisches Rearran-
gement werden die Rezeptoren und Antikérper an den antigenbindenden Stellen
(Fab-Region) stetig verandert und dann die Zellen, die einen antigenspezifischen
Antikdrper bzw. Rezeptor tragen, zur weiteren Teilung animiert (Dudley et al.,
2005; Leder, 1982; Leder, 1983; Tonegawa, 1988). Die Zellen, die zu unspezi-
fisch an das Antigen binden bzw. zu sehr an korpereigene Strukturen binden,
gehen in Apoptose. Die adaptive Immunabwehr besitzt die Fahigkeit sich Patho-
gene, mit denen es in Kontakt gekommen ist, zu ,merken“ und kann so bei wie-
derholten Kontakten schneller und sofort sehr spezifisch auf die Erreger
reagieren. Die Zellen des adaptiven Immunsystems werden im Knochenmark ge-
bildet und die B-Lymphozyten reifen dort vollstdndig aus. Sie gelangen tber die
Blutbahn in ihre eigentlichen Zielgewebe (Lymphknoten, Tonsillen, etc.), wo sie
sich mit anderen Immunzellen zu Lymphfollikeln zusammenlagern. Die T-Lym-
phozyten gelangen als unreife Vorlauferzelle vom Knochenmark in den Thymus.
Dort findet die weitere Selektion statt. Im ersten Schritt missen sie einen funkti-
onsfahigen Rezeptor besitzen, der in der Lage ist Antigene zu binden (positive
Selektion). Im zweiten Schritt dirfen sie nicht zu affin fur kérpereigene Strukturen
sein, weil sonst Autoimmunphanomene drohen wirden (negative Selektion).
Dies wird als zentrale Toleranz bezeichnet. Die T-Lymphozyten gelangen dann
als naive CD4*-Zellen oder CD8*-Zellen in die Blutbahn und wandern z.B. in die

Lymphknoten ein.
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1.2.4 Der Major Histocompatibility Complex (MHC)

Der Haupthistokompatibilitditskomplex (major histocompatibility complex, MHC)
ist eine Gruppe von Proteinen, die dazu dient Peptidfragmente so auf der Zell-
oberflache zu présentieren, dass sie von entsprechenden T-Lymphozyten er-
kannt werden konnen. Der Genlocus der MHC-Molekiile befindet sich beim
Menschen auf Chromosom 6. Hier werden die Hauptketten codiert (siehe Abbil-

dung 2 und Abbildung 3). Das B2-Mikroglobulin wird auf Chromosom 15 codiert.

Beim Menschen werden diese Gene als HLA-Gene (human leucocyte antigen
genes) bezeichnet. Der Mensch besitzt drei Gene fir die MHC-Klasse-I-Molekiile
(HLA-A, HLA-B, HLA-C) und drei Genpaare fur die a- und die 3-Kette der MHC-
Klasse-llI-Molekule (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP). Oftmals befindet sich jedoch im
Bereich des HLA-DRs ein weiteres Gen fur eine zweite 3-Kette, sodass aus die-
sen drei Genpaaren vier verschiedene MHC-Klasse-II-Moekiile entstehen kon-
nen (The MHC sequencing consortium, 1999). Da die HLA-Gene codominant
vererbt werden und eine Vielzahl von Allelen in den einzelnen HLA-Genloci be-
kannt ist (an einigen tUber 400 verschiedene Allele), ist der MHC polygen und
hoch polymorph und daher von Mensch zu Mensch unterschiedlich (Flajnik et al.,
2001). Die Zellen eines Menschen tragen also sechs verschiedene (drei Gene a
zwei Allele) MHC-Klasse-I-Molekile und acht verschiedene (vier Gene a zwei
Allele) auf ihrer Oberflache. Aufgrund der hohen Allelanzahl kann nahezu immer
von einer Heterozygotie ausgegangen werden. Durch weitere Alternativen bei
der Zusammenlagerung der Molekule (z.B. a- mit B-Ketten) entstehen weitere
Moglichkeiten, sodass es nahezu ausgeschlossen ist zwei Menschen mit den
exakt gleichen MHC-Molekllen zu finden. MHC-Klasse-I-Molekile werden auf
allen kernhaltigen Zellen exprimiert, wohingegen MHC-Klasse-II-Molekiile fast
ausschlief3lich auf Immunzellen (dendritische Zellen, Makrophagen, B-Lympho-

zyten) exprimiert werden.

Wie in Abbildung 2 ersichtlich, besteht das MHC-I-Molekul aus einer a-Kette, die
sich in drei Doménen unterteilen lasst (ai1-as3), und einer B2-Mikroglobulinkette.
Die peptidbindende Spalte (peptide-binding cleft) wird von der ai- und der az-
Domane gebildet (Bjorkman et al., 1987). In dieser Spalte werden Peptide an

ihren freien Amino- und Carboxylenden gebunden (Bouvier et al., 1994), was



19
Einleitung

durch weitere unspezifische Wechselwirkungen zwischen dem Peptid und dem
MHC-Molekil unterstitzt wird. Wichtig hierbei sind vor allem polymorphe Amino-
saurereste (Verankerungsreste oder Ankeraminosauren), die in bestimmten Bin-
dungstaschen der MHC-Klasse-I-Molekulle vorhanden sind. Diese fiihren dazu,
dass jede MHC-I-Variante verschiedene Peptide mit unterschiedlicher Affinitat
bindet. Die von einer MHC-Variante gebundenen Peptide haben aber an zwei
oder drei definierten Positionen innerhalb ihrer Sequenz die gleichen Aminosau-
rereste (Falk et al., 1991; Rammensee et al., 1995). Diese Tatsache und die Tat-
sache, dass die an MHC-I gebundenen Peptide in der Regel aus 8 — 10
Aminosauren bestehen, kann genutzt werden, um potentielle MHC-Liganden aus
einer Peptidsequenz vorherzusagen (Rammensee et al., 1999). Gleichzeitig er-
klart sich dadurch aber auch, dass die Prasentation von bestimmten Peptiden
abhangig vom MHC-Genotyp unterschiedlich erfolgt. Daher scheint dieser Poly-
morphismus auch eine gewisse Schutzfunktion zu haben, um entsprechende LU-
cken in der adaptiven Immunabwehr zu schlieen (Bodmer, 1972; Clarke et al.,
1966).

Das MHC-Klasse-II-Molekil besteht aus einer a-Kette und einer p-Kette mit je-
weils zwei Domanen (a1 und az; B1 und 32). Die peptidbindende Spalte wird von
der ai1- und der B1- Doméne gebildet (vgl. Abbildung 3). Anders als bei den MHC-
Klasse-I-Molekilen liegen die Enden des Peptids damit frei (Dessen et al., 1997,
Stern et al., 1994). Dies erklart den Fakt, dass die Lange von Peptiden, die auf
MHC-Klasse-lI-Molekilen prasentiert werden, nicht beschrankt ist. In der Regel
sind sie zwischen 13 — 17 Aminosauren lang, weil langere Peptide meist durch
Peptidasen verkirzt werden (Rudensky et al., 1991; Sercarz et al., 2003). Auch
die Bindung an den Peptidenden fehlt, weshalb das Peptid langs der Bindungs-
furche liegt und durch Wechselwirkungen von Aminosaureresten festgehalten
wird. Diese sind ebenfalls je nach Genotyp polymorph und daher ist auch hier die
Bindungsaffinitat zu Peptiden unterschiedlich. Jedoch scheint dies bei den MHC-
Klasse-II-Molekullen nicht so stringent zu sein, wie bei MHC-Klasse-I-Molekilen,
sodass hier Peptide mit verschiedenen Verankerungspraferenzen in unterschied-
lichen MHC-Varianten prasentiert werden kdnnen. Dies erschwert eine Vorher-
sage von moglichen Liganden (Jorgensen et al., 2010).
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Abbildung 2: Die Struktur eines MHC-Klasse-I-Molekiils, bestimmt
durch die Réntgenkristallografie (Janeway, 2001)
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Abbildung 3: Die Struktur eines MHC-Klasse-II-Molekiils, bestimmt
durch die Rontgenkristallografie (Janeway, 2001)
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Die Peptide mussen fest in die MHC-Molekile eingebunden sein, damit diese
einen verlasslichen Indikator fir die Aufnahme eines speziellen Antigens darstel-
len. Deshalb sind die Peptide auch ein integraler Bestandteil der Struktur der
MHC-Molekile. Ohne ein gebundenes Peptid sind die MHC-Molektle weder
stabil, noch stabil in der Zellmembran verankert. Auf MHC-Klasse-I-Molekiile
werden vorwiegend zelleigene Peptide prasentiert (Ausnahme: dendritische Zel-
len). Die MHC-Klasse-I-Molekiile werden im Cytosol der Zelle synthetisiert und
cotranslational in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums verlagert
(Hegde et al., 2011; Shao et al., 2011; Vyas et al., 2008). Dort falten sie sich
zusammen, wodurch sich auch die Antigenbindungsfurche ausbildet. Uber ver-
schiedene Proteine und Chaperone (Calnexin, Erp57, Calreticulin, Tapasin) wird
das gefaltete MHC-Protein nun solange festgehalten, bis es ein Peptid gebunden
hat (vgl. Abbildung 4) (Bouvier, 2003).

ein Peptid bindet an das

MHC-Klasse-b-a:flum-Komplex iSst cytosolische Proteine und defekte M
| gefaitet " 2 - se--M
MHC-KI a;;am:r"%z; o: :in den an sich von Calnexin, bindet einen ribosomale Produkte (DRIPs) P MH" irKl“l °':k;:' "N_'D
Calnexin bis 3.-Mikrogiobufin Kompiex von Chaperonproteinen werden durch das Proteasom zu - i OB LU LR
bindet (Calreticulin, ErpS7) und Gber Peptidiragmenten abgebaut. TAP TAP-Komplex und bewegt sich zur

Tapasin an TAP befdrdert die Peptide zum ER Zelimembran

Abbildung 4: MHC-Klasse-I-Molekile verlassen das endoplasmatische Reticulum nur, wenn sie Pep-
tide gebunden haben (aus Murphy et al., 2009)

Diese Peptide werden aktiv Uber Transporter (z.B. TAP) in das endoplasmatische

Reticulum transportiert. Sobald das Peptid an das MHC-Molektl gebunden hat,
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werden die Peptid-MHC-Komplexe freigesetzt. Bei den Peptiden handelt es sich
um Proteine, die im Proteasom zerkleinert wurden. Ein Grol3teil dieser Fragmente
wird im Cytosol von Peptidasen weiter abgebaut, einige entgehen jedoch diesem
Prozess und gelangen dann tber die Transporter in das endoplasmatische Reti-
culum. Bei den Proteinen, die im Proteasom zerkleinert werden, handelt es sich
zum einen um fehlgefaltete Proteine (DRIiPs, defective ribosomal products), die
bei der normalen Translation entstehen (etwa 30% sind DRIiPs), und zum ande-
ren um gealterte Proteine (Reits et al., 2000). Die DriPs werden durch Ubiquitin
markiert, was der entscheidende Marker zu sein scheint, damit Proteine dem
Proteasom zugefihrt werden (Ciechanover, 2005). Das Proteasom kann in zwei
unterschiedlichen Formen vorliegen, die sich vor allem in ihrer Proteinspezifitat
unterscheiden. Unter Interferoneinfluss kommt es zum Austausch einzelner Un-
tereinheiten des Proteasoms, was zur Folge hat, dass mehr Peptide mit Carboxy-
lenden entstehen (Aki et al., 1994; Kloetzel et al., 2004). Diese werden zum einen
schneller durch TAP (transporters associated with antigen processing) in das en-
doplasmatische Reticulum transportiert und zum anderen weisen sie eine hohere
Affinitat zu den meisten MHC-Molekulen auf. Interferon-y induziert die Bindung
eines Proteinkomplexes (PA28) an das Proteasom. Der so entstehende Protein-
komplex wird als PA28-Protein-Aktivator-Komplex bezeichnet und fihrt dazu,
dass Peptide schneller aus dem Proteasom entlassen werden und dass die Pep-
tide eine héhere Antigenitat aufweisen (Dick et al., 1996; Groettrup et al., 1996;
Sijts et al., 2002). Interferon-y fihrt auch zum vermehrten Einschleusen von Pep-
tiden in das endoplasmatische Reticulum, die eigentlich zu lang sind um auf
MHC-I-Molekulen prasentiert zu werden. Daher induziert Interferon-y auch die
Expression von ERAAP (endoplasmatic reticulum aminopeptidase associated
with antigen processings), die die Peptide am N-terminalen Ende verkiirzen kann
(Kloetzel et al., 2004). Treten Fehler in diesem antigen processing auf, so kann
dies zu einer verminderten Funktion der CD8*-Zellen fihren und damit zu einer
vermehrten Anfélligkeit gegeniiber bestimmten Viren oder auch Tumoren. Be-
stimmte Alleltypen des Proteasoms und der assozierten Proteine scheinen teil-

weise problematisch zu sein. Auch bei der Entstehung von kolorektalen
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Karzinomen gibt es hierflir Anhaltspunkte (Chen et al., 2013; Fellerhoff et al.,
2011; Yamauchi et al., 2014).

Eine weitere Art MHC-Klasse-I-Molekule mit Peptiden zu beladen wird als
Kreuzprasentation bezeichnet. Hierbei prasentiert die Zelle phagozytierte Pep-
tide auf MHC-Klasse-I-Molekulen. Dies geschieht durch die Hilfe der retrograden
Translokation (Imai et al., 2005), die Proteine aus den Zellorganellen wieder ins
Cytosol befordert, wo sie dann durch das Proteasom zerlegt werden kdnnen
(siehe oben) (Guermonprez et al., 2003; Ramirez et al., 2002). Dieser Mechanis-
mus ermdglicht es auch virale Hillproteine, sezernierte Proteine oder Membran-
proteine auf MHC-Klasse-I-Molekiilen zu prasentieren. Am ausgepragtesten ist
dieser Mechanismus bei den CD8" dendritischen Zellen zu beobachten (Smyth
et al., 2008). Diese spielen vor allem beim primen von naiven CD8*-T-Lympho-
zyten gegen Viren eine Rolle (Bevan, 1976; Kovacsovics-Bankowski et al., 1995;
Sigal et al., 1999).

Phagozytierte und endozytierte Proteine werden auch auf MHC-Klasse-lI-Mole-
kilen prasentiert. Die so aufgenommenen Proteine werden in den Endosomen
durch Ansauerung und durch Proteasen denaturiert und zerkleinert, was durch
die Verschmelzung der Endosomen mit den Lysosomen noch verstarkt wird. Teil-
weise wird dieser Mechanismus von Interferon-y beeinflusst, da dieses die Ex-
pression von einer Thiolreduktase (GILT, IFN-y induzierte lysosomale
Thiolreduktase) induziert, die Disulfidbriicken aufspalten kann. Da Zellen regel-
mafig auch selbstsezernierte Proteine aufnehmen (Autophagie) werden auf
MHC-Klasse-lI-Proteine auch durchaus zelleigene Proteine prasentiert (Dengjel
et al., 2005). Die Beladung der MHC-Klasse-II-Proteine erfolgt dann mit Hilfe der
invariaten Kette. Nach der Synthese und der anschlie3enden Translokation des
MHC-Klasse-lI-Molekils in das endoplasmatische Reticulum wird das MHC-
Klasse-ll-Molekil dort gefaltet (analog zur MHC-Klasse-I). Damit sich jetzt jedoch
keine Peptide an die peptidbindende Spalte anlagern, bindet die invariate Kette
in diese Spalte (Roche et al., 1990). Die invariate Kette wird zusammen mit dem
MHC-Klasse-lI-Molekil synthetisiert. Sie dient im Weiteren dazu die MHC-
Klasse-lI-Komplexe, die an sie gebunden sind, in saure Kompartimente zu tber-

fuhren (Bakke et al., 1990). Dort wird die invariate Kette durch die Proteasen
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verklrzt und Uber mehrere proteolytische Zwischenschritte entsteht ein kurzes
Stuck der invariaten Kette (CLIP-Fragment, class-ll-associated invariant-chain
peptide). Dieses verhindert noch immer eine Anlagerung von Peptiden in die Bin-
dungsfurche, kann jedoch durch passende Peptide verdrangt werden, die dann
ihren Platz einnehmen. Dissoziiert das CLIP-Fragment von dem MHC-Klasse-II-
Molekul ohne dass ein Peptid diesen Platz einnimmt, so ist das Molekul instabil
und wird abgebaut. Das Kompartiment in dem die Beladung stattfindet und das
sich in den endosomalen Abbauprozess einschiebt wird als MIIC (MHC Il com-
partment) bezeichnet (Neefjes et al., 1990). Die Beladung des MHC-Klasse-II-
Molekils wird durch ein spezielles MHC-ahnliches Protein (HLA-DM) katalysiert,
das selbst jedoch keine Peptide binden kann (Mosyak et al., 1998). Das HLA-
DM-Molekul besitzt auch die Fahigkeit des peptide editings und kann so instabil
gebundene Peptide von den MHC-Klasse-II-Molekilen l16sen (Kropshofer et al.,
1996). Seine Expression wird durch Interferon-y verstarkt. Nach Abschluss der
Beladung gelangen die MHC-Klasse-II-Molektile an die Zelloberflache (Wubbolts
et al., 1996).

Die Instabilitdt der MHC-Moleklle ohne gebundenes Peptid verhindert, dass sie
unspezifisch Peptide aus dem extrazellularen Raum aufnehmen kénnen sobald
sie an der Zelloberflache exprimiert sind. Dies ist vor allem fur die Aktivierung

und Erkennung der ,richtigen” Zelle durch die T-Lymphozyten wichtig.

1.2.5 Erkennung von MHC-restringierten Peptiden

T-Lymphozyten erkennen présentierte Peptide mit ihrem T-Zellrezeptor (TCR).
Sie kénnen nur Peptide erkennen, die prozessiert wurden und dann auf MHC-
Molekulen prasentiert werden (Zinkernagel et al., 1974). Dies wird als MHC-Rest-
riktion bezeichnet. Dieser Vorgang bewirkt auch, dass die T-Lymphozyten nicht
nur Fremdpeptide erkennen kdnnen, sondern auch Nicht-Selbst-MHC-Molekiile.
Dies ist der Grund der Alloreaktivitat. Die negative Selektion im Thymus scheint
hierbei eine Schlusselrolle zu spielen, da sie zwar daftir sorgt, dass T-Lympho-

zyten schwach an Selbst-MHC-Molekile binden, jedoch auch eine erhéhte
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Kreuzreaktivitat mit Nicht-Selbst-MHC-Molekilen hervorzurufen scheint
(Stockinger et al., 1981; Wagner et al., 1981).

Der T-Zellrezeptor besteht aus zwei unterschiedlichen Proteinketten, die durch
eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Er stellt sich homolog zum Fab-
Fragment der Immunglobuline dar (siehe Abbildung 5). Er ist membranstandig
und wird nicht sezerniert. Die Ketten lassen sich in einen konstanten Anteil (C-
Region) und einen variablen Anteil (V-Region) unterteilen (Chothia et al., 1988).
Die C-Region ist wichtig fur die Verankerung in der Zellmembran, die V-Region
fur die Antigenerkennung. Sie bildet die complementary determining regions
(CDR). Dies sind spezielle Loops, die fur die Antigenbindung elementar sind. Je-
der TCR enthélt sechs solcher Regionen, jeweils drei auf jeder Kette (CDR 1-3).

CDRa3 ist sehr variabel und bildet das Zentrum der Antigenbindungsstelle.
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Abbildung 5: Die Struktur des T-Zellrezeptors (Janeway, 2001)

Die meisten T-Lymphozyten tragen den hier dargestellten T-Zellrezeptor, der aus
einer a- und einer B- Kette besteht. Eine Minderheit der T-Lymphozyten besitzt
etwas andere Antigenerkennungseigenschaften, da ihr Rezeptor von einer y- und
einer 0-Kette gebildet wird. Die Funktion der y:5-T-Lymphozyten ist noch nicht
abschlieRend geklart, jedoch scheinen sie nicht der MHC-Restriktion zu unterlie-

gen und kdnnen daher, ahnlich wie die Zellen der angeborenen Immunabwehr,
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bestimmte andere Oberflachenstrukturen erkennen und daran binden. Sie wer-
den daher auch zu der Gruppe der innate like Lymphocytes (ILL) gezahlt. Die
Diversitat des y:0-T-Zellrezeptors scheint dabei auch deutlich kleiner zu sein, als
die des a:B-T-Zellrezeptors (Bonneville et al., 2010; Carding et al., 2002). Die
Diversitat des a:B.T-Zellrezeptors belauft sich auf 10% verschiedene Spezifitaten.
Dieser Wert wird durch Rearrangements auf Genomebene erreicht. Die Genloci
des T-Zellrezeptors sind dabei in verschiedene Segmente unterteilt. So wird zwi-
schen den V- (variable), den J- (joining) und den D- (diverse) Genen unterschie-
den. Fur die a-Kette des T-Zellrezeptors befindet sich der Genlocus auf dem
Chromosom 14. Er beinhaltet V-Gensegmente (Vo) sowie J-Gensegmente (Ja)
fur die V-Region des T-Zellrezeptors und C-Gensegmente, die die C-Region co-
dieren und die sich bei allen T-Zellrezeptoren gleichen. Der Genlocus der (3-Kette
befindet sich beim Menschen auf Chromosom 7. Er beinhaltet V-Gensegmente
(Vp), D-Gensegmente (Dg), J-Gensegmente (Jg), sowie ebenfalls die C-Genseg-
mente (hier zwei Varianten) (Rowen et al., 1996). Diese Gensegmente werden
Uber bestimmte Enzyme (V(D)J-Rekombinase) neugeordnet bevor sie transkri-
biert werden. Es handelt sich hierbei also um eine Art beabsichtigte somatische
Hypermutation. Fir eine V-Region wird pro Kette ein V-Segment mit einem J-
Segment (und einem D-Segment bei der B-Kette) verknipft. Die Anzahl der ein-

zelnen Segmente fur die a- und die B-Kette sind unterschiedlich (vgl. Tabelle 5).

Tabelle 5: Die Anzahl der menschlichen T-Zell-Rezeptor-Gen-Segmente (nach Murphy et al., 2009)

a-Kette B-Kette
V-Segmente ca. 70 52
D-Segmente 0 2
J-Segmente 61 13
Anzahl der V-Genpaare 5,8 x 10°
Verknipfungsvielfalt ca. 2 x 10%*
Gesamtvielfalt ca. 108

Gelangt ein T-Zellrezeptor nun in Kontakt mit dem passenden Peptid-MHC-Kom-
plex, so bindet er daran. Die CDR1 und CDR2 der Va-Region gelangen dabei in
Kontakt zu dem Aminoende des prasentierten Peptids, die CDR1 und CDR2 der
Vg-Region mit dem Carboxylende. Diese Regionen interagieren auch mit den a-
Helices der MHC-Molekile und sind so mehr an der MHC-Erkennung als an der
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Erkennung der Peptide beteiligt (Chlewicki et al., 2005; Sim et al., 1996). Die
CDRa3 passt sich bei dieser Bindung an den entsprechenden Liganden an (in-
duced fit), was die Spezifitat fur eine bestimmte Aminosaureabfolge zwar weiter
erhoht, allerdings auch eine gewisse Kreuzreaktivitat zur Folge hat (Reiser et al.,
2003; Reiser et al., 2002). Die Bindungskréfte wirken sowohl zwischen dem T-
Zellrezeptor und dem Peptid als auch zwischen dem T-Zellrezeptor und dem
MHC-Komplex. Daher ist es verstandlich, dass der Peptid-MHC-Komplex spezi-
fisch erkannt wird (Garboczi et al., 1996). An der Signaltransduktion in das Zell-
innere sind weitere mit dem TCR assoziierte Proteine beteiligt. Sie werden in
ihrer Gesamtheit als CD3 (cluster of differentiation) bezeichnet. Diese Proteine
stabilisieren zudem den TCR an der Zelloberflache und ohne sie wird der TCR
nicht exprimiert. Der CD3-Komplex besteht aus mehreren Untereinheiten (CD3y,
CD36, CD3¢g, CD3C) (Sun et al., 2001). Die genaue Signaltransduktion ist nicht
endgultig aufgeschlusselt, allerdings enthélt der CD3-Komplex zehn ITAMs (im-
munoreceptor tyrosine-based activation motif), die an der Signaltransduktion be-
teiligt sind. Nach Phosphorylierung der intrazellularen Anteile des CD3-
Komplexes setzt sich die Signalkaskade dann Uber die Anlagerung von speziel-
len Proteinen (z. B. ZAP70 (zeta-chain associated protein)) fort (Bubeck
Wardenburg et al., 1996; Kersh et al., 1998; Weiss, 1993).

1.2.6 Aktivierung der T-Lymphozyten

Reife naive T-Lymphozyten, die aus dem Thymus freigesetzt werden, tragen ent-
weder CD4-Rezeptoren (T-Helferzellen) oder CD8-Rezeptoren (T-Killerzellen).
Diese Corezeptoren interagieren mit dem MHC-Molekll der présentierenden
Zelle und fihren dazu, dass CD4*-T-Lymphozyten MHC-Klasse-lI-Molekiile er-
kennen und CD8*-T-Lymphozyten MHC-Klasse-I-Molekile. Ein naiver T-Lym-
phozyt bendétigt zu seiner Erstaktivierung (priming) spezielle Zellen. Diese
werden als antigenprasentierende Zellen (APCs) bezeichnet und tragen MHC-
Klasse-lI-Molekule. Hierzu zahlen vor allem die dendritischen Zellen, aber auch
Makrophagen und B-Lymphozyten. Erkennt ein naiver T-Lymphozyt den zu sei-

nem T-Zellrezeptor passenden Peptid-MHC-Komplex auf  einer
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antigenprasentierenden Zelle, so benétigt er zur Aktivierung ein zweites Signal.
Bleibt dieses zweite Signal aus, so wird der T-Lymphozyt anerg, d.h. er proliferiert
nicht und differenziert sich auch nicht zu einer Effektorzelle (Jenkins et al., 1987;
Mueller et al., 1989; Quill et al., 1987). Ein Teil dieser Zellen geht auch in
Apoptose, die meisten bleiben jedoch erhalten. Dies wird als Teil der peripheren
Toleranz gegen koérpereigene Strukturen gewertet, weil diese anergen T-Lym-
phozyten im weiteren Verlauf mit anderen naiven T-Lymphozyten um dieselben
Antigene konkurrieren. Auch eine Uberschneidung dieser Lymphozytenpopula-
tion mit den regulatorischen T-Lymphozyten scheint denkbar (Schwartz, 2003;
Singh et al., 2006).

Das zweite Signal besteht aus der Interaktion von CD28 (exprimiert vom T-Lym-
phozyt) und von CD80 (B7.1) bzw. CD86 (B7.2) (June et al., 1987). Die letztge-
nannten werden von der antigenprasentierenden Zelle exprimiert (siehe
Abbildung 7). Dadurch wird der T-Lymphozyt zur Proliferation angeregt und kann
langer tiberleben. Er produziert nun IL-2 was flr seine eigene Proliferation wichtig
ist (autokrine Funktion), aber auch, die durch klonale Vermehrung entstandenen,
T-Lymphozyten erreicht (parakrine Funktion). Dieser Effekt wird noch verstarkt,
weil die aktivierten T-Lymphozyten einen speziellen IL-2-Rezeptor exprimieren,
der affiner zu IL-2 ist als der konstitutionell Exprimierte (Willerford et al., 1995).
Dieses zweite Signal kann im weiteren Verlauf der T-Lymphozytenproliferation
und -differenzierung durch andere costimulierende Signale beeinflusst werden.
Einer dieser Stimuli wird ICOS (induzierbarer Costimulator) genannt, der mit sei-
nem Liganden (LICOS), der von den antigenprasentierenden Zellen exprimiert
wird, das Cytokinschema der CD4*-T-Lymphozyten verandern kann (Yoshinaga
et al., 1999).

Die Aktivierung eines naiven T-Lymphozyten wird als Priming bezeichnet. Die
naiven CD8*-T-Lymphozyten benétigen fiur ihre Erstktivierung MHC-I-Molekiile.
Hierbei spielt die Kreuzprasentation der antigenprasentierenden Zellen, die ne-
ben MHC-Klasse-lI-Molekilen auch MHC-Klasse-I-Molekiile tragen, eine ele-
mentare Rolle (siehe 1.2.4). Jedoch reicht nur selten die primére Aktivierung der
naiven CD8*-T-Lymphozyten durch die antigenprasentierende Zelle aus, um sie

zur Proliferation und zur Differenzierung zu veranlassen. Es ist deshalb
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notwendig, dass an die gleiche antigenprasentierende Zelle (an das MHC-
Klasse-lI-Molekl) eine entsprechende CD4*-T-Effektorzelle bindet, die das Pri-
ming der naiven CD8*-T-Zelle unterstitzt (Bennett et al., 1997). Die CD4*-T-Ef-
fektorzelle stimuliert dafur mittels CD40L den CD40-Rezeptor der
antigenprasentierenden Zelle und veranlasst sie dazu vermehrt B7-Molekile zu
exprimieren. Ferner kann sie direkt II-2 produzieren und so Uber den parakrinen
Weg auf den naiven CD8*-T-Lymphozyten Einfluss nehmen. Diese Mechanis-
men fuhren zu einer Verstarkung des zweiten Signals fur den CD8*-T-Lympho-
zyten und bewirken so dessen Aktivierung (siehe Abbildung 6) (Ridge et al.,
1998).

Abbildung 7: Bei der Aktivierung von nai-
ven T-Lymphozyten spielen drei Arten von
Signalen eine Rolle (aus Murphy et al.,
2009)

Abbildung 6: Fiir die meisten CD8-T-
Zell-Reaktionen sind CD4-T-Lym-
phozyten notwendig (aus Murphy et
al., 2009)

Das Priming erfolgt nur beim Primarkontakt zwischen den T-Lymphozyten und

dem entsprechenden Peptid-MHC-Komplex. T-Lymphozyten, die sich bereits zu
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T-Effektorzellen differenziert haben, werden durch den einfachen Kontakt mit
dem, fir ihren Rezeptor spezifischen, Peptid-MHC-Komplex aktiviert. Bei diesem
sogenannten Recall ist also kein weiteres Signal erforderlich, bevor die T-Ef-
fektorzellen aktiviert werden.

CD4*-T-Effektorzellen stellen eine heterogene Gruppe mit unterschiedlichen Un-
tergruppen dar (z. B.Tul, Tu2, THl7), die jeweils spezifische Aufgaben erfullen.
Welche T-Effektorzellen vorwiegend gebildet werden, wird durch das Cytokinmi-
lieu (3. Signal) beim Priming der CD4*-T-Zelle beeinflusst (Annunziato et al.,
2007; Chen et al., 2007b; Finkelman et al., 1997; Hsieh et al., 1993; Maldonado-
Lopez et al., 2001; Moser, 2001; Volpe et al., 2008; Wilson et al., 2007).

CD8*-T-Effektorzellen téten die antigentragenden Zellen ab, indem sie tber ver-
schiedene Wege die Apoptose dieser Zellen einleiten (Kagi et al., 1994; Nagata,
1999; Sarin et al., 1997; Sharma et al., 2000; Trapani et al., 1998; Trapani et al.,
2002; Vandenabeele et al., 2010).
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1.3 Immunologische Tumortherapie

Das Immunsystem ist prinzipiell in der Lage Tumorzellen oder allgemeiner entar-
tete Zellen des Koérpers zu eliminieren (Dunn et al., 2004a). Coley und Ehrlich
vermuteten bereits Ende des 19. Jahrhunderts, dass Tumore durch das Immun-
system bekampft werden kénnen (Coley, 1893; Ehrlich, 1909). Die Theorie wurde
von Burnet erweitert, der postulierte, dass kontinuierlich Tumorzellen im Korper
entstehen, die allerdings vom Immunsystem direkt eradiziert werden (Tumor-Im-
muniberwachung - immune surveillance) (Burnet, 1957). Mehrere weitere Stu-
dien zeigten, dass das Immunsystem in der Lage ist, Tumorzellen zu erkennen
und zu zerstoren, sodass diese Theorie nun als bestatigt gilt (Dunn et al., 2004a;
Klein et al., 1960; Prehn et al., 1957; Smyth et al., 2001; Stutman, 1975). Die von
Burnet beschriebene immune surveillance stellt nach der heutigen Theorie nur
den ersten Schritt der Immunantwort gegen Tumoren dar (Burnet, 1957). Sie wird
als Eliminierungsphase bezeichnet, weil hier Tumorzellen vom Immunsystem er-
kannt und zerstort werden. Ist diese Elimination nicht vollstandig, schlief3t sich
daran eine Gleichgewichtsphase (Equilibrium) an. Die Tumorzellen weisen zu-
meist eine hohe Teilungsrate und eine genetische Instabilitéat auf. Diese Eigen-
schaften der Tumorzellen gehéren zu den ,,Hallmarks of cancer” (Hanahan et al.,
2011). In Tumorzellen kommt es daher zu vielen verschiedenen Mutationen. Ei-
nige von diesen Mutationen kdnnen dazu fiihren, dass die Tumorzellen, die diese
Mutation tragen, nicht mehr vom Immunsystem erkannt werden kdénnen. Dies
kann zum Beispiel bei Mutationen im Bereich der MHC-Komplexe der Fall sein
oder aber durch verédnderte Ankeraminosauren bei Tumorantigenen, sodass
diese beim vorliegenden HLA-Typ nicht mehr prasentiert werden kdnnen. Diese
Tumorzellen erhalten dadurch einen Selektionsvorteil und kénnen tberleben
(Garrido et al., 2016; Marijt et al., 2018; Ritter et al., 2017; Setiadi et al., 2007).
Das Immunsystem selektiert also in dieser Phase genau diejenigen Tumorzellen
aus, gegen die es vorgehen kann, und es bleiben diejenigen Tumorzellen tbrig,
die nicht vom Immunsystem zerstort werden kdnnen (immunoediting). Anschlie-
Rend kommt es zum tumor escape (,Entkommensphase®). Die resistenten Tu-

morzellen vermehren sich und kénnen vom Immunsystem nicht mehr effizient
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bekampft werden (Dunn et al., 2002; Dunn et al.,, 2004a; Dunn et al., 2004b;
Smyth et al., 2006).

