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1. Einleitung

1.1. MHC-Molekiile: die Schaufenster der Zelle

Bei MHC-Molekiilen handelt es sich um membranstindige, hochpolymorphe
Glykoproteine. Sie sind in einer Region des Genoms codiert, deren Name Ma-
jor Histocompatibility Complex auf ihre entscheidende Funktion fir die Gewe-
bevertréiglichkeit (Histokompatibilitidt) bei Transplantationen hinweist. Beim
Menschen liegt diese Region auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 und die
MHC-Molekiile werden auch als human leukocyte antigen (HLA) bezeichnet.

Die Aufgabe der MHC-Molekiile ist es, das Proteom einer Zelle an deren
Oberflache in Form von Peptiden zu offenbaren, um dem Immunsystem indi-
rekt einen Blick ins Innere der Zelle zu ermdoglichen. Erst die Peptidpréasenta-
tion ermoglicht die T-Zell-Erkennung und damit nicht nur die Unterscheidung
zwischen Selbst- und Fremdantigenen, sondern auch zwischen normalen und
entarteten Zellen.

Es gibt zwei verschiedene Klassen von MHC-Molekiilen, die fiir die Anti-
genprasentation gegeniiber zwei verschiedenen T-Zell-Populationen zustdndig
sind. MHC-Klasse-I-Molekiile werden von den Rezeptoren von CD8' T-Zellen,
den sogenannten cytotoxischen T-Lymphocyten (CTLs), erkannt, die darauf-
hin erkrankte Zellen lysieren. Alle kernhaltigen Kérperzellen exprimieren MHC-
Klass-I-Molekiile. CD4" T-Zellen hingegen erkennen MHC-Klasse-II-Molekiile,
die nur auf professionellen antigenprisentierenden Zellen (APCs) — wie Den-
dritischen Zellen (DCs), Makrophagen und B-Zellen — exprimiert werden. Die
beiden Klassen unterscheiden sich hinsichtlich Struktur, Synthese, Funktion
und Vorkommen leicht voneinander. Da sich die vorliegende Arbeit ausschlief3-
lich mit MHC-Klasse-I-Molekiilen und CD8" T-Zellen befasst, werden sich die
Erlauterungen im Folgenden ebenfalls darauf konzentrieren.

MHC-Klasse-I-Molekiile (Abbildung setzen sich zusammen aus einer
schweren Kette (44 kDa), die aus einer Transmembran- und drei extrazellu-
laren Doménen (ai-az) besteht, sowie einem nicht kovalent gebundenen (32-
Mikroglobulin-Molekiil (12kDa). Die Doménen o1 und a2 bilden zusammen
eine Furche, in der die présentierten Peptide gebunden werden. Die Réander
dieser Furche werden dabei von je einer a-Helix der Doménen gebildet; der
Boden besteht aus einem antiparallelen g-Faltblatt (Bjorkman et al., |1987).



1. Einleitung

Die in dieser Spalte gebundenen Peptide sind typischerweise acht bis zwolf
Aminosduren lang. Sie konnen — im Gegensatz zu MHC-Klasse-1I-Molekiilen —
nicht iber die Enden der Bindungsgrube hinausragen, da diese durch Wech-
selwirkungen zwischen konservierten Seitenketten des MHC-Molekiils und den
Peptid-Termini verschlossen sind. Diese Wechselwirkungen haben den gréfiten
stabilisierenden Einfluss (Bouvier und Wileyl [1994). Obwohl der Bindungsspalt
fiir Peptide mit einer Lange von neun Aminosduren optimal ist, passen auch
langere Peptide hinein, wenn sie sich nach auflen wolben oder das Riickgrat
abgeknickt wird.

Abbildung 1.1.: Bindungsfurche eine MHC-Klasse-I-Molekiils mit gebundenem
Peptid von oben. Die Rander der Furchen werden von zwei a-Helices gebildet,
der Boden von einem (-Faltblatt. Quelle: http://pps00.cryst.bbk.ac.uk

Weitere Beitrage zur Bindung liefern Interaktionen der Peptidseitenketten
mit mehreren Taschen am Boden der Furche (Saper et al., [1991). Diese Ta-
schen nehmen die sogenannten Ankeraminosiduren des gebundenen Peptids auf,
die zu der Struktur oder dem Ladungszustand der Tasche komplementéar sein
miissen (Tabelle. Dabei unterscheidet man zwischen den stets vorhandenen
Hauptankern (meist P2 und P2/ C-Terminus des Peptids) und den selteneren
Hilfsankern (Rammensee et all [1997; |Rotzschke et al.) [1992F Ruppert et al.|
1993)). Das sogenannte Peptidmotiv definiert sich durch die Aminosduren, die
in diesen Ankerpositionen erlaubt sind, wobei dies fiir Hauptanker strikter ge-
regelt ist als fiir Hilfsanker.


http://pps00.cryst.bbk.ac.uk

1.2. MHC-Klasse-I-Antigenprozessierung: das Screenen des Proteoms

Tabelle 1.1.: Die Bindungstaschen von MHC-Molekiilen

Peptid- Tasche Wechselwirkende Aminosiduren
Position des MHC-Molekiils*
P1 A 5,7, 33,59, 62, 63, 66, 99, 159, 163, 167, 171
P2 B 7,9, 24, 25, 26, 34, 35, 36, 45, 62, 63, 66, 67,
70, 99, 159, 163, 167
P3 D 7,9, 62, 66, 70, 97, 99, 113, 114, 152, 155, 156,
159, 160, 163
P6 C 7,9, 22, 24, 66, 69, 70, 73, 74, 97, 99, 114, 116,
133, 147, 152, 155, 156
PQ F 70, 73, 74, 76, 77, 80, 81, 84, 95, 96, 97, 114,

116, 118, 123, 124, 142, 143, 146, 147

2 |Chelvanayagam| (1996); Matsumura et al| (1992); [Saper et al.| (1991)

Insgesamt sind fiir die Wechselwirkungen etwa 35 Reste innerhalb der Bin-
dungsfurche verantwortlich. Ungefahr 20 von ihnen sind polymorph. Daher wei-
sen verschiedene MHC-Molekiile aufgrund unterschiedlicher Aminosdurezusam-
mensetzungen der Taschen auch unterschiedliche Peptidmotive auf (Falk et al.,

1991b) (siehe [L.4).