Es existieren viele verschiedene Mechanismen, wie sich Tumore dem Einfluss
des Immunsystems entziehen. So kénnen sie nur eine geringe Immunogenitét
aufweisen. Sie exprimieren also keinerlei (oder sehr wenige) Adhasionsmolekiile
fur Leukozyten sowie MHC-Molekile und bleiben so vom Immunsystem lange
Zeit unentdeckt (Bodmer et al., 1993; Ferrone et al., 1995; Ikeda et al., 1997,
Koopman et al., 2000; Yee et al., 2000). Dieser Mechanismus ist auch fir das
kolorektale Karzinom nachgewiesen worden (Bicknell et al., 2005; Cabrera et al.,
2003). Ferner besteht die Moglichkeit, dass sich Tumore selbst eine immunpri-
viligierte Umgebung schaffen. Dies erreichen sie zum Beispiel durch nodales
Wachstum oder durch die Abgrenzung vom restlichen Gewebe durch eine Kapsel
(meist bestehend aus Kollagen und Fibrin) (Ochsenbein et al., 1999). Durch diese
Abschottung gelangen die Immunzellen nicht in ausreichender Zahl an die ei-
gentlichen Tumorzellen und der Tumor kann nicht adaquat zerstort werden. Teil-
weise induzieren die Tumoren eine Art Toleranz gegenuber ihren
Oberflachenmolekulen. Sie sezernieren dafiir immunsuppressive Faktoren (z. B.
TGF-B), um direkt T-Lymphozyten in ihrer Aktivitdt zu hemmen, oder aktivieren
durch andere Botenstoffe regulatorische T-Lymphozyten, die ihrerseits die Im-
munreaktion hemmen (Tada et al., 1991; Torre-Amione et al., 1990; Wang et al.,
2004).

1.3.1 Grundlagen der Immuntherapie

Die maligne Entartung ist ein mehrstufiger Prozess. Durch das sequentielle Auf-
treten von Mutationen in Tumorsuppressorgenen, proto-Onkogenen, Transkripti-
onsregulatoren und weiteren Genen, die den Zellzyklus regulieren, kommt es zur
unkontrollierten Proliferation der betroffenen Zellen. Durch diese Mutationen
kommt es auch zu einer Veranderung innerhalb des Proteoms, da viele Proteine
in abgewandelter Form gebildet werden oder aber Proteine gebildet werden, die
so in gesunden Zellen nicht vorliegen (Fearon et al., 1990). Diese veranderten
Proteine bzw. die daraus HLA-prasentierten Peptide kbnnen vom Immunsystem

erkannt werden.



33
Einleitung

Auch in Tumorzellen findet, wie in Zellen des Normalgewebes, eine stetige Pra-
sentation der zelleigenen Proteine bzw. deren Peptidfragmente auf MHC-Klasse-
I-Molekullen statt. Diese werden als Tumorantigene bezeichnet. Sie lassen sich
weiter unterteilen. Tumorspezifische Antigene werden ausschlief3lich auf Tumor-
gewebe prasentiert. Sie werden von den tumorassoziierten Antigenen abge-
grenzt, welche vorwiegend auf Tumorgewebe prasentiert werden, aber auch auf
nicht-malignem Gewebe vorkommen kénnen (Heemskerk et al., 2013). Des Wei-
teren kbnnen die Tumorantigene nach der Art ihrer Entstehung in folgende Grup-

pen eingeteilt werden (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Kategorien von Tumorantigenen anhand ihrer Entstehung und jeweilige Beispiele. Modi-
fiziert nach (Jager et al., 2003).

Kategorien von Tumorantige- Beispiele
nen anhand ihrer Entstehung
Cancer/Testis-Antigene MAGE,BAGE, GAGE, NY-ESO-1, SSX
Differenzierungsantigene Melan A / MART-1, Tyrosinase, gp100,
CEA, NY-BR-1, rab38
Punktmutationen B-Catenin, MUM-1, CDK-4, p53, ras
Uberexprimierte Antigene Her2/neu, p53, MUC-1
Virale Antigene HPV: E6, E7 ; LMP1, LMP2, HTLV-1,
HTLV-8

Bei den Cancer/Testis-Antigenen handelt es sich um Antigene, die normaler-
weise nur im Hoden und auf der Plazenta exprimiert werden. Da diese Gewebe
immunpriviligiert sind (Blut-Hoden/Plazenta-Schranke, geringe oder keine Ex-
pression von MHC-Molekulen), werden sie vom eigenen Immunsystem nicht er-
kannt (Smith et al., 2001). Im Zuge der Karzinogenese kdénnen diese Gene auch
auf Tumorgewebe wieder exprimiert werden (Jager et al., 1998; Jager et al.,
2003). Sie konnen als tumorspezifisch angesehen werden, da sie auf keinem
anderen Gewebe des Kdrpers, mit dem das Immunsystem Kontakt hat, vorkom-
men. Differenzierungsantigene hingegen sind spezifisch fur das Gewebe auf dem
sie exprimiert werden, nicht fir den Tumor selbst. Sie sind daher héchstens tu-
morassoziiert, wenn sie auf dem Tumor signifikant haufiger prasentiert werden
(Brichard et al., 1993; Magro et al., 2006). Das Gleiche gilt fir die Uberexprimier-
ten Antigene. Sie sind im Gegensatz zu den Differenzierungsantigenen jedoch

nicht gewebsspezifisch, sodass sie mdoglicherweise auch auf anderen
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Normalgeweben zu finden sind (Igbal et al., 2014; Jerome et al., 1991,
Vonderheide et al., 1999). Sequenzalterierte Antigene, die auf Punktmutationen
im Genom des Tumors zurlickgehen, sind indes hochspezifisch fir den Tumor.
Sie werden auch als mutierte Neoantigene bezeichnet und kommen im Normal-
gewebe nicht vor. Meist sind die Mutationen spezifisch flr exakt diesen einen
Tumor in diesem einen Patienten. Seltener gibt es gleiche Mutationen in ver-
schiedenen Patienten, die dann an speziellen Stellen im Genom erfolgen (hot-
spot mutations) (Brosh et al., 2009; Freed-Pastor et al., 2012; Parada et al., 1982;
Resnick et al., 2003; Santos et al., 1982; Taparowsky et al., 1982; Tran et al.,
2015). Einige dieser Punktmutationen wurden bereits auf genetischer Ebene in
verschiedenen Tumoren nachgewiesen und auch ihre Translation wurde vorher-
gesagt. Sie scheinen also auf Proteomebene vorzuliegen. Seit langerem gab es
indirekte Beweise und Anhaltspunkte, beispielsweise durch die Analyse von TILs
(Linnemann et al., 2015; Rajasagi et al., 2014; Robbins et al., 2013; van Buuren
et al., 2014; van Rooijj et al., 2013) oder durch Ruckschlusse, die aus Mausmo-
dellen gewonnen wurden (Gubin et al., 2014; Yadav et al., 2014), dass einige
dieser Neoepitope auch auf MHC-Molekllen prasentiert werden. Bassani-Stern-
berg et. al. konnten schlie3lich Neoepitope, die auf MHC Molekilen préasentiert
werden, bei Melanompatienten durch eine massenspektrometrische Analyse
nachweisen (Bassani-Sternberg et al., 2016). Diese mutierten Neoantigene
scheinen sich besonders gut fur eine Vakzinierung zu eignen, da sie nicht der
zentralen Toleranz des Immunsystems unterworfen sind und daher vom Immun-
system direkt als nichtkorpereigen erkannt werden koénnen (Gilboa, 1999;
Schumacher et al., 2015). Der Nachteil ist, dass es sich dabei stets nur um einen
individellen Ansatz handeln kann, da sie fir einzelne Patienten spezifisch sind
(Haen et al., 2013). Virale oder onkovirale Proteine werden von Viren in das Ge-
nom des Tumors eingebracht (der dann meist durch diese Einschleusung erst
entsteht) (Ressing et al., 1995). Sie kommen deshalb nur im Tumor vor und kon-

nen vom Immunsystem als Fremdantigene erkannt werden.

1.3.2 Mdglichkeiten der Immuntherapie
Es stehen verschiedene Formen der Immuntherapie bei Tumoren zur Verfigung.

Im folgenden Abschnitt wird nur die T-Zell-abhangige Immuntherapie
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beschrieben, die eine spezifische Reaktion der T-Lymphozyten gegen die Tu-
morzellen, trotz der in Kapitel 1.3.1 beschriebenen Mechanismen, stimulieren
soll. Vor allem fur die CD8*-T-Lymphozyten wurde gezeigt, dass sie einen integ-
ralen Bestandteil der adaptiven Immunantwort gegen Tumorzellen darstellen
(Boon et al., 2006; Rosenberg, 2001). Hierbei scheint das kolorektale Karzinom
sehr immunogen zu sein. So wurden bereits frih tumor infiltrating lymphocytes
(TILs) im kolorektalen Karzinom beschrieben. Wurden diese TILs zuerst nur be-
schrieben (Nagtegaal et al., 2001; Spratt et al., 1967), so zeigte sich im Verlauf,
dass die Prognose bezuglich des Uberlebens der Patienten mit zunehmendem
Anteil an CD8*-T-Lymphozyten an den TILs zunimmt (Deschoolmeester et al.,
2010; Di Giorgio et al., 1992; Diederichsen et al., 2003; Mei et al., 2014; Ohtani,
2007). Diese Daten belegen ebenfalls, dass spontan eine Antwort des Immun-
systems gegen die kolorektalen Karzinome erfolgt. Untermauert wird dies durch
Studien, die zeigen, dass durch eine Suppression, der von den kolorektalen Kar-
zinomen induzierten Toleranz des Immunsystems gegeniber sich selbst, eine
Verbesserung der Prognose erzielt werden kann (Galon et al., 2006; Mlecnik et
al., 2016; Mlecnik et al., 2011; Munn et al., 2007; Uyttenhove et al., 2003). Zudem
zeigten Studien bei kolorektalen Karzinomen mit Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI-
CRC) eine hohere Dichte an TILs, im Speziellen an CD8*-T-Zellen, als bei kolo-
rektalen Karzinomen ohne MSI (MSS-CRC) (Dolcetti et al., 1999; Galon et al.,
2006). Diese TILs sind meistens spezifisch gegen die Neoepitope gerichtet, die
sich durch Frameshift-Mutationen in den MSI-CRC-Zellen bilden (Banerjea et al.,
2004; Garbe et al., 2011; Ishikawa et al., 2003; Maby et al., 2015; Saeterdal et
al., 2001; Schwitalle et al., 2008; Schwitalle et al., 2004). Bei den MSS-CRC
scheint die spontan induzierte Immunitat geringer zu sein (Banerjea et al., 2009).
Dies liegt moglicherweise daran, dass immunregulierende T-Zellen und Zytokine
vermehrt in MSS-CRCs vorkommen, als in MSI-CRCs (Le Gouvello et al., 2008),
auch wenn die genaue Funktion vor allem der Treg-Zellen nicht endgultig geklart
ist, da es Hinweise auf eine Verbesserung der Prognose (vor allem bei MSI-
CRCs (Frey et al., 2010)), als auch auf eine Verschlechterung der Prognose gibt
(Ladoire et al., 2011; Salama et al., 2009; Salama et al., 2012). Dennoch scheint

das Immunsystem, im Speziellen die CD8*-T-Zellen, in der Lage zu sein auch



36
Einleitung

gegen die MSS-CRCs vorzugehen und so zu einer besseren Prognose zu fiihren
(Deschoolmeester et al., 2010; Li et al., 2016; Mlecnik et al., 2016). Um das An-
sprechen auf die unterschiedlichen Immuntherapien noch genauer Voraussagen
zu konnen, wird das CRC in der aktuellen Literatur abhangig von der Genexpres-
sion in vier Typen eingeteilt, den sogenannten CMS (consensus molecular sub-
types) (Guinney et al., 2015; Sadanandam et al., 2013). CMS1 wird dabei auch
MSI-like type genannt und ist durch eine Mikrosatelliteninstabilitat, eine Mis-
match-Repair-Deficiency, sowie durch eine extrem hohe Mutationsrate gekenn-
zeichnet. Haufige Mutationen dieses Typs betreffen das BRAF-Onkogen. CMS2
ist durch eine Instabilitat der Chromosomen gekennzeichnet und besitzt haufig
Mutationen, die den WNT-Signalweg und das MYC-proto-Onkogen betreffen.
CMS3 besitzt haufig ein mutiertes KRAS-Gen und einen dysregulierten Metabo-
lismus z.B. den Auf- und Abbau von Fettsduren betreffend. CMS4 wird als
mesenchymaler Typ bezeichnet und zeichnet sich durch eine Infiltration des um-
liegenden Bindegewebes aus, sowie durch haufige Angiogenese (Guinney et al.,
2015; Sadanandam et al., 2013).

Beim kolorektalen Karzinom werden diverse Studien mit verschiedenen Immun-
therapien durchgefiihrt. Einige davon werden bereits im klinischen Alltag verwen-
det.

1.3.2.1 Cytokintherapie

Cytokintherapien kénnen eingesetzt werden, um die Proliferation und Ausdiffe-

renzierung von T-Lymphozyten zu unterstitzen und zu beschleunigen. Syste-
misch verabreicht wirken sie allerdings sehr unspezifisch und kénnen viele
unerwtinschte Wirkungen hervorrufen. Eingesetzt werden hierfir zum Beispiel
IL-2 (Belldegrun et al., 1993; Bronte et al., 1995) und IL-12 (Brunda et al., 1993)
oder IFN-a. IL-2 hat hierbei bereits eine Zulassung in Amerika fur das maligne
Melanom und das Nierenzellkarzinom. Einige wenige Studien haben auch die
Effektivitat und das Sicherheitsprofil einer Cytokintherapie beim kolorektalen Kar-
zinom untersucht. So konnte beispielsweise durch pegyliertes IL-10 eine dauer-

hafte T-Zellantwort (vor allem CD4*-T-Zellen (Tul)) gegen das kolorektale
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Karzinom induziert werden (Phase-I-Studie) (Infante et al., 2015). Auch mit IL-2
wurden bereits einige Studien zum kolorektalen Karzinom durchgefuhrt, die ge-
zeigt haben, dass sich durch hohe Dosen IL-2 eine Remission des kolorektalen
Karzinoms erzielen lasst (Rosenberg et al., 1989) oder aber durch niedrigere Do-
sen zumindest das Ansprechen auf eine zusatzliche Chemotherapie erhéhen
lasst (Lissoni et al., 2005). Jedoch zeigten sich bisher in allen diesen Studien
erhebliche Nebenwirkungen der Interleukintherapie und eine nicht unerhebliche
Letalitat unter der Therapie vor allem in den Hochdosisstudien (Lissoni et al.,
2005; Rosenberg et al., 1989). Zudem gibt es Hinweise darauf, dass eine IL-2
Therapie nicht nur die Antitumor-T-Zellen und NK-Zellen stimuliert, sondern

ebenso die moglicherweise tumorprotektiven Treg- Zellen (Beyer et al., 2012).

1.3.2.2 Adoptiver Zelltransfer
Beim adoptiven Zelltransfer (adoptive cell transfer, ACT) handelt es sich um eine

passive Immuntherapie bei der der Patient in vitro aktivierte Immunzellen (zu-
meist T-Zellen) infundiert bekommt (Berger et al., 2009). Bei den T-Zellen handelt
es sich vorwiegend um autologe TILs, die in vitro vermehrt und aktiviert werden.
Diese Methode ist vor allem beim metastasierten Melanom erforscht und ihre
Wirksamkeit nachgewiesen (Rosenberg et al., 2011).

Auch fur das kolorektale Karzinom konnte in Phase I/11-Studien bereits eine Ver-
langerung des overall survivals (OS) bei relativ geringer therapiebedingter Toxi-
zitat durch ACT von T-Lymphozyten gezeigt werden, was jedoch noch in Phase-

[lI-Studien bestatigt werden muss (Zhen et al., 2015).

Auch durch den adoptiven Transfer von Cytokin-induzierten Killerzellen (CIKSs)
und dendritischen Zellen (DCs) konnte beim CRC eine Verlangerung des Pro-
gression free survivals (PFS) und des overall survivals erzielt werden (Gao et al.,
2014).

Ein spezielle Art des adoptiven Zelltransfers sind so genannte CAR-T-Zellen
(Chimeric Antigen Receptor-T-Zellen). Hierfir werden den Patienten T-Zellen
entnommen, die gentechnisch so veréndert werden, dass sie chimare Rezepto-
ren bilden, die einerseits gegen tumorspezifische Oberflachenproteine gerichtet

sind und andererseits intracellular immunoreceptor tyrosine-based activation
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motifs (ITAMs) enthalten, sodass nach Bindung des Oberflachenantigens die T-
Lymphozyten direkt aktiviert werden (Eshhar et al., 1993). Diese CAR-T-Zellen
arbeiten daher unabhangig von MHC-Molekuilen. Die CAR-T-Zell Therapie wird
bisher erfolgreich in der Behandlung von Leuk&mien (vorwiegend der akuten lym-
phatischen Leukamie (ALL)) eingesetzt und ist fur diese Indikation auch bereits
in den USA mit zwei Praparaten zugelassen (Tisagenlecleucel, Axicabtagen-Ci-
loleucel) (Maude et al., 2014; U.S. Department of Health and Human Services,
2017). Beide Praparate sind mittlerweile auch in der europaischen Union zur Be-
handlung der ALL zugelassen (European Medicines Agency, 2018a; European
Medicines Agency, 2018b). Beim kolorektalen Karzinom werden derzeit viele
Studien zur CAR-T-Zell-Therapie durchgefuhrt (z.B. NCT02850536,
NCT02541370, NCT03018405, NCT02617134) (Gutting et al., 2018). Am Maus-
modell konnte die Wirksamkeit der Car-T-Zellen gegen das kolorektale Karzinom
bereits gezeigt werden (Magee et al., 2018; Magee et al., 2016; Yong et al.,
2017).

1.3.2.3 Monoklonale Antikorper

Monoklonale Antikorper zielen auf spezielle Strukturen ab, die vorwiegend fur
das Tumorwachstum wichtig sind. Sie blockieren diese Rezeptoren oder deren
Liganden und hemmen damit das Tumorwachstum. Der Nutzen der Therapie mit
monoklonalen Antikérpern wurde beim kolorektalen Karzinom mehrfach belegt
(Kurniali et al., 2014). Einige der monoklonalen Antikdrper werden beim kolorek-
talen Karzinom bereits regelhaft in der Therapie in metastasierten Stadien einge-
setzt (z. B. Cetuximab (Van Cutsem et al., 2009), Panitumumab (Giusti et al.,
2007), Bevacizumab (Cohen et al., 2007)), einige andere werden erst in Studien
geprift (Lynch et al., 2016).

Monoklonale Antikérper, die gegen EGFR (epidermal growth factor receptor) ge-
richtet sind (Cetuximab, Panitumumab), sollten zuséatzlich zu einer klassischen
Chemotherapie zum Einsatz kommen, da sie dann sowohl das OS, das PFS als
auch die objective response rate (ORR) verbessern kdnnen. Sie werden sogar in
der Erstlinientherapie (je nach Lokalisation des Tumors und dem Allgemeinzu-

stand des Patienten) erwogen. Hierfur ist jedoch der Nachweis des KRAS Wildtyp
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wichtig, da die Tumoren ansonsten nicht mehr auf den EGFR angewiesen sind
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft), 2019). Eine Kom-
bination mit anti-VEGF-Substanzen (vascular endothelial growth factor) erfolgt in
der Regel nicht. Jedoch kdnnen diese Substanzen (z. B. Bevacizumab) in Kom-
bination mit einer Fluoropyrimidin-Monotherapie, die vor allem bei reduziertem
Allgemeinzustand des Patienten eingesetzt wird, zu einer signifikanten Steige-
rung der OS, des PFS und der ORR fiuihren (Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft), 2019).

1.3.2.4 Toll-like-Rezeptor-Agonisten

Unabhangig von den T-Lymphozyten gibt es auch Ansatze, die eine Stimulation
des angeborenen Immunsystems zum Ziel haben. Uber toll-like-Rezeptor-Ago-
nisten (TLR-Agonisten) werden zum Beispiel Makrophagen und NK-Zellen stimu-
liert. Vor allem die Toll-like-Rezeptoren Untergruppe 9 scheint hierfur
vielversprechend zu sein. Dies hat beim CRC in Phase Il Studien auch schon zu
einem langeren PFS und OS geflhrt (Riera-Knorrenschild et al., 2015; Schmoll
et al., 2014). Aktuelle Phase Il Studien, die diesen Ansatz beim CRC verfolgen,
laufen gerade (ClinicalTrials.gov: NCT02077868).

1.3.2.5 Checkpoint Blockade
Einer der vielversprechendsten Ansatze der aktuellen Immuntherapie ist die
Checkpoint Blockade (Pardoll, 2012; Topalian et al., 2015). Diese Substanzen

fuhren zu einer generellen Immunsystemaktivierung in dem sie unterschiedliche

Inhibitoren des Immunsystems hemmen. Diesen Ansatz verfolgt zum einen der
anti-CTLA-4-Antikorper (Ipilimumab). Dieser bindet an den CTLA-4-Rezeptor der
T-Lymphozyten und verhindert dessen Aktivierung und damit die Inaktivierung
des Lymphozyten (Klein et al., 2009). Diese Art der Therapie ist bereits zur Be-
handlung des malignen Melanoms zugelassen und ist in der Lage auch in fortge-
schrittenen Stadien das Tumorwachstum abzuschwéchen (Hodi et al., 2010). Bei
diesem Vorgehen kann von einer ,endogenen Vakzinierung“ gesprochen wer-
den, die zum Nachteil hat, dass das Immunsystem grundsatzlich aktiviert wird
und daher die Gefahr von Autoimmunreaktionen (immune related adverse
events, irAE) besteht (Haen et al., 2012; Lacouture et al., 2014; Ryder et al.,
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2014; Wolchok et al., 2013). Beim CRC konnte bisher durch eine Monotherapie
mit CTLA-4-Antikoérper keine wesentliche Verbesserung der Prognose erzielt
werden (Chung et al., 2010). Durch eine Kombination von PD-1-Inhibitoren und
CTLA-4-Antikorpern konnte jedoch in Phase-Il Studien durch ein Regime, das
bereits fur das maligne Melanom getestet wurde, bei tolerierbaren Nebenwirkun-
gen eine Verbesserung der Prognose erzielt werden (Larkin et al., 2015;
Overman et al., 2018).

PD-1-Inhibitoren sind insgesamt der wichtigere Checkpoint-Inhibitor in der The-
rapie des kolorektalen Karzinoms. Im Vergleich zu CTLA-4, welches eher die T-
Zell-Aktivierung bei nativen T-Zellen verhindert, fuhrt eine Aktivierung von PD-1
zu einer Anergie bereits aktivierter T-Zellen (Ito et al., 2015). Es wird davon aus-
gegangen, dass dies ein Grund dafir ist, weshalb die PD-1 Blockade weniger
irAE provoziert als eine CTLA-4 Blockade. Des Weiteren scheinen die PD-1-In-
hibitoren auch vermehrt in der direkten Umgebung des Tumors zu wirken und
nicht wie die CTLA-4-Inhibitoren gleichm&fig im ganzen Organismus (Keir et al.,
2008; Kim et al., 2014; Nishimura et al., 1999; Nishimura et al., 2001). Die PD-1-
Inhibition wird bereits in der Behandlung des malignen Melanoms, des Bronchi-
alkarzinoms (NSCLC), des Hogkin-Lymphoms, sowie bei Urothelkarzinomen ein-
gesetzt (Bellmunt et al., 2017; Chan et al., 2017; Garon et al., 2015; Hui et al.,
2017; Kim et al., 2018; Kuo, 2017; Kwong et al., 2017; Reck et al., 2016; Robert
et al., 2015; Simeone et al., 2017; Vardhana et al., 2018; Wolchok et al., 2013).

Seit 2017 sind in den USA Pembrolizumab und Nivolumab (beides PD-1-Inhibi-
toren) fur jeden soliden Tumor mit einer Mismatch-Repair-Defizienz zugelassen,
nachdem in klinischen Studien die Effektivitdt und die Sicherheit der PD-1-Blo-
ckade unter anderem beim kolorektalen Karzinom nachgewiesen werden konnte
(Brahmer et al., 2012; Topalian et al., 2012). Jedoch zeigte sich, dass bisher nur
Patienten mit einer Mikrosatelliten-Instabilitat von der PD-1-Inhibition profitieren.
Bei dieser Subgruppe konnte das PFS um bis zu 50% gesteigert werden (Le et
al., 2015; Overman et al., 2018). Bei den MSS-CRC jedoch und bei Patienten
ohne Mismatch-Repair-Defizienz konnte kein Benefit durch eine PD-1-Blockade
nachgewiesen werden (Brahmer et al., 2012; Dudley et al., 2016; Topalian et al.,

2012). Da nur circa 13-14% aller kolorekatalen Karzinome eine
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Mikrosatelliteninstabilitat aufweisen, profitiert der Grof3teil aller Patienten mit ei-
nem kolorektalen Karzinom daher nicht von einer singuléaren PD-1-Blockade
(Guinney et al., 2015; Kim et al., 1994).

1.3.2.6 Vakzinierung
Da die Antwort auf verdnderte Eigenantigene bei Tumoren vermindert sein kann,

wird bei der Tumorvakzinierung versucht, durch Anbieten von Zielantigenen eine
Immunantwort auszuldsen bzw. eine bestehende Immunantwort zu unterhalten
(Haen et al., 2013; Lynch et al., 2016). Diese Zielantigene kbnnen dem Immun-
system auf unterschiedliche Art und Weise angeboten werden. Die vier Formen
Ganzzellvakzine, Peptidvakzine, dendritische-Zell-Vakzine und Virus-Antigen-

Vakzine sollen im Weiteren dargelegt werden.

Ganzzellvakzine mit autologen (oder allogenen) Tumorzellen enthalten das kom-
plette Antigenrepertoire der entsprechenden Tumoren. Sie enthalten jedoch auch
viele Antigene, die auf Normalgewebe prasentiert werden (Lynch et al., 2016).
Daher ist zumeist die ausgeldste Immunantwort nicht sehr stark und die Rate an
Autoimmunphanomen ist relativ hoch (Klebanoff et al., 2011; Veelken et al.,
1997). Daher werden die Tumorzellvakzine teilweise noch so verandert, dass sie
GM-CSF oder andere Zytokine sezernieren. Aktuelle Studien, die diesen Ansatz
verfolgen, sind z. B. das GVAX und das Belagenpumatucel-L Projekt (Geary et
al., 2013; Giaccone et al., 2015; Haen et al., 2012; Hege et al., 2006; Nemunaitis
et al., 2006; Nemunaitis et al., 2009). Fur das kolorektale Karzinom wurden eben-
falls kleine Studien durchgefuhrt, die diesen Ansatz verfolgt haben (Zheng et al.,
2014).

Bei der Peptidvakzinierung werden dem Immunsystem Zielpeptide angeboten,
die moglichst tumorspezifisch sind und auf HLA-Molekilen prasentiert werden.
Der Vorteil dieses Ansatzes liegt darin, dass es sich um eine sehr gezielte The-
rapie handelt, sodass Autoimmunphanomene fast vollstdndig ausgeschlossen
werden konnen. Des Weiteren sind diese kurzen Peptide leicht zu synthetisieren,
sodass sie in kurzer Zeit und in grol3er Menge produziert werden kdnnen (Bartnik

et al., 2012). Nachteil ist jedoch, dass die Peptide an den entsprechenden HLA-
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Haplotyp des Patienten angepasst werden missen, da durch die HLA-Restriktion

nicht jedes Peptid auf jedem HLA-Haplotyp prasentiert werden kann.

Fir das Nierenzellkarzinom wird bereits solch ein multivalenter Impfstoff in
Phase-llI-Studien getestet (www.clinicaltrials.gov, ID: NCT01265901). Die bishe-
rigen Ergebnisse der dazugehdrigen Phase-II-Studien zeigen vielversprechende
Ergebnisse in Kombination mit low-dose Cyclophosphamid (Rausch et al., 2014;
Walter et al., 2013; Walter et al., 2012). Auch fur das kolorektale Karzinom konn-
ten bereits in Phase-II-Studien vielversprechende Ergebnisse (ebenfalls in Kom-
bination mit low-dose Cyclophosphamid, GM-CSF oder Imiquimod) erzielt
werden, die jedoch in weiteren Studien bestétigt werden missen (Hazama et al.,
2014; Mayer et al., 2012).

Bei einer dendritischen-Zell-Vakzine werden die dendritischen Zellen ausgenutzt
um die T-Lymphozyten zu primen. Da diese Zellen darauf spezialisiert sind T-
Lymphozyten zu aktivieren, scheint diese Form sehr effektiv zu sein. In der ur-
sprunglichen Form wurden die dendritischen Zellen in vivo mit der Vakzine in
Kontakt gebracht und haben dann eine Immunreaktion ausgelést. So wurde zum
Beispiel stabilisierte mMRNA von tumorassoziierten Antigenen in die Haut einge-
bracht. Hierbei wurden meist verschiedene proinflammatorische Adjuvantien bei-
gemengt, um eine lokale Entzindungsreaktion zu provozieren. Die dendritischen
Zellen translatieren die mMRNA nach der Aufnahme und prasentieren so das ge-
winschte tumorassoziierte Antigen (Kallen et al., 2014; Pascolo, 2004; Pascolo,
2015).

Die meisten neueren Ansatze verfolgen eine ex vivo Stimulation mit der anschlie-
Renden Retransfusion der bereits gereiften dendritischen Zellen. Die tumor-as-
soziierten Antigene kdnnen den dendritischen Zellen dabei in Form von Peptiden
(Celluzzi et al., 1996), Tumorzelllysaten (Nestle et al., 1998), kompletten Tumor-
zellen (Gong et al., 1997), Tumor-RNA oder auch apoptotischen Tumorzellen an-
geboten werden (Berard et al., 2000; Koido et al., 2000).

Momentan ist Sipuleucel-T der wichtigste Vertreter der ex vivo Stimulation. Sipu-
leucel-T ist in den USA zur Behandlung des asymptomatischen metastasierten

Prostatakarzinoms zugelassen (in Europa wurde die Zulassung widerrufen
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(European Medicines Agency, 2015)). Dem Patienten werden hierfir peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) Uber eine Leukapherese enthommen und an-
schlieRend werden diese Zellen mit einem Fusionsprotein von prostatic acid
phosphatase (PAP) und GM-CSF inkubiert. Die so aktivierten antigenprasentie-
renden Zellen werden dem Patienten zurtickinfundiert und bedingen so eine T-
Zellreaktion (Haen et al., 2012; Kantoff et al., 2010a; Small et al., 2006).

Beim kolorektalen Karzinom wurden ebenfalls einige Studien mit dendritischen
Zellen, die vorwiegend mit CEA (Carcinoembryonales Antigen) als Zielantigen
arbeiteten, durchgefiihrt. Und obwohl einige Phase I/lI-Studien relativ vielver-
sprechend waren und eine Immunantwort gegen den Tumor erzeugt werden
konnte (Caballero-Banos et al., 2016; Itoh et al., 2002; Morse et al., 1999; Ying
et al., 2014), wurde bisher keine Phase IlI-Studie veroffentlicht, die einen Benefit
bezlglich PFS oder OS zeigen konnte (Lynch et al., 2016).

Virale Vektoren kdnnen eingesetzt werden, um eine effektive Immunantwort von
T-Lymphozyten zu induzieren. Dies liegt vermutlich daran, dass die Viren selbst
eine Immunantwort provozieren und daher eine generelle Aktivierung des Im-
munsystems bewirken. Der Nachteil dieser Vorgehensweise ist, dass die meisten
Vektoren nur wenige Male eingesetzt werden kdnnen, da dann das Immunsys-
tem gegen die Viren sensibilisiert ist (Borysiewicz et al., 1996; Haen et al., 2012;
Kantoff et al., 2010b; Kutzler et al., 2008). Beim kolorektalen Karzinom wurden
virale Vektoren ebenfalls zur Vakzinierung in Phase | und anderen praklinischen
Studien getestet. Zumeist war auch hier wiederum das Zielantigen CEA
(Kaufman et al., 2008; Mukherjee et al., 2007).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die Prognose des kolorektalen Karzinoms (CRC) hangt maf3geblich von den TILs
ab. Diese beeinflussen die Prognose sogar mehr als das eigentliche UICC Sta-
dium (Galon et al., 2006; Mlecnik et al., 2016; Mlecnik et al., 2011). Im Gegensatz
zu vielen anderen Tumorerkrankungen kdnnen Patienten mit kolorektalen Karzi-
nomen aller meistens nicht von einer Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren
profitieren. Daher ist fur den Grof3teil der CRC-Patienten eine Immuntherapie
keine Option (Le et al., 2015). Positive Ergebnisse konnten aber dennoch isoliert
fur die Subgruppe von Tumoren, die eine Mikrosatelliteninstabilitat aufweisen,
gesehen werden. Dies zeigt aber, dass das CRC prinzipiell auch eine immuno-
gene Erkrankung ist. Bei den MSI-CRCs (CMS1) wurde eine hohe Dichte an TILs
(vor allem CD8*-Lymphozyten) nachgewiesen, sowie eine hohe Mutationsrate
(Maby et al., 2015). Jedoch scheinen Neoepitope bei den nicht-MSI-CRC (CMS2-
4) eine geringere Relevanz zu haben. Es ist daher notwendig fur kolorektale Kar-
zinome (insbesondere, wenn sie mikrosatellitenstabil sind) andere Zielstrukturen
fur eine Immuntherapie zu identifizieren. Des Weiteren ist nicht alleine die MSI
und die Mutationshaufigkeit als ausschlaggebendes Kriterium fur die Prognose
zu nennen sondern die Art der TILs (Mlecnik et al., 2016), sodass auch hier wei-

tere definitive Zielstrukturen interessant sind.

Wahrend hierfir das Genom und das Transkriptom des kolorektalen Karzinoms
weitestgehend untersucht worden sind, ist Uber das eigentliche HLA-reprasen-
tierte Peptidom (Ligandom) der kolorektalen Karzinome — vor allem auch im Ver-
gleich zum Ligandom des nicht-malignen Kolongewebes — wenig bekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es daher mittels direkter Identifikation via Massenspektro-
metrie einen umfassenden Uberblick tiber das Ligandom der kolorektalen Karzi-
nome zu gewinnen und damit die Grundlage fir mdgliche neue Zielantigene der

Immuntherapie beim kolorektalen Karzinom insgesamt zu legen.

Ferner soll das Ligandom des nicht-malignen korrespondierenden Kolongewe-
bes ebenfalls erfasst werden. Mit diesen Daten lassen sich mdgliche tumorasso-
ziierte Antigene bzw. tumorspezifische Antigene identifizieren. Zudem wird auch

eine semiquantitative Analyse durchgefiihrt von tumorassoziierten Antigenen, die
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bei den Tumoren deutlich Uberreprasentiert sind im Vergleich zum nicht-malignen

Gewebe.

Abschliel3end wird mittels Datenbankenabgleichen (KEGG-Pathway, Proteo-
maps) vom veranderten Ligandom auf veranderte zellulare Prozesse des kolo-
rektalen Karzinoms, verglichen mit dem nicht-malignen Kolongewebe,

geschlossen.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Patientengewebe
Die analysierten humanen kolorektalen Tumore, sowie das entsprechende Nor-
malgewebe wurden durch die Universitatsklinik fur Allgemeine, Viszeral- und

Transplantationschirurgie (AVT) Tubingen bereitgestellt.

Die Gewebe wurden nach der Operation sofort in flissigem Stickstoff schockge-
froren und bis zur Analyse bei -80 °C gelagert. Die Auftrennung des Gewebes in
einen Normalgewebe- und einen Tumor-Anteil erfolgten vor dem Einfrieren der

Proben.

Tabelle 7: Verwendete Gewebeproben. Die Liganden der Proben oberhalb des Doppelstriches wurden
aus der hauseigenen Datenbank entnommen und zur Auswertung herangezogen. Die Liganden der Proben
unterhalb des Doppelstriches wurden im Rahmen dieser Arbeit experimentell ermittelt. n.d.=not determined

Proben- Tu- Tu- Histologi- | TNM-Stadium | Gra- HLA-A HLA-B HLA-C
bezeich- | mor- | mor- | sche Ein- ding
nung gré- | mass teilung
Be e [g]
[cm]
i pT3, pN2, Mx, A*02; B*15;
KC139 n.d. 0,5 Adeno-Ca L1, VO, RO 2 A*03 B*40 n.d.
KC141 | nd. | 23 | Adeno-Ca o nd. | Aol | BV n.d.
TX, Nx, Mx, Lx, A*02; B*40
KC145 n.d. 1,3 Adeno-Ca Vi, RX 1 A*D5 n.d.
TX, Nx, Mx, Lx, A*01; B*37;
KC151 n.d. 0,6 Adeno-Ca Vx, RX 2 A*02 B*57 n.d.
pT2, pNO, A*01; B*08;
KC160 n.d. 1,1 Adeno-Ca cMO, Lx, VX, 1 A*26 B*13 n.d.
RO
pT3, pN1, A*23; B*15;
KC176 n.d. 1,9 Adeno-Ca pM1, Lx, VO, 2 A*31 B*44 n.d.
RO
pT4, pN2, A*02; B*13;
KC177 n.d. 1,1 Adeno-Ca pM1, L1, VO, 2 A*03 B*44 n.d.
R1
n.d. A*02; B*14;
KC178 n.d. 11 Adeno-Ca 3 A*D3 B*44 n.d.
n.d. A*02; B*35;
KC179 n.d. 11 Adeno-Ca 3 A*03 B*44 n.d.
pT2, pNO, A*02; B*40;
KC183 n.d. 0,8 Adeno-Ca cMO, LO, VO, 1 A*68 B*51 n.d.
RO
n.d. A*26; B*44;
KC185 n.d. 1,0 Adeno-Ca 2 A2 B*49 n.d.
pT3, pNO, A*03:01; | B*07:02;
KC186 n.d. 15 Adeno-Ca pMOo, LO, VO, 1 A*11:01 | B*51:01 n.d.
RO
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Proben- Tu- Tu- Histologi- | TNM-Stadium | Gra- HLA-A HLA-B HLA-C
bezeich- | mor- | mor- | sche Ein- ding
nung gro- mass teilung
Re e [g]
[cm]
T3, pN2, Mx, A*02:01; | B*07:02; | C*07:02;
ez e 1,7 | Adeno-Ca le,Q/l, R1 3 | a*03:01 | B*14:01 | c*08:02
T4, pNO, Mx, A*01:01; | B*41:01; | C*07:01;
A mze L) sdzieil IDl_o,F\)/o, RO 2| A*6:01 | B*9:01 | C*17:01
T2, pNO, MO A*02:01 | B*44:02; | C*05:01;
KC29 0,4 36 | Adeno-ca | P14 PNY MO, 2 ' '
: ' L1, VO, RO B*51:01 | C*15:02
] ypT3, pNL, A*24:02; | B*07:02; | C*05:01;
e LB 58 | Adeno-Ca | 0" 1'Vo RO | 2 | A*32:01 | B*44:02 | C*07:02
T1, pNO, Mx, A*01:01; | B*15:01; | C*03:04;
Hese oz 3.1 | Adeno-Ca pLO,Q/O, RO 2 A*02:01 | B*44:02 | C*05:01
T3, pN1, M1, A*02:01; | B*07:02; | C*02:02;
REs4| 91 992 T Aaenasca le,F\)/o, RO 2| px03:01 | B*27:02 | c*07:02
T3, pN1, MO, A*02:01; | B*07:02 | C*04:01;
KC58 02 | 18 | Adeno-ca | P\ RY RO 2 | A*23:01 C*07:02
pT3, pN1, A*02:01; | B*44:02; | C*05:01;
KC60 0,2 0,7 | Adeno-Ca | pMo, L1, VO, 2 | A*32:01 | B*51:01 | C*15:02
RO
T3, pNO, Mx, A:03:01; | B*51.01; | C*15:02;
Aoz oad os sdziete le,F\)/o, RO 2| A*68:01 | B*57:02 | C*18:01
T1, pNO, MO, A*03:01; | B*07:02; | C*07:02;
KC67 | 01 | 1,00 | Adeno-Ca p|_o,|3/o, RO 2 | a*32:01 | B*13:02 | C*16:04
pT4, pNO, A*02:01; | B*13:02; | C*04:01;
KC70 0,1 1,0 | Adeno-Ca | cMo, LO, VO, 3 | A*31:02 | B*51:05 | C*06:02
RO
pT3, pN1, A*24:02; | B*07:02; | C*02:02;
KC71 0,4 2,8 | Adeno-Ca | pMo, LO, VO, 2 | A*29:02 | B*27:05 | C*07:02
RO
pT3, pNO, A*02:01 | B*07:02; | C*06:02;
KC77 0,2 0,4 | Adeno-Ca | cMo, L1, VO, 2 B*50:01 | C*07:02
RO
] pT4, pNL, M1, A*01:01; | B*15:01; | C*01:02;
Hes vz L | cokusca L1, VO, RO 2 A*03:01 | B*39:06 | C*07:02
pT4, pNO,
KC82 0,1 1,2 Adeno-Ca pMx, LO, VO, 3 n.d. n.d. n.d.
RO
T2, pNO, MO, A*02:01; | B*07:02; | C*01:02;
EEw | w2 ) o) e G pLO,F\)/O, RO 2 | px03:01 | B*56:01 | C*07:02
T3, pNO, M, A*03:01; | B*07:02; | C*01:02;
Koy 1 o4 || Adeno-Ca pLO,Q/O, RO 2 A*31:01 | B*15:01 | C*07:02
T4, pN2, M1, A*01:01; | B*40:02; | C*02:02;
Aok bz 0,0 | Adeno-Ca le,Q/o, RO 3 | a+32:01 | B*51:01 | C*14:02
T3, pN2, MO A*01:01 | B*27:05; | C*04:01;
KC90 0,4 2,9 | Adeno-ca | P° PN MO, 2 ’ '
’ ' L0, VO, RO B*35:01 | C*06:02
pT2, pNO, A*01:01; | B*08:01; | C*04:01;
KC92 0,2 1,0 | Adeno-Ca | cMo, LO, VO, 2 | A*24:02 | B*35:01 | C*07:01
RO
Tx, Nx, Mx, LX, A*02:01; | B*07:02; | C*07:02;
Mes|wa ) A2 el Vx, RX 0 | ax03:01 | B*39:01 | c*12:03
T4, pN2, M1, A*26:01; | B*08:01; | C*05:01;
M 08 1,0 | Adeno-Ca le,F\)ll, RO 2 A*30:02 | B*44:02 | C*07:01
T4, pN1, MO, A*03:01; | B*08:01; | C*05:01;
e ey 2.1 | Adeno-Ca pLx,Q/x, R1 2 A*68:26 | B*44:02 | C*07:01
] pT3, pNO, Mx, A*01:01 | B*44:03; | C*03:03;
Ml e 18 | Adeno-Ca L1, VO, R1 2 B*55:01 | C*04:01




Material und Methoden

48

3.1.2 Geréate
Analysewaage AC 211 S

Autosampler Micro AS
Einkanalpipetten 1, 10, 20 pl
Einkanalpipetten 100, 1000 pl
Feinwaage

Flachschdittler Vibrax VXR
Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C
Kéltefalle KF-2-110
Kuhlschrank

Magnetriihrer RCT basic

Massenspektrometer
LTQ Orbitrap XL

Mikrozentrifuge Biofuge fresco
Mikrozentrifuge Biofuge pico

Nano-HPLC NanoLC 2D

Nano-HPLC Ventil VICI Cheminert

Nano-LC Saule Acclaim

PepMap 100, C18, 3 um 100 A,

75 um 1.D. x 25 cm

Sartorius, Gottingen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Gilson, Middleton, USA

Gilson, Middleton, USA

Sartorius, Goéttingen

IKA, Staufen

Liebherr, Biberach

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
H. Saur Laborbedarf, Reutlingen
Liebherr, Biberach

IKA, Staufen

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Eksigent, Dublin, USA

VICI, Schenkon, CH

Dionex, Sunnyvale, USA
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Nano-LC Saule
Acclaim PepMap RSLC, C18,
2 um 100 A, 75 um 1.D. x 15 cm

Nano-LC Saule
Acclaim PepMap RSLC, C18,
2 um 100 A, 75 um 1.D. x 50 cm

Nano Trap S&aule C18, 3 pm, 100 A

75 um I.D. x 2 cm, nanoViper

Nano-UHPLC
UltiMate 3000 RSLCnano

pH-Meter
Pipettierhilfe Pipetboy acu

Pneumatische Pumpe LKB P-1

Potterglas 5 ml, 25 ml
Quarzkivette, 10 mm Schichtdicke
Ruhrwerk RZR 2020

Spektrometer Ultrospec 3000
font, UK

Tischzentrifuge Megafuge 1.0

Ultraschall-Homogenisator
Ultrazentrifuge L-80

Ultrazentrifugenrotor Ti70

Dionex, Sunnyvale, USA

Dionex, Sunnyvale, USA

Dionex, Sunnyvale, USA

Dionex, Sunnyvale, USA

Knick Elektronische Messgeréate, Berlin
Integra Biosciences, Fernwald

Pharmacia (GE Healthcare), Little Chal-
font, UK

Novodirect, Kehl
Hellma, Millheim
Heidolph Instruments, Schwabach

Pharmacia (GE Healthcare), Little Chal-

Thermo Fisher Scientific, Waltham
USA

Branson Ultrasonics, Danbury, USA
Beckman Coulter, Krefeld

Beckman Coulter, Krefeld
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Vakuumzentrifuge

Vorsaulenkartusche
Acclaim PepMap100, C18, 5 um,
100 A, 300 um I.D. x 5 mm

Vortexer Minishaker MS2

3.1.3 Software
MASCOT Server 2.2.04

Matlab R2012b

Microsoft Office 2007

Microsoft Office 2010

SigmaPlot 12

Thermo Proteome Discoverer 1.1

XCalibur 2.0.7

3.1.4 Verbrauchsmaterialien
15 ml-Réhrchen Falcon BD

50 ml-R6hrchen

Acetonitril LC/MS Grade
3-Glycerophosphat
CNBr-aktivierte Sepharose
CHAPS

Cryo-Rohrchen: 1,8 ml Cryo.S,

Dreiwegehahn Discofix C3

Bachofer, Reutlingen

Dionex, Sunnyvale, USA

IKA, Staufen

Matrix Science, Boston, USA

The Mathworks, Natick, USA

Microsoft, Redmond, USA

Microsoft, Redmond, USA

Systat Software Inc., San Jose, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Becton, Dickinson and Company (BD)
Franklin Lakes, USA

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

GE Healthcare, Little Chalfont, USA
AppliChem, Darmstadt

Greiner Bio-one, Frickenhausen,

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
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Filtrationseinheiten Amicon Ultra,
10 kba NMWL, 0,5 ml, 4 ml, 15 ml

Glycin, >99 % p.a.

HCI, >37 % Ldsung p.a.
Imidazol ACS grade
Miniatursaulchen 900 pl
Nano-ESI Emitter PicoTip 360/20 pm
Natriumazid p.a.
Natriumchlorid p.a.
Natriumfluorid, >99 % p.a.
Natriummolybdat p.a.
Natrium-ortho- Vanadat p.a.
Natriumpyrophosphat
Natriumtartrat p.a.

Parafilm

PBS

Petrischalen aus Polystyrol

Pipettenspitzen 10, 200, 1000 pl

Pipettenspitzen mit C 18 -Matrix,
ZipTip p-C 18,10 pl

Pipettenspitzen PEG-reduziert

Millipore, Billerica, USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Thermo Pierce, Rockford, USA
New Objective, Woburn, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Calbiochem/ Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA

Claudia Falkenburger, Immunologie, Tu-

bingen
Greiner Bio-one, Frickenhausen

Starlab, Ahrensburg

Millipore, Billerica, USA

Gilson, Middleton, USA
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Diamond 10, 200, 1000 pl

Proteaseinhibitorcocktail Complete Roche, Basel, CH
Protein Lobind Tubes 0,5ml, 1,5ml Eppendorf, Hamburg

ReaktionsgefalRe 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml  Eppendorf, Hamburg

Spritzen 5 ml, 10 ml, 30 ml, 50 ml BD, Franklin Lakes, USA

Sterilfilter 0,20 pm Sartorius Stedim Biotech, Franklin La-
kes, USA

Trifluoressigsaure (TFA) Applied Biosystems, Foster City, USA

Wasser Ultra LC/MS grade Mallinckrodt Baker, Philipsburg, USA

3.1.5 Puffer und Losungen
Antikdrper-Kopplungspuffer:

e 0,5M NaCl
e 0,1M NaHCOs
e pH mit NaOH auf 8,3 einstellen

polares Loésungsmittel A :

e H20
e 29 Acetonitril

e 0,1% Ameisensaure

unpolares Lésungsmittel B:

e H20
e 80 % Acetonitril

e 0,1% Ameisensaure

Lysepuffer (2-fach):

e 33mlPBS
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e 400 mg CHAPS
e 1 Tablette Proteaseinhibitor

e 660 pl Phosphataseinhibitorcocktail

Elusionsldsung (intern ABe Losung genannt):

e H20
e 50 9% Acetonitril
e 0,2%TFA

polares saures Losungsmittel (intern A*-LOsung genannt):

e H20
e 0,1%TFA

lipophiles Losungsmittel (intern B*-LOsung genannt):

e H20
e 80 % Acetonitril

Ladeldsung fir die HPLC (intern ALoad-L8sung genannt):

e H20
e 1 9% Acetonitril

e 0,05% TFA

Phosphataseinhibitorcocktail (100-fach):

e 200 mM Imidazol

e 100 mM Natriumfluorid

e 115 mM Natriummolybdat

e 100 mM Natrium-ortho-Vanadat
e 400 mM Natriumtartrat

e 200 mM R-Glycerophosphat

e 200 mM Natriumpyrophosphat

e HCI zugeben, bis alle Inhaltsstoffe gel6st sind
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3.1.6 Antikorper

Tabelle 8: Verwendete Antikdrper

ESﬁZ'Ch' Isotyp | Spezifitat | Herstellung Referenz
HLA-A, Claudia Falkenbur- | o\ ople et al
W6/32 IgG 2a, k | HLA-B, ger, Immunologie, 1978) ”
HLA-C Tabingen
Claudia Falkenbur- (Goldman et al
L243 IgG 2a, k | HLA-DR ger, Immunologie, 1982) h
Tlbingen
HLA-DR, | Claudia Falkenbur- (Pawelec et al
Tu39 I9G 2a, k | HLA-DP, ger, Immunologie, 1985) k
HLA-DQ Tabingen

(Gesamte Liste nach Kowalewski, 2011; Kowalewski et al., 2013)
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3.2 Methoden

3.2.1.1 Isolation der MHC-Liganden mittels Affinitatschromatoqgraphie

Um im Weiteren massenspektrometrisch analysiert werden zu kénnen, missen
die MHC-Liganden aus dem entsprechenden Gewebe freigesetzt werden und
aus den ubrigen Peptiden und Zellbestandteilen isoliert werden. Hierfur wird die
Immunaffinitditschromatographie genutzt. Das hierfir verwendete Protokoll er-
streckt sich tUber zwei Tage und beinhaltet die Herstellung der Matrix der Chro-
matographiesaule, die Lyse der Probe, die eigentliche Chromatographie sowie
die Elution der Liganden von der stationaren Phase der Saule.

3.2.1.2 Herstellung der Matrix

Fur jedes Gramm Gewebe der Probe wird ein Milligramm der Antikorper auf der
Saule bendotigt (vgl. 3.1.6). Da sowohl der Antikdrper Tu39 als auch L243 zur
Identifizierung von MHC-Klasse-1I-Molekilen dienen und sie daher auf eine
Saule gegeben werden, wird von beiden jeweils nur die Halfte bendtigt. Ein Milli-
gramm Antikorper wird an 40 mg CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt. Die
Kopplung erfolgt hierbei in der von Kohn beschriebenen Reaktion (Kohn et al.,
1981). Praktisch wurde hierbei die Sepharose (entsprechend abgewogene
Menge) in 1 mM Salzsaure suspendiert und unter Rotation (30 min) reaktiviert.
Nach der Zentrifugation (300 rpm ohne Bremse bei Raumtemperatur) wird der
Uberstand abgenommen und die Sepharose in Kopplungspuffer (siehe 3.1.5) re-
suspendiert. Die entsprechende Menge des Antikdrpers wird dazugegeben und
die Sepharose kann nun unter Rotation fir 120 min an diesen koppeln. Erneute
Zentrifugation wie oben und Abnahme des Uberstandes. Nun wird die Sepharose
mit 0,2 M Glycin Uberschichtet und fir 60 min unter Rotation belassen. Dieser
Schritt dient zur Absattigung der unspezifischen Bindungen der Sepharose fur
Aminosauren bzw. Peptide aller Art. Nach der nachsten Zentrifugation wird aber-
mals der Uberstand abgenommen und die Sepharose mit PBS gespiilt. Dieser
Schritt wird insgesamt dreimal wiederholt und zum Schluss wird die Sepharose
abermals in PBS aufgenommen und entsprechend der Proben aliquotiert
(Kowalewski et al., 2013).
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3.2.1.3 Herstellung des Gewebelysats

Die Herstellung des Lysats erfolgt vollstdndig im Kihlraum bei 4 °C. Die Proben
aus dem -80 °C Gefrierschrank werden langsam auf Eis erwarmt und in eine
Petrischale Uberfuhrt. Nach Zerkleinerung der Proben mittels Skalpell werden sie
mit Lysepuffer (siehe 3.1.5) Ubergossen und in ein Potterglas Uberfihrt. Hierin
wird die Lésung durch den Potter homogenisiert. Danach werden die Proben
60min lang auf dem Flachschttler inkubiert. Anschlie3end wird das Lysat mit
Ultraschall weiter homogenisiert. Dieser Schritt dient vor allem dazu die Memb-
ranproteine in Losung zu bringen. Nach diesem Schritt inkubiert das Lysat wie-
derum 60 min auf dem Flachschuttler. Danach wird das Lysat fur 20 min bei
4000 rpm und 4 °C in der Megafuge zentrifugiert um die groben, nicht gelosten
Zellbestandteile ab zu zentrifugieren. Das Zellpellet wird danach verworfen und
der Uberstand in EppendorfgefaRe tiberfiihrt. Diese werden dann bei 13000 rpm
fir 99 min in der BioFuge fresco zentrifugiert. Hier wird abermals das Pellet ver-
worfen und der Uberstand durch einen 0,2 um Sterifilter filtriert (Kowalewski et
al., 2013).

3.2.1.4 Durchfuihrung der Chromatografie

Die Saulen werden primar mit 70 %-igem Alkohol und PBS gesplilt. Anschliel3end
werden sie mit der entsprechenden Menge der hergestellten Matrix (Sepharose)
beflllt und nochmals fir 60 min mit PBS gesplilt. Dies dient dazu, jedwede Ver-
unreinigung im System zu eliminieren und die Dichtigkeit des Systems zu Uber-
prufen. Nun wird das Lysat in das System eingespeist. Es wird ein geschlossener
Kreislauf installiert, um den Verlust so gering wie moglich zu halten und um den
Verdinnungseffekt im System auf ein Minimum zu reduzieren. Die beiden Saulen
(W6/32 und L243/T139), die pro Probe befahren werden, werden direkt in Reihe
geschalten. Durch eine Pumpe wird das Lysat so Uber Nacht durch beide Saulen
umgewalzt. Am nachsten Morgen wird das System dann fur 60 min mit PBS und
anschlie3end fur 60 min mit ddH20 gespult. Das Zelllysat wird aufgefangen und
bei -80 °C asserviert. Nach dem Spilgang wird Luft Gber die Sdule geblasen um
diese zu trocknen (Kowalewski et al., 2013).
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3.2.1.5 Elution der Peptide

Die luftgetrockneten Saulen werden nun mit 0,2 %-igem Trifluoracetat (TFA)

Uberschichtet (Matrix sollte vollstandig bedeckt sein) und fir 30 min auf dem
Flachschuttler inkubiert. Danach wird die Flissigkeit durch eine Spritze in ein
LoBind-Eppendorfgefald geblasen. Dieser Schritt wird insgesamt achtmal durch-
gefuhrt. Beim ersten Schritt wird 10 %-iges TFA (1 ul pro mg Antikdrper) hinzu-
gegeben. Dies fuhrt dazu, dass der pH-Wert initial starker absinkt. Beim letzten
Schritt wird ABe-Ldsung (siehe 3.1.5) anstelle des TFAs benutzt um die Peptid-
ausbeute weiter zu erhéhen. AbschlieRend wird das Eluat lyophilisiert und kann
dann asserviert werden und der Probenvorbereitung fir die Massenspektromet-

rie zugefuihrt werden (modifiziert nach Kowalewski et al., 2013).

3.2.2 Identifizierung von Peptidsequenzen durch Massenspektrometrie

3.2.2.1 Probenvorbereitung

In der Probe befinden sich die Ligandenpeptide sowie die MHC-Molekiile. Diese
werden durch die Amiconfiltration (cut-off 10 kDa NMWL) voneinander getrennt.
Ferner ist die Probe meist durch Salze, Peptidfragmente und weitere unspezifi-
sche Stoffe kontaminiert. Daher wird durch die Probenvorbereitung eine Aufrei-

nigung und Entsalzung der Probe vorgenommen.

Die lyophilisierte Probe wird zur Vorbereitung auf die Massenspektrometrie in
400 pl ABe-Losung aufgenommen und geldst. Nach einer Minute im Ultraschall-
bad wird die Probe 5min zentrifugiert (13000 rpm). Die Amiconfilter werden
mehrmals mit ABe-Losung gewaschen und befeuchtet. Nun wird die Probe auf
den Filter gegeben und bei 13000 rpm fur 30 min filtriert. Das Filtrat (enthalt die
MHC-Liganden) wird in ein LoBind-Eppendorfgefal® tberfuhrt und in der Vaku-
umzentrifuge auf ein Zielvolumen von 30 ul eingeengt. Das Retentat (MHC-Mo-
lektle) wird fur weitere Versuche bei -80 °C asserviert. Nun beginnt die
Probenreinigung. Hierzu wird eine spezielle Pipettenspitze (ZipTip) zuerst zehn-
mal mit B*-Losung und dann zehnmal in A*-Ldsung gesptilt. Danach wird zehn-
mal in der Probe pipettiert und dann die Spitze dreimal in A*-L6sung pipettiert.

Anschlie3end wird die Spitze in einem Autosamplergefal3, das B*-Losung enthélt,
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ausgewaschen und das Ganze mit derselben Probe zwei weitere Male wieder-

holt, wobei der erste Spulschritt in der B*-Lésung ausgelassen wird.

Anschliel3end wird die Probe ein weiteres Mal in der Vakuumzentrifuge eingeengt
(Zielvolumen 5ul) und mit ALoad-L6sung auf ein Volumen von 25 ul gebracht. In

dieser Form wird die Probe der Massenspektrometrie zugefihrt.

3.2.2.2 Massenspektrometrie

Die Probe wird anschlieRend durch ein Hybridmassenspektrometer analysiert.
Da das Peptidgemisch sehr konzentriert und komplex ist, wird zuvor eine high
performance liquid chromatografy (HPLC) durchgefuhrt, um die Peptide bereits
aufzutrennen. Die verwendete HPLC-Saule besitzt eine Lange von 250 mm. Der
Gradient des Losungsmittels B wurde tber 90 min kontinuierlich von 0 auf 32 %
erhoht. Der eigentlichen Trennséaule ist eine Vorsaule vorgeschalten, um Konta-
minationen der Probe weiter zu verringern und eine weitere Entsalzung durchzu-
fuhren (Nelde et al., 2019).

Direkt im Anschluss wird das Peptidgemisch dem LTQ Orbitrap XL Hybridmas-
senspektrometer der Firma Thermo Fisher zugefihrt (sogenannte on-line-Kopp-
lung). Hierbei wird das Peptidgemisch aus der HPLC direkt mit der
Elektrosprayionisationsquelle (Nanosprayionisation) verbunden und ionisiert.

Bei der eigentlichen Massenspektrometrie wird die ,high-low“—Strategie (FTMS1-
ITMS2) angewandt, wobei die Peptidionen fir die MS/MS in einem sogenannten

datenabhangigen Modus (data-dependent acquisition) ausgewahlt werden.

Das heil3t, die Vorlauferionen eines jeden Scanzyklus (<2,5s) werden in der Or-
bitrap mit hoher Auflésung gemessen (R=60000). Dann werden die funf haufigs-
ten Peptidionen mittels CID (collision induced dissociation) im linear trap
quadropol fragmentiert (Top 5 CID Methode) und dort mit niedrigerer Auflosung
gemessen. Hierbei werden fur die MHC-Klasse-I nur Peptidionen zur Fragmen-
tierung zugelassen, die zum einen einen Masse-Ladungsquotienten von 400-
650m/z aufweisen und zum anderen mindestens zweifach und hdchstens drei-
fach positiv geladen sind. Fur die MHC-Klasse-Il werden nur Peptidionen zuge-

lassen, die mindestens zweifach positiv geladen sind und einen Masse-
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Ladungsquotienten von 300-1500m/z aufweisen (Berlin, 2018; Kowalewski,
2011; Kowalewski et al., 2015).

Die ,high-low* Methode wird deshalb verwendet, weil sie bei Untersuchungen mit

limitierten Probenmengen mehrere Vorteile aufweist (Choudhary et al., 2010).

So ist zum einen die Sensitivitat hoher. Die lonenfalle (linear trap quadropol) de-
tektiert die lonen semidirekt mittels Sekundarelektronenvervielfacher. Dies ben6-
tigt im Gegensatz zur indirekten Detektion eines Bildstroms (image current) in der
Orbitrap ein Vielfaches weniger an lonen fur die Aufnahme eines aussagekrafti-
gen Spektrums lGber dem Rauschen (Hecht et al., 2020). Konkret konnte bei der
ITMS (MS2) eine Zielionenzahl (AGC target = automatic gain control target) von
5 * 103 verwendet werden, wohingegen die FTMS (MS1) eine Zielionenzahl von

1 % 10° benoétigt hat.

Ein zweiter Vorteil bei der ,high-low* Methode ist die Scangeschwindigkeit. So
konnen die FTMS1 und die ITMS2 parallel ablaufen. Fur die hochauflosende
Messung in der Orbitrap kreisen die lonenpakete mehr als 100ms. Die Top 5
Vorlauferionen aus dem Scan werden jedoch bereits friher identifiziert (zwar mit
geringerer Auflésung, aber ausreichend fur das 2m/z Isolationsfenster) und dann

in der lonenfalle selektiert, fragmentiert und detektiert (Makarov et al., 2006).

Zusammenfassend gesprochen kann durch die ,high-low* Methode eine globale
Analyse des HLA-Ligandomes der CRC und der NMC Proben erfolgen. Die Al-
ternative ware eine ,high-high“ Messung, d.h. das beide Analysen in der Orbitrap
stattfinden wirden, was jedoch bei den geringen lonenstrémen (bei limitierter
Probenmenge in der HLA Proteomik) nahezu eine Topl Methode ware. Das
heil3t, es wirde auch deutlich seltener ein MS/MS Event ausgeldst werden. Dies
wirde zwar eine hohere Massegenauigkeit bedingen, jedoch auch nur einen
Bruchteil des Ligandomes Uberhaupt wiedergeben. Die Abdeckung bzw Erfas-
sung des gesamten Proteoms (in diesem Fall Ligandomes) nimmt namlich mit
der Anzahl an durchgefihrten MS/MS Scans zu (Andrews et al., 2011; Kalli et
al., 2012; Kalli et al., 2013). Da das Ziel dieser Arbeit eine umfassende Analyse
des gesamten HLA-Ligandomes der CRC- und NMC-Proben ist, wird daher die
,high-low“-Methode verwendet (Kowalewski, 2011; Wong et al., 2009).
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Um eine semiquantitative Messung der Peptide durchfiihren zu kénnen, werden
die Konzentrationen der Peptide der beiden Proben eines Patienten (Tumorge-
webe/Normalgewebe) nach der Vormessung angepasst und in funf technischen
Replikaten gemessen. Dies gewéhrleistet, dass die Ergebnisse der Peptidaus-
beute vergleichbar sind und erméglicht, neben der rein qualitativen Analyse der
Peptide, auch deren semiquantitative Analyse. Die Signalintensitat eines Peptids
kann unter anderem durch Betrachtung der Werte ,Area“ (,area under the curve®)
und der Ausschlagshthe (,peak height”) ermittelt werden. Daraus kann die
Menge des Peptids abgeleitet werden, jedoch nicht absolut, sondern nur im Ver-
gleich mit den anderen gefundenen Peptiden derselben Probe und durch die An-
gleichung der Konzentrationen auch mit den Peptiden der Probe des
Normalgewebes.

Fur die weitere Analyse (vgl. Kapitel 3.2.2.5) wird der ,Area“-Wert als Mal3 der
Signalintensitéat verwendet, da er besser mit der Molekilanzahl, die am Detektor
gemessen wird, korreliert (Coombes et al., 2015; Neilson et al., 2011) und zudem
stabiler ist bezlglich Dispersionseffekten (Anand et al., 2017; O'Haver, 2020).