1.2. MHC-KIlasse-I-Antigenprozessierung: das Screenen des
Proteoms

Damit MHC-Molekiile an der Zelloberflache Peptide préasentieren kénnen, miis-
sen diese zunichst generiert und auf MHC-Molekiile geladen werden. Diesen
Vorgang bezeichnet man als Antigenprozessierung. Er besteht aus vielen ein-
zelnen Schritten, von denen jeder gewisse Spezifitdten aufweist. Diese fithren
insgesamt dazu, dass nur wenige Fragmente eines bestimmten Antigens auf
MHC-Molekiilen présentiert werden (Groothuis et al.l |2005]).
MHC-Klasse-I-Molekiile werden im Cytosol synthetisiert und cotranslatio-
nal ins Endoplasmatische Reticulum (ER) transportiert. Hier binden sie an
Chaperone wie Calnexin, die die korrekte Faltung und die Bildung von Di-
sulfidbriicken unterstiitzen. Die gefaltete schwere Kette 16st sich von Calne-
xin, bindet an 2-Mikroglobulin und wird Teil des Peptidbeladungskomplexes
(peptide-loading complez, PLC). Dieser enthilt weitere Chaperone wie Calre-
ticulin und Erp57 sowie Tapasin und beide TAP-Untereinheiten (transporter
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associated with antigen processing). In dieser Form warten die leeren und da-
her instabilen MHC-Molekiile auf ihre Beladung mit Peptiden.

Die von MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentierten Peptide werden in der Regel
im Cytosol durch das Proteasom generiert. Dieses ist ein aus mehreren Unter-
einheiten bestehender Protease-Komplex. Er zerschneidet sowohl abzubauende
Proteine am Ende ihrer Lebensspanne — die hiufig, aber nicht immer duch
Ubiquitin markiert (Qian et al., |2005) sind — als auch wéhrend der Tranlsation
entstehende DRiPs (defective ribosomal products).

Etwa 70% der von Ribosomen neu synthetisierten Proteine sind langlebig
und weisen Halbwertszeiten (HWZ) von durchschnittlich 3000 min auf, bevor
sie vom Proteasom abgebaut werden. Die iibrigen 30% setzen sich zusammen
aus kurzlebigen Proteinen (short-lived proteins, SLIPs) und DRiPs, die durch
Fehler bei der Faltung, der Translation oder der Transkription entstehen. Die
Halbwertszeit dieser rasch abgebauten Fraktion betrdgt durchschnittlich nur
10 min. Die meisten der MHC-présentierten Peptide stammen dabei aus DRiPs
(Yewdell et al.,[2003). Je nach Zelltyp machen sie 20 bis 70% aller Translations-
produkte der Zelle aus (Princiotta et al.l [2003]). Insbesondere fiir die Sekretion
bestimmte Proteine und Membranproteine, die entweder aus der Zelle freige-
setzt oder aber im endosomal-lysosomalen Kompartiment abgebaut werden,
koénnen nur aus DRiPs auf MHC-Klasse-I-Molekiile gelangen. Von [Yewdell und
Nicchitta (2006]) wurde kiirzlich die Hypothese der Existenz von ,,Immunribo-
somen“ aufgestellt, einer Untergruppe von Ribosomen, die darauf spezialisiert
ist, Peptide aus Translationsprodukten direkt dem TAP zuzufiihren.

Das 20S-Proteasom besteht aus vier Ringen, die zu einem Zylinder gesta-
pelt sind und von denen jeder aus sieben Untereinheiten des « - bzw. B-Typs
besteht (a78787ar). Dadurch entsteht ein zentraler Hohlraum, der von den
proteolytisch aktiven Stellen ausgekleidet wird. Untereinheit 81 schneidet ab-
zubauende Proteine C-terminal von sauren Resten. Die trypsinartig wirkende
Untereinheit B2 spaltet C-terminal von basischen Aminosduren. Untereinheit
(s, die chymotrypsinartige Aktivitéit besitzt, schneidet nach hydrophoben Res-
ten. Durch Zusammenlagerung mit zwei 19S-Regulatoren, die ubiquitinierte
Proteine erkennen, entsteht aus dem 20S-Proteasom das 26S-Proteasom.

Interferone wie das IFN~, die als Reaktion auf Virusinfektionen gebildet wer-
den, induzieren den Austausch dieser drei konstitutiv exprimierten Unterein-
heiten gegen die Untereinheiten MECL1, LMP2 und LMP7. Dadurch entsteht
das Immunproteasom (Tanaka und Kasaharaj|1998]). Aulerdem wird der PA28-
(11S)-Aktivator synthetisiert, der sich mit dem Immunproteasom zusammenla-
gert, wodurch sich die Produktion von Peptiden erhoht. Zudem dndern sich doe
Langenverteilung der Peptide sowie die Schnittstellenspezifitdt des Proteasoms
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(Dick et al., 1996} Ehring et al.l 1996} Wenzel et al., [1994). Dadurch werden
vermehrt virale MHC-Liganden generiert und préasentiert (Toes et al. [2001)).

Die Langenverteilung der Peptide entspricht einer Gaufiverteilung mit einem
Maximum bei einer Lange von acht bis zehn Aminosduren
. Die produzierten Peptide besitzen bereits den passenden C-Terminus fiir
MHC-Liganden, N-terminal jedoch noch zusétzliche Reste (Cascio et al.l [2001}
[Stoltze et al.,[1998). Proteasen im Cytosol konnen Vorlauferpeptide noch weiter
spalten (Seifert et al. [2003} [Stoltze et all [2000), wenn diese dort nicht durch
Bindung an das Chaperonin TRiC (T'CP-1 ring complex) geschiitzt werden
(Kunisawa und Shastril [2003).

Bei DCs gibt es aufler den zum Abbau bestimmten Proteinen am Ende ih-
rer Lebensspanne und den DRiPs noch eine weitere Quelle fiir MHC-Klasse-1-
prasentierte Peptide: die cross presentation. DCs haben die Fahigkeit, exogene
Antigene durch Phagocytose aufzunehmen und CD8" T-Zellen in Form von
Peptid-MHC-Klasse-I-Komplexen zu préasentieren (Ackerman und Cresswell|
[2004; |Guermonprez und Amigorenal, 2005)). Die zugrunde liegenden moleku-
laren Mechanismen sind noch nicht im Detail erklarbar. Allerdings scheinen
Phagosomen als eigenstdndig zur Antigenprasentation fiahige Organellen eine
zentrale Rolle zu spielen (Lehner und Cresswelll [2004).