3.2.2.3 Prozessierung der MS-Daten

Die Prozessierung der Rohdaten der Massenspektrometrie erfolgt mittels eines
MASCOT-Servers. Hierbei wird ein wahrscheinlichkeitsbasierter Algorithmus zur
Bewertung der Daten herangezogen (Perkins et al., 1999). Dieser gleicht die
Fragmentspektren gegen die ,Swiss-Prot“-Datenbank ab. Potentiell mutierte Pro-
teine werden durch den Abgleich mit der COSMIC Datenbank (http://cancer.san-
ger.ac.uk/cosmic/) gesucht. Hierbei wurden alle bei COSMIC verfugbaren
menschliche Tumore bertcksichtigt (Zeitpunkt der Auswertung 10/14). Diese ent-
halt das menschliche Proteom mit vereinzelten Aminoséurevarianten (single
amino acid variants (SAV)). In unserer Annotation werden nur diejenigen Varian-
ten bertcksichtigt, die in zwei verschiedenen Proben nachgewiesen werden. Als
MHC-Klasse-I-Liganden werden Peptide mit einer Ladnge von 8 — 12 Aminosau-
ren betrachtet. Die Liganden der MHC-Klasse-Il werden mit einer Lange von 12
— 25 Aminosauren angenommen. Oxidiertes Methionin wird hierbei als dynami-

sche Modifikation akzeptiert. Da je Fragmentspektrum mehrere Annotationen in
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Frage kommen, wird ein Mal3 benétigt, das die Qualitdt der Annotation be-
schreibt. Der lonScore beschreibt die Irrtumswahrscheinlichkeit negativ logarith-
misch (Perkins et al., 1999). Um eine ausreichende Wahrscheinlichkeit der
korrekten Annotation zu erhalten, wurden nur Annotationen mit einem lonScore
von 20 oder hdher bertcksichtigt, was bedeutet, dass eine Fehlannotation in un-

ter 1 % der Falle vorliegt.

3.2.2.4 HLA-Annotation

Um die genauen HLA-Liganden der MHC-Klasse-I zu erhalten werden in einem

weiteren Schritt die Peptide auf ihre Bindungsstarke analysiert. Hierzu werden
die gefundenen Peptide der jeweiligen Proben mit den dazu gehdrigen HLA-Ty-
pisierungen Uber die SYFPEITHI- und die NetMHC-Datenbank abgeglichen
(Lundegaard et al., 2008a; Lundegaard et al., 2008b; Nielsen et al., 2003). Als
Ligand werden Peptide betrachtet, die bei SYFPEITHI mehr als 50% des maxi-
malen Scores des SYFPEITHI epitope prediction algorithm (Rammensee et al.,
1999) erreicht haben oder bei NetMHC einen Score von unter 500nM haben.
Dieses Vorgehen dient als Kontrolle der Reinheit der Probe. So werden nur Pro-
ben in die Analyse eingeschlossen, deren Anteil der Liganden an der Gesamt-
menge der gefundenen Peptide der Probe grof3er als 65% ist. Problematisch ist
an diesem Vorgehen, dass nicht alle MHC-Liganden in diesen Datenbanken er-
fasst sind und so auch einige Peptide als nicht-bindende Peptide deklariert wer-
den, die eigentlich einen MHC-Liganden darstellen. Des Weiteren bedarf dieses
Vorgehen der hochauflésenden HLA-Typisierung. Die Patienten, die im Rahmen
dieser Arbeit untersucht worden sind, wurden allesamt hochaufldsend HLA-typi-

siert, die Proben aus der Datenbank wurden nur auf zwei Stellen genau typisiert.

Da die MHC-Klasse-II-Molektile der Proben nicht typisiert wurden, konnte diese

Binderanalyse nur fur die MHC-Klasse-I erfolgen.

3.2.2.5 Identifizierung tumorassoziierter Antigene

Um tumorassoziierte und tumorexklusive Antigene zu entdecken, werden die
Quellproteine, die auf den Tumorzellen gefunden werden, denjenigen gegen-
Ubergestellt, die auf Normalgewebe gefunden werden. Dies geschieht zu Beginn

unabhangig vom HLA-Typ des Gewebes und von der Peptidsequenz, die als
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Ligand auf den HLA-Molekilen aus dem entsprechenden Protein gefunden wer-
den. Durch dieses Vorgehen kdnnen sowohl tumorexklusive als auch tumoras-
soziierte Proteine entdeckt werden. Proteine, die solitdr auf Tumorgewebe
gefunden werden, werden in dieser Arbeit nur als tumorexklusiv klassifiziert,
wenn sie auf mindestens funf der Proben gefunden werden (fir MHC-Klasse-II-
Liganden wird als cut-off vier positive CRC-Proben gewahlt). Die so gefundenen
Proteine werden als tumorexklusive Quellproteine bezeichnet. Im Anschluss wer-
den die so identifizierten Proteine auf ihre zu Grunde liegenden Peptidsequenzen
hin aufgeschlisselt und diese wiederum mittels NetMHC auf ihre voraussichtliche
HLA-Restriktion untersucht. Diese pradiktive HLA-Restriktion wird mit dem tat-
sachlichen HLA-Typ der Proben verglichen, auf denen die entsprechende Se-
quenz detektiert wurde, um die Plausibilitat der Ergebnisse zu tberprufen. Durch
dieses Vorgehen kann Uberprift werden mit welchen Sequenzen die entspre-
chenden Proteine prasentiert werden und auf welchen HLA-Typen (Haen et al.,
2013; Singh-Jasuja et al., 2004). Im weiteren Vorgehen werden die gefundenen
Peptidsequenzen — wiederum Normal- gegenliber Tumorgewebe — nach dem
gleichen Schema aufgetragen. Die nur auf Tumor gefundenen Peptidsequenzen,
die mindestens funffach (MHC-Klasse-II vierfach) detektiert worden sind, werden
als tumorexklusive Peptide klassifiziert. Sie werden ihrem entsprechenden Quell-

protein zugeordnet.

Im Anschluss wird den jeweils 15 am haufigsten detektierten tumorexklusiven
Quellproteinen und ihren zugeordneten Peptidsequenzen sowie zu den 15 am
haufigsten detektierten Peptidsequenzen und ihren zugeordneten Quellproteinen
eine Literaturrecherche durchgefuhrt. Diese Literaturrecherche wird mit
www.pubmed.com durchgefuhrt. Hierbei werden die entsprechenden Quellprote-
ine im ersten Schritt mit dem Zusatz ,colorectal cancer” und ,colon cancer” ver-
sehen. Werden bereits hier Ergebnisse ermittelt, werden die entsprechenden
Artikel nach Durchsicht auf Relevanz angegeben und die Recherche daraufhin
beendet. Liefert dieser erste Suchlauf keine relevante Literatur, wird die Suche
mit dem alleinigen Zusatz ,cancer* fortgesetzt. Auch hier wird wiederum eine Re-
levanzprufung durchgefuhrt und bei negativem Ergebnis die Suche allein auf das
Quellprotein ausgedehnt. Hier werden Literaturquellen als relevant erachtet, die


http://www.pubmed.com/
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einen Zusammenhang des Proteins mit dem Zellzyklus, der Embryogenese oder

anderen intrazellularen Regelmechanismen herstellen kénnen.

In einem weiteren differenten Ansatz werden die Peptidsequenzen, die auf einer
CRC-Probe gefunden werden, nur gegen das korrespondierende Normalgewebe
abgeglichen. Hierdurch kann fur jeden Fall einzeln die gefundene Uber- bzw. Un-
terreprasentation dargestellt werden. Dieses wird dann in einem Volcano-Plot
dargestellt (Cui et al., 2003; Li, 2012). Fir diese semiquantitaive Analyse werden
die CRC- sowie die Normalgewebeproben vor der Massenspektrometrie in funf
technische Replikate aliquotiert. Die Peptidkonzentration in diesen wird fir jede
CRC-Probe und ihre korrespondierende NMC-Probe anhand einer Vormessung
zur Dosisfindung angeglichen. Hierfur werden die ,Area“ Werte aller in dieser

Vormessung identifizierten Peptide addiert.

Anschliel3end werden die Peptide der Massenspektrometrie zugefuhrt und die
ermittelten Peptide werden zusatzlich nach dem Mal3stab ,Area“ quantifiziert und
in den Volcano-Plots gegen ihr korrespondierendes Normalgewebe dargelegt.
Hierbei wird als Signifikanztest der Zweistichproben-T-Test verwendet, nachdem
die Grundgesamtheit der Stichproben sowohl durch den Kolmogorow-Smirnow-
Test (Stephens, 1974) als auch durch den Shapiro-Wilk-Test (Wilk, 1965) auf
eine Normalverteilung hin untersucht worden ist. Als signifikant Uber- respektive
unterreprasentierte Peptide werden die Peptide bezeichnet, deren p-Wert kleiner
als der entsprechend Benjamini Hochberg korrigierte Wert ist, der vom Signifi-
kanzniveau a=0,05 ausgehend errechnet wurde, und deren fold gréf3er als 4 ist
(Benjamini, 2010; Benjamini et al., 1995; Kowalewski et al., 2016).

Nur Peptide, die in mindestens zwei der Replikate nachgewiesen werden kon-
nen, werden in die Analyse eingeschlossen. Der ,Area“ Wert der funf identifizier-
ten Peptide, die mit der geringsten Intensitat gemessen werden, wird fur jedes
Replikat als Grenze der Nachweisbarkeit (limit of detection) betrachtet. Dieser
Wert wird auch fur fehlende ,,Area“-Werte angenommen, um die statistische Aus-
wertung fur den Volcano-Plot durchfiihren zu kénnen, auch wenn nur auf CRC
respektive NMC-Gewebe das entsprechende Peptid hachgewiesen werden kann

(Lazar et al., 2016). Um die Anzahl an fehlenden Werten zu minimieren, werden
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zusatzlich noch sogenannte seed lists (Liu et al., 2004; Stead et al., 2008) ver-
wendet. Diese werden nach dem Schema, das von Nelde et al. im Kapitel ,Label-
free quantitation of HLA ligand presentation“ beschrieben wurde, erstellt (Nelde
et al., 2018). Die Peptidsequenzen in diesen Listen werden dann ohne weiteren
Filter in der Messung jedes der Replikate bericksichtigt, um den Existenznach-
weis in diesem Replikat auch bei qualitativ schlechtem Spektrum oder geringer
Intensitat zu ermoglichen (Kowalewski et al., 2016; Loffler et al., 2018b; Nelde et
al., 2018).

Bei den MHC-Klasse-lI-Liganden ist ein so umfassendes Vorgehen noch nicht
moglich, da weder eine Typisierung vorlag, noch die Datenbanken die Liganden
so genau vorhersagen konnen. Deshalb werden die dort gefundenen Peptidse-
guenzen und deren Proteine nur qualitativ erfasst und dann analog zum Vorge-
hen bei der MHC-Klasse-I gegen das Normalgewebe abgeglichen. Zudem wird
ebenfalls die Analyse auf Uberreprasentierte Peptide mittels Volcano-Plots durch-
gefihrt.

Anschliel3end wurden die detektierten Proteine, sowie die zugeordneten Quell-
proteine der detektierten Peptidsequenzen der MHC-Klasse-I und der MHC-
Klasse-ll, die sich im obigen Ansatz als tiber- oder unterreprasentiert herausge-
stellt haben, mittels verschiedenen Datenbanken den entsprechenden intrazellu-
laren metabolischen Prozessen zugeordnet. Hier wurden auch die solitar auf
nicht-malignem Gewebe detektierten Proteine eingeschlossen, da sie ebenfalls

auf eine Veranderung der zellularen Prozesse hinweisen.

Die verwendeten Datenbanken sind zum einen ,Proteomaps” (www.proteo-
maps.net) um im Rahmen eines Voronoi-Diagrams die entsprechenden Aberra-
tionen beziglich ihrer Zugehorigkeit zu bestimmten intrazellularen Prozessen
darzustellen und um auch die quantitative Komponente dieser Aberration zu vi-

sualisieren (Liebermeister et al., 2014; Otto et al., 2010).

Hierflr wurde ein Voronoi-Diagramm mit allen ausschlief3lich auf Tumorgewebe,
sowie allen ausschlie3lich auf Normalgewebe detektierten Proteinen bzw. zuge-
ordneten Quellproteinen zu den entsprechenden Peptiden, sowie den in der se-

miquantitativen Analyse Uber- und unterreprasentierten Peptiden angefertigt.
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Dieses zeigt also die im Tumor vorliegenden Anderungen des HLA-Ligandoms
und die funktionale Zugehdarigkeit der entsprechenden Quellproteine, sowie die
Gewichtung der Veranderung der Prasentation an. Dieses Vorgehen wurde so-
wohl fur die MHC-Klasse-I als auch fir die MHC-Klasse-II durchgefuhrt. Als quan-
titative Komponente wurde der ,Area“-Wert aller gleicher Proteine bzw.

Peptidsequenzen von den einzelnen Proben addiert.

Als zweite Datenbank wurde der KEGG-Pathway tber die DAVID Database (da-
vid.ncifcrf.gov) zur funktionalen Annotation der Proteine benutzt (Huang et al.,
2009a; Huang et al., 2009b). Auch hierfir wurden wieder die tumorexklusiven
Quellproteine und Peptidsequenzen und die Uberreprasentierten Peptide den
entsprechenden intrazellularen metabolischen Prozessen zugeordnet. Dieses
Procedere wurde sowohl fur die MHC-Klasse-I, als auch fur die MHC-Klasse-lI

durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der identifizierten MHC-Klasse-I-Liganden

Fur die Analyse der MHC-Klasse-I restringierten Peptide konnten die Daten aus
30 Tumorproben und 35 nicht-malignen Kolongewebeproben (non-malignant co-
lon, NMC) in die Auswertung eingeschlossen werden. Wie in Tabelle 9 ersicht-
lich, handelt es sich hierbei um 29 korrespondierende Probenpaare aus einem
Patienten, um eine ,Tumor-only“ Probe, sowie um sechs ,NMC-only“ Proben.
Insgesamt konnten 21 270 verschiedene Peptidsequenzen, die auf MHC-Klasse-
I-Molekulen prasentiert werden, identifiziert werden. Von diesen Peptidsequen-
zen wurden 8617 nur auf Tumorgewebe, 4162 nur auf nicht-malignem Kolonge-
webe und 8491 auf beiden Gewebearten gefunden (Abbildung 9, links). Diese
Peptidsequenzen stammen wiederum aus 8678 verschiedenen Quellproteinen
(NMC-only: 994, Tumor-only: 2366) (Abbildung 9, rechts).

Abbildung 8 stellt die genau detektierten Peptid- und Proteinmengen pro Einzel-
probe als klassischen Box-Whiskers-Plot dar (Beyer, 1981). Die Whisker span-
nen sich dabei vom Maximalwert bis zum Minimalwert. Die Box beginnt (untere
Grenze) am Ubergang vom ersten zum zweiten Quartil und endet (obere Grenze)
am Ubergang vom dritten zum vierten Quartil. Die rote Linie kennzeichnet den
Median der Werte.

Die mediane Peptidsequenzausbeute pro Probe (sowohl malignes als auch nicht-
malignes Gewebe) liegt bei 910 Peptiden (minimal 59, maximal 2407) aus im

Median 926 Quellproteinen stammend (minimal 91, maximal 2146).

Getrennt betrachtet ergibt sich eine mediane Ausbeute beim Tumorgewebe von
median 1220 verschiedenen Peptidsequenzen (minimal 322, maximal 2407)

bzw. median 1170 verschiedenen Proteinen (minimal 348, maximal 2146).

Aus dem nicht-malignen Gewebe konnten median 636 unterschiedliche Pep-
tidsequenzen (minimal 59, maximal 1802) bzw. im Median 734 Proteine (minimal
91, maximal 1701) detektiert werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Box-Whiskers-Plot Peptidsequenz- und Proteinausbeute MHC-Klasse-I.

Rote Linie: medianer Wert; blaue Box: untere Grenze am Ubergang vom ersten zum zweiten Quartil und
obere Grenze am Ubergang vom dritten zum vierten Quartil; oberer Whisker: maximaler Wert; unterer Whis-
ker: minimaler Wert.

Links: Peptidsequenzausbeute pro Probe: Die mediane Peptidsequenzausbeute pro Probe (sowohl malig-
nes als auch nicht-malignes Gewebe, n=65) betragt 910 Peptide (minimal 59, maximal 2407). Die mediane
Ausbeute beim Tumorgewebe (n=30) betragt 1220 verschiedene Peptidsequenzen (minimal 322, maximal
2407) und 636 unterschiedliche Peptidsequenzen (minimal 59, maximal 1802) beim nicht-malignen Gewebe
(n=35).

Rechts: Proteinausbeute pro Probe. Die Proteinausbeute pro Probe (sowohl malignes als auch nicht-malig-
nes Gewebe) betragt im Median 926 Quellproteine (minimal 91, maximal 2146). Die mediane Ausbeute beim
Tumorgewebe betragt 1170 verschiedene Proteine (minimal 348, maximal 2146) und 734 verschiedene
Proteine (minimal 91, maximal 1701) beim nicht-malignen Gewebe.

Peptidsequenzen MHC-Klasse | Quellproteine MHC-Klasse |

2360
i
= CRC [r=30) = savwahl auf CRC als audh auf MMC = NMC [n=35]
detektert

Abbildung 9: Venn-Diagramme der Peptid- und Proteinausbeute der MHC-Klasse-I.

Die Venn-Diagramme zeigen den Uberlappungsgrad der detektierten Peptidsequenzen bzw. Proteine an.
Die Menge der exklusiv auf CRC- oder NMC-Proben gefundenen Peptidsequenzen bzw. Quellproteine wird
in ,Rot“ bzw. in ,Weil¥* dargestellt. Die Menge der Peptidsequenzen bzw. Quellproteine, die auf beiden
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Gewebearten gefunden wurden, wird in ,Hellrot* dargestellt. Die absolute Anzahl sowie der prozentuale
Anteil an der gesamten Peptid-/Proteinanzahl wird ebenfalls angegeben.

Links: Verteilung der gefundenen Peptidsequnzen. Gesamtanzahl an detektierten Peptidsequenzen: 21270.
Rechts: Verteilung der gefundenen Quellproteine. Gesamtanzahl an detektierten Quellproteine: 8678.

Eine Einzelauflistung der Anzahl der identifizierten Liganden und Quellproteine

in den jeweiligen Proben befindet sich in Tabelle 9.

Tabelle 9: Anzahl identifizierter MHC-Klasse-I-Liganden und korrespondierender Quellproteine aus
den analysierten Proben. n.d.=not determined, *NMC-only--Probe, ** Tumor-only-Probe

Die Liganden der Proben oberhalb des Doppelstriches wurden aus der hauseigenen Datenbank enthommen
und zur Auswertung herangezogen. Die Liganden der Proben unterhalb des Doppelstriches wurden im Rah-
men dieser Arbeit experimentell ermittelt.

Pro-

ben n-’lm—gr NMC- | Identifizierte dentifizierte
be- mass Mass MHC-Klasse-I- Quellproteine HLA-A HLA-B HLA-C
zeich- e[q] e [g] Liganden P
nung 9
nve | 1Yl ame | T
mor mor
A*02; B*15;
KC139 0,5 n.d. 441 449 645 674 A*03 B*40 n.d.
KCEA]' 2,3 n.d. 59 td 91 K A*11; A*24 B*07 n.d.
A*02;
KC145 1,3 n.d. 209 392 353 528 A*D5 B*40 n.d.
A*01; B*37;
KC151 | 06 | nd. | 189 | 634 | 364 | 802 0D vl n.d.
A*01; B*08;
KC160 1,1 n.d. 458 322 486 348 A*26 B*13 n.d.
A*23; B*15;
KC176 1,9 n.d. 626 1449 718 1384 A*31 B*44 n.d.
A*02; B*13;
KC177 1,1 n.d. 300 910 375 1014 A*03 B*44 n.d.
* .
KCEJS 1,1 n.d. 282 wJ 350 K A*02; A*23 BB*JAAX n.d.
* .
KC3_79 1,1 n.d. 170 * 330 * A*02; A*03 Eé*ii’ n.d.
A*02; B*40;
KC183 0,8 n.d. 759 949 806 933 A*68 B*51 n.d.
* .
KCE'SS 1,0 n.d. 286 wJ 330 kd A*26; A*29 BB*‘:‘;’ n.d.

A*03:01; B*07:02; | C*07:02,
A*11:01 B*51:01 C*15:02
A*02:01; B*07:02; | C*07:02;
A*03:01 B*14:01 C*08:02
A*01:01; B*41:01; | C*07:01;
A*26:01 B*49:01 C*17:01
B*44:02; | C*05:01;
B*51:01 C*15:02
A*24.02; B*07:02; | C*05:01;
A*32:01 B*44:02 C*07:02
A*01:01; B*15:01; | C*03:04;
A*02:01 B*44:02 C*05:01
A*02:01; B*07:02; | C*02:02;
A*03:01 B*27:02 C*07:02

KC186 15 n.d. 636 2303 622 1493

KC24 1,7 3.0 473 632 547 681

KC28 14 1.3 825 736 851 827

KC29 3,6 1.1 635 481 709 532 A*02:01

KC38 5,8 5.0 1351 411 1286 488

KC53 3,1 1.0 966 947 1064 899

KC54* 0,9 0.8 416 * 399 *
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Pro- Tu-
ben mor- NMC- Identifizierte Identifizierte
be- Mass | MHC-Klasse-I- : HLA-A HLA-B HLA-C
. mass ; Quellproteine
zeich- e [g] Liganden
nung | © [9]
A*02:01; . C*04:01,
KC58* 1,8 1.8 1693 * 1594 * A¥93:01 B*07:02 C*07:02

A*02:01; B*44:02; | C*05:01;
A*32:01 B*51:01 C*15:02
A:03:01; B*51:01; | C*15:02;
A*68:01 B*57:02 C*18:01
A*03:01; B*07:02; | C*07:02;
A*32:01 B*13:02 C*16:04
A*02:01; B*13:02; | C*04:01;
A*31:02 B*51:05 C*06:02
A*24:02; B*07:02; | C*02:02;
A*29:02 B*27.05 C*07:02
5. B*07:02; | C*06:02;
KC77 0,4 1.0 703 1241 737 1198 A*02:01 B*50:01 C*07:02
A*01:01; B*15:01; | C*01:02;
A*03:01 B*39:06 C*07:02
KC82 1,2 0.3 606 1217 733 1173 n.d. n.d. n.d.
A*02:01; B*07:02; | C*01:02;
A*03:01 B*56:01 C*07:02
A*03:01; B*07:02; | C*01:02;
A*31:01 B*15:01 C*07:02
A*01:01; B*40:02; | C*02:02;
A*32:01 B*51:01 C*14:02
1. B*27:05; | C*04:01;
KC90 2,9 1.2 926 1340 931 1324 A*01:01 B*35:01 C*06:02
A*01:01; B*08:01; | C*04:01;
A*24:02 B*35:01 C*07:01
A*02:01; B*07:02; | C*07:02;
A*03:01 B*39:01 C*12:03
A*26:01; B*08:01; | C*05:01;
A*30:02 B*44:02 C*07:01
A*03:01; B*08:01; | C*05:01;
A*68:26 B*44:02 C*07:01

B*44:03; | C*03:03;
*| . ’ ]
KC104 1,8 0.5 501 1338 545 1332 A*01:01 B*55:01 | C*04-01

KC60 0,7 1.0 460 527 734 77

KCo64 0,5 0.4 605 1025 711 1049

KC67 1,0 21 1554 1654 1441 1569

KC70 1,0 17 850 804 926 742

KC71** 2,8 11 ** 1696 * 1595

KC80 1,0 0.4 1236 1761 1253 1685

KC84 0,6 1.6 1568 1596 1415 1489

KC86 54 2.4 1602 1254 1468 1207

KC89 1,7 1.0 961 1862 1150 1808

KC92 1,0 0.5 1802 2407 1701 2146

KC93 1,2 0.9 1096 1448 1127 1398

KC94 1,0 0.4 1595 2122 1519 1852

KC97 2,1 0.6 1024 1224 1007 1168

Wie in Kapitel 3.2.2.4 dargelegt wird, wurde der Anteil der ,Binder* an den MHC-
Klasse-I-Molekiule anhand der NetMHC- und SYFPEITHI-Datenbank ermittelt
und deren prozentualer Anteil an der Gesamtpeptidmenge errechnet
(Lundegaard et al., 2008a; Lundegaard et al., 2008b; Nielsen et al., 2003;
Rammensee et al., 1999). Die Anzahl der Binder jeder analysierten Probe ist in
Tabelle 10 ersichtlich. Da zu der Bestimmung der Binder die HLA-Typisierung
notwendig ist, konnte diese bei den Proben aus der Datenbank nicht durchgefuhrt
werden, weil diese zum einen nicht hochauflésend typisiert worden sind und zum
anderen eine Typisierung der HLA-C-Molekule ausblieb. Bei den Proben, bei de-

nen eine Analyse des Binderanteils mdglich ist, konnte ein Anteil von minimal
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65,8% (KC58 nicht-malignes Gewebe) und von maximal 94,4% (KC38 Tumorge-
webe) ermittelt werden, bei einem arithmetischen Mittelwert von 82,5% und einer
Standardabweichung von 6,33%. Dies zeugt insgesamt von einer sehr hohen
Reinheit der analysierten Proben, da sehr wenige Peptide detektiert worden sind,
die wahrscheinlich nicht an MHC-Molekule binden kdnnen, wobei einschrankend
zu sagen ist, dass diese Datenbanken auch nicht jedes Peptid sicher zu einem
MHC-Molekul zuordnen kdnnen und daher der Anteil der Binder moglicherweise

noch etwas hoher liegt, als die Werte hier suggerieren.
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Tabelle 10: Anzahl der Binder und deren prozentualer Anteil. n.d.=not determined, *NMC-only-Probe,
Die Liganden der Proben oberhalb des Doppelstriches wurden aus der hausei-

**Tumor-only-Probe

genen Datenbank entnommen und zur Auswertung herangezogen. Die Liganden der Proben unterhalb des
Doppelstriches wurden im Rahmen dieser Arbeit experimentell ermittelt.

Proben . .
. Prozentualer Anteil der ,Binder* an
b.e' |dent|f|2|er_te MHC- Anzahl der ,,Binder* allen identifizierten MHC-Klasse-I-
zeich- Klasse-I-Liganden .
nung Liganden
NMC Tumor NMC Tumor NMC Tumor
KC139 441 449 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC141* 59 * n.d. n.d. n.d. n.d.
KC145 209 392 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC151 189 634 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC160 458 322 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC176 626 1449 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC177 300 910 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC178* 282 2 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC179* 170 & n.d. n.d. n.d. n.d.
KC183 759 949 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC185* 286 & n.d. n.d. n.d. n.d.
KC186 636 2303 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC24 473 632 339 484 71,7 76,6
KC28 825 736 668 578 81,0 78,5
KC29 635 481 493 406 77,6 84,4
KC38 1351 411 1182 388 87,5 94,4
KC53 966 947 882 782 91,3 82,6
KC54* 416 W 290 kd 69,7 K
KC58* 1693 2 1114 X 65,8 k
KC60 460 527 407 466 88,5 88,4
KC64 605 1025 500 789 82,6 77,0
KC67 1554 1654 1204 1380 77,5 83,4
KC70 850 804 715 664 84,1 82,6
KC71** 2 1696 e 1513 €E3 89,2
KC77 703 1241 600 1052 85,3 84,8
KC80 1236 1761 971 1413 78,6 80,2
KC82 606 1217 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC84 1568 1596 1304 1470 83,2 92,1
KC86 1602 1254 1385 1102 86,5 87,9
KC89 961 1862 773 1346 80,4 72,3
KC90 926 1340 789 1145 85,2 85,4
KC92 1802 2407 1462 1995 81,1 82,9
KC93 1096 1448 1002 1306 91,4 90,2
KC94 1595 2122 1401 1855 87,8 87,4
KC97 1024 1224 857 986 83,7 80,6
KC104 501 1338 374 964 74,7 72,0
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4.2 Auswertung der Ergebnisse der MHC-Klasse-I-Liganden

4.2.1 Vergleichende Gegenuberstellung der detektierten Quellproteine an-
hand des prozentualen Anteils an Antigen-positiven Ligandomen
Zuerst wurden alle identifizierten Quellproteine danach sortiert, wie haufig sie auf
malignem und wie haufig sie auf nicht-malignem Gewebe detektiert wurden. Hier-
bei wurde zum einen die absolute Zahl als Wert festgestellt und zum anderen
eine Rangliste erstellt. Diese ordnete die Proteine entlang des prozentualen An-
teils von Tumorgeweben an den Geweben, auf denen dieses Protein tberhaupt
gefunden wurde. Die nachfolgende Anordnung erfolgte anhand der prozentualen
Haufigkeit des gefundenen Proteins auf allen malignen Geweben und nachrangig
anhand der prozentualen Haufigkeit des detektierten Proteins auf nicht-malignem
Gewebe. Hierbei wurde das maligne Gewebe positiv definiert und das nicht-ma-
ligne negativ. Anschliel3end wurden die Proteine entlang der x-Achse aufgereiht
dargestellt, wobei die Gewebe, die haufig auf malignem Gewebe und nicht auf
Normalgewebe detektiert wurden, links stehen, die, die nur auf Normalgewebe
detektiert wurden ganz rechts (siehe Abbildung 10). Vor allem der ganz links ste-
hende Bereich ist sehr interessant, da diese Proteine nur auf Tumorgewebe de-
tektiert worden sind und nicht auf Normalgewebe (Bereich A in Abbildung 10).
Tabelle 11 listet die Proteine auf, die das in Kapitel 3.2.2.5 definierte Kriterium
erfullen und auf wenigstens funf verschiedenen kolorektalen Karzinomen detek-
tiert worden sind. Die 15 am haufigsten detektierten davon wurden in die Litera-

turrecherche eingeschlossen (siehe 4.2.2).

Ein analoges Vorgehen wurde auf die detektierten Peptidsequenzen angewandt.
Das Ergebnis ist in Abbildung 11 ersichtlich. Die Peptidsequenzen, die auf min-
destens funf Tumorproben gefunden wurden und nicht auf nicht-malignem Ge-

webe, sind in Tabelle 12 dargestellt.
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Abbildung 10: MHC-I: Der prozentuale Anteil Antigen-positiver HLA-Ligandome nach den Quellproteinen geordnet.
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Weitere Beschriftung zu Abbildung 10 und Abbildung 11, S. 73 und S. 75:
Abbildung 10: Vergleichende Gegenuberstellung der HLA-Quellproteine der CRC- und der NMC-Proben. Auf der y-Achse ist

dabei der prozentuale Anteil der fur ein Protein positiven Proben an der Gesamtprobenanzahl aufgetragen (n(CRC)=30;
n(NMC)=35), wobei CRC positiv und NMC negativ terminiert ist. Die Sortierung entlang der x-Achse erfolgt nach einer bestimm-
ten Rangfolge: im ersten Schritt wird der Anteil aller positiven Tumorproben an der Gesamtheit aller fur dieses Protein positiven
Proben betrachtet. Es ergibt sich also ein Wert von 1 (ausschlie3lich auf CRC-Proben nachgewiesen) bis 0 (ausschlie3lich auf
NMC-Proben nachgewiesen). Im zweiten Schritt (nachrangig) wird dann nach den Haufigkeiten der positiven CRC-Proben sor-
tiert und reziprok dazu nach den Haufigkeiten auf NMC-Proben. Hierbei wird das CRC nach links, das NMC nach rechts sortiert.
Daher ist der Bereich A sehr interessant, da er tumorexklusive Peptide, die auf mindestens finf CRC-Proben detektiert worden
sind, enthalt.

Abbildung 11: Vergleichende Gegeniberstellung der HLA-Peptide der CRC- und der NMC-Proben. Analog zur Abbildung 10
wird dabei auf der y-Achse der prozentuale Anteil der fur ein Peptid positiven Proben an der Gesamtprobenanzahl aufgetragen
(n(CRC)=30; n(NMC)=35), wobei CRC positiv und NMC negativ terminiert ist. Die Sortierung entlang der x-Achse erfolgt nach

der oben beschrieben Rangfolge.
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Abbildung 11: MHC-I: Der prozentuale Anteil Ligand-positiver HLA-Ligandome nach den gefundenen Peptidsequenzen geordnet.
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Tabelle 11: Quellproteine, die ausschlieRlich auf mindestens finf Tumorproben gefunden wurden

Uniprot Ac- Quellprotein Gen Positive CRC- Prozentualer Anteil po-
cession P Proben sitiver CRC-Proben
Q8Izws8 Tensin-4 TNS4 12 40,00
Q8IWU6 Ex”ace”S”L'J"’l‘fr_f”'fatase SULF1 11 36,67
Q8IWU5 ExtraceIISulljallfr_;ulfatase SULE2 10 3333

Ectoderm-neural cortex
014682 protein 1 ENC1 8 26,67
015525 Transcription factor MafG MAFG 8 26,67
E3 ubiquitin-protein ligase
Q96T88 UHRF1 UHRF1 8 26,67
Q9Y2G9 Protein strawberry notch SBNO? 8 26,67
homolog 2
P13612 Integrin alpha-4 ITGA4 7 23,33
P16444 Dipeptidase 1 DPEP1 7 23,33
Bromodomain-containing
P25440 protein 2 BRD2 7 23,33
P42345 Serlne_/threonlne-proteln MTOR 7 23.33
kinase mTOR
60S ribosomal protein
Q6P5R6 L22-like 1 RPL22L1 7 23,33
Piezo-type mechanosensi-
Q92508 tive ion channel compo- PIEZO1 7 23,33
nent 1
Q9ULWO Targeting protein for Xklp2 TPX2 6 23,33
Kinetochore protein
014777 NDC80 homolog NDC80 6 20,00
Q13753 Laminin subunit gamma-2 LAMC2 6 20,00
Q15942 Zyxin ZYX 6 20,00
QINQWE Actln-blndlnlgi;nproteln anil- ANLN 6 20,00
QINSVA4 Protein dlalpz)gagous homo- DIAPH3 6 20,00
Mucosa-associated lym-
Q9uUDY8 phoid tissue lymphoma MALT1 6 20,00
translocation protein 1
000469 Procollagen-_Iysme,Z-oxo- PLOD2 6 16,67
glutarate 5-dioxygenase 2
014879 Interferon-induced protein IFIT3 5 16,67
014965 Aurora kinase A AURKA 5 16,67
060832 H/ACA rlbonucleoproteln DKC1 5 16,67
complex subunit 4
095147 Dual specificity protein DUSP14 5 16,67
phosphatase 14
095425 Supervillin SVIL 5 16,67
P01106 R pmto‘?e”if]oge”e pro- MYC 5 16,67
P17213 Bac}enmda_l permea_blllty- BPI| 5 16,67
increasing protein
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Uniprot Ac- Quellprotein Gen Positive CRC- Prozentualer Anteil po-
cession P Proben sitiver CRC-Proben
P28676 Grancalcin GCA 5 16,67
Sodium- and chloride-de-
P31641 pendent taurine trans- SLC6A6 5 16,67
porter
P31949 Protein S100-A11 S100A11 5 16,67
Natural resistance-associ-
P49279 ated macrophage protein SLC11A1 5 16,67
1
E3 ubiquitin-protein ligase
P53804 TTC3 TTC3 5 16,67
P57678 Gem-associated protein 4 GEMIN4 5 16,67
Q02153 Guanylate c_yclase soluble GUCY1B1 5 16,67
subunit beta-1
Tyrosine-protein phospha-
Qo tase non-receptor type 11 FUFT J LY
Q5T653 39S rlbo_somal prc_)teln L2, MRPL2 5 16,67
mitochondrial
Q5TA45 Integrator colrrl1plex subunit INTS11 5 16,67
Q69YQ0 Cytospin-A SPECC1L 5 16,67
Q627UJ8 Phosphoinositide _3-k|nase PIK3AP1 5 16,67
adapter protein 1
Kinesin-like protein
Q86Y91 KIF18B KIF18B 5 16,67
Poly [ADP-ribose] poly-
Q8N3A8 merase 8 PARP8 5 16,67
Q8N442 Translapon factor GUF1, GUF1 5 16,67
mitochondrial
Q8NB90 Spermatogenesis-associa- SPATAS 5 16,67
ted protein 5
Q8NFP9 Neurobeachin NBEA 5 16,67
QSTEK3 Histone-lysine N-methyl- DOTIL 5 16,67
transferase
Q8WWI1 LIM domain only protein 7 LMO7 5 16,67
T-complex protein 1 subu-
Q92526 nit zeta-2 CCT6B 5 16,67
QI9NVM9 Protein asunder homolog INTS13 5 16,67
QINX09 DNA damage-lnduqlble DDIT4 5 16,67
transcript 4 protein
Q9UL15 BAG family molecular BAG5 5 16,67

chaperone regulator 5
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Tabelle 12: Peptidsequenzen, die ausschlie8lich auf mindestens finf Tumorproben gefunden wur-
den. ,m*“in der FASTA-Formel der Peptide bezeichnet ein durch Oxidation modifiziertes Methionin.

Prozentua-
peptidsequen | UMProt Accession des Quell- | Gendes Quell- | (rdpic | pogiiver
ben CRl():eI;ro
AMNPVEHPF P62917 RPL8 9 30,00
GLALKVQEV Q8IZWS TNS4 9 30,00
ILGPPPPSF P43243 MATR3 9 30,00
IRPNIILVL QBIWUS; Q8IWU5 SULF1; SULF2 9 30,00
LTGPVMPVR P26373 RPL13 9 30,00
KSLSLSPGK P01857; P01859; P01860 'GH%':I'&HGZ? 8 26,67
RIYGESADAVK P51114 FXR1 8 26,67
SPTVRVSWV P12111 COL6A3 8 26,67
ADMGHLKY P12004 PCNA 7 23,33
DELPEPPATF Q16643 DBN1 7 23,33
HVDKAEGTTY 014617 AP3D1 7 23,33
TLFDYEVRL Q96788 UHRF1 7 23,33
ALHNHYTQK P01857; P01859; P01861 'GH%‘;'GGA*GZ; 6 20,00
AVYDRPGASPK Q12769 NUP160 6 20,00
EIDKNDHLY QOUNF1 MAGED2 6 20,00
ETAMSFVAR P12111 COL6A3 6 20,00
P60709; P62736; P63261; AACCTTGBl;_AACCTTAGZZ;_
IGGSILASLSTF P63267: P68032: P68133: : : 6 20,00
e ACTC1: ACTAL;
ACTBL2
IIMPHNIYL P49279 SLC11A1 6 20,00
ITDPDPDIRY P42345 MTOR 6 20,00
LTDPIQGTEY QoUDY8 MALT1 6 20,00
QTDKLKELY 076094 SRP72 6 20,00
RPAQGVVTTL P02751 FN1 6 20,00
TVQQVISER P12111 COL6A3 6 20,00
YYKNIGLGF P62280 RPS11 6 20,00
APFEPLASGIL P01033 TIMP1 6 16,67
ATDINGDDY P06756 ITGAV 5 16,67
ATSVITIVK 015525 MAFG 5 16,67
ATYHGSFSTKK P12111 COL6A3 5 16,67
AVNKQLADK Q9Y3D0 CIAO2B 5 16,67
DAIPGLKI Q8TCO7 TBC1D15 5 16,67
DDEDDDVDTK P06454 PTMA 5 16,67
ESEPGRGAQY Q5T653 MRPL2 5 16,67
TUBB; TUBB4B;
oo | s remmonme, | et | o
TUBB3; TUBB1
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Prozentua-
Peptidsequenz Uniprot Accessi.on des Quell- Gen des .QueII- ggé'g\r/g I;(;:i\tr;\t/eeirl
proteins proteins ben CRC-Pro-
ben

FVDKNNDLLY 043795 MYO1B 5 16,67
GFTLGNVVGM EOCX11 STMP1 5 16,67
KPAPAKPVAA P12111 COL6A3 5 16,67
LLDEHHISY Q69YQ0 SPECCI1L 5 16,67
LNFTITNLQ Q8WXI7 MUC16 5 16,67
LPALPQQLI P12111 COL6A3 5 16,67
LPPMDHSTI Q99439 CNN2 5 16,67
LQLPSPTAT P61978 HNRNPK 5 16,67
MLDHQPPQY Q92925 SMARCD2 5 16,67
NKGPSYGL Q15417; Q99439 CNN3; CNN2 5 16,67
NRGQFFTVY Q9Y2G9 SBNO2 5 16,67
QTDPVTLQY Q9BYKS8 HELZ2 5 16,67
RLAQNILSY Q9UL15 BAG5 5 16,67
RLFTDVLLH 014682 ENC1 5 16,67
SPKATGVFTTL P02751 FN1 5 16,67
SPLNTGKAL P12111 COL6A3 5 16,67
SVRKASHTPK 076021 RSL1D1 5 16,67
TPSSSNSTSKL Q13492 PICALM 5 16,67
TTLHRVTTI Q69YN4 VIRMA 5 16,67
TVADKIHSV 095147 DUSP14 5 16,67
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4.2.2 Literaturrecherche zu den gefundenen Quellproteinen

Die 15 am haufigsten nur auf Tumor detektierten Proteine wurden fur die Litera-
turrecherche verwendet. Das am haufigsten detektierte Protein, (Uniprot Ac-
cesion ID:) Q81ZW8, wurde dabei auf zwdélf Tumorproben (40 %) gefunden und
wurde durch sieben verschiedene Liganden detektiert. Das 15. Protein O14777
wurde noch auf sechs Tumorproben (20 %) detektiert und wurde mit vier ver-
schiedenen Liganden prasentiert. Der relative Anteil an positiven Tumorproben

mit dem speziellen Protein kann Abbildung 12 entnommen werden.

In Tabelle 13 werden zu jedem Quellprotein die entsprechenden detektierten
Peptidsequenzen angegeben. Diese wurden mit der NetMHC-Datenbank den
entsprechenden HLA-Molekilen zugeordnet und dieses Ergebnis wurde wiede-
rum mit der tatséchlichen Typisierung des Patienten abgeglichen (Rammensee
et al., 1999; Rammensee et al., 1995). Hierdurch wurde das Ergebnis direkt auf
Plausibilitat geprift und ferner konnte so das entsprechende HLA-Molekdl, das
fur die Bindung des konkreten Liganden verantwortlich ist, aus dem kompletten
HLA-Typus der Patienten ausgewahlt werden. Die Zuordnung erfolgte dabei
nach folgendem Schema: Es wurden alle ,strong binder” angegeben, die bei ei-
nem Patienten vorkamen oder falls sich mehrere Patienten diese strong binder
teilten. Konnte bei mehreren Patienten kein gemeinsamer strong binder eruiert
werden, so wurde zuséatzlich zu den strong bindern auch noch der gemeinsame
weak binder angegeben. Teilten sich die verschiedenen Patienten keine gemein-
samen HLA-Typen, so wurden alle strong binder bzw. weak binder angegeben,
sodass eine plausible Prasentation bei jedem Patienten angenommen werden
konnte. Als strong binder wurden nach dem NetMHC-Standard Peptide klassifi-
ziert, die einen Prozentrang kleiner 0,5 % erreichen und als weak binder die Pep-
tide, die einen Prozentrang kleiner 2% erreichen (Andreatta et al., 2016;
Lundegaard et al., 2008a; Nielsen et al., 2003). Danach schloss sich eine Litera-
turrecherche nach dem in Kapitel 3.2.2.5 dargelegten Algorithmus an. Die in der
Literaturrecherche ermittelten Quellen stellen also einen Zusammenhang des de-
tektierten Quellproteins und dem kolorektalen Karzinom her. Ist dieser Zusam-
menhang bisher nicht beschrieben, so beziehen sich die Quellen auf andere

Tumore oder aber den Zellzyklus, der durch das entsprechende Protein
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kontrolliert wird. In Tabelle 14 wurde die Literaturrecherche auf die 15 am h&u-
figsten detektierten Peptidsequenzen bzw. deren Quellproteine ausgedehnt. Die
relativen Haufigkeiten der 15 am haufigsten detektierten Peptidsequenzen lassen
sich Abbildung 13 entnehmen. Die am haufigsten gefundene Sequenz wurde da-

bei auf zehn (33,3 %) Tumorproben nachgewiesen, die 15. auf sechs (20 %).

45

Prozentualer Anteil der fiir ein Quellprotein
positiven CRC-Proben [%]

Abbildung 12: Relative Haufigkeiten der ausgewahlten Quellproteine der MHC-Klasse-I-Liganden in
allen CRC-Proben. Insgesamt wurden 30 CRC Proben fiir die MHC-Klasse-I analysiert. Die Proteine sind
mit den zugehorigen Genkurznamen angegeben und auf der x-Achse entlang ihrer Haufigkeit nach ange-

ordnet (links am héaufigsten).
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Prozentualer Anteil der fiir ein HLA-Peptid
positiven CRC-Proben [%]

LMISRTPEV (IGHG1;...
AmNPVEHPF (RPLS)
GLALKVQEV (TNS4)
ILGPPPPSF (MATR3)
IRPNIILVL (SULF1; SULF2)
LTGPVMPVR (RPL13)

KSLSLSPGK (IGHG1;...
RIYGESADAVK (FXR1)
SPTVRVSVV (COL6A3)
ADMGHLKY (PCNA)
DELPEPPATF (DBN1)
HVDKAEGTTY (AP3D1)
TLFDYEVRL (UHRF1)

ALHNHYTQK (IGHG1;...
AVYDRPGASPK (NUP160)

Abbildung 13: Relative Haufigkeiten der ausgewahlten MHC-Klasse-I-Liganden in allen CRC-Proben.
Insgesamt wurden 30 CRC Proben fiir die MHC-Klasse-1 amalysiert. Die detektierte Peptidsequenz ist an-
gegeben, die Genkurznamen der Quellproteine sind in Klammern angegeben. Die Anordnung entlang der
x-Achse entspricht der Haufigkeit der Peptide (links am haufigsten).

Die Peptidsequenzen, die sich in Tabelle 13 und zudem in Tabelle 12 oder in
Tabelle 14 wiederfinden, wurden hierbei ,fett* markiert. Diese Peptidsequenzen
wurden also aus ,beiden Richtungen® identifiziert. Die einzelne Peptidsequenz
wurde tumorexklusiv eingestuft und das zugehdrige Quellprotein ebenfalls in der

Proteinanalyse.

Bei den Peptidsequenzen, die sich aus der Analyse der Quellproteine ergaben,
gelang eine Zuordnung zu den MHC-Klasse-I-Molektlen, auf denen die entspre-
chenden Peptide prasentiert werden kdnnten, durch NetMHC in fast allen Fallen.
Lediglich in drei Fallen konnte flir eine einzelne Karzinomprobe kein passender
HLA-Typ identifiziert werden. In zwei weiteren Fallen konnte zu der Peptidse-
quenz kein passender HLA-Typ identifiziert werden, wobei diese Peptide auch
jeweils nur auf einer Karzinomprobe detektiert worden sind. Griinde hierftir kon-
nen zum einen eine nicht hochauflosende HLA-Typisierung der Datenbankpro-
ben sein, zum anderen sind nicht alle HLA-Typisierungen bei NetMHC vertreten
und damit auswahlbar. Ferner kann es sein, dass das Peptid von NetMHC nicht




83
Ergebnisse

als Binder erkannt wird, da es entweder nicht bindet, also als Verunreinigung der

Probe gewertet werden muss, oder aber nicht als potentieller Binder bekannt ist.

Von den 15 untersuchten Proteinen konnte bei 12 eine bekannte Aberration beim
kolorektalen Karzinom durch die Literaturrecherche gefunden werden. Bei zwei
weiteren konnte eine bekannte Aberration in anderen Tumoren festgestellt wer-
den. Nur fur eines (Q9Y2G9) konnte nach den obigen Kriterien keine relevante

Literatur gefunden werden.

Bei den Peptidsequenzen, die direkt als tumorexklusiv reprasentiert eingestuft
worden sind, gelang eine Zuordnung zu den MHC-Klasse-I-Molekulen, auf denen
die entsprechenden Peptide prasentiert werden konnten, durch NetMHC in zehn
von 15 Fallen komplett. In den funf anderen Fallen konnte zu einzelnen CRC-
Proben keine Zuordnung erfolgen. Auffallig ist, dass dies zweimal nicht fur KC29
und zweimal nicht fur KC77 gelingt. Es liegt nahe, dass fur KC29 auf Grund der
oben genannten Grinde keine Zuordnung erfolgen konnte, wohingegen sich aus
der Typisierung von KC77 der HLA Subtyp B*50:01, der bei NetMHC noch nicht
ausgewahlt werden kann (Stand: 03.03.2020, http://www.cbs.dtu.dk/ser-
vices/NetMHC/), ergibt. Auch in den anderen Fallen, in denen keine Zuordnung
gelang, sind in den meisten Fallen (bis auf KC60, KC92, und KC93) HLA-Subty-
pen vorhanden, die nicht bei Net-MHC ausgewahlt werden kdnnen (KC24:
B*14:01, KC67: B*13:02, C*16:04, KC80: B*39:06, KC84: B*56:01) (Stand:
03.03.2020).

Bei den Peptidsequenzen bzw. ihren zugeordneten Quellproteinen konnte bei
sechs der 15 durch die Literaturrecheche eine bekannte Verbindung zum kolo-
rektalen Karzinom hergestellt werden. Bei sieben weiteren konnte eine Verbin-
dung zu anderen Tumoren hergestellt werden. Nur bei zwei der Peptidsequenzen
(ILGPPPPSF und AMNPVEHPF) konnte keine relevante Literatur nach obigen

Kriterien detektiert werden.
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Tabelle 13: MHC-I: Ergebnisse der Literaturrecherche zu den Quellproteinen und den ihnen zugeordneten Peptidsequenzen. (WB )= weak binder, unbekannt =
keine passende Zuordnung mittels NetMHC maoglich. Die fettgedruckten Peptidsequenzen wurden zusatzlich in der Peptidsequenzanalyse haufig detektiert und finden
sich in Tabelle 12 wieder. ,m" in der FASTA-Formel der Peptide bezeichnet ein durch Oxidation modifiziertes Methionin.

Protein . . . .
Accesion Quellprotein Peptidsequenzen HLA Patienten Literatur
A*03:01 (WB), KC177, KC64, KC67,
RLFTDVLLH A*01:01 (WB) KC80, KC84
SAKLKLFAF B*08:01 KC94
YLPELLQTV A*02:01 KC29
GELKIADF B*44:03 KC104
014682 Ectoderm-neural cor- Kolorektales-Ca:
tex protein 1 GELKIADFGW B*44:03 KC104 (Fujita et al., 2001)
A*02:01,
KIADFGWSV C*15:02, KC29, KC67
A*32:01
A*02:01 (WB), A*02:02,
ALNEQIARL (SUALE KC177, KC77, KC93
A*02:11, A*02:12, A*02:16, ’ ’
A*02:19, A*02:50
EINKALNKK A*11:01 (WB) KC186 Kolorektales-Ca:
Kinetochore protein SYMEEE CBE, 2009)
014777 NDCS0 hongolo Pankreas-Ca:
9 (Meng et al., 2015)
GLNEEIARV A*02:01 KC70
SINKPTSER A*03:01 (WB) KC67, KC93
B*27:05 (WB),
ARSPVAPAR KC71, K
= C*04:01 (WB) C71, KC90 Kolorektales Ca und ma-
Transcription factor M. KC67, KC84, KC93, lignes Melanom:
Sl MafG GUSIAS GROZHL, KC97 (Fang et al., 2016; Fang et
KLISEEDLLRK A*03:01 (WB) KC64, KC67, KC84 al., 2014)
STRKDYPAAK A*03:01 (WB), KC64




85

Ergebnisse
Protein . . . .
Accesion Quellprotein Peptidsequenzen HLA Patienten Literatur
A*68:01 (WB)
YPAAKRVKL B*07:02 KC67, KC84
FPEPNPRVI B*51:01 KC89
FVNPTSFVY A*29:02 KC71 Kolorektales Ca:
P13612 Integrin alpha-4 NVDTESALLY A*01:01 KC89, KC90, KC92 (Ahmed et al., 2012; Chang
A*68:01, A*03:01 (WB), et al., 2010; Lv et al., 2016)
SVINPGAIYR A11:01 (WB) KC186, KC64
ALADNLLRV A*03:01 KC177, KC67
A*24:02 (WB), Kolorektales Ca:
KYPDLIAEL KC64, KC92 _—_——
KC64: unbekannt (Eisenach et al., 2013;
. . RmMYPETFLY A*24:02 KC71 Mclver et al., 2004; Nicastri
PR Dtz i VLIDLAHVSV A"02:01 KC24, KC29 etal., 2014; Park et al.,
NFDLSIEGM unbekannt KC70 2016; Toiyama et al., 2011)
C*06:02 (WB), C*07:02 (WB),
VLQPHQNFL A02:01 (WE) KC77
KLQDVFEFRY A*30:02 KC94
A*03:01 (WB), A*11:01 (WB),
SQGPISKPK A*68:01 (WB) KC186, KC64
C*03:03, B*15:02 (WB), Diverse Tumoren:
Bromodomain-con- B*15:03 (WB), B*15:09, KC104, KC139, KC176, (Barbieri et al., 2013)
M taining protein 2 TAAPPAQPL B*15:17 (WB) KC92 Kolorektales Ca:
B*35:01 (WB) (Yamada et al., 2009)
*| . .
SDGQLDFSEF CUTERL, (e, KTl REns KC104, KC71, KC94
unbekannt
SLIAVFQKY B*15:01 KC80, KC86
DGLLKMLSL B*08:01 (WB) KC94 Kolorektales Ca:
i e oo EMRKWVDEL B*44:02 (WB) KC94 (Carpten et al., 2007;
P42345 S?é:rr}ek/itr:];esgnrl:.?géo Francipane et al., 2014;
ITDPDPDIRY A*01:01 0L, NG, INCEN) Slattery et al., 2010; Wang
KC89, KC90, KC92 etal., 2014)
ASDKETYELRY A*01:01 NG I;%;Szl Nesl,
Q6P5R6 60tSe i?‘bfggflri‘fé E’Lro' VVSEKQFSK A*03:01, A*11:01 KC186, KC64, KC84 (W%S)
IARLPSSTL B*07:02, KC67, KC77, KC84, b
C*12:03 KC93
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Protein . . . .
Accesion Quellprotein Peptidsequenzen HLA Patienten Literatur
C*07:01, KC24, KC77, KC80, Diverse Tumoren:
Extracellular sulfa- IRPNIILVL C*07:02, KC84, KC86, KC90, (Rosen et al., 2010)
Q8IWU5 tase Sulf-2 C*06:02 KC93, KC94, KC97 Bronchial-Ca:
METIYNmLV unbekannt KC64 (Lemjabbggfé?"”' GG
C*07:01, KC24, KC77, KC80, Kolorektales Ca-
IRPNIILVL C*07:02, KC84, KC86, KC90, \%5
Extracellular sulfa: CabhIA REICHINGE Mie il ( Iclggnifeaz.ba' )
- — -Ca:
QEELE tase Sulf-1 AlCERITR & 1B£(§)71(§XVB) NELss (Nawroth et al., 2007)
DPYQLTNTV AEA A1 KC186, KC64 Mamma-Ca:
Sl (Okolicsanyi et al., 2014)
MPYDFDIRV B*51:01 KC64 ’
APRNPTLTmM B*07:02 KC93
FVIRDSSSY B*15:01, B*15:02 KC176
KC177, KC183, KC24,
GLALKVQEV A*02:01 KC29, KC53, KC70, Kolorektales Ca:
KC77, KC93 (Albasri et al., 2011; Albasri
. SPRPPNSPSI B*07:02 KC93 et al., 2014; Thorpe et al.
Q8IzwW8 Tensin-4 ’ p ’
VQKAISTTF B*15:01 ek l;%gf Meeg A
MQKIKSQL B*08:01 KC92, KC94
B*15:09, B*15:17 (WB),
SAVEPKTAL B*15:02 (WB) KC104, KC139, KC176
C*03:03
* . * | .
FAEGQGRAL e (WB)’ St e KC104, KC139, KC145
145: unbekannt Mamma-Ca:
. PTEISQSLLY A*01:01 KC80, KC92 (Li et al., 2015a)
PUSZD (796 IESiEne. Kolorektale Polyposis:
Q92508 sensitive ion channel TEIAVVVKY B*44.03 KC104 = -
(Spier et al., 2016)
component 1 _
Magen-Ca:
KTEVNSGFFY A*01:01 KC80, KC90, KC92 (Yang et al., 2014)
o . KC177 KC24 KC29 Tumorqen_ese (diverse
epTee | o UEeUInHEEER TLFDYEVRL A*02:01 KC60, KC70, KC77, CAAREE L

ligase UHRF1

KC84

(Bronner et al., 2013)
Kolorektales Ca:
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Aircoetgilcr)]n Quellprotein Peptidsequenzen HLA Patienten Literatur
(Kofunato et al., 2012;
Wang et al., 2012)
KILEDVVGV A*02:01 KC177, KC77, KC93 Osophagus-Ca (PE):
KSSDQPLTV C*15:02 KC186 (Hsu et al., 2014)
HCC:
(Satow et al., 2010)
Targeting protein for Pankreas-Ca:
QRIS Xklp2 (Warner et al., 2009)
LPLPHFDTI B*51:01 KC64, KC70, KC89 Blasen-Ca:
(Yan et al., 2013)
Kolorektales Ca:
(Wei et al., 2013)
EELGHTETY B*44.03 KC177
Q9Y2G9 Protein strawberry KPNIGRQSQL B*07:02 KC71 Keine relevante Literatur
notch homolog 2 NRGOFFTVY C*06:02 (WB), C*07:02 (WB), KC67, KC71, KC77, gefunden

KC80, KC84
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Tabelle 14: MHC-I: Ergebnisse der Literaturrecherche zu den Peptidsequenzen und deren zugeordneten Quellproteine. Die fettgedruckten Peptidsequenzen kdn-
nen Quellproteinen aus Tabelle 13 zugeordnet werden. ,m“ in der FASTA-Formel der Peptide bezeichnet ein durch Oxidation modifiziertes Methionin.

Peptidsequenzen Protein Accesion Quellprotein HLA Patienten Literatur
Mamma-Ca:
ADMGHLKY P12004 Proliferating cell nuclear antigen A*01:01 (WB) N, (NCaket, KCEE, (Jurikova et al., 2016;
KC90, KC92
Tahan et al., 1993)
AMNPVEHPF P62917 60S ribosomal protein L8 C*04:01, cro7:02 | KC1°1. KC67, KC70, KC71, | For Untergruppe L keine re-
KC77 levante Literatur gefunden
P01857 Ig gamma-1 chain C region A*03:01; C*04:01 ([():lp]/::rr]sgzt ';lumz%Be;;:)
P01859 Ig gamma-2 chain C region (WB); A*31:01 KC151, KC177, KC24, Pankreas-cCa:
ALHNHYTQK (WB) KC29, KC60, KC70, KC77, I
g KC29, KC60 KC84, KC93 (Lietal, 2011)
P01861 Ig gamma-4 chain C region ' ’ ’ Ovarial-Ca:
KC77: unbekannt R
(Jietal., 2015)
Nuclear pore complex protein A% KC186, KC64, KC67, KC80, Angiosarkom:
ANPREEAEIRS QR NUp160 L KC84, KC86 (Shimozono et al., 2015)
A*26:01 (WB),
B*44:02 (WB),
. B*51:01 (WB), KC28, KC64, KC67, KC71, Kolorektales Ca:
DELPEPPATF Qplaens DIElEi C*05:01 (WB), KC92, KC94, KCO7 (Lin et al., 2014)
C*07:02 (WB)
KC92: unbekannt
KC145, KC177, KC183, | octei ol S0 Albasri
GLALKVQEV Q8I1ZW8 Tensin-4 A*02:01 KC24, KC29, KC53, KC70, ’
et al., 2014; Thorpe et al.,
KC77, KC93
2015)
Downregulation in Halstu-
HVDKAEGTTY 014617 AP-3 complex subunit delta-1 A*01:01 (WB) NGO, (NGt NCET, moren:
KC82, KC89, KC90, KC92
(Petrenko et al., 2006)
B*15:01 (WB)
) KC145, KC177, KC183, . .
ILGPPPPSF P43243 Matrin-3 SO IS, | e, (e, WomE e, | Neme [CEEE LT
C*07:02 (WB), KC77 KC93 gefunden
KC29: unbekannt '
Kolorektales Ca:
C*07:01, C*07:02 Oy O G, O (Vlclggaireeta&!:’c?la
IRPNIILVL Q8IWU6 Extracellular sulfatase Sulf-1 g e KC86, KC90, KC93, KC9%4, ¢
C*06:02 (Nawroth et al., 2007)
KC97 .
Mamma-Ca:
(Okolicsanyi et al., 2014)
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Peptidsequenzen Protein Accesion Quellprotein HLA Patienten Literatur
Diverse Ca:
(Rosen et al., 2010)
Q8IWU5 Extracellular sulfatase Sulf-2 Bronchial-Ca:
(Lemjabbar-Alaoui et al.,
2010)
P01859 Ig gamma-2 chain C region KC177, KC186, KC24,
KSLSLSPGK P01860 Ilg gamma-3 chain C region A*03:01 KC67, KC80, KC86, KC93, . .
: - KC97 Diverse Tumoren:
P01857 Ig gamma-1 chain C region (Chen et al., 2007a)
P01859 lg gamma-2 chain C region B*51:01 (WB), (%)
- B C*04.01 (WB), ietal.,
P01857 Ig gamma-1 chain C region C*15:((JZ ) KC151, KC177, KC24, Ovarial-Ca:
LmISRTPEV P01860 lg gamma-3 chain C region Kc24,kC77, | KC29KCEO. KETO KCTT, (% etal., 2015)
KC84, KC93: un- KC84, KC93
P01861 Ig gamma-4 chain C region bekannt
Malignes Melanom:
A*68:01 (WB),
LTGPVMPVR P26373 60S ribosomal protein L13 KC67, KC 80:un- | KCL77,KC186, KC64, (enalee el all, 2004y
bekannt KC67, KC80, KC97 Magen-Ca:
(Kobayashi et al., 2006)
Fragile X mental retardation syn- A*03:01 (WB), KC177, KC64, KC67, KC80, Kolorektales Ca:
RIS/ AR PO drome-related protein 1 C*15:02 (WB) | KC84, KC86, KC93, KC97 (Jin et al., 2016)
Pankreas-Ca:
(Arafat et al., 2011)
Kolorektales Ca:
. B*51:01 (WB), KC186, KC38, KC67, KC71, e ———
SPTVRVSVV P12111 Collagen alpha-3(VI) chain B*07:02, KC77, KC84, KC86, KC93 (Qiao et al., 2(?15)
Magen-Ca:
(Xie et al., 2014; Yang et
al., 2007)
Tumorgenese (diverse
Karzinome):
TLEDYEVRL Q96T88 E3 ubiquitin-protein ligase A*02:01 KC177, KC24, KC29, KC60, (Bronner et al., 2013)

UHRF1

KC70, KC77, KC84

Kolorektales Ca:
(Kofunato et al., 2012;
Wang et al., 2012)
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4.3 Ergebnisse der identifizierten MHC-Klasse-ll-Liganden

Fur die Analyse der MHC-Klasse-II restringierten Peptide konnten die Daten aus
19 Tumorproben und 20 NMC-Proben in die Auswertung eingeschlossen wer-
den. Wie in Tabelle 15 ersichtlich, handelt es sich hierbei um 19 korrespondie-
rende Probenpaare aus jeweils einem Patienten. Bei KC38 konnte nur die NMC-
Probe in die MHC-Klasse-lI-Analyse eingeschlossen werden. Insgesamt konnten
7448 verschiedene Peptidsequenzen, die auf MHC-Klasse-II-Molektlen prasen-
tiert werden, identifiziert werden. Von diesen wurden 2562 nur auf Tumorgewebe,
2177 nur auf nicht-malignem Gewebe und 2709 auf beiden Gewebearten gefun-
den (Abbildung 15, links). Diese Peptidsequenzen stammen wiederum aus 2079
verschiedenen Quellproteinen (NMC-only: 477, Tumor-only: 570) (Abbildung 15,
rechts).

Analog zur MHC-Klasse-I wird die Ausbeute pro Probe als Box-Whiskers-Plot

dargestellt.

Die mediane Peptidsequenzausbeute pro Probe (sowohl malignes als auch nicht-
malignes Gewebe) liegt bei 430 Peptidsequenzen (minimal 105, maximal 985)
aus 304 Quellproteinen (minimal 67, maximal 565).

Getrennt betrachtet ergibt sich fir das Tumorgewebe eine mediane Ausbeute
von 384 verschiedenen Peptidsequenzen pro Probe (minimal 105, maximal 985)
bzw. 274 Proteinen (minimal 79, maximal 565).

Fur das nicht-maligne Gewebe liegt der Median bei 527 Peptidsequenzen (mini-
mal 107, maximal 968) bzw. 304 Proteinen (minimal 67, maximal 480) (Abbil-
dung 14).
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Boxplot Peptide MHC-Klasse-ll Boxplot Proteine MHC-Klasse-ll
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Abbildung 14: Boxplot Peptidsequenz- und Proteinausbeute MHC-Klasse-Il.

Rote Linie: medianer Wert; blaue Box: untere Grenze am Ubergang vom ersten zum zweiten Quartil und
obere Grenze am Ubergang vom dritten zum vierten Quartil; oberer Whisker: maximaler Wert; unterer Whis-
ker: minimaler Wert.

Links: Peptidsequenzausbeute pro Probe: Die mediane Peptidsequenzausbeute pro Probe (sowohl malig-
nes als auch nicht-malignes Gewebe, n=39) betragt 430 Peptide (minimal 105, maximal 985). Die mediane
Ausbeute beim Tumorgewebe (n=19) betragt 384 verschiedene Peptidsequenzen (minimal 105, maximal
985) und 527 unterschiedliche Peptidsequenzen (minimal 107, maximal 968) beim nicht-malignen Gewebe
(n=20).