Die entstandenen Peptide werden vom TAP ins ER transportiert. Dieser
ATP-abhéngige Transporter in der ER-Membran weist eine gewisse Spezifitit
fir bestimmte Peptide auf. Bevorzugt werden solche mit einer Lange von acht
bis 16 Aminosiuren und einem basischen oder hydrophoben C-Terminus, also
solche, die an MHC-Klasse-I-Molekiile binden kénnen (Neefjes et al. [1993).
Im ER werden die Peptide noch weiter von Aminopeptidasen wie ERAAP
(ER aminopeptidase associated with antigen processing) gekiirzt
2002), wobei die MHC-Molekiile selbst als Schablone fiir das Zurechtschneiden —
das ,, Trimming“ — ihrer Liganden dienen (Kanaseki et al.|[2006). ERAAP ist wie
die TAP-Untereinheiten IFNv-induzierbar und besitzt eine breite Spezifitat. Sie
spaltet allerdings keine Aminoséuren ab, auf die ein Prolin folgt. Daher findet
man haufig MHC-Bindungsmotive mit einem Prolin an Position 2. Neueste
Ergebnisse weisen auch auf die Mitwirkung einer Carboxydipeptidase (angio-
tensin converting enzyme, ACE) beim Trimming im ER hin .
Schliellich wird der vollstdndig zusammengebaute, durch das Peptid stabilisier-
te MHC-Peptid-Komplex aus dem PLC entlassen, tiber den Golgi-Apparat zur
Zelloberflache transportiert und dort den T-Zellen prasentiert.

Erstaunlicherweise ist die Antigenprozessierung ein sehr ineffizienter Vorgang

(Yewdelll 2001)). Die meisten — etwa 60% — der vom Proteasom generierten
Peptide im Cytosol sind zu kurz (Cascio et al.| [2001)). AuBerdem wird der cy-
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tosolische Peptid-Pool durch Proteasen dezimiert, die dem TAP Konkurrenz
machen. Nur etwa 1% der cytosolischen Peptide kann vom TAP ins ER ,, ge-
rettet” werden . Die Peptide im ER werden entweder noch
weiter gekiirzt und mit Hilfe des PLC auf MHC-Molekiile geladen, falls sie
in deren Bindungsfurche passen, oder sie werden zuriick ins Cytosol transpor-
tiert, wo sie wiederum dem Selektionsprozess unterliegen
. Vermutlich konnen nur 3% der ins ER transportierten Peptide an ein
bestimmtes MHC-Molekiil binden (Stevanovic und Schild} [1999).

Am Beispiel von Ovalbumin wurde in Mauszellen gezeigt, dass 40 Prote-
inmolekiile abgebaut werden miissen, um ein cytosolisches H2-K®-bindendes
SIINFEKL- (OVAgs57—264)-Peptid zu erhalten (Princiotta et all |2003). Nur ei-
nes von 50 Peptiden erreicht die Oberfliche zusammen mit einem K°-Molekiil.
Folglich ist im Fall von Ovalbumin der Abbau von 2000 Proteinmolekiilen erfor-
derlich, um einen einzigen Peptid-MHC-Komplex zu generieren. Andere Studi-
en zeigten Prozessierungseffzienzen mit &hnlicher GréBenordnung
[2001; Montoya und Vall [1999; |Shahar et all|[1999). Die meisten Antigene wer-
den noch weniger effizient prozessiert, so dass vermutlich etwa 10000 Molekiile
fiir die Prasentation eines Peptid-MHC-Komplexes an der Zelloberfldche notig
sind.
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DRiPs “retirees”
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Abbildung 1.2.: Effizienz der Antigenprozessierung. Nur ein geringer Teil des
Proteoms wird auf MHC-Molekiilen prasentiert. Die Antigenprozessierung
fihrt in mehreren Schritten vom intakten Protein zum MHC-gebundenen
Peptid. Der cytosolische Peptid-Pool wird durch den proteasomalen Abbau
von DRIiPs und von Proteinen am Ende ihrer Lebensspanne (retirees) ge-
speist. Die meisten Peptide sind jedoch zu kurz fir eine Prasentation auf
MHC-Molekiilen. Etwa 1% der cytosolischen Peptide wird durch den Trans-
port ins ER vor dem vollstdndigen Abbau zu Aminoséuren (AS) bewahrt. Im
ER werden die Peptide entweder weiter gekiirzt und mittels PLC auf MHC-
Molekiile geladen, oder sie werden wieder ins Cytosol zuriick transportiert.
Die Abmessungen der Felder spiegeln nicht die tatséchlichen Verhéltnisse
wider.
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1.3. Analyse von allelspezifischen MHC-Peptidmotiven

Zur Isolierung von natiirlichen, MHC-préasentierten Liganden gibt es verschie-
dene Methoden. So kénnen die Peptide beispielsweise durch milde Saurebe-
handlung von der Zelloberflache abgelost werden. Dies erlaubt eine wiederholte
Verwendung derselben Zellen (Storkus et al., [1993).

Die Immunaffinitatsreinigung von Peptid-MHC-Komplexen aus Zelllysaten
mit anschliefender Sdureextraktion der Peptide und Abtrennung durch Ul-
trafiltration ist hingegen eine gezieltere Methode. Hier ermdglichen es mono-
klonale Antikorper, allelische Subgruppen von MHC-Molekiilen spezifisch zu
isolieren (Falk et al., [1991b). Allerdings koénnten die so extrahierten MHC-
Peptidrepertoires leicht vom verwendeten Antikérper abhéngen, da peptidin-
duzierte Konformationsdnderungen das Bindungsverhalten beeinflussen kénnen
(Bluestone et al., {1992} |Solheim et all [1993). Neben dem Einsatz spezifischer
Antikorper kann die Komplexitdt der Peptid-Eluate noch weiter eingeschrankt
werden, indem homozygote Zelllinien mit definierten MHC-Molekiilen oder so-
gar Transfektanten mit sehr geringer Expression endogener MHC-Molekiile fiir
Extraktionen verwendet werden.

Eine der Schwierigkeiten ist bei allen bisher genannten Methoden, die be-
notigte Menge an Peptid zu erreichen. Daher wurde ein dritter Ansatz fur die
schnelle und einfache Gewinnung von Probenmaterial entwickelt. Dabei werden
Zellen mit einem Expressionsvektor transfiziert, der trunkierte und daher 16s-
liche MHC-Molekiile codiert und so zu Sekretion dieser Molekiile ins Medium
fihrt. Mittels Immunaffinitatsreinigung lassen sich dann grofle Proteinmengen
aus dem Medium isolieren (Margulies et al.} |1986; |Prilliman et al.,|1997)). Diese
héufig eingesetzte Technik stellt zwar ausreichendes Material fiir Analysen im
groflen Stil sicher, setzt aber die Verwendung kultivierter Zelllinien voraus. Das
Peptidrepertoire kultivierter Zelllinien unterscheidet sich jedoch von dem pri-
mérer Gewebe (siehe. Folglich muss zur Untersuchung primérer Gewebe
wie Biopsien von Krebspatienten die Immunaffinitdtsreinigung nach der Lyse
mittels Detergenzien erfolgen (Kriiger et al., |2005; |Weinschenk et al., [2002]).