Rechts: Proteinausbeute pro Probe. Die Proteinausbeute pro Probe (sowohl malignes als auch nicht-malig-
nes Gewebe) betragt im Median 304 Quellproteine (minimal 67, maximal 565). Die mediane Ausbeute beim
Tumorgewebe betragt 274 verschiedene Proteine (minimal 79, maximal 565) und 304 verschiedene Prote-
ine (minimal 67, maximal 480) beim nicht-malignen Gewebe.

Peptidsequenzen MHC-Klasse Il Quellproteine MHC-Klasse Il

2177 477
[29,29%) (22,9%)

&0
(24,45 [27,49%)
= sowvohl auf CRC als audh auf MMC = NMC (n=20)

= CRC (n=19) okt
[=] e

Abbildung 15: Venn-Diagramme der Peptid- und Proteinausbeute der MHC-Klasse-II.

Die Venn-Diagramme zeigen den Uberlappungsgrad der detektierten Peptidsequenzen bzw. Proteine an.
Die Menge der exklusiv auf CRC- oder NMC-Proben gefundenen Peptidsequenzen bzw. Quellproteine wird
in ,Rot* bzw. in ,WeiR* dargestellt. Die Menge der Peptidsequenzen bzw. Quellproteine, die auf beiden
Gewebeartengefunden wurden, wird in ,Hellrot“ dargestellt. Die absolute Anzahl sowie der prozentuale An-
teil an der gesamten Peptid-/Proteinanzahl wird ebenfalls angegeben.
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Links: Verteilung der gefundenen Peptidsequnzen. Gesamtanzahl an detektierten Peptidsequenzen: 7748.
Rechts: Verteilung der gefundenen Quellproteine. Gesamtanzahl an detektierten Quellproteine: 2079.

Eine Einzelauflistung der Anzahl der identifizierten Liganden und Quellproteine

in den jeweiligen Proben befindet sich in Tabelle 15.
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Tabelle 15: Anzahl identifizierter MHC-Klasse-ll-Liganden und korrespondierender Quellproteine aus
den analysierten CRC-Proben. n.d.=not determined, *nur NMC -Probe

Die Liganden der Proben oberhalb des Doppelstriches wurden aus der hauseigenen Datenbank entnommen
und zur Auswertung herangezogen. Die Liganden der Proben unterhalb des Doppelstriches wurden im Rah-
men dieser Arbeit experimentell ermittelt.

Proben Tumor- NMC- Identifizierte MHC-Klasse-II- Identifizierte
bezeichnung | masse [g] Masse [g] Liganden Quellproteine
NMC Tumor nme | T
KC139 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC141 23 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC145 1,3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC151 0,6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC160 11 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC176 1,9 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC177 1,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC178 11 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC179 1,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC183 0,8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC185 1,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC186 1,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
KC24 1,7 3.0 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC28 1,4 1.3 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC29 3,6 1.1 212 114 190 157
KC38* 5,8 5.0 318 * 310 *
KC53 3.1 1.0 518 384 335 243
KC54 0,9 0.8 107 105 67 79
KC58 1,8 1.8 792 430 406 274
KC60 0,7 1.0 154 285 158 218
KC64 0,5 0.4 203 320 153 222
KC67 1,0 2.1 968 384 446 267
KC70 1,0 1.7 423 301 234 197
KC71 2,8 1.1 641 905 389 398
KC77 0,4 1.0 537 528 344 336
KC80 1,0 0.4 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC82 1,2 0.3 n.d. n.d. n.d. n.d.
KC84 0,6 1.6 897 620 474 366
KC86 5,4 24 692 838 352 450
KC89 1,7 1.0 216 985 193 528
KC90 2,9 1.2 765 575 304 299
KC92 1,0 0.5 937 110 480 565
KC93 1,2 0.9 552 375 329 236
KC94 1,0 0.4 782 531 450 337
KC97 2,1 0.6 771 762 333 394
KC104 1,8 0.5 247 528 224 360
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4.4 Auswertung der Ergebnisse der MHC-Klasse-ll-Liganden

4.4.1 Vergleichende Gegenuberstellung der detektierten Quellproteine an-

hand des prozentualen Anteils an Antigen-positiven Ligandomen
Analog zum Vorgehen bei den detektierten MHC-Klasse-I-Liganden (siehe Kapi-
tel 4.2.1) wurden alle identifizierten Quellproteine bei der MHC-Klasse-Il danach
sortiert, wie haufig sie auf malignem und wie haufig sie auf nicht-malignem Ge-
webe detektiert wurden. Abbildung 16 zeigt die Gegenuberstellung der gefunde-
nen Quellproteine und Abbildung 17 die Gegentberstellung der gefundenen
MHC-Klasse-lI-Liganden.

Tabelle 16 listet die Proteine auf, die das in Kapitel 3.2.2.5 definierte Kriterium
erfillen und auf wenigstens vier verschiedenen kolorektalen Karzinomen detek-
tiert worden sind. Diese 14 wurden in die Literaturrecherche eingeschlossen
(siehe 4.4.2).

Die Peptidsequenzen, die auf mindestens vier Tumorproben gefunden wurden

und nicht auf nicht-malignem Gewebe, sind in

Tabelle 17 dargestellt. Die obersten 15 dieser Tabelle wurden in die Literatur-
recherche eingeschlossen.
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Abbildung 16: MHC-II: Der prozentuale Anteil Antigen-positiver HLA-Ligandome nach den Quellproteinen geordnet.
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Weitere Beschriftung zu Abbildung 16 und Abbildung 17, S. 95 und S. 97:
Abbildung 16: Vergleichende Gegenuberstellung der HLA-Quellproteine der CRC- und der NMC-Proben. Auf der y-Achse ist
dabei der prozentuale Anteil der fur ein Protein positiven Proben an der Gesamtprobenanzahl aufgetragen (n(CRC)=19;

n(NMC)=20), wobei CRC positiv und NMC negativ terminiert ist. Die Sortierung entlang der x-Achse erfolgt nach einer bestimm-
ten Rangfolge: im ersten Schritt wird der Anteil aller positiven Tumorproben an der Gesamtheit aller fur dieses Protein positiven
Proben betrachtet. Es ergibt sich also ein Wert von 1 (ausschlie3lich auf CRC-Proben nachgewiesen) bis 0 (ausschlieR3lich auf
NMC-Proben nachgewiesen). Im zweiten Schritt (nachrangig) wird dann nach den Haufigkeiten der positiven CRC-Proben sor-
tiert und reziprok dazu nach den Haufigkeiten auf NMC-Proben. Hierbei wird das CRC nach links, das NMC nach rechts sortiert.
Abbildung 17: Vergleichende Gegenuberstellung der HLA-Peptide der CRC- und der NMC-Proben. Analog zur Abbildung 16
wird dabei auf der y-Achse der prozentuale Anteil der fur ein Peptid positiven Proben an der Gesamtprobenanzahl aufgetragen
(n(CRC)=19; n(NMC)=20), wobei CRC positiv und NMC negativ terminiert ist. Die Sortierung entlang der x-Achse erfolgt nach
der oben beschrieben Rangfolge.
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Abbildung 17: MHC-II: Der prozentuale Anteil Ligand-positiver HLA-Ligandome nach den gefundenen Peptidsequenzen geordnet.
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Tabelle 16: Quellproteine, die ausschlieRlich auf mindestens vier Tumorproben gefunden wurden

Unipro.t Ac- Quellprotein Gen Positive Pro.z.entualer Anteil po-
cession CRC-Proben sitiver CRC-Proben
Q99715 Collagen alpha-1(XIl) chain | COL12A1 8 42,11
P62888 60S ribosomal protein L30 RPL30 7 36,84
P02792 Ferritin light chain FTL 6 31,58
P06748 Nucleophosmin NPM1 6 31,58
P35442 Thrombospondin-2 THBS2 5 26,32
Q685J3 Mucin-17 MuUC17 5 26,32
000602 Ficolin-1 FCN1 4 21,05
P05164 Myeloperoxidase MPO 4 21,05
P14780 Matrix metalloproteinase-9 MMP9 4 21,05
P50281 Matrix metalloproteinase-14 MMP14 4 21,05
Q15181 Inorganic pyrophosphatase PPA1 4 21,05
Q16643 Drebrin DBN1 4 21,05
Q96124 S “pzmegago?ﬁnmgm'bi”' FUBP3 4 21,05
Q9UGV2 Protein NDRG3 NDRG3 4 21,05

Tabelle 17: Peptidsequenzen, die ausschlie8lich auf mindestens vier Tumorproben gefunden wur-
den. ,m“in der FASTA-Formel der Peptide bezeichnet ein durch Oxidation modifiziertes Methionin.

Prozen-
Posi- tualer
Uniprot Acces- tive Anteil
Peptidsequenz sion des Quellpro- Gen des 'Quellpro- CRC- positi-
. teins
teins Pro- ver
ben CRC-
Proben
PGDSDIIRSMPEQTGEK P62888 RPL30 9 47,37
. HNRNPA1LZ2;
GNFGGRSSGP Q32P51; P09651 HNRNPAL 6 31,58
H2BC10; H2BC4;
P62807; P06899; H2BC6; H2BC7;
PEPAKSAPAPKKGSKKA 060814; Q16778; H2BC8; H2BC11; 6 31,58
P57053 H2BC12;
HIST2H2BE; H2BFS
AAAPASVPAQAPKRTQAP-
TKASE P47914 RPL29 5 26,32
DGVIKVFNDMKVRKSSTPE P23528 CFL1 5 26,32
DSGYRPNLSPEE P28062 PSMB8 5 26,32
STTPVDTSTPATTST Q68533 MUC17 5 26,32
VTFLLPAGWILSHLETYRRPE P10176 COX8A 5 26,32
AKLIATFPDTLTYS P23229 ITGA6 4 21,05
ANVGAGKKPKE P62847 RPS24 4 21,05
DELPEPPATF Q16643 DBN1 4 21,05
FAKALANVN P05386 RPLP1 4 21,05
FGYNTGVINAPE Q8TDBS; P11169 SLC2A14; SLC2A3 4 21,05
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Prozen-
Posi- tualer
Uniprot Acces- Gen des Quellpro- tive Anteil
Peptidsequenz sion des Quellpro- . P CRC- positi-
. teins
teins Pro- ver
ben CRC-
Proben
. HSP90AB3P;
GDEDASRMEEVD Q58FF7; P08238 HSPY0AB1L 4 21,05
GNPAEFVVNTSNAGAGA P21333 FLNA 4 21,05
GQYISPFHDIPIYA Q15181 PPA1 21,05
HIST1H2BB;
H2BC10; H2BC4;
P33778; Pe2807; | ooCS HEBCT:
P58876; Q93079; .
P06899; 060814 HIST1H2BD;
IMNSFVNDIFERIAG ’ ! HIST1H2BH,; 4 21,05
Q99879; Q99877; ) .
. ; H2BC11; H2BC12;
P23527; Q16778; ' '
Q5QNW6: P57053 H2BC14; H2BC15;
' HIST1H2BO;
HIST2H2BE;
HIST2H2BF; H2BFS
LKAVPSQKRT P31949 S100A11 4 21,05
P30443; P04439;
P13746; P18462;
P30450; P30512;
P16188; P16189;
NEDLRSWTAADMAAQ P10314; P16190; HLA-A; HLA-H 4 21,05
P30453; P30455;
P30456; P30457;
P30459; Q09160;
P01893
NRPVILTYHDIGLNHK QIUGV2 NDRG3 4 21,05
NSGAVYIYNGHQGTIR P17301 ITGA2 4 21,05
TPDAMKAAMALEKK P02792 FTL 4 21,05
YGGGNYGPGGSGGSGGYGGRS P22626 HNRNPA2B1 4 21,05
YGQTLGQAQAHSQEQ Q96124 FUBP3 4 21,05
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4.4.2 Literaturrecherche zu den gefundenen Quellproteinen

Die 14 Quellproteine aus Tabelle 16 wurden fur die Literaturrecherche verwen-
det. Das am haufigsten detektierte Quellprotein, Q99715, wurde dabei auf acht
Tumorproben (42,1 %) gefunden und durch 19 verschiedene Peptidsequenzen
prasentiert. Das 14. Quellprotein Q9UGV2 wurde noch auf vier (21,1 %) Tumor-
proben detektiert und wurde nur mit einer Peptidsequenz prasentiert. Der relative
Anteil an positiven Tumorproben mit dem speziellen Quellprotein kann Abbildung

18 entnommen werden.

In Tabelle 18 werden zu jedem Quellprotein die entsprechenden detektierten
Peptidsequenzen angegeben. Zudem zeigt die Tabelle die Ergebnisse der Lite-

raturrecherche nach dem in Kapitel 3.2.2.5 dargelegten Algorithmus.

In Tabelle 19 wurde die Literaturrecherche auf die 15 am haufigsten detektierten
Peptidsequenzen bzw. deren Quellproteine ausgedehnt. Die relativen Haufigkei-
ten der 15 am haufigsten detektierten Peptidsequenzen lassen sich Abbildung 19
entnehmen. Die am haufigsten gefundene Sequenz wurde dabei auf neun

(47,4 %) Tumorproben nachgewiesen, die 15. auf vier (21,1 %).
Die Peptidsequenzen, die sich in

Tabelle 17 und zudem in Tabelle 18 oder in Tabelle 19 wiederfinden, wurden

hierbei ,fett“-markiert.

Bei acht der 14 detektierten Quellproteine konnte durch die Literaturrecherche
ein Zusammenhang zu bekannten Veranderungen auf Genom-, Transkriptom-
oder Proteomebene beim kolorektalen Karzinom festgestellt werden. Bei sechs
weiteren ergab sich solch ein bekannter Zusammenhang in anderen Tumorenti-

taten.

Bei neun der 15 Peptidsequenzen konnte durch die Literaturrecherche ebenfalls
ein Zusammenhang mit bekannten Veranderungen auf Genom-, Transkriptom-
oder Proteomebene des kolorektalen Karzinoms hergestellt werden. Bei vier wei-
teren mit bekannten Verdnderungen anderer Tumorentitaten. Bei zwei der Pep-
tidsequenzen konnte durch die bisherige Literatur kein Zusammenhang zu

Veranderungen bei Tumoren hergestellt werden.
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Insgesamt wurden 19 CRC Proben fur die MHC-Klasse-II analysiert. Die Proteine sind
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Abbildung 18: Relative Haufigkeiten der ausgewahlten Quellproteine der MHC-Klasse-ll-Liganden in

mit den zugehdrigen Genkurznamen angegeben und auf der x

ordnet (links am haufigsten).

allen CRC

gegeben, die Genkurznamen der Quellproteine sind in Klammern angegeben. Die Anordnung entlang der

Insgesamt wurden 19 CRC Proben fiir die MHC-Klasse-II analysiert. Die detektierte Peptidsequenz ist an-
x-Achse entspricht der Haufigkeit der Peptide (links am haufigsten).

Abbildung 19: Relative Haufigkeiten der ausgewéhlten MHC-Klasse-ll-Liganden in allen CRC-Proben.
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Tabelle 18: MHC-II: Ergebnisse der Literaturrecherche zu den Quellproteinen und den ihnen zugeordneten Peptidsequenzen. Die fettgedruckten Peptidsequenzen
wurden zusatzlich in der Peptidsequenzanalyse haufig detektiert und finden sich in Tabelle 19 wieder. ,m" in der FASTA-Formel der Peptide bezeichnet ein durch Oxidation

modifiziertes Methionin.

AF())rCOetSeil(;]n Quellprotein Peptidsequenzen Patienten Literatur
o GNDNIHALTAQGSSE KC67 Kolorektales Ca:
000602 Ficolin-1 (—Storm etal., 2014)
GNHQFAKYKSFKVADE KC84, KC86, KC89 o’
KAAMALEKKLNQ KC90 Mamma-Ca:
P02792 Ferritin light chain TPDAMKAAMALEKK KC67, KC71, KC84, KC86 (Eswaran et al., 2012; Jezequel et al., 2012)
VKLIKKMGDHLTNLH KC94
DNTGITTVSKNNIFm KC92 Kolorektales Ca-
P05164 Myeloperoxidase NTGITTVSKNNIFm KC92 (m)
VSNEIVRFPTDQLTPD KC86, KC89, KC93 "’
GGGSKVPQKKV KC104 Kolorektales Ca:
GGGSKVPQKKVK KC104 (Liu et al., 2012; Nozawa et al., 1996; Wong
RSAPGGGSKVPQKKVKL KC67, KC92, KC94 et al., 2013)
SAPGGGSKVPQK KC104, KC67, KC70 Schilddrisen-Ca:
P06748 Nucleophosmin (Pianta et al., 2010)
Magen-Ca:
SISGKRSAPGGGSKVPQ KC89 (Tanaka et al., 1992)
HCC:
(Yun et al., 2007)
GRQVWVYTGASVLGPR KC67, KC84
NQLYLFKDGKYWRFSEG KC97
SGRQVWVYTGASVLGPR KC67, KC84, KC86 Kolorektales Ca:
P14780 Matrix metalloproteinase-9 YLFKDGKYWRFSEG KC97 (Gimeno-Garcia et al._, 2015; Li et al., 2013;
IPGYIVDDSVRVE KC64 Mook et al., 2004; Said et al., 2014; Zucker
IPGYIVDDSVRVEQ KC64, KC71, KC97 et al., 2004)
YIVDDSVRVE KC64
YIVDDSVRVEQ KC97
. DEPFYEHLQAEKSR KC84, KC92 Diverse Tumoren:
e VAT SeEpeIE -2 RGTLLALEGPGLSQ KC90, KC92 (Kim et al., 2010)
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Protein . . . .
Accesion Quellprotein Peptidsequenzen Patienten Literatur
SRGTLLALEGPGLSQ KC84, KC90, KC92 Magen-Ca:
SRGTLLALEGPGLSQR KC90, KC92 (Lin et al., 2016; Sun et al., 2014)
SRGTLLALEGPGLSQRQ KC90 Downregulation im kolorektalem Ca:
TAQLKQDGKSRG KC64 (Lin et al., 2015)
VHNPAQIDTDN KC71
IAAMQKFYGLQ KC90
KAFRVWESATPLR KC84 Kolorektales Ca:
P50281 Matrix metalloproteinase-14 LSAAIAAMQKFYGLQ KC90 (Kikuchi et al., 2000; Okada et al., 1995;
SAAIAAMQKFYGLQ KC90 Yamamoto et al., 2008)
YPKNIKVWEGIPESPR KC67, KC89
AlIDPGDSDIIRSMPEQTGEK KC90 Medulloblastom:
IIDPGDSDIIRSmMPEQTGEK KC90 (De Bortoli et al., 2006)
. . NSCLC:
P62888 60S ribosomal protein L30 e
KC67, KC84, KC92, KC94, (Saviozzi et al., 2006)
PGDSDIIRSMPEQTGEK KC97 HCC:
(Uemura et al., 2003)
GQYISPFHDIPIYA KC71, KC84, KC86, KC89 Larynx-Ca:
Q15181 Inorganic pyrophosphatase GQYISPFHDIPIYAD KC84, KC86 (Boane;r (Ztnz?lc.:,a2.016)
e ek (Jeong et al., 2012; Yang et al., 2015)
. Kolorektales Ca:
Q16643 Drebrin DELPEPPATF KC58, KC64, KC92, KC94 —(Lin etal, 2014)
Pankreas-Ca:
(Kitamoto et al., 2012)
. Kolorektales Ca:
Q685J3 Mucin-17 STTPVDTSTPATTST KC71, KC77, KC93, KC94 (Krishn et al., 2016)
Downregulation in kolorektalen Ca:
(Senapati et al., 2010)
FYGQTLGQAQAHSQEQ KC58, KC71 Medulloblastom:
Far upstream element-bind- QTLGQAQAHSQEQ KC58 (Engidawork et al., 2006)
QR ing protein 3 YGOTLGOAOAHSOE KC58. KC71. KC90. KC92 Nierenzell-Ca, Blasen-Ca und Prostata-Ca:
Q ey QEQ ’ ’ ’ (Weber et al., 2008)
. ADTEYQISVSAMKG KC71, KC86, KC93 Kolorektales Ca:
Qs | el Elinseed) ey APSNLVISERTHRS KC97 (Karagiannis et al., 2012; Mikula et al., 2011)
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Aircoetseilgn Quellprotein Peptidsequenzen Patienten Literatur
DITVLPIYKMGEG KC71 Ovarial-Ca:
DPDDTHAYNVADFESL KC71, KC86, KC93 (Januchowski et al., 2014)
DPDDTHAYNVADFESLSR KC71, KC92, KC93
DTHAYNVADFESL KC71, KC86, KC93
DTHAYNVADFESLSR KC93
ERHVFIVDDFESFEK KC97
GPVQQYRIIYSPTVG KC89
IGVLITDGKSQDDVE KC64
ITVLPIYKMGEG KC71
KNAFVNQPTADLHPN KC92
LENLIPDTKYEVSVIPE KC97
VAIIITDGKSQDE KC64, KC77, KC97
VAIITDGKSQDEVE KC64
VDGSYSIGIANFVK KC92
VKNTFTESAGARVG KC97
VQAVLHDLTSEPVT KC71
YSAYRIQKNAFVNQPT KC89
Prostata-Ca:
QIUGV2 Protein NDRG3 NRPVILTYHDIGLNHK KC67, KC84, KC86, KC89 (xtar @i el Z00A% Iz 2L ell, Z009)
Downregulation diverse Tumoren:
(Yang et al., 2013)
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Tabelle 19: MHC-II: Ergebnisse der Literaturrecherche zu den Peptidsequenzen. Die fettgedruckten Peptidsequenzen kénnen Quellproteinen aus Tabelle 18 zuge-
ordnet werden. ,m“ in der FASTA-Formel der Peptide bezeichnet ein durch Oxidation modifiziertes Methionin.

Peptidsequenzen

Protein Accesion

Quellprotein

Patienten

Literatur

Medulloblastom:
(De Bortoli et al., 2006)

. . KC67, KC84, KC92, KC94, NSCLC:
PGDSDIIRSMPEQTGEK P62888 60S ribosomal protein L30 KC97 (Savioz—zi et al., 2006)
HCC:
(Uemura et al., 2003)
Q32P51 Heterogeneous nuclear ri- Kolorektales Ca:
GNEGGRSSGP bonucleoprotein Al-like 2 KC58, KC71, KC77, KC84, (Hope et al., 2011; Ma et
P09651 Heterogeneous nuclear ri- KC92, KC93 al., 2009; Ushigome et al.,
bonucleoprotein A1 2005)
Histone H2B type 1-
P62807 CIE/F/GII
P06899 Histone H2B type 1-J . .
PEPAKSAPAPKKGSKKA : e KC104, KC77, KC86, KC90, Keine relevante Literatur
Q16778 Histone H2B type 2-E KC92, KC94 gefunden
060814 Histone H2B type 1-K
P57053 Histone H2B type F-S
Kolorektales Ca:
AAAPASVPAQAPKRTQAPTKASE P47914 60S ribosomal protein L29 NEST, KC7K1C’:g§86’ e, (Liu et al., 2006; Wang et
al., 1999)
Prostata-Ca:
(Lu et al., 2015)
Vulva-Ca:
DGVIKVFNDMKVRKSSTPE P23528 Cofilin-1 KC67, KC84, KC86, KC97 (Wu et al., 2016)
Kolorektales Ca und
NSCLC:
(Dugina et al., 2015)
Magen-Ca:
(Kwon et al., 2016)
Proteasome subunit beta KC104, KC64, KC71, KC77, Nasopharynx-Ca:
DSGYRPNLSPEE P28062 ype-8 KC93 (Gao et al,, 2013)
Nierenzell-Ca:
(Zhu et al., 2016)
STTPVDTSTPATTST Q685J3 Mucin-17 KC71, KC77, KC93, KC94 Pankreas-Ca:

(Kitamoto et al., 2012)
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Peptidsequenzen

Protein Accesion

Quellprotein

Patienten

Literatur

Kolorektales Ca:
(Krishn et al., 2016)
(Duncan et al., 2007)

Cytochrome c oxidase sub-

KC67, KC84, KC92, KC94,

Keine relevante Literatur

WIHLLRERIL S HENARAE P unit 8A, mitochondrial KC97 gefunden
Mamma-Ca:
(Brooks et al., 2016)
Downregulation Nierenzell-
Ca:
AKLIATFPDTLTYS P23229 Integrin alpha-6 KC71, KC84, KC86, KC94 (Zhang;t;l.,zzgllgl;o\); AT
Downregulation in kolorek-
talen Ca:
(Sakthianandeswaren et al.,
2011)
ANVGAGKKPKE P62847 408 ribosomal protein S24 | KC64, KC67, KC71, KC92 Pl Do
(Wang et al., 2015b)
. KC28, KC64, KC67, KC71, Kolorektales Ca:
RIS PSRRI Quisiete RE KC92, KC94, KC97 (Lin et al., 2014)
60S acidic ribosomal pro- Kolorektales Ca:
FAKALANVN P05386 tein P1 KC58, KC90, KC92, KC97 ( Artero-Castro et al. 2 al., 2009)
Solute carrier family 2, facil- Magen-Ca:
Q8TDB8 itated grlxgrc:]sbee:rizsporter (Ber_g—lth etal, 2015)
FGYNTGVINAPE = = : KC104, KC64, KC71, KC77
Solute carrier family 2, facil- )
. Kolorektales Ca:
P11169 itated glucose transporter I ———
(Chung et al., 1999)
member 3
QS8FF7 Putative heat shock protein Kolorektales Ca:
GDEDASRMEEVD Heat shock protein HSP 90- KC58, KC64, KC86 (Drecaoll et al., 2014; Haque
P08238 p et al., 2016)
beta
Mamma-Ca:
(zZhong et al., 2010)
GNPAEFVVNTSNAGAGA P21333 Filamin-A KC104 ,KC53, KC60, KC71 Downregulation in kolorek-

talen Ca:
(Tian et al., 2015)
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4.5 Semiquantitative Analyse
Wie in Kapitel 3.2.2.2 und 3.2.2.5 beschrieben, wurden die CRC- sowie die Nor-

malgewebeproben semiquantitativ gegen einander gemessen.

Anschliel3end wurden die ermittelten Peptide in den Volcano-Plots gegen ihr kor-
respondierendes Normalgewebe dargelegt (MHC-Klasse-I: Abbildung 20, MHC-
Klasse-II: Abbildung 22).

Als Uberreprasentiert bzw. unterreprasentiert wurden Peptide betrachtet, die die
in Kapitel 3.2.2.5 genannten Kriterien erftullen. Dass dabei ein ,fold change® gro-
Rer 4 vorrausgesetzt wird, ist ein hausinterner Standard (Kowalewski et al., 2016;
Loffler et al., 2018b; Nelde et al., 2018). Dieser Wert soll verhindern, dass nur
minimal Uber-/unterreprasentierte Peptide als solche aufgefasst werden, gegen
welche jedoch hochwahrscheinlich eine Toleranz seitens der T-Lymphozyten be-
stinde oder aber die Gefahr von irAE sehr hoch wéare (Colella et al., 2000; Gallou
et al., 2016; Naftzger et al., 1996; Overwijk et al., 1998).

Die auf den CRC-Proben gegeniber den Normalgewebeproben Uberreprasen-
tierten Peptide wurden zudem erfasst und gegen die unterrepréasentierten analog
zum Vorgehen in Kapitel 4.2.1 und 4.4.1 aufgetragen. Die Peptide, die auf min-
destens funf CRC-Proben Uberreprasentiert waren, wurden in die anschliel3ende

Literaturrecherche eingeschlossen.

Fir die MHC-Klasse-I konnten Volcano-Plots fir 15 verschiedene kolorektale
Karzinome und ihr korrespondierendes Normalgewebe erstellt werden (Abbil-
dung 20). Die signifikant Uber- und unterreprasentierten Peptide werden dabei
,rot® dargestellt, falls sie mehr als vierfach Uber- oder unterrepréasentiert sind.
Zum visuellen Angleich der Volcano-Plots wurde jeweils fiir das Diagramm ein
Signifikanzniveau von p=0,01 dargestellt. Die p-Werte der Daten wurde jedoch
zuvor einer Benjamini-Hochberg-Korrektur unterzogen. Im arithmetischen Mittel
wurden fur die MHC-Klasse-1 101,1 Uberreprasentierte und 98,1 unterreprasen-
tierte Peptide gefunden. Abbildung 21 stellt die Uberreprasentierten Peptide, ge-
gen die unterrepréasentierten Peptide aufgetragen, dar. Die Uberreprasentierten
Peptide, die auf mindestens finf Tumorproben Uberreprasentiert waren, werden

in Tabelle 20 aufgelistet. Hier wurde diesen Peptidsequenzen zudem ihre
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allgemeine Detektionshaufigkeit auf malignem und nicht-malignem Gewebe aus
Kapitel 4.2 zugeordnet. Ersichtlich ist, dass es sich bei allen von diesen lberre-
prasentierten Peptiden um Peptide handelt, die sowohl auf malignem als auch
auf nicht-malignem Gewebe gefunden wurden (Tabelle 20). Sie wurden jedoch
auf mehr CRC-Proben als auf NMC-Proben detektiert und gleichzeitig waren sie
auf den CRC-Proben, verglichen mit ihren korrespondierenden NMC-Proben, se-
miquantitativ Uberreprasentiert. Die am haufigsten lGberrepréasentierte Peptidse-
quenz war auf acht der 15 (53,3%), in die semiquantitative Analyse
eingeschlossenen, CRC-Proben Uberreprasentiert. Die Ergebnisse der Literatur-
recherche, die nach dem in Kapitel 3.2.2.5 beschriebenen Algorithmus erfolgt ist,

sind in Tabelle 21 dargelegt.

Fur die MHC-Klasse-Il wurde analog vorgegangen. Hier konnten fur die semi-
guantitative Analyse sieben korrespondierende Probenpaare herangezogen wer-
den. Im arithmetischen Mittel wurden bei der MHC-Klasse-ll 41,1
Uberreprasentierte und 39,3 unterreprasentierte Peptide detektiert. Das haufigste
Uberreprasentierte Peptid konnte auf drei der sieben Proben (42,9%) Uberrepra-
sentiert nachgewiesen werden. Die einzelnen Volcano-Plots sind in Abbildung 22
dargestellt, die Gegenuberstellung von Uber- und unterreprasentierten Peptiden
in Abbildung 23. Auf eine Literaturrecherche wurde auf Grund der geringen An-

zahl verzichtet.
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Abbildung 20: Volcano-Plots MHC-Klasse-I: a) KC24 b) KC28 c) KC29 d) KC53 e) KC64 f) KC67 g) KC82 h) KC84 i) KC86 j) KC89 k) KC90 I) KC92 m) KCI93 n)
KC94 o) KC97. Die Volcano-Plots der 15 MHC-Klasse-I-Proben, fur die eine vergleichende Analyse zwischen der CRC-Probe und der korrespondieren NMC-Probe
durchgefiihrt werden konnte. Jeder Punkt reprasentiert einen HLA-Liganden. Auf der x-Achse ist dabei der log2-fold change aufgetragen. Nach rechts (positiv) werden
dabei die auf CRC-Proben Uberreprasentierten Liganden, nach links (negativ) die auf CRC unterreprasentierten Liganden aufgetragen. Auf der y-Achse werden die p-
Werte (negativ logarithmisch zur Basis 10) dargestellt.

Rot: : signifikant Uberreprasentierte Peptide (rechter oberer Quadrant), signifikant unterreprasentierte Peptide (linker oberer Quadrant).

Als signifikant uber-/unterreprasentiert werden dabei HLA-Liganden dargestellt, deren fold-change >4 und deren p-Wert < 0,01 ist.

Grau: nicht signifkant tiber- oder unterreprésentierte Peptide oder Peptide, die einen fold-change <4 haben.

Missing values wurden dabei mittels des im Kapitel 3.2.2.5 beschriebenen Verfahrens ersetzt.

Zur besseren Ubersicht wurde hier in allen Volcano-Plots das Signifikanzniveau bei 0,01 eingezeichnet. Firr die weiteren Analysen wurden jedoch die HLA-Liganden als
signifikant Uber-/unterreprasentiert betrachtet, deren p-Wert kleiner als der entsprechend fiir die einzelne Probe Benjamini-Hochberg korrigierte Wert ist, der vom Signifi-
kanzniveau a=0,05 ausgehend errechnet wurde.

Der fold change grofR3er 4 vorrausgesetzt ist ein hausinterner Standard (Kowalewski et al., 2016; Loffler et al., 2018b; Nelde et al., 2018). Dieser Wert soll verhindern, dass
nur minimal Uber-/unterreprasentierte Peptide als solche aufgefasst werden, gegen welche jedoch hochwahrscheinlich eine Toleranz seitens der T-Lymphozyten bestiinde
oder aber die Gefahr von irAE sehr hoch wére (Colella et al., 2000; Gallou et al., 2016; Naftzger et al., 1996; Overwijk et al., 1998).
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Abbildung 21: MHC-Klasse-I: Uberrepéasentierte Peptide gegen unterrepésentierte Peptide aufgetragen.
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Weitere Beschriftung zu Abbildung 21, S. 112:

Vergleichende Gegentiberstellung der Uber- respektive unterreprasentierten HLA-Klasse-I-Liganden der CRC- und der NMC-

Proben. Es werden fir diese Gegenuberstellung nur die HLA-Liganden dargstellt, die durch die semiquantitative Analyse als
signifikant Uber-/unterreprasentiert betrachtet werden (p-Wert kleiner als der entsprechend fiir die einzelne Probe Benjamini-

Hochberg korrigierte Wert, der vom Signifikanzniveau a=0,05 ausgehend errechnet wurde und fold change >4).