In der Anfangsphase der Analyse von Peptidrepertoires wurde der Edman-
Abbau (siche verwendet: entweder fiir Poolsequenzierungen zur Be-
schreibung des allgemeinen Peptidmotivs eines Allels oder aber fiir die Analyse
einzelner reversed phase high performance liquid chromatography- (RP-HPLC)-
Fraktionen, um auch einzelne Peptidsequenzen ermitteln zu kénnen (Falk et al.|
1991ayb)). So wurde 1991 der erste MHC-Ligand, SYFPEITHI, mittels Edman-
Abbau in Eluaten von H2-K?-Molekiilen der Maustumorlinie P815 direkt se-
quenziert.
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Aufgrund der limitierten RP-HPLC-Trennkapazitit und Sensitivitét des Ed-
man-Abbaus bedeutete die Verwendung der Massenspektrometrie zur Charak-
terisierung einzelner Liganden einen technischen Durchbruch
[Rotzschke et all [1990). Bei dieser Technik steht noch eine weitere Trenndi-
mension zur Verfiigung: das Verhéltnis von Masse und Ladung (™/z) eines Pep-
tids. Es gibt zwei sanfte Ionisierungsmethoden fiir Peptide und Proteine, die
Electrospray-Ionisation (ESI) und die matriz-assisted laser desorption ioniza-
tion (MALDI). Beide Techniken werden vorwiegend in Kombination mit RP-
HPLC eingesetzt. Mit zunehmender Sensitivitat der Massenspektrometer bie-
tet jedoch auch die Kapillarelektrophorese eine neue Alternative (Kolch et al.
[2005}; [Schiffer et al.l 2006).

MALDI-time of flight (TOF)-Massenspektrometrie (MS) erfordert normaler-
weise eine offline-Trennung der Probe; es gibt jedoch auch online-Methoden.
Offline-Trennungen haben den Vorteil, dass Vorlaufer-Ionen sorgfiltig ausge-
wahlt werden konnen, um Redundanzen bei der Analyse zu vermeiden und die
Detektion wenig intensiver Peptide zu verbessern. Allerdings erhohen sie die
fiir die Analyse benétigte Zeit und den damit verbundenen Aufwand. Bisher
bestehende Limitierungen der MALDI-Fragmentierung durch post source decay
(PSD) wurden durch neue Entwicklungen in der Fliissigkeitschromatographie
(liguid chromatography, LC) {iberwunden (Bodnar et all [2003} [Chen et al.|
[2005; Hofmann et al., [2005; Macdonald et al., 2002} |Sickmann et al.| 2000)).

Bei der ESI-Massenspektrometrie ist die direkte Kopplung von L.C und ESI-
Interface sehr einfach und erlaubt die vollstdndige Automatisierung. Zudem
bietet sie hohe Sensitivitit, eine hohe Qualitdt der Spektren sowie eine hohe
Aufnahmegeschwindigkeit. Allerdings kann es wegen der datenabhangigen Aus-
wahl der Vorlaufer-Ionen (data-dependent ion selection, DDIS) zu Redundanzen
bei der Peptid- oder Proteinidentifikation kommen.

In der ESI-Massenspektrometrie finden verschiedene Arten von Instrumen-
ten, wie Tripelquadrupole, Quadrupol-lonenfallen und Quadrupol-TOF-Mas-
senspektrometer (Q-TOF), Verwendung (de Jong [1998} [Domon und Aeber-|
[2006; |Guerrera und Kleiner} [2005; [Lemmel und Stevanovic, [2003). Heu-
te erlaubt die LC-gekoppelte Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) die
Identifizierung Hunderter Liganden in einem Experiment (Dengjel et al, [2005;
[Dongre et al.| 2001; Hickman et al.| [2004]).
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1.4. Diversitit des HLA-Ligandoms

Die HLA-Molekiile des Menschen werden innerhalb des MHC durch drei ver-
schiedene Loci fiir Klasse-I-Molekiile codiert: HLA-A, HLA-B und HLA-C. Die
parentalen Allele dieser Loci werden codominant exprimiert, wodurch bis zu
sechs verschiedene Klasse-I-Allele in einem Individuum vorhanden sein koén-
nen.

Zusatzlich zu dieser Polygenie gibt es bei den HLA-Molekiilen auflerdem
einen ausgepragten Polymorphismus, der die Diversitdt weiter erhéht. Derzeit
sind fur Klasse-I (HLA-A, -B, -C) 1947 Allele bekannt, die die Expression von
1592 verschiedenen Proteinen erméglicherﬂ

Der Grofiteil der polymorphen Aminoséuren befindet sich innerhalb der Pep-
tidbindungsgrube, vor allem in den Taschen. Aufgrund ihrer Bedeutung fir die
Wechselwirkungen mit dem gebundenen Peptid sind diese Aminoséureaustau-
sche verantwortlich fiir die vielfaltigen Peptidbindungsspezifitdten der verschie-
denen HLA-Allele. Die Aminosdurezusammensetzung einer Tasche bestimmt
sowohl deren Stereochemie als auch deren Polaritéit und entscheidet somit iiber
die Seitenketten des Peptids, die in die Taschen hineinragen diirfen.

Die Komplexitédt des MHC-Ligandoms wird vor allem durch Polygenie und
Polymorphismus bestimmt. Mehr als 10° HLA-Klasse-I-Molekiile werden auf
der Oberflache einer einzigen Zelle exprimiert. Dabei kann die Anzahl der iden-
tischen Peptid-MHC-Komplexe zwischen einigen wenigen und bis zu 10000 Ko-
pien pro Zelle variieren (Stevanovic und Schild} 1999)). Das MHC-Ligandom be-
schreibt die Gesamtheit all dieser MHC-présentierten Peptide, die aus Tausen-
den verschiedenen Proteinen stammen koénnen und dadurch das Proteom an der
Zelloberflache fiir das Immunsystem sichtbar machen. Beeinflusst wird es durch
verschiedenste Faktoren wie Zelltyp und Gewebeart, Infektion oder Transfor-
mation sowie den aktuellen Zustand der einzelnen Zelle (Abbildung . Die-
ser hangt beispielsweise von der Nédhrstoffsituation oder duleren Stressfaktoren
ab. Hinzu kommen noch interindividuelle Unterschiede (Hickman et al., [2003;
Rammensee et al., [2002; |[Weinschenk et al.| |2002)).