Auf der y-Achse ist dabei der prozentuale Anteil der fiir einen Liganden positiven Proben an der Gesamtprobenanzahl aufgetra-
gen (n(CRC)=15; n(NMC)=15, korrespondierende Probenpaare), wobei CRC positiv und NMC negativ terminiert ist. Die Sortie-
rung entlang der x-Achse erfolgt nach einer bestimmten Rangfolge: im ersten Schritt wird der Anteil aller positiven Tumorproben
an der Gesamtheit aller fir dieses Protein positiven Proben betrachtet. Es ergibt sich also ein Wert von 1 (ausschlief3lich auf
CRC-Proben nachgewiesen) bis 0 (ausschlief3lich auf NMC-Proben nachgewiesen). Im zweiten Schritt (nachrangig) wird dann
nach den Haufigkeiten der positiven CRC-Proben sortiert und reziprok dazu nach den Haufigkeiten auf NMC-Proben. Hierbei

wird das CRC nach links, das NMC nach rechts sortiert.
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Abbildung 22: Volcano-Plots MHC-Klasse-II: a) KC53 b) KC67 c) KC89 d) KC92 e) KC93 f) KC94 g) KC97. Die Volcano-Plots der sieben MHC-Klasse-II-Proben, fiir
die eine vergleichende Analyse zwischen der CRC-Probe und der korrespondieren NMC-Probe durchgefuhrt werden konnte. Jeder Punkt reprasentiert einen HLA-Ligan-
den. Auf der x-Achse ist dabei der log2-fold change aufgetragen. Nach rechts (positiv) werden dabei die auf CRC-Proben Uberreprasentierten Liganden, nach links
(negativ) die auf CRC unterreprasentierten Liganden aufgetragen. Auf der y-Achse werden die p-Werte (negativ logarithmisch zur Basis 10) dargestellt.

Rot: : signifikant Uberreprésentierte Peptide (rechter oberer Quadrant), signifikant unterreprasentierte Peptide (linker oberer Quadrant).

Als signifikant uber-/unterreprasentiert werden dabei HLA-Liganden dargestellt, deren fold-change >4 und deren p-Wert < 0,01 ist.

Grau: nicht signifkant tiber- oder unterreprésentierte Peptide oder Peptide, die einen fold-change <4 haben.

Missing values wurden dabei mittels des im Kapitel 3.2.2.5 beschriebenen Verfahrens ersetzt.

Zur besseren Ubersicht wurde hier in allen Volcano-Plots das Signifikanzniveau bei 0,01 eingezeichnet. Fir die weiteren Analysen wurden jedoch die HLA-Liganden als
signifikant Uber-/unterrepréasentiert betrachtet, deren p-Wert kleiner als der entsprechend fiir die einzelne Probe Benjamini-Hochberg korrigierte Wert ist, der vom Signifi-
kanzniveau a=0,05 ausgehend errechnet wurde.

Der fold change groéR3er 4 vorrausgesetzt ist ein hausinterner Standard (Kowalewski et al., 2016; Loffler et al., 2018b; Nelde et al., 2018). Dieser Wert soll verhindern, dass
nur minimal Uber-/unterreprasentierte Peptide als solche aufgefasst werden, gegen welche jedoch hochwahrscheinlich eine Toleranz seitens der T-Lymphozyten bestiinde
oder aber die Gefahr von irAE sehr hoch wére (Colella et al., 2000; Gallou et al., 2016; Naftzger et al., 1996; Overwijk et al., 1998).
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Abbildung 23: MHC-Klasse-lI: Uberrepasentierte Peptide gegen unterrepasentierte Peptide aufgetragen.
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Weitere Beschriftung zu Abbildung 23, S. 116:

Vergleichende Gegenuberstellung der Uber- respektive unterreprasentierten HLA-Klasse-lI-Liganden der CRC- und der NMC-

Proben. Es werden fir diese Gegenuberstellung nur die HLA-Liganden dargstellt, die durch die semiquantitative Analyse als
signifikant Uber-/unterreprasentiert betrachtet werden (p-Wert kleiner als der entsprechend fiir die einzelne Probe Benjamini-

Hochberg korrigierte Wert, der vom Signifikanzniveau a=0,05 ausgehend errechnet wurde und fold change >4).

Auf der y-Achse ist dabei der prozentuale Anteil der flr einen Liganden positiven Proben an der Gesamtprobenanzahl aufgetra-
gen (n(CRC)=7; n(NMC)=7, korrespondierende Probenpaare), wobei CRC positiv und NMC negativ terminiert ist. Die Sortierung
entlang der x-Achse erfolgt nach einer bestimmten Rangfolge: im ersten Schritt wird der Anteil aller positiven Tumorproben an
der Gesamtheit aller fiir dieses Protein positiven Proben betrachtet. Es ergibt sich also ein Wert von 1 (ausschlieflich auf CRC-
Proben nachgewiesen) bis 0 (ausschlief3lich auf NMC-Proben nachgewiesen). Im zweiten Schritt (nachrangig) wird dann nach
den Haufigkeiten der positiven CRC-Proben sortiert und reziprok dazu nach den Haufigkeiten auf NMC-Proben. Hierbei wird
das CRC nach links, das NMC nach rechts sortiert.
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Tabelle 20: MHC-Klasse-I: Peptidsequenzen, die auf mindestens fiinf CRC-Proben liberreprasentiert
sind. ,m“ in der FASTA-Formel der Peptide bezeichnet ein durch Oxidation modifiziertes Methionin.

Prozentu-
% Anteil von Positive | Prozentualer | aler Anteil
Anzahl an 0 allen Positive nicht- Anteil positi- positiver
Peptidsequenzen Proben mit CRC- malig- ver CRC-Pro- | nicht-ma-
Upregulation PI\(/)(t)éC(?]n—ol—S) Proben nePro- ben ligner
B ben (n=30) Proben
(n=35)
AAMLDTVVEK 8 53,3 25 9 83,3 25,7
GVAPFTIAR 6 40 13 8 43,3 22,9
EEVQSLPLPL 5 33,3 13 6 43,3 17,1
FGGRNPFDTF 5 33,3 11 1 36,7 29
GFTLGNVVGmY 5 33,3 25 10 83,3 28,6
SVDPKNYPK 5 33,3 9 1 30 29

Tabelle 21: Literaturrecherche zu den Quellproteinen der Uberreprésentierten Peptidsequenzen der
MHC-Klasse-l. ,m“in der FASTA-Formel der Peptide bezeichnet ein durch Oxidation modifiziertes Methio-

nin.
. Protein Ac- . .
Peptidsequenzen cesion Quellprotein Literatur
Diverse Ca:
AAMLDTVVFK 000487 | 268 golj‘f;‘tz?mfugz';}g f ase | (Gallery et al., 2007; Liu et al.,
gulatory 2009; Wang et al., 2015a)
Pankreas-Ca:
(Arafat et al., 2011)
Kolorektales Ca:
GVAPFTIAR P12111 Collagen alpha-3(VI) chain (Qiao et al., 2015)
Magen-Ca:
(Xie et al., 2014; Yang et al.,
2007)
. . Kolorektales Ca und Magen-
EEVQSLPLPL QINX24 H/Ac%fn ”Ibec:(”;i)eu‘;fi’trgte'” Ca:
P (Kim et al., 2012)
. Verhindert Apoptose bei Tu-
FGGRNPFDTF P25685 DA homng’('e%?bséﬂbfam"y E morzellen:
(Cui et al., 2015)
GETLGNWVGMY EOCX11 Uncharacterized protein Keine relevante Literatur ge-
C7orf73 funden
Kolorektales Ca:
SVDPKNYPK P01584 Interleukin-1 beta (Gelfo et al., 2016; Mustafi et

al., 2012)
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4.6 Tumor-assoziierte Anderung des HLA-Ligandoms und Zuord-
nung zu metabolischen Pfaden

Im ersten Schritt wurden alle detektierten Quellproteine sowohl der CRC- als
auch der NMC-Proben fir die MHC-Klasse-I und die MHC-Klasse-II einer KEGG-
Pfad-Analyse unterzogen, um generelle Veranderungen zu erkennen. Hierbei
wurde jedoch kein absoluter Unterschied festgestellt (Liebermeister et al., 2014).
Im nachsten Schritt wurden dann nur die tumorexklusiven Proteine und die Quell-
proteine zu den tumorexklusiven Peptiden, sowie die signifikant Gberreprasen-
tierten Quellproteine Uber die ,David Database“ intrazellularen Prozessen
zugeordnet. Hierbei wird sichtbar, dass viele Veranderungen im HLA-Ligandom
der analysierten CRC-Proben bekannten intrazellullaren ,Pathways in cancer®
zugeordnet werden kénnen (siehe Abbildung 26) (Huang et al., 2009a; Huang et
al., 2009b). Beispiele sind Veranderungen der Prasentation im Wnt/B-Catenin-
Weg (Abbildung 27), im Jak/Stat-Signalweg, im FGF/FGFR-System, der
RAS/RAF-Kaskade, dem EGF-Rezeptor (Abbildung 28), bei C-myc und TGF-f3
(Abbildung 27), sowie bei mTOR (Abbildung 28).

Bei den Uber- oder unterreprasentierten Liganden auf den MHC-Klasse-Il Mole-
kilen wurde analog vorgegangen, jedoch waren hier die meisten Zuordnungen
zu bekannten Pfaden aus Zellen des Immunsystems, wie zum Beispiel lysoso-
malen Strukturen oder Strukturen der Phagozytose oder der fokalen Adhasion
sowie des Komplementsystems, zu verzeichnen (Huang et al., 2009a; Huang et
al., 2009b).

Um diesen Sachverhalt auch quantitativ zu visualisieren wurde mittels proteo-
maps.net ein Voronoi-Diagramm erzeugt, das anhand der ,Area“-Werte der tu-
morexklusiven und tumoriberreprasentierten, sowie NMC-exklusiven und
tumorunterreprasentierten Peptide bzw. deren Quellproteinen, die prasentierten
Proteine metabolischen intrazellularen Prozessen zuordnet und gleichzeitig
durch die zugeordneten Flachen einen quantitativen Aspekt der entsprechenden
Veranderung der Prasentation darstellt. Durch die Kombination von tumorexklu-

siven und NMC-exklusiven Proteinen, sowie den uber- und unterreprasentierten
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Proteinen gelingt die umfassende Darstellung aller detektierten Veranderungen
des HLA-Ligandoms (Liebermeister et al., 2014; Otto et al., 2010).

Bei den auf MHC-Klasse-I prasentierten Liganden (siehe Abbildung 24) stammen
viele aus dem Bereich der RNA-Biosynthese (Ribosomen/Spliceosomen), sowie
aus den intrazellularen Signalkaskaden (PI3K, Rapl, Ras, MAPK) und aus der
Proteinprozessierung am endoplasmatischen Retikulum. Ferner kdnnen einige
dieser HLA-Liganden zu epigenetischen Regulationsprozessen (z.B. bei den His-
tonkomplexen) und zu direkten Anderungen am Chromosomensatz zugeordnet
werden. Auch die Zuordnung zu bekannten ,Pathways in cancer wird wieder
deutlich (siehe Abbildung 24, schwarzes Feld linker Rand). Dieses Feld ist ver-
haltnismafig grol3 dafur, dass bekannte tumorspezifische Prozesse diesen ver-
andert prasentierten HLA-Klasse-I-Liganden zugeordnet werden kénnen. Es
zeigt sich daher, dass sich die veranderten Proteome der CRC-Proben ebenfalls

zu einem Grof3teil im Ligandom wiederfinden.

Bei den prasentierten MHC-Klasse-lI-Liganden handelt es sich grof3teils um Pro-
teine aus dem Bereich der Immunzellen (Phagosomen, Lysosomen, PPAR-Sig-
nalweg), jedoch ebenfalls aus dem Bereich der Signalkaskaden (PI3K, Rapl,
MAPK) und der RNA-Biosynthese (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 24: Voronoi-Diagramm MHC-Klasse-I CRC und NMC kombiniert. Tumorexklusive und NMC-
exklusive MHC-Klasse-I-Liganden und die Quellproteine zu den exklusiven Peptiden, sowie signifikant im
Tumor Uber- und unterreprasentierte Peptide bzw. deren Quellproteine wurden anhand der ,Area“-Werte
metabolischen intrazelluldaren Prozessen zuordnet und gleichzeitig wird durch die zugeordneten Flachen ein
guantitativer Aspekt der entsprechenden Veranderung der Prasentation darstellt. Bei den auf MHC-Klasse-
| prasentierten Liganden stammen viele aus dem Bereich der RNA-Biosynthese (Ribosomen/Spliceoso-
men), aus den intrazellularen Signalkaskaden (PI3K, Rap1, Ras, MAPK) und aus der Proteinprozessierung
am endoplasmatischen Retikulum. Zudem kénnen viele der Peptide und ihre Quellproteine bekannten ,Pa-
thways in cancer” zugeordnet werden (schwarzes Feld am linken Rand). Dieses Feld ist verhaltnismaRig
grofR3 dafur, dass bekannte tumorspezifische Prozesse diesen verandert prasentierten HLA-Klasse-I-Ligan-
den zugeordnet werden kdnnen. Es zeigt sich daher, dass sich die veranderten Proteome der CRC-Proben
ebenfalls zu einem Grof3teil im Ligandom wiederfinden. Dieses Voronoi-Diagramm wurde mittels proteo-
maps.net erzeugt.
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Abbildung 25: Voronoi-Diagramm MHC-Klasse-Il CRC und NMC kombiniert. Tumorexklusive und NMC-
exklusive MHC-Klasse-ll-Liganden und die Quellproteine zu den exklusiven Peptiden, sowie signifikant im
Tumor Uber- und unterreprasentierte Peptide bzw. deren Quellproteine wurden anhand der ,Area“-Werte
metabolischen intrazelluldaren Prozessen zuordnet und gleichzeitig wird durch die zugeordneten Flachen ein
guantitativer Aspekt der entsprechenden Veranderung der Prasentation darstellt. Bei den auf MHC-Klasse-
Il prasentierten Liganden stammen viele aus dem Bereich der Immunzellen (Phagosomen, Lysosomen,
PPAR-Signalweg), jedoch ebenfalls aus dem Bereich der Signalkaskaden (PI3K, Rapl, MAPK) und der
RNA-Biosynthese. Dieses Voronoi-Diagramm wurde mittels proteomaps.net erzeugt.



123

s o vt ] [ * Fel * Cuchogens C
A PATHWATS [N CANCER, Qestostorons QDibydro. O Other [sHH | O stenil T
(FroAT—¥%io | (7] ) ST
Oxidatt
Hodplog i Notch signaling etophiE stress I
-FH o CASPD
AHNE gZOZGDH
4 Mot e O IJ
NO _af-l
m Ivlitochondrion Ki}l] 4_ Ilitochondrion
o
NERF2
AD 1
|
|
E LEPSI6
- i
Théumbm *\
el
Angll | Insensitivity to & |
P T enotic daraage

it groweih signals

O *[GPOR | 0|
PGE2
Fer ]

W m @ 1% s 0, TN

P33 w [MITF |—e—% —— c}}@ﬁfﬁfgﬁ
LT

DiA

EAY T_ — | Immortality
Tore ]
S

w

-»- y
;
5 L i E—————— - Eﬂﬂﬁiﬁm
Thgmhm % % Cell eyele
- e A o (. |\ B ). B , a N w
ET1 KHR —— — — — — ————— — — mrM
. [ o |
g1l ¥ |
\1@
CKSL
ol "
Exokind
- -~
$E5rE | T -GCSFR
hlREs? | | mm (6% [eobiye |
[Foor ] FOoFE] RA] C/EBP AMLL
- FLOE = \\ target genes taxgel genes target ;énes target genes
N
il .
I 9
i 1 '
[ror >t | '
— ¢ PUl PUl [CEBPaY AMLI

Abbildung 26: Uberreprasentierte und tumorexklusive MHC-Klasse-I-Liganden aus den CRC- und NMC-Proben verglichen mit bekannten metabolischen Pfaden in Karzinomen

(nach david.ncifcrf.gov (Huang et al.,

2009a; Huang et al.,

2009b)). Roter Stern: markiert die Zuordnung, der in den analysierten Proben Uberreprasentierter und tumorexklusiv pra-

sentierter Proteine. In den weiteren Abbildungen werden die entsprechenden Abschnitte dieses Schaubildes vergrof3ert dargestellt: Abschnitt A (rotes Rechtseck) in Abbildung 27, Abschnitt

B (blaues Rechtseck) in
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Abbildung 27: Ausschnitt A: Uberreprasentierte und tumorexklusive MHC-Klasse-I-Liganden aus den CRC- und NMC-Proben verglichen mit bekannten metabolischen Pfaden in
Karzinomen (nach david.ncifcrf.gov (Huang et al., 2009a; Huang et al., 2009b)). Die tumorexklusiven Proteine und die Quellproteine zu den tumorexklusiven Peptiden, sowie die signifikant
Uberreprasentierten Quellproteine wurde Uber die ,David Database” intrazellularen Prozessen zugeordnet. Hierbei wird sichtbar, dass viele Verédnderungen im HLA-Ligandom der analysierten
CRC-Proben bekannten intrazellullaren ,Pathways in Cancer* zugeordnet werden kénnen. Die roten Sterne markieren die Zuordnung der bekannten Proteine/Enzyme in den ,Pathways in
Cancer” zu den in den analysierten Proben Uberreprasentierten und tumorexklusiv prasentierten Proteinen. Bekannte ,Pathways in Cancer* fir verschiedene Karzinome (auch fur das CRC),
in denen eine Veranderung der Préasentation der daraus stammenden HLA-Liganden festzustellen war, sind in diesem Abschnitt beispielsweise der Wnt/3-Catenin-Weg, sowie C-myc und
TGF-B.
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Abbildung 28: Ausschnitt B: Uberreprasentierte und tumorexklusive MHC-Klasse-I-Liganden aus den CRC- und NMC-Proben verglichen mit bekannten metabolischen Pfaden
in Karzinomen (nach david.ncifcrf.gov (Huang et al., 2009a; Huang et al., 2009b)). Die tumorexklusiven Proteine und die Quellproteine zu den tumorexklusiven Peptiden, sowie die
signifikant Uberreprasentierten Quellproteine wurde Uber die ,David Database” intrazellularen Prozessen zugeordnet. Hierbei wird sichtbar, dass viele Veranderungen im HLA-Ligandom der
analysierten CRC-Proben bekannten intrazellullaren ,Pathways in Cancer” zugeordnet werden kdnnen. Die roten Sterne markieren die Zuordnung der bekannten Proteine/Enzyme in den
,Pathways in Cancer” zu den in den analysierten Proben Uberreprasentierten und tumorexklusiv prasentierten Proteinen. Bekannte ,Pathways in Cancer” fiir verschiedene Karzinome (auch
fur das CRC), in denen eine Veranderung der Prasentation der daraus stammenden HLA-Liganden festzustellen war, sind in diesem Abschnitt beispielsweise der Jak/Stat-Signalweg, das
FGF/FGFR-System, die RAS/RAF-Kaskade, der EGF-Rezeptor sowie mTOR.
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5 Diskussion

5.1 Allgemeines

Das kolorektale Karzinom ist der zweithdufigste zum Tode fuhrende Tumor in
Europa und in Amerika. Obwohl die 5-Jahres-Uberlebensrate unabhingig vom
Stadium bei 64% (+/- 10%) liegt, so liegt sie beim metastasierten Stadium nur
noch bei 14% (+/- 10%) (Siegel et al., 2020). Da eine Diagnosestellung in 21%
der Falle erst in diesem Stadium erfolgt (Siegel et al., 2020), waren Alternativen

in der Therapie winschenswert.

Die Immuntherapie, in all ihnren Facetten, ist bei vielen Tumoren in der Erprobung
und teilweise bereits fest in die Standardtherapie integriert. Vor allem die Check-
pointinhibitoren (PD-1-Inhibitoren) sind zum Beispiel beim malignen Melanom
(Callahan, 2016; Hodi et al., 2010) und dem NSCLC integraler Bestandteil der
Therapie geworden (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft), 2018; Reck et al., 2016). Auch beim kolorektalen Karzinom
wurde flr die Subgruppe der MSI-Karzinome die klinische Effektivitat der Check-
pointblockade nachgewiesen (Brahmer et al., 2012; Le et al., 2015; Mlecnik et
al., 2016; Topalian et al., 2012). Die deutsche Leitlinie sieht zum aktuellen Zeit-
punkt (Marz 2020) die PD-1-Blockade noch nicht als Therapie beim kolorektalen
Karzinom vor (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft),
2019). Die ,American Cancer Society“ sieht hingegen die Checkpoint-Blockade
in Form von PD-1-Inhibitoren oder in der Kombination von CTLA-4 und PD-1-
Inhibitoren fuir chemotherapierefraktdre CRCs mit speziellen Genveranderungen
vor (www.cancer.org/cancer/colon-rectal-cancer/treating/ immunotherapy.html,
07.03.2019). Die Wirksamkeit der Checkpointblockade wurde jedoch primar nur
bei MSI-CRCs gezeigt, sodass davon ausgegangen wurde, dass eine grof3e An-
zahl an Neoepitopen fur die Wirksamkeit der Checkpointinhibitoren unerlasslich
ist (Le et al., 2015). Mlecnik et. al. konnten jedoch zeigen, dass die Zusammen-
setzung der tumorinfiltrierenden Immunzellen (vor allem T- und B-Lymphozyten)
starker mit dem PFS korreliert, als die Anzahl an Mutationen/Neoepitopen. Es
konnte daher auch gezeigt werden, dass ein kleiner Anteil der MSI-CRCs eben

keine hohere Uberlebensrate hat, als die MSS-CRCs und im Gegenzug eine
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Subgruppe der MSS-CRCs eine hohere Uberlebensrate hat (Mlecnik et al.,
2016). Diese Daten zeigen, dass ein tiefgreifendes Wissen uber das HLA-Ligan-
dom der CRC unerlasslich fur die weitere Immuntherapie ist bzw. um deren Wirk-
samkeit zum einen voraussagen zu konnen oder aber im nachsten Schritt
verbessern zu kénnen (Fritsche et al., 2018). Auch fur die weiteren Immunthera-
pien ist solch ein Verstandnis elementar, vor allem zur Definition von Zielantige-
nen. Dies ist sowohl fur den adoptiven Zelltransfer als auch fur die Vakzinierung
unerlasslich. Viele der bisher durchgefuihrten Studien zeigen hier eine extrem
eingeschrankte Auswahl an Zielantigenen (héufig CEA oder MAGE) (Wagner et
al.,, 2018). Zudem haben frihere Studien haufig nach tumorspezifischen
Neoepitopen gesucht, die auf Mutationen basieren, und damit nur individualisiert
auf den entsprechenden Patienten und Tumor passend sind (Bassani-Sternberg
et al., 2016; Fritsche et al., 2018). Daher soll hier auch ein Grundstein flr ein
~Warehouse* gelegt werden, damit ggf. verschiedene Zielantigene bei einem ent-
sprechenden HLA-Typ des Patienten ausgewahlt werden kbnnen, ohne dass je-
weils der einzelne Tumor analysiert werden muss. Aber auch die neuen
vielversprechenden Anséatze, wie zum Beispiel die T-cell-receptor mimic-antibo-
dies (TCRm-mAB), bedirfen eines tiefgreifenden Verstandnisses des HLA-Lig-
andoms. Bei den TCRm-mAB ist neben dem Zielpeptid fur die erfolgreiche
Therapie auch das HLA-Peptid, auf dem das Zielpeptid prasentiert wird, entschei-
dend (Dubrovsky et al., 2016; Li et al., 2017).

5.2 MHC-Klasse-I

Fur die MHC-Klasse-I konnten insgesamt 21 269 verschiedene Peptidsequenzen
(63 539 unique peptides) auf malignem und nicht-malignem Gewebe identifiziert
werden. Dies macht im Median 910 verschiedene Peptidsequenzen (1498 unique
peptides) pro Probe aus 8678 Quellproteinen (im Median 926) stammend. Ver-
glichen mit &hnlichen Studien zu soliden Tumoren kann daher von einer &hnli-
chen Ausbeute an Peptiden gesprochen werden. So konnten Schuster et. al. im
Median 1381 unique petides auf Ovarialzelltumoren nachweisen, die aus 10 677
Quellproteinen stammen (Median 1334 Quellproteine pro Probe). Des Weiteren

ist die Probenanzahl mit 42 Proben zu der hier durchgefihrten Analyse
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vergleichbar (Schuster et al., 2017). Auch die Arbeit von Bassani-Sternberg et
al., bei der 35 Melanomproben massenspektrometrisch untersucht worden sind,
ergab mit insgesamt 78 605 unique peptides aus 12 663 Quellproteinen einen
vergleichbaren Wert zu der hier durchgefuhrten Analyse (Bassani-Sternberg et
al., 2016).

Auch eine HLA-Ligandom Analyse bei der chronisch lymphatischen Leukamie
erbrachte in etwa die gleiche mediane Ausbeute an Peptiden pro Probe (Bilich et
al., 2018).

Fir das koloreaktale Karzinom ist nach meinem Kenntnisstand bisher keine so
umfassende Analyse des HLA-Ligandoms durchgefiihrt worden und die Kenntnis
dariiber luckenhaft (Méarz 2020). Kochin et al. konnten so zum Beispiel nur an
insgesamt vier CRC-Proben mittels MS-Analyse im Median 104 Peptide pro
Probe identifizieren (Kochin et al., 2017).

Einige Studien haben versucht durch eine Analyse des Genoms und des Tran-
skriptoms tumorspezifische Antigene vorherzusagen (Majumder et al., 2018). Je-
doch zeigt sich, dass es im Allgemeinen einen erheblichen Unterschied zwischen
dem Transkiptom/Peptidom und dem HLA-Ligandom der (Tumor-)zellen gibt
(Altman et al., 1994; Freudenmann et al., 2018; Nature Publishing Group, 2017)
und dies ferner auch noch abhangig vom HLA-Typ des Patienten ist (Bassani-
Sternberg et al., 2015; Freudenmann et al., 2018). Ein umfassendes Bild des
HLA-Ligandoms des kolorektalen Karzinoms fehlt daher bisher.

Die anschlieRend durchgefiihrte Literaturrecherche zu den Quellproteinen und
den Peptidsequenzen zeigt eindrucksvoll, dass die detektierten Proteine und
Peptide im Rahmen des kolorektalen Karzinoms oder aber im Rahmen anderer
Tumore bereits als alteriert, und zumeist in der Pathogenese wichtig, vorbe-
schrieben sind. Dies zeigt zum einen die Plausibilitat der Ergebnisse und zum
anderen kénnen damit tatsachlich auf HLA-Liganden prasentierte aberrierte Pro-
teine bzw. deren Peptide identifiziert werden, die bisher auf der Ebene des Ge-
noms bzw. des Proteoms vorbeschrieben worden sind (vgl. Tabelle 13 und
Tabelle 14).

Auch die zugrunde liegenden HLA-Haplotypen der Proben, die 95,6% aller Kau-

kasier abdecken, umfasst das breiteste mir bekannte Spektrum, da bei anderen
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Studien zumeist nur einzelne HLA-Haplotypen (z.B. HLA-A*02, HLA-A*24) und
deren Liganden untersucht worden sind (Kawamura et al., 2018; Kochin et al.,
2017; Maughan et al., 2012; Mayer et al., 2012).

Durch den Abgleich der tatsachlichen HLA-Typisierungen der Probe mit den Da-
tenbanken SYFPEITHI und NetMHC konnte in fast allen Fallen auch eine Uber-
einstimmung der vorhergesagten HLA-Bindung und des tatsachlichen HLA-Typs
der Probe hergestellt werden. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Pep-
tide auf den entsprechenden HLA-Molekullen prasentiert worden sind und es sich
nicht um beliebige Peptidfragemente handelt, was die Reinheit bzw. die Qualitat
dieser Analyse nochmals bestatigt.

Die umfassende Analyse des HLA-Ligandoms des nicht-malignen Kolongewebes
ist, soweit mir bekannt, ebenfalls die ausfuhrlichste Analyse des HLA-Ligandoms
von gesundem Kolongewebe. Besonders ist zudem das Vorliegen des Ligan-
doms des CRC- und des korrespondierenden Normalgewebes. Aber auch allein
betrachtet stellt die Analyse des nicht-malignen Kolongewebes einen wichtigen
Bestandteil zum Verstandis des HLA-Ligandoms dar. So kann zum einen das
regelhafte HLA-Ligandom von Kolongewebe abhangig vom HLA-Typ klassifiziert
werden, zum anderen dient das HLA-Ligandom auch zum Abgleich in Datenban-
ken fur potentielle Zielantigene auf anderen Geweben. Damit kann ausgeschlos-
sen werden, dass ein potentielles Zielantigen zwar isoliert auf Tumorgewebe
eines anderen Organs vorkommt, jedoch zum regelhaften Ligandom bei Kolon-
gewebe gehdrt, was eine irAE solch einer Vakzine deutlich wahrscheinlicher wer-

den lasst (Freudenmann et al., 2018).

Beispielhaft soll auf zwei Peptidsequenzen naher eingegangen werden. Das
Peptid GLALKVQEYV als MHC-Klasse-I-Ligand konnte auf 31 % der kolorektalen
Tumoren nachgewiesen werden. Dieses Peptid kann dem Protein Tensin-4
(Q81ZW8) zugeordnet werden, welches ein bekanntes Onkogen des kolorektalen
Karzinoms ist (Albasri et al., 2011, Albasri et al., 2014, Thorpe et al., 2015). Es
ist auf das HLA-A*02:01 Molekil restringiert. Ein weiteres vielversprechendes
Zielantigen ist IRPNIILVL. Es konnte ebenfalls nur auf Tumorproben (31 %) nach-
gewiesen werden und stammt aus der extrazellularen Sulfatase-1 (Q8IWUG).
Dieses Peptid wird auf HLA-C*07:01, HLA-C*07:02 und HLA-C*06:02 prasentiert.
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Es ist als tumorassoziiert bekannt, sowohl vom Mammakarzinom (Okolicsanyi et
al., 2014), als auch vom Pankreaskarzinom (Nawroth et al., 2007) und dem kolo-
rektalen Karzinom (Vicente et al., 2015). Bei den letzten beiden konnte eine Ver-
bindung zum Wnt-Signalweg dargelegt werden, sodass die extrazellulare
Sulfatase-1 beim kolorektalen Karzinom eine wichtige Rolle einnimmt. Eine Au-
toimmunitat gegen die héheren Spiegel der extrazellularen Sulfatase-1 bei Pati-
enten mit kolorektalem Karzinom konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Babel
et al., 2011), sodass davon auszugehen ist, dass das gefundene Antigen als
maogliches Zielantigen einer Immuntherapie in Frage kommt. Nichtsdestotrotz

sollte auch hier eine immunologische Testung erfolgen.

5.3 MHC-Klasse-ll

Fur die MHC-Klasse-1l konnten insgesamt 7448 verschiedene Peptidsequenzen
(20 823 unique peptides) auf malignem und nicht-malignem Gewebe identifiziert
werden. Dies macht im Median 430 verschiedene Peptidsequenzen pro Probe,
die aus 2079 Quellproteinen (im Median 304) stammen.

Dies ist nach meinem Wissen (Marz 2020) die Identifikation der meisten MHC-
Klasse-ll-Liganden des kolorektalen Karzinoms. Fur andere solide Tumoren ist
mir nur eine weitere Arbeit von Schuster et al. bekannt, die auf Ovarialzelltumoren
MHC-Klasse-lI-Liganden identifiziert haben. Diese erzielten mit insgesamt
17 334 unique peptides (Median 697) eine mit der hier durchgefihrten Analyse
vergleichbare Ausbeute (Schuster et al., 2017). Eine weitere &hnliche Arbeit be-
schaftigt sich vorwiegend mit dem Nierenzellkarzinom, ist allerdings von der Di-

mension her weitaus kleiner angelegt (Dengjel et al., 2006).

Auf welchen Zellen genau die MHC-Klasse-II-Liganden prasentiert worden sind,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht eruiert werden. Prinzipiell ist anzunehmen,
dass die MHC-Klasse-lI-Liganden vorwiegend aus den tumorinfiltrierenden Im-
munzellen (Leukozyten) stammen, da nur Immunzellen regelhaft MHC-Klasse-lI
Molekile unter physiologischen Bedingungen prasentieren. Analysen anderer
Tumore deuten jedoch darauf hin, dass auch die Tumorzellen direkt MHC-

Klasse-Il Moleklle prasentieren. Dies konnte zum Beispiel fur das
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Ovarialkarzinom (Schuster et al., 2017), das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom
(He et al., 2017), das Nierenzellkarzinom (Dengjel et al., 2006), als auch fir das
Mammakarzinom gezeigt werden (Park et al., 2017). Fur das kolorektale Karzi-
nom gibt es ebenfalls Studien dariiber, dass auf Tumorzellen (und auch auf nicht-
malignem Kolongewebe) eine MHC-Klasse-II-Expression stattfindet (Degener et
al., 1988; McDougall et al., 1990; Momburg et al., 1986). Jedoch zeigte sich ge-
rade beim kolorektalen Karzinom, dass die MHC-Klasse-II-Expression verglichen
mit dem nicht-malignen Kolongewebe vermindert ist (McDougall et al., 1990).

Die Rolle der MHC-Klasse-lI-Liganden zur Immuntherapie ist noch nicht endgul-
tig geklart. Durch die parallele Stimulation sowohl der CD8*-T-Zellen als auch der
CD4*-T-Zellen wird eine starkere und langer anhaltende Immunantwort gegen
das entsprechende Antigen erzeugt (Gnjatic et al., 2003; Pardoll et al., 1998;
Topalian, 1994). Qin et al. konnten zeigen, dass die CD4*-T-Zellen sogar eine
eigene von den CD8*-T-Zellen unabhangige Immunantwort gegen Tumoren aus-
l6sen konnen (Qin et al., 2000). Dies bestéatigen auch die Daten von Braumdiller
et al., die zeigen konnten, dass CD4*-T-Zellen Uber IFN-y und TNF eine Wachs-
tumshemmung von Tumorzellen auslésen kénnen (Braumdiller et al., 2013).
Perez-Diez et. al. zeigen in ihrer Studie sogar eine starkere Immunantwort durch
CD4*-T-Zellen als durch CD8*-T-Zellen, zumindest unter bestimmten Vorraus-
setzungen. Sie zeigen ebenso, dass teilweise Tumoren, die durch CD8*-T-Zellen
kaum affektiert werden, durch CD4*-T-Zellen vollstandig eradiziert werden kon-
nen, was als additiver Effekt bzw. als Alternativtherapie sehr nutzlich ist (Perez-
Diez et al., 2007).

Es erscheint daher sinnvoll neben MHC-I-Liganden auch MHC-lI-Liganden in ei-
ner Tumorvakzine zu verabreichen, um die CD4*-T-Zellen zu stimulieren
(Casares et al., 2001; Kobayashi et al., 2002; Kumai et al., 2017). Auch die Wirk-
samkeit des adoptiven Zelltransfers mit durch MHC-IlI-Liganden vorgeprimten
CD4*-T-Zellen konnte bei cholangiozellularen Karzinomen nachgewiesen wer-
den (Tran et al., 2014). Jedoch konnten andere Autoren aufzeigen, dass bereits
die Vakzinierung mit kirzeren Peptiden (vornehmlich MHC-Klasse-I-Liganden)

ebenfalls eine Aktivierung der CD4*-T-Zellen bewirken kann (Gross et al., 2016).
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Obwohl der tatsachliche Nutzen noch weiterer Abklarung bedarf, kann mit der
hier erfolgten Analyse ein umfassendes Bild sowohl des MHC-Klasse-II-Ligan-
doms des kolorektalen Karzinoms als auch des nicht-malignen Kolongewebes
erzeugt werden. Dies ist fur die MHC-Klasse-Il noch wichtiger als fur die MHC-
Klasse-l, da die Pradiktionsalgorithmen bzgl. der tatsachlichen MHC-Klasse-II-
Liganden deutlich fehleranfalliger und ungenauer sind (Wang et al., 2008). Daher
ist durch eine Analyse des Transkriptoms bzw. des Proteoms eine Vorhersage
des Ligandoms quasi unmoglich — in jedem Fall jedoch unvollstandig — auch
wenn Neuerungen der Vorhersage-Algorithmen eine gro3ere Genauigkeit liefern
(Barra et al., 2018).

Exemplarisch soll hier auf zwei Peptidsequenzen n&her eingegangen werden. So
konnte das Peptid STTPVDTSTPATTST als MHC-Klasse-lI-Ligand auf 26,32 %
der kolorektalen Tumorproben nachgewiesen werden. Dieses Peptid kann dem
Mucin-17 (Q685J3) zugeordnet werden. Krishn et al. konnten zeigen, dass Mu-
cin-17 beim kolorektalen Karzinom und beim Adenom deutlich auf Genomebene
hochreguliert ist und sogar zur Unterscheidung zwischen Polypen und Karzino-
men dienen kann (Krishn et al., 2016). Ebenfalls eine haufige Oberflachenex-
pression von Mucin-17 auf kolorektalen Tumorzellen konnten Duncan et al.
nachweisen, auch wenn sie keine Korrelation zu der Pathogenese herstellen
konnten (Duncan et al., 2007). Dies wird durch die Ergebnisse von Wolff et al.
gesttzt, die ebenfalls eine deutliche Zunahme — auch an Mutationen in den ent-
sprechenden Genen — bei Mucin-17 feststellen konnten (Wolff et al., 2018). Auch
bei anderen Tumoren, wie zum Beispiel dem Pankreaskarzinom, konnte mittels
RNA-Analyse eine Uberexpression von Mucin-17 nachgewiesen werden und so-
gar eine Korrelation zum Malignitatsgrad hergestellt werden (Hirono et al., 2010;
Kitamoto et al., 2012).

Die Peptidsequenz DELPEPPATF konnte als MHC-Klasse-lI-Ligand auf 21,05 %
der CRC-Proben detektiert werden und kann dem Quellprotein Drebrin (Q16643)
zugeordnet werden. Auch Drebrin konnte beim metastasierten kolorektalen Kar-
zinom deutlich Gberexprimiert nachgewiesen werden (Lin et al., 2014).
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5.4 Semiquantitative Betrachtung

Die anschlie3end fur MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Liganden durchgefiihrte
semiquantitative Betrachtung ist ein Versuch, tUberreprasentierte, aber nicht tu-
morspezifische, Antigene identifizieren zu kénnen. Durch den Abgleich mit dem
korrespondierenden nicht-malignen Gewebe kann eine individuelle Uberrepra-
sentation festgestellt werden. Fur die MHC-Klasse-I konnten so im arithmeti-
schen Mittel je (CRC-NMC) Paar 101,1 Uberreprasentierte und 98,1
unterreprasentierte Peptidsequenzen gefunden werden. Fur die MHC-Klasse-l|
waren es noch 41,1 Uberreprasentierte und 39,3 unterreprasentierte Peptidse-

quenzen.

Der Vergleich aller Uberreprasentierten Peptide und deren Auftretenshaufigkeit
diente im Anschluss dazu, festzustellen, welche Antigene mdglicherweise beim
kolorektalen Karzinom im Allgemeinen Uberreprasentiert sind (siehe Abbildung
21 und Abbildung 23). Dies wird untermauert durch den Fakt, dass die am hau-
figsten Uberreprasentierten Peptide zwar auch auf nicht-malignen Proben gefun-
den wurden, jedoch jeweils deutlich haufiger auf den Tumorproben (siehe Tabelle
20). Ob diese Peptide jedoch als mogliche Zielantigene fur eine Immuntherapie

in Frage kommen, hangt von mehreren Faktoren ab.

Zum einen ist die Art der Tumorantigene entscheidend. Hierbei ist es relevant,
ob es sich um Differenzierungsantigene (Brichard et al., 1993; Magro et al., 2006)
oder um rein Uberreprasentierte Antigene handelt (Igbal et al., 2014; Jerome et
al.,, 1991; Vonderheide et al., 1999). Da die rein uberreprasentierten Antigene
auch auf anderen Normalgeweben vorkommen kénnen und dort moglicherweise
bereits im Gesunden weitaus haufiger auf MHC-Molekulen prasentiert werden,
bedarf es hier, vor der Auswahl von méglichen Zielantigenen, zwingend auch ei-

nes Abgleichs mit einer Normalgewebedatenbank.

Zum anderen hangt es davon ab, ob tatsachlich die Uberreprasentation beim ein-
zelnen Patienten hoch genug ist, damit die T-Zellen nur den Tumor attackieren,
das Normalgewebe jedoch aussparen, da die dortige Ligandenkonzentration

nicht ausreicht, um die T-Zellen zu aktivieren.
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Ein letztes Problem von tumorassoziierten und nicht tumorspezifischen Peptiden
ist auch, dass sie moglicherweise Toleranzmechanismen unterliegen, sodass die
T-Zellen nicht ausreichend aktiviert werden kdnnen oder aber gar keine T-Zellen
mit einem passenden Rezeptor vorliegen (Colella et al., 2000; Gallou et al., 2016;
Naftzger et al., 1996; Overwijk et al., 1998).

Eine Peptidsequenz, die auf insgesamt 13 CRC-Proben, aber nur auf sechs
NMC-Proben gefunden wurde und auf insgesamt funf der CRC-Proben Uberre-
prasentiert war, im Vergleich zum korrespondierenden Normalgewebe, soll im
Folgenden exemplarisch genauer beleuchtet werden. Die Peptidsequenz EE-
VQSLPLPL ist dem Quellprotein COL6A3 zuzuordnen. Dabei handelt es sich um
eine Kollagenkette. Huang et. al. zeigten, dass COL6A3 auch beim Blasenkarzi-
nom deutlich Gberexprimiert ist (auf Proteom- und mRNA-Ebene) und dort unter
anderem die Angiogenese beeinflusst, sowie Uber den TGF-B/SMAD-Pathway
Einfluss auf die Epithelial-Mesenchymale Transition hat (Huang et al., 2018).
Beim kolorektalen Karzinom wurde ebenfalls eine deutlich hdhere COL6A3 Ex-
pression auf Proteomebene nachgewiesen. Auch hier scheint es einen Einfluss
auf die Zellbewegung, die Zellproliferation und die Angiogenese zu haben. Es
wird daher auch von den Autoren der beiden Studien sowohl als mdgliches Ziel
fur Therapien, als auch als diagnostischer und prognostischer Marker vorge-
schlagen (Liu et al., 2018; Qiao et al., 2015). Das heifl3t, die hier Uberrepréasen-
tierte Peptidsequenz im HLA-Ligandom ist auch auf Proteomebene
bekanntermal3en beim kolorektalen Karzinom Uberexprimiert. Zudem scheint das
Protein COL6A3 eine wichtige Rolle im Tumormetabolismus zu spielen (Liu et
al., 2018).

5.5 Tumor-assoziierte Anderung des HLA-Ligandoms und Zuord-
nung zu metabolischen Pfaden

Die Veranderungen des HLA-Ligandoms sowohl der MHC-Klasse-I als auch der

MHC-Klasse-Il wurden tUber eine KEGG-Path-Analyse den zugrunde liegenden

metabolischen Pfaden bzw. Prozessen zugeordnet (Liebermeister et al., 2014).

Interessant dabei ist, dass die Veranderungen vor allem im MHC-Klasse-I-
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Ligandom zu vielen Prozessen zugeordnet werden kénnen, deren Aberration so-
wohl auf Genomebene als auch auf Proteomebene bereits fir das kolorektale
Karzinom vorbeschrieben worden sind und teilweise sogar als elementar inner-
halb der Karzinogenese betrachtet werden (Cancer Genome Atlas, 2012). Einige
dieser bekannten, und hier auch im Ligandom veranderten, auf Tumorproben
prasentierten Peptidsequenzen sollen im Folgenden naher betrachtet werden.
Hierbei muss beachtet werden, dass sich die einzelnen Pfade bzw. Prozesse
wiederum gegenseitig bedingen. Peptide aus p53, eines der bekanntesten mu-
tierten Gene in Tumorzellen, konnte auch unterreprasentiert in der hier vorliegen-
den Ligandomanalyse detektiert werden. Das Gen p53 verhindert normalerweise
das unkontrollierte Wachstum von Zellen und fordert DNA-Reparaturprozesse
(Lane, 1992). Durch die Mutation des Genes und die Downregulation konnen
Tumorzellen der Apoptose entgehen und sich unkontrolliert teilen (Li et al.,
2015b). Auch beim kolorektalen Karzinom wurde diese Mutation bereits haufig
beschrieben (Cancer Genome Atlas, 2012; Li et al., 2015b; Pandurangan et al.,
2018). Lo et. al. konnten sogar ein mutiertes Peptid aus dem p53-Pfad auf
HLA*02:01 identifizieren und mittels ACT eine Immunreaktion dagegen nachwei-
sen (Lo et al., 2019). Das heif3t, auch die aberrante Prasentation im Ligandom ist
im Einzelfall bereits vorbeschrieben und unterstreicht die Plausibilitat der Ergeb-

nisse dieser Arbeit.

Die PI3K/mTor-Signalkaskade spielt eine elementare Rolle in der Regulation des
Zellzyklus. Zudem wurden Mutationen bereits bei vielen Tumoren nachgewiesen.
Diese Mutationen haben Einfluss auf die Proliferation, das Wachstum und die
Metastasierung diverser Tumoren (Fruman et al., 2014), unter anderem auch auf
kolorektale Karzinome (Francipane et al., 2014). Dass auch hier eine tumor-ex-
klusive Prasentation im Tumorligandom nachgewiesen werden konnte, unter-

streicht diesen Fakt.

Das APC-Protein, ein Tumorsuppressor, das den Wnt/B-Catenin-Weg beein-
flusst, wurde bereits friih bei kolorektalen Karzinomen in einer mutierten Form
nachgewiesen (Senda et al., 2005). Haufig geschah dies in Verbindung mit der
FAP (familiare adenomattse Polyposis), jedoch wurden auch bei anderen kolo-

rektalen Karzinomen Mutationen nachgewiesen (Liang et al.,, 2017). Die
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Mutationen im Wnt/B-Catenin-Signalweg fihren zur unkontrollierten Teilung und
Stimulation der Teilung im Zellkern der Tumoren (Logan et al., 2004; van Neerven
et al., 2019). Diverse dieser Proteine bzw. HLA-Liganden aus diesen Quellprote-
inen konnten in dieser Analyse, im Vergleich zum Normalgewebe verandert pra-
sentiert, im Tumorligandom nachgewiesen werden (unter anderem APC; Wnt
und B-Catenin). Auch das APC-Protein wird bereits als mdgliches Ziel einer Tu-

mortherapie diskutiert (Liang et al., 2017).

Uber den Jak/Stat-Signalweg werden im Regelfall extrazellulare Signale (z. B.
Interleukine oder Interferone) ohne second messenger umgesetzt und fihren zu
einer Transkription bestimmter Proteine (Decker et al., 1991; Groner et al., 2017).
Diverse HLA-Liganden, die aus Quellproteinen dieses Signalweges stammen,
konnten hier ebenfalls mit einer veranderten Prasentation, verglichen mit dem
Normalgewebe, im Ligandom nachgewiesen werden. Auch auf Genom bzw. Pro-
teomebene sind diese Aberrationen bereits fur das kolorektale Karzinom vorbe-
schrieben (Farooqi et al., 2019).

Der RAS/RAF-Kinaseweg ist ein zentraler Weg der Embryogenese, der Zelldiffe-
renzierung, des Zellwachstums, sowie der Apoptose (Kyriakis et al., 2012). K-
RAS und B-RAF sind bekannte Onkogene vieler Tumoren, unter anderem auch
des kolorektalen Karzinoms (Garnett et al., 2004; Yuen et al., 2002). Auch weitere
Rezeptoren und Proteine sind eng mit dem RAS/RAF-Kinaseweg verbunden und
bereits als wichtige Mutationen beim kolorektalen Karzinom vorbeschrieben. So
zum Beisplei der EGF-Rezeptor, welcher den RAS/RAF-Kinaseweg aktiviert.
Dieser wird bereits bei nichtmutierten K-RAS bzw. B-RAF als therapeutisches
Ziel durch Antikodrper (Cetuximab und Panitumumab) verwendet (Bahrami et al.,
2018). Diese Antikorper sind bereits in den Leitlinien zur Therapie des kolorekta-
len Karzinoms zugelassen (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft), 2019). Auch die Kinasen des RAS/RAF-Weges werden be-
reits leitlinienkonform als therapeutisches Ziel fir den Multikinase-Inibitor Rego-
rafenib verwendet (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschatft),
2019). Aber auch die nachgeschalteten Proteine, wie zum Beispiel c-MYC, sind
in diversen Tumoren als mutiert nachgewiesen worden und nehmen eine wich-

tige Stellung sowohl als therapeutisches Ziel als auch als Onkogen fur diese



139
Diskussion

Tumore ein. Ursprunglich wurde c-MYC beim Burkitt-Lymphom nachgewiesen
(Hecht et al., 2000), jedoch konnte eine Schlisselstelle auch fiir das kolorektale
Karzinom gezeigt werden (Satoh et al., 2017). Fir alle diese Proteine bzw. die
daraus stammenden HLA-Liganden konnte auch eine im Vergleich zum Normal-
gewebe verdnderte Prasentation in der hier durchgefuhrten Ligandomanalyse

nachgewiesen werden.

Obwohl der TGF-B-Pfad in vielen kolorektalen Karzinomen inaktiviert ist, zeigte
sich in Studien, dass kolorektale Tumore tUberdurchschnittlich viel TGF- produ-
zieren (Calon et al., 2012). Calon et al. gehen davon aus, dass das TGF- der
Karzinome einen wichtigen Beitrag zur Metastasierung leistet, indem es auf
Stromagewebe wirkt und damit ein besseres Mikroenvironment fur Metastasen
schafft (Calon et al., 2012). Diese Ergebnisse werden durch die Studie von Vill-
alba et al. untermauert, die zeigt, dass TGF- das Wachstum von nicht-malignen
und Tumorzellen in frihen Stadien reguliert, jedoch in fortgeschrittenen Stadien
(metastasierten Stadien) das Tumorwachstum begdnstigt (Villalba et al., 2017).
Villalba et.al. halten daher TGF- sogar fir ein gutes Ziel flr eine Immuntherapie
(Villalba et al., 2017). Diese Erkenntnisse suggerieren eine veranderte Prasenta-
tion von Liganden aus Proteinen, die der TGF-B-Signalkaskade angehoren, wel-
che hier auf Ligandomebene nachgewiesen werden konnte.

Die auf den Tumorproben Uberprasentierten MHC-Klasse-lI und —lI-Liganden
wurden abschliel3end noch mittels Voronoi Diagrammen ihren entsprechenden
Ursprungsprozessen zugeordnet (siehe Abbildung 24 und Abbildung 25). Hier
zeigt sich eine Zugehdrigkeit zu bekannten ,Pathways in cancer” und auch eine
Uberreprasentation an metabolischen Prozessen, die mit Infektionen einherge-
hen. Auch Teile des Zellzykluses und der Zellvermehrung sind deutlich tberre-
prasentiert. Diese Ergebnisse betonen erneut, dass bekannte Veranderungen im
Rahmen der Karzinogenese auch im Ligandom der Tumorzellen nachgewiesen

werden konnen (Cancer Genome Atlas, 2012).

Die hier aufgezeigten Veranderungen des Ligandoms in Verbindung mit bekann-
ten Veranderungen des Genoms als auch des Proteoms der Tumorzellen beim

kolorektalen Karzinom, beweisen, dass die Anderungen des Ligandoms durch
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Anderungen auf jeder Ebene des Zellstoffwechsels also sowohl im Genom, als
auch im Proteom, als auch im Metabolismus und den Signalkaskaden, bedingt
sein konnen. Dies unterstreicht die Wichtigkeit einer Ligandomanalyse zum voll-

standigen Verstandnis einer maglichen Immuntherapie.

5.6 Limitationen und Ausblick
Eine wichtige Limitation dieser Arbeit ist die Identifikation geeigneter Zielantigene

fur den Einsatz in klinischen Studien.

Die als tumorexklusiv klassifizierten Peptidsequenzen stammen aus Proteinen,
die nur auf Tumorgewebe nachgewiesen wurden. Die Zuordnung der Sequen-
zen, sowohl der detektierten Peptide als auch der Peptidsequenzen zu den ent-
sprechenden Quellproteinen, hilft dabei das komplette Ligandom der Tumoren
darzustellen, da aus einem Quellprotein bei unterschiedlichen HLA-Typen unter-
schiedliche Sequenzen prasentiert werden kdnnen. Mdgliche Zielantigene fur
eine Immuntherapie zu identifizieren, bedarf aber weiterer Schritte. In dieser Ar-
beit wurden schlicht die 15 am haufigsten detektierten Quellproteine und die zu-
gehorigen Peptidsequenzen und die 15 am haufigsten detektierten
Peptidsequenzen weiter ausgewertet. Auch wenn fiir fast alle ein vorbeschriebe-
ner Zusammenhang entweder mit kolorektalen Karzinomen oder aber mit ande-
ren Tumoren durch die Literaturrecherche hergestellt werden kann, so ist es
dennoch mdglich, dass diese Auswahl Peptide einschliel3t, die nicht optimal fur
eine Immuntherapie sind. Dies hat mehrere Griinde. Zum einen kénnen diese
Peptide bzw. Proteine zwar nicht auf dem Normalgewebe des Kolons préasentiert
werden, aber auf anderen Normalgeweben, was autoimmune Reaktionen zur
Folge haben kénnte (Haen et al., 2012). Ein Abgleich der entsprechenden Pep-
tide mit einer Datenbank, die das Ligandom von weiteren Normalgeweben ent-
halt, ist daher als nachster Schritt notwendig. Des Weiteren mussen mdogliche
Vakzinpeptide synthetisierbar sein, ein Motiv haben, das an HLA-Molekiile bindet
(entsprechende Ankeraminosauren an der richtigen Stelle) (Falk et al., 1991;
Rammensee et al., 1995), immunogen sein, sowie realistischer Weise aus Tum-
orgewebe stammen und nicht aus etwaigem umgebenden Gewebe wie z.B.

Stroma, Erythrozyten oder infiltrierenden Leukozyten. Die prinzipielle



141
Diskussion

Bindungsfahigkeit wurde im Rahmen dieser Arbeit durch Abgleich mit den Da-
tenbanken SYFPEITHI und NetMHC gewahrleistet. Zur Sicherheit und endgulti-
gen Auswahl an Zielantigenen sollte jedoch ein Expertenreview erfolgen
(Freudenmann et al., 2018; Kowalewski et al., 2013). Sobald Zielantigene defi-
niert wurden, kénnen diese dann synthetisiert werden und eine in vitro Immuno-
genitatstestung kann erfolgen (Haen et al.,, 2013; Singh-Jasuja et al., 2004;
Weinschenk et al., 2002). All diese Schritte liegen aufR3erhalb des Umfangs dieser
Arbeit. Einige davon wurden jedoch bereits im Rahmen des mit unter auf diesen
Daten basierenden Artikels, der in einer wissenschaftlichen Fachzeitschrift ver-
offentlicht worden ist, durchgefihrt (Loffler et al., 2018a).

Die Hauptlimitation dieser Arbeit ist die fehlende genetische Sequenzierung der
Tumorproben. Das Tumorligandom wird von verschiedenen Einflissen und tu-
morspezifischen Anderungen gepragt, zum Beispiel in der Genetik, der Epigene-
tik, im Metabolismus oder aber auch bei den posttranslationalen Modifikationen
der Proteine. Diese Veranderungen kdnnen dazu fuhren, dass in den malignen
Zellen die Prozessierung und der Abbau von Proteinen verandert wird, was wie-
derum Einfluss auf die Beladung und die Prasentation von Peptiden auf HLA-
Molekullen haben kann (Fearon et al., 1990; Rammensee et al., 2013; Vogelstein
et al., 2013). Bei fehlender genetischer Sequenzierung ist aber eine genaue Zu-
ordnung der Anderung im Ligandom zur Ebene der eigentlichen Anderung un-
mdoglich. Zwar konnte durch die Zuordnung zu bekannten veranderten
metabolischen Pfaden ein Zusammenhang zwischen dem veranderten Ligandom
und dem veranderten Tumormetabolismus und Proteom hergestellt werden, auf
welcher Ebene jedoch die Veranderung beginnt, kann nicht aufgeklart werden.
Mutierte Neoepitope sind prinzipiell gute Zielantigene, weil sie zumeist spezifisch
fur Patient und Tumor sind und gleichzeitig eine starke Immunreaktion gegen den
Tumor auslésen kénnen (Gilboa, 1999; Schumacher et al., 2015; Tran et al.,
2015). Andererseits sind sie aufgrund dieser extremen Spezifitat nur im Rahmen
eines individualisierten Therapieansatzes anzuwenden, was wiederum mit sehr
viel Aufwand verbunden ist (Wagner et al., 2018).

Um tumorspezifische veranderte MHC-Liganden auf eine bereits in der DNA des

Tumors vorliegende Mutation zurtckfihren zu koénnen, bedarf es einer
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Sequenzierung der Tumor-DNA. Um Mutationen in der Tumor-DNA (somatische
Mutation) von Mutationen unterscheiden zu kénnen, die bereits in der Patienten
DNA vorliegen (Keimbahnmutationen), musste das ganze Genom des Patienten
sequenziert werden (Gubin et al., 2015).

Auch wenn technische und prozedurale Neuerungen eine Ganzgenomsequen-
zierung in hoher Auflésung, in relativ kurzer Zeit und zu gunstigen Bedingungen
maoglich machen (Arsenic et al., 2015; Gubin et al., 2015; Kwong et al., 2015;
Mardis, 2006; Mukhopadhyay, 2009; National Human Genome Research
Institute, 2016; Serrati et al., 2016), so wurde in dieser Arbeit aus ethischen Ge-
sichtspunkten trotzdem darauf verzichtet. Die ethischen Bedenken betreffen da-
bei den Umgang mit Zufallsbefunden, die bei Keimbahnmutationen nicht nur
Auswirkungen auf den einzelnen Patienten haben kénnen, sondern auch auf des-
sen Kinder, respektive dessen Eltern. Aber nicht nur Zufallsbefunde stellen ein
Problem dar, auch die Anonymitat und die Privatsphare sowohl des Patienten als
auch von dessen Angehorigen sind nicht gewahrleistet, wenn in einer For-
schungsarbeit Sequenzen aus der jeweiligen Patienten-DNA veréffentlicht wer-
den wirden. Es wird daher von mehreren Arbeitskreisen, wie dem EURAT
(Ethische und Rechtliche Aspekte der Totalsequenzierung des menschlichen Ge-
noms), dem ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics), so-
wie dem deutschen Ethikrat, in Frage gestellt, ob unter diesen Gesichtspunkten
Uberhaupt ein ,informed consent hergestellt werden kann (Green et al., 2013;
Winkler et al., 2016; Woopen, 2013). Zudem wiirde es sich bei der hier durchge-
fuhrten Analyse nicht um eine klinische Diagnostik handeln, sondern um eine
Analyse zu Forschungszwecken, von deren Resultaten der Patient selbst wahr-
scheinlich nicht profitieren wirde (Green et al., 2013; van El et al., 2013; Winkler
et al., 2016; Woopen, 2013).

Perspektivisch bleibt also zum einen die Frage zu beantworten, ob anhand dieser
Erkenntnisse eine bessere Vorhersagbarkeit der Wirksamkeit — von zum Beispiel
Checkpointinhibitoren — méglich ist. Zum anderen wirft es die Frage auf, inwie-
weit Vakzinierungen bzw. andere Immuntherapien individualisiert werden mus-

sen.
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Durch das hier angewandte Vorgehen der HLA-Ligandom-Analyse wéare eine
Analyse des Tumorgewebes auf individuell in diesem Patienten Uberreprasen-
tierte und Uberhaupt auf HLA-Molekilen préasentierte Zielantigene mdoglich
(Singh-Jasuja et al., 2004). Es kdnnten dann fur diesen einen Patienten zuge-
schnittene Vakzine bzw. Zielantigene definiert und hergestellt werden. Ein allge-
meines Vorgehen kann diese Zielantigene nicht in dieser Prazision anbieten,
zumal nicht alle Peptide auf jedem HLA-Typ prasentiert werden konnen (Haen et
al., 2013). Jedoch bedarf solch ein Vorgehen der massenspektrometrischen Ana-
lyse des HLA-Ligandoms des Patienten, was mit zeitlichem als auch finanziellem

Aufwand verbunden ist.

Eine weitere Moglichkeit ergibt sich aus den hier vorliegenden Analysen. So
konnte eine HLA-Typisierung des Patienten durchgefiihrt werden und anhand
des HLA-Typs eine Auswahl an Zielantigenen zusammengestellt werden, die nur
Peptide enthalt, die auf den HLA-Molekulen des Patienten auch tatséchlich pra-
sentiert werden konnen. Hierfur ware nur eine HLA-Typisierung des Patienten
notwendig und keine vollstandige HLA-Ligandom-Analyse des Tumors des Pati-
enten. Dadurch ware eine hohe Prazision zu erzielen, ohne vorab Tumorgewebe
analysieren zu mussen. Dies hatte den Vorteil deutlich schneller und gunstiger
vorgehen zu konnen, da die genaue massenspektrometrische Analyse entfallt
und da die entsprechenden Peptide (Zielantigene) vorgehalten werden kénnen
und fur verschiedene Patienten in unterschiedlichen Vakzinen bzw. Zellpri-
mingansatzen zum Einsatz kommen kénnten. Die Grundlage fur solch ein Wa-

rehouse konnte also mittels dieser Arbeit gelegt werden.
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6 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist das zweith&aufigste Karzinom bei beiden Geschlech-
tern. Vor allem in fortgeschrittenen und metastasierten Stadien ist die 5-Jahres-
Uberlebensrate sehr niedrig und die Heilungsrate gering. Daher werden hierfir

neue Therapieansatze gesucht.

Die Immuntherapie erweist sich in letzter Zeit mit verschiedenen Innovationen als
sehr vielversprechender Therapieansatz in solchen Fallen. Im Speziellen die
Checkpointinhibitoren kdnnen bei einem kleinen Teil der kolorektalen Karzinome
(MSI-CRC) bisher zu einer deutlichen Prognoseverbesserung fuhren. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die TILs in kolorektalen Karzinomen die Prognose
deutlich starker beeinflussen, als die reine Mutationshaufigkeit im Genom der Tu-
moren. Dies macht ein tiefgreifendes Verstandnis fir das HLA-Ligandom der ko-
lorektalen Karzinome unumgénglich. Dieses kann auch fur die weiteren
immunologischen Therapieanséatze benutzt werden um beispielsweise Zielanti-

gene zu definieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher korrespondierende Probenpaare von 36
Probanden durch HLA-Immunaffinitatschromatographie und anschlieBender uH-

PLC aufgetrennt und schliel3lich massenspektrometrisch analysiert.

Es konnten so 21269 verschiedene MHC-Klasse-I-Liganden und 7448 verschie-
dene MHC-Klasse-ll-Liganden identifiziert werden. Davon waren bei der Klasse-
| 8617 nur auf Tumorgewebe und 4162 nur auf nicht-malignem Gewebe nachzu-
weisen, bei der Klasse-IlI entsprechend 2562 und 2177. Die MHC-Klasse-I-Lig-
anden werden dabei auf 13, 18, 14 unterschiedlichen HLA-A, -B und -C
Haplotypen prasentiert, was zu einer Abdeckung von 95,6% der kaukasischen
Bevolkerung fuhrt. Die MHC-Klasse-I-Liganden stammen dabei insgesamt aus
8678 Quellproteinen (Tumorgewebe: 2366, nicht-malignes Gewebe: 994), die
MHC-Klasse-lI-Liganden aus 2079 Quellproteinen (Tumorgewebe: 570, nicht-

malignes Gewebe: 477)
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In einem weiteren Analyseschritt wurden die Ligandome der CRC mit den Ligan-
domen der korrespondierenden Normalgeweben verglichen. Dadurch konnten
Uber- und unterreprasentierte MHC-Liganden und deren Quellproteine identifi-
ziert werden, was vor allem zur Identifikation weiterer tumorassoziierter Peptide

wichtig ist und zum Gesamtbild des HLA-Ligandoms der CRC beitragt.

In einem letzten Schritt wurden die so identifizierten tumor-exklusiven HLA-Lig-
anden mittels Datenbanken den metabolischen Prozessen in den Zellen zuge-
ordnet, was eine Zuordnung zu vielen bekannten ,Pathways in Cancer” wie zum
Beispiel dem Wnt/B-Catenin-Weg, dem Jak/Stat-Signalweg, dem FGF/FGFR-
System, der RAS/RAF-Kaskade, dem EGF-Rezeptor, C-myc und TGF-3, sowie
zu mTOR maoglich machte. Es konnte so also gezeigt werden, dass sich die be-
kannten veranderten metabolischen Prozesse auch im HLA-Ligandom der Tu-

moren nachweisen lassen.

Trotz einiger Einschrankungen, wie der fehlenden Immunogenitatstestung (mitt-
lerweile wurde die Immunogenitatstestung der Peptide im Rahmen des auf dieser
Arbeit aufbauenden Artikels in einer wissenschaftlichen Fachzeitschrift durchge-
fuhrt (Loffler et al., 2018a)) und der fehlenden Genomsequenzierung, handelt es
sich um die bisher grof3te und umfassendste Analyse des HLA-Ligandoms (MHC-
Klasse-1 und -Il) des kolorektalen Karzinomes, sowie seines korrespondierenden
Normalgewebes. Damit wurde ein breiter Grundstein fir die weiteren Analysen

des HLA-Ligandoms und fiir darauf aufbauende Immuntherapien gelegt.
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