"http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/, Release 2.20.0, Abfrage: 10.02.2007
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préasentierter Liganden wird durch eine Vielzahl von Faktoren bestimmt, zu
denen intrinsische Eigenschaften ebenso zdhlen wie duflere physiologische
und pathologische Bedingungen. Folglich spiegelt das MHC-Ligandom den
zelluldren Status, insbesondere das Proteom (Harrison et all 2002)), wider.
Letzteres ist tiber das Transkriptom (Carninci et al., 2005) mit dem Genom

der Zellen verbunden.

11



1. Einleitung

1.5. HLA-Supertypen

Mit einer wachsenden Zahl an genauer charakterisierten HLA-Allelen wurde
deutlich, dass diese zu Gruppen zusammengefasst werden kénnen. Die Eintei-
lung in die sogenannten HLA-Supertypen kann entweder aufgrund ihrer Struk-
tur oder ihrer Funktion erfolgen. Im ersten Fall werden dazu entweder die Pri-
maérsequenzen der HLA-Allele — vollstandig oder auf die Taschen beschrankt
(Chelvanayagaml, 1996; McKenzie et all [1999)) — oder aber ihre Tertiérstruk-
tur (Doytchinova et al.| [2004) berticksichtigt. Der zweite Ansatz gruppiert die
Allele entsprechend ihres Peptidbindungsmotivs (del Guercio et al.l [1995)) oder
aufgrund von Allel-iibergreifend bindenden Peptiden (Sidney et al.,|[1996b)). Er
ndhert sich damit stdrker der Funktion von HLA-Molekiilen, der Peptidpra-
sentation gegeniiber T-Zellen, an. Abbildung [T-4] zeigt eine solche Einordnung
verschiedener HLA-Allele, bei der diese basierend auf experimentell beobach-
teten Peptidbindungsspezifitdten gruppiert wurden (Lund et al.| |2004])). [Sidney|
haben die Hypothese aufgestellt, dass ein Peptid, das an eines
der Molekiile eines Supertyps bindet, mit hoher Wahrscheinlichkeit auch in der
Lage ist, an die anderen Supertyp-Mitglieder zu binden.

Die Immuntherapie von Krebs oder viralen Infektionen kann auf immunoge-
nen, HLA-présentierten Peptiden basieren, die aus Antigenen stammen, welche
spezifisch fir die jeweilige Krankheit sind (C. L. Slingluff et all [2003; Ram-|
[mensee et al.| |2002; [Weinschenk et al.| [2002)). Mit Hilfe dieser Strategie kénnte
es gelingen, T-Zell-Antworten zu induzieren, die eine Zerstorung der entarteten
oder infizierten Zellen bewirken. Ein gewichtiger Nachteil dieses sicheren und
technisch einfachen Ansatzes ist die HLA-Restriktion der Peptide. Sie macht
es notwendig, verschiedene Impfstoffe zu verwenden, die fiir jeden Patienten
entsprechend seiner HLA-Typisierung mafligeschneidert sind. Der ausgeprigte
Polymorphismus der HLA-Molekiile stellt die peptidbasierte Immuntherapie
vor eine grofle Herausforderung.

Das Konzept der HLA-Supertypen mit promiskuitiven HLA-Liganden, die
alle Antigene eines ganzen Supertyps binden kénnen, scheint eine vielverspre-
chende Loésung dieses Problems zu sein. Ein und dasselbe Peptid kénnte zur
Therapie einer Vielzahl von Patienten mit den unterschiedlichsten HLA-Allelen
eingesetzt werden, wenn die Allele zum gleichen Supertyp gehoren. Daher
wurden solche promiskuitiv bindenden Peptide mit Bindungsstudien, T-Zell-
Stimulationen oder Vorhersagen intensiv untersucht (Burrows et al.| {2003} Mat-|
sueda et all, [2005} [Minami et al, 2006} [Sidney et al., [2003} [Takedatsu et all,

2004).

Die ersten Supertypen, A2, B7 und A3, wurden 1995 und 1996 definiert
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Abbildung 1.4.: Einteilung der HLA-A- und -B-Supertypen nach
(2004)). Die HLA-Allele wurden basierend auf ihren Peptidbindungsspezifité-

ten zu Clustern zusammengefasst.

13



1. Einleitung

(del Guercio et al.| [1995; [Sidney et al., 1995, [1996b)). So werden HLA-A*0301,
-A*1101,-A*3101,-A*3301 sowie -A*6801 unter Beriicksichtigung von Taschen-
strukturen, Peptidmotiven, kreuzreagierenden Peptiden und deren moglicher
Vorhersage in den HLA-A3-Supertyp eingeordnet. Zum HLA-B44-Supertypen
wurden 1996 basierend auf Peptidbindungsmotiven HLA-B37, -B41, -B44, -
B45, -B47, -B49, -B50, -B60 und -B61 zusammengefasst (Sidney et al. [1996a)).
Dabei wurden im Fall von B37 (Falk et all, [1993), B40/B60 (Falk et all,[1995a
Harris et al.| [1993)) und B44-Subtypen (DiBrino et al., [1995; |[Fleischhauer et al.
1994) Informationen aus Poolsequenzierungen beriicksichtigt. Inzwischen wur-
den auch HLA-Peptidbindungsstudien unter Einsatz von Peptiden mit Amino-
sdureaustauschen und von Peptidbibliotheken verwendet, um die Bindungsmo-
tive von sechs Molekiilen des HLA-B44-Supertyps genauer zu charakterisieren
und promiskuitiv bindende Peptide zu finden (Sidney et all [2003). Auch ei-
nige natiirliche Liganden konnten mit Hilfe der Massenspektrometrie seither
sequenziert werden (Hickman et all [2004}; [Kriiger et al.| [2005)).

1.6. Reverse Immunologie: Vorhersage von T-Zell-Epitopen

Noch im selben Jahr, in dem die ersten allelspezifischen Peptidmotive publi-
ziert wurden [1991D)), unternahm man erste Anstrengungen, solche
Motive fiir die Vorhersage von T-Zell-Epitopen aus Proteinsequenzen zu ver-
wenden (Pamer et all [1991} [Rotzschke et al. [1991)). Mit Hilfe dieser ,reversen
Immunologie“ konnten bereits viele T-Zell-Epitope identifiziert werden
. Insbesondere in den letzten Jahren ist der Anteil der durch re-
verse Immunologie identifizierten T-Zell-Epitope deutlich gestiegen, vor allem
auch der von CD4" T-Zell-Epitopen (Kessler und Melief, 2007). Weitere An-
sétze zur Identifizierung von T-Zell-Epitopen sind in |Stevanovic| (2002) sowie
[Kessler und Melief| (2007)) dargestellt.

Mittlerweile sind viele Vorhersageprogramme, die auf unterschiedlichen Al-
gorithmen beruhen, entwickelt und im Internet frei zugénglich gemacht wor-
den. Die meisten sagen die MHC-Bindung voraus (NetMHC, SVMHC, PRE-
DEP), einige den TAP-Transport (MHCPred) oder die proteasomale Prozessie-
rung (PAProC, NetCHOP) und manche sogar eine Kombination von zwei oder
drei dieser Einzelschritte der Antigenprozessierung (MHC-Pathway/ IEDB,
WAPP). Ubersichten iiber verfiighare Programme zeigen
sowie [Kessler und Melief| (2007). Die bekanntesten davon sind derzeit SYF-
PEITHI und BIMAS.
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SYFPEITHI Die Vorhersagen von MHC-Klasse-I- und -Klasse-II-Liganden
durch SYFPEITHI basieren ausschliefflich auf natiirlichen Liganden. Folglich
sagt SYFPEITHI nicht die MHC-Bindung voraus, sondern natiirliche MHC-
Liganden nach erfolgreicher Prozessierung, Transport und MHC-Bindung. Zu-
grunde liegt die Annahme, dass alle Aminosduren eines Peptids einen mehr
oder weniger groflen Beitrag zur Bindung liefern. Diese Beitrdge werden durch
Matrizen beschrieben, die jeder Aminosaure in jeder Position des Peptid einen
bestimmten Wert zuordnen. Zur Vorhersage von T-Zell-Epitopen wird ein Pro-
tein in alle theoretisch denkbaren Peptide zerlegt und diese werden durch Addi-
tion der Punktwerte aus der entsprechenden Matrix beurteilt. Die tatsédchlichen
T-Zell-Epitope werden unter den 2% der Peptide mit den hochsten Werten er-
wartet (Rammensee et al., [1999)).

BIMAS BIMAS basiert auf Bindungsstudien mit synthetischen Peptiden. Wie
SYFPEITHI geht auch die BIMAS-Vorhersage davon aus, dass der Beitrag der
verschiedenen Aminosduren in jeder Position des Peptids unabhéngig von der
gesamten Peptidsequenz ist. Im Gegensatz zu SYFPEITHI wird jedoch kein
additives, sondern ein multiplikatives Verfahren zur Berechnung der theoreti-
schen Bindungsstabilitdt von Peptiden eingesetzt. Auch hier werden biologisch
relevante Peptide unter den besten 2% erwartet. BIMAS war der erste frei im
Internet zugéngliche Vorhersagealgorithmus (Parker et al.| [1994)).

Weitere Methoden Den Algorithmen von SYFPEITHI und BIMAS liegen
position-specific scoring matrices (PSSMs) zugrunde: Alle Positionen liefern
ihre Beitrdge unabhingig voneinander. Es gibt jedoch noch viele weitere Me-
thoden, wie artificial neural networks (ANNs) oder support vector machines
(SVMs), die beide gut geeignet fiir das Erkennen nicht-linearer Muster sind —
wenn also die einzelnen Positionen beispielsweise nicht unabhéngig voneinander
sind. |Lundegaard et al. (2007) und |Peters et al.| (2006) bieten eine Ubersicht
und einen Vergleich der verwendeten Methoden.

1.7. Die T-Zell-Antwort als Konsequenz des MHC-Ligandoms

Das Screenen des Proteoms einer Zelle durch die Antigenprozessierung und die
nachfolgende Préasentation auf der Zelloberflache offenbart das Innere der Zel-
le dem Immunsystem — insbesondere den T-Zellen. Dies bedeutet, dass CD8™"
T-Zellen die Peptid-MHC-Komplexe mit Hilfe ihrer T-Zell-Rezeptoren (TCR)
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abtasten, um pathologische Verdnderungen — angezeigt beispielsweise durch vi-
rale Peptide — detektieren und die entsprechenden Zellen eliminieren zu kénnen.
Dabei sind fiir die Immunantwort neben der Interaktion von TCR und Peptid-
MHC-Komplex gleichzeitige costimulatorische Signale nétig, die beispielsweise
durch Wechselwirkung von CD28-Molekiilen auf der T-Zelle mit CD80 oder
CD86 auf einer professionellen APC zustande kommen. Auf die Erkennung von
Fremd-Peptiden reagieren die T-Zellen mit der Freisetzung von cytotoxischen
Substanzen wie Perforin und Granzym, die die erkrankte Zelle zerstéren. Dabei
polymerisiert das Perforin in der Zielmembran und bildet Locher, durch die die
Granzyme in die Zielzelle hineingelangen und dort Apoptose auslésen kénnen.
Ein weiterer Mechanismus zur Induktion von Apoptose ist die Wechselwirkung
von Fas-Ligand auf der T-Zelle mit Fas auf der Zielzelle.

Selbst-Peptide aus normalen, kérpereigenen Proteinen diirfen hingegen nicht
erkannt werden, sonst liegt eine Autoimmunreaktion vor. Um dieser vorzu-
beugen, werden die T-Zellen im Thymus der negativen Selektion unterworfen:
T-Zellen, die Selbst-Peptid-MHC-Komplexe erkennen, werden aus dem T-Zell-
Repertoire eliminiert. Trotz der ,ektopischen“ oder ,promiskuitiven“ Expres-
sion gewebsspezifischer Proteine im Thymus (Derbinski et al.l [2001], 12008} |Sos-
pedra et al.}{1998) kénnen jedoch nicht alle korpereigenen Peptide den T-Zellen
zu Selektionszwecken vorgesetzt werden. Daher kdnnen autoreaktive T-Zellen
auch in der Peripherie durch Anergie stillgelegt werden, wenn sie Peptid-MHC-
Komplexe auf anderen Zellen als aktivierten, professionellen APCs erkennen
und daher keine costimulatorischen Signale erhalten.

Im Fall einer Tumorerkrankung kann die T-Zell-Toleranz gegeniiber kérperei-
genen Peptiden jedoch zum Problem werden. Tumorassoziierte T-Zell-Epitope
konnen aus verschiedenen Arten von Tumorantigenen stammen (Stevanovic,
2002)):

e tumorspezifische Antigene, die ausschlieBlich im Tumor zu finden sind

— cancer-testis-Antigene, die normalerweise nur in Keimzellen expri-
miert werden (z.B. MAGE-A1, NY-ESO-1)

— mutierte Proteine durch Punktmutation, Leserastermutation, Trans-
lokation, alternatives mRNA-Spleifien, Ablesen alternativer offener
Leserahmen, Translation von Introns, verdnderte posttranslationale
Modifikationen (PTMs), Proteinspleiien u.a.

— oncovirale Proteine (z.B E7 aus dem Humanen Papillomvirus 16)

e tumorassoziierte Antigene, die auch auf normalem Gewebe vorkommen
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— Differenzierungsantigene, die gewebsspezifisch auch in Normalgewe-
ben exprimiert werden (z.B. Tyrosinase und gpl00 in Melanocyten,
PSA in der Prostata)

— Proteine, die im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe
iiberexprimiert werden (z.B. MUC1, CEA, Survivin)

Um T-Zell-Antworten gegen Tumorantigene erfolgreich induzieren zu kon-
nen, muss zunéchst eine eventuell vorhandene Toleranz gegeniiber diesen ge-
brochen werden. Dies betrifft insbesondere die tumorassoziierten Antigene, die
auch im Normalgewebe zu finden sind. Sie sollten als korpereigene Bestandteile
normalerweise nicht von T-Zellen erkannt werden. |Gotter et al.| (2004)) zeigten
auflerdem, dass nicht nur die Melanom-Differenzierungsantigene Melan-A und
Tyrosinase im Thymus exprimiert werden, sondern auch cancer-testis-Antigene
wie MAGE-A1, -A3, -A4 und NY-ESO-1. Moglicherweise kann also im Thymus
auch eine zentrale Toleranz gegeniiber tumorspezifischen Antigenen induziert
werden, die immuntherapeutische Ansétze erschwert.

Allerdings exprimierten alle getesteten Thymi auch Melan-A (Gotter et al.
2004). Trotzdem ruft beispielsweise das A*02-restringierte T-Zell-Epitop ELA-
GIGILTYV aus Melan-A in den meisten Menschen T-Zell-Reaktionen hervor. Es
wird sogar als Positivkontrolle in T-Zell-Stimulationsexperimenten verwendet.
Trotz der Expression im Thymus sind also in der Peripherie spezifische T-Zellen
vorhanden. Auch gegen weitere Peptide aus Melanom-Differenzierungsantige-
nen konnten spezifische CTLs aus peripherem Blut induziert werden (Kawaka-
mi et al [1996)).

Die Expression von MUC1 und CEA im Thymus wurde auf Proteinebene
nachgewiesen (Cloosen et al., [2007). Von MUC1 waren allerdings lediglich die
voll glykosylierte Form oder die differenzierungsabhéngige Glykoform vorhan-
den, nicht aber die tumorassoziierte Glykoform (Reis et al., [1998). Obwohl
MUC1 und CEA also empfanglich fiir zentrale Toleranz zu sein scheinen, kénn-
te diese unvollstandig sein, was verschiedene Glykoformen betrifft, die nur auf
Tumorzellen vorkommen.

AuBerdem gibt es Hinweise darauf, dass der Schwellenwert der zentralen To-
leranz gegeniiber gewebsspezifischen Antigenen stark von der Hohe der An-
tigenexpression im Thymus abhéngt. Entscheidend fiir die zentrale Toleranz
scheint also nicht nur zu sein, ob ein Antigen im Thymus exprimiert wird oder
nicht, sondern auch in welcher Hohe.

All dies weist darauf hin, dass immuntherapeutische Anséatze zwar durch die
zentrale Toleranz gegeniiber den Tumorantigenen erschwert werden. Es gibt
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jedoch auch Anhaltspunkte, dass die Toleranz nicht unbedingt vollstindig ist
und dass spezifische T-Zellen trotzdem vorhanden sein kénnen.

1.8. Strategien der MHC-Ligandom-Analyse

Prinzipiell lassen sich drei primére Strategien bei der Analyse von MHC-Li-
gandomen unterscheiden, die im Folgenden naher erlautert werden (Abbildung

13).

QUALITATIV QUANTITATIV GEZIELT

Standardprozedur: relativ * Predict - Calibrate - Detect
N * Peptidextraktion « differentielle Quantifizierung « Transfektion mit dem AG von
<
2 * LC-MS absolut: Interesse
<

+ Referenzpeptid « Transfektion mit dem AG von
Interesse fusiniert mit li

* MHC -Repertoire + absolute Ligandenzahl + Liganden aus AG von Interesse

* Gewebsspezifitat + Vergleich von + tumorassoziierte Liganden
o
§ * Quellproteine +  Tumor - Normalgewebe +  virusspezifische Liganden
a
& + infiziert - nicht infiziert
% +  verschiedene Gewebe

+  Primargewebe - Zelllinie
.

c
o
2
3 Komplexitat nur 2 Proben Referenzpeptid
<
f.., Sensitivitat Referenzpeptid Sensitivitat
o

Abbildung 1.5.: Strategien der MHC-Ligandom-Analyse. Fiir die Analyse von

MHC-Ligandomen sind drei verschiedene Vorgehensweisen verfiigbar (Buchs-

[baum et all 2003} [Dengjel et all [2004] [2005; [Hickman et al., 2004} [Kriiger

et al] [2005} Lemmel et al], 2004

le et al.| 2000} [Weinschenk et al.

[Pascolo et al.l [2001} [Planz et al. 2001} [Schir-

2002} [Weinzierl et al,[2007). Sie ermoglichen

eine Reihe von Anwendungen, haben aber auch gewisse Einschrankungen.
AG, Antigen; Ii, invariante Kette.
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1.8.1. Qualitative und Quantitative Analyse von Einfliissen auf das
MHC-Ligandom

FEin Beispiel fir die qualitative und quantitative Analyse von MHC-Ligandomen
zeigen |Dengjel et al.| (2005). Die beiden Antigenprozessierungswege der Zelle
beginnen mit sehr unterschiedlichen Schritten: Das Proteasom generiert die
Peptide fiir die Présentation auf MHC-Klasse-I-Molekiilen (siehe aus in-
trazelluldren Proteinen; Abbauprozesse im endosomal-lysosomalen System er-
zeugen MHC-Klasse-I1-Liganden aus extrazelluldren Quellproteinen. Aus klas-
sischer Sicht existieren diese beiden Wege getrennt voneinander. Wie bereits
erwahnt, gibt es jedoch das Ph&nomen der Crosspresentation, durch die exoge-
ne Antigene auf MHC-Klasse-I-Molekiile gelangen. Auflerdem sind auf Klasse-
II-Molekiilen auch haufig Peptide aus cytosolischen Quellproteinen zu finden
(Dongre et al., 2001; [Nimmerjahn et al., 2003). Um die Rolle der Autophagie
fiir diesen alternativen Weg sowie ihre Einfliisse auf das MHC-Peptidrepertoire
zu untersuchen wurden verschiedene massenspektrometrische Methoden einge-
setzt.

Da Autophagie eine Reaktion der Zelle auf Nahrstoffmangel oder Stress ist,
wurde die Zelllinie Awells einerseits in normalem Medium kultiviert, anderer-
seits in Medium, dem Serum und Aminoséduren fehlten (Dengjel et al., [2005).
Durch die qualitative Analyse des MHC-Klasse-1I-Peptidrepertoires (HLA-DR)
wurden auf normalen Awells-Zellen 404 verschiedene Peptidsequenzen identi-
fiziert. Wie bei Klasse-II-prasentierten Peptiden tiblich handelte es sich dabei
um Langenvarianten von insgesamt 173 verschiedenen Kernsequenzen. Diese
stammten hauptséchlich aus intrazelluliren und Membranproteinen, aber zu
einem kleineren Prozentsatz auch aus Proteinen anderer Kompartimente. Zu-
sétzlich zur qualitativen Analyse wurde die Présentation von 54 Peptiden auf
normalen und hungernden Zellen anhand der Signalintensitdten in LC-MS-
Experimenten differentiell quantifiziert. Dabei zeigte sich, dass unter Mangel-
bedingungen die Présentation von intrazelluldren und lysosomalen Proteinen
stark erhoht ist. Dies wird vermutlich vor allem durch die verstirkte Bildung
von autophagischen Vakuolen verursacht, daneben aber auch durch verédnderte
Aktivitaten lysosomaler Proteasen. Beide Einfliisse fithren zu einem verédnder-
ten Pool an Proteinen fiir die Prozessierung bzw. an Peptiden fiir die Beladung
der MHC-Molekiile.

Die durch Autophagie verursachten Verédnderungen des Proteoms werden also
auch auf der Zelloberflache von MHC-Molekiilen widergespiegelt, sodass diese
Veranderungen einer Uberpriifung durch das Immunsystem zugénglich werden.

Doch nicht nur die Autophagie hinterlasst ihre Spuren im MHC-Ligandom
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einer Zelle. So verdndert IFN-+v die Zusammensetzung und dadurch die proteo-
lytischen Aktivitdten des Proteasoms, sodass sich dessen Schnittspezifitaten
verédndern (Stoltze et al., 2000). |Osterloh et al.| (2006) zeigten in vivo in M&u-
sen, dass die Zusammensetzung der Proteasomuntereinheiten das Ovalbumin-
spezifische CD8" T-Zell-Repertoire beeinflusst; vermutlich durch Veranderung
der MHC-Peptidrepertoires, die im Thymus den sich entwickelnden T-Zellen
prasentiert werden. Massenspektrometrische Analysen von |Luckey et al.| (2001))
konnten qualitative sowie quantitative Verdnderungen des MHC-Ligandoms un-
ter dem Einfluss von Proteasominhibitoren nachweisen.

Tapasin-defiziente Zellen weisen ebenfalls ein verdndertes Peptidrepertoire
auf, wie Untersuchungen durch Edman-Abbau und Massenspektrometrie zeig-
ten (Purcell et al) [2001). Auch qualitative und quantitative Vergleiche von
TAP-exprimierenden und -defizienten Zellen offenbarten deren unterschiedli-
che MHC-Ligandome (Weinzierl et al., [2008]).

Viele Krankheiten wie Krebs oder Virusinfektionen haben Mechanismen ent-
wickelt, um der T-Zell-Erkennung zu entgehen, indem sie verschiedene Schritte
der Antigenprozessierung storen oder aufler Kraft setzen (Bubenikl 2004; Lil-
ley und Ploeghl [2005). Obwohl eine Behinderung der Antigenprozessierungs-
maschinerie vorteilhaft fiir den Tumor oder das Pathogen ist, weisen die dabei
verursachten Ligandomverdnderungen auf Ansatzpunkte fiir Immuntherapien
hin, die ihrerseits wiederum das Peptidrepertoire beeinflussen kénnen (Reits
et al., 12006).

1.8.2. Gezielte Suche nach krankheitsassoziierten MHC-Liganden

Pathologische Umsténde, wie virale Infektionen oder Krebsentstehung, beein-
flussen ebenfalls nicht nur das Proteom der Zelle, sondern infolgedessen auch
das MHC-Ligandom. Erkennen T-Zellen darin krankheitsassoziierte Liganden,
konnen sie diese Gefahr eliminieren. Die Identifizierung solcher Liganden bildet
daher die Grundlage fiir immuntherapeutische Ansétze wie Peptidvakzinierun-
gen (C. L. Slingluff et all 2001}, |2003) oder adoptiven T-Zell-Transfer (Dudley
et al., [2005)). Haupthindernis ist dabei die geringe Zahl bekannter Tumoranti-
gene und daraus abstammender T-Zell-Epitope (siehe .

Mit Hilfe der Predict — Calibrate — Detect-Strategie kann gezielt nach vor-
hergesagten T-Zell-Epitopen (siehe aus einem beliebigen krankheitsasso-
ziierten Antigen gesucht werden. Ziel ist der massenspektrometrische Nach-
weis des Epitops auf molekularer Ebene, d.h als auf der Zelloberfliche préa-
sentierter Ligand. Durch dieses Vorgehen wurden beispielsweise HLA-A*(02-
restringierte Epitope aus den tumorassoziierten Antigenen CEA und p53 sowie
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aus dem tumorspezifischen MAGE-A1 identifiziert (Pascolo et al., 2001} |Schir-
le et al., |2000). Fiir die Proteinsequenzen der Antigene wurden zunéchst mit
Hilfe der SYFPEITHI-Algorithmen (siehe mogliche T-Zell-Epitope vorher-
gesagt, die dann synthetisiert und zur Kalibrierung des analytischen Systems
eingesetzt wurden. Diese Standardpeptide wurden zunéchst in LC-MS- und -
MS/MS-Experimenten (siehe anhand der Parameter Molekulargewicht,
Retentionszeit und Peptidfragmentierung charakterisiert. Anschliefend wurden
Peptideluate von Geweben oder Zelllinien, die das entsprechende Antigen ex-
primieren, unter gleichen Bedingungen analysiert. Die Detektion der vorherge-
sagten T-Zell-Epitope erfolgte durch Vergleich der Parameter der Peptide aus
dem komplexen Gemisch natiirlicher Liganden mit denen der Standardpepti-
de. Der Vergleich der Signalintensitaten ermoglicht auflerdem eine Abschétzung
der Kopienzahl eines bestimmten Peptids auf der Zelloberfliche. Auch virale
Peptide konnen auf diese Art und Weise detektiert werden (Planz et al., 2001).

1.8.3. Differentielle Quantifizierung von MHC-Ligandomen

Auch mit Hilfe der differentiellen Quantifizierung lassen sich krankheitsassozi-
ierte Liganden identifizieren. Durch Markierung mit unterschiedlichen Isotopen
kann die Peptidpréasentation zweier Proben relativ quantifiziert werden. Im Ge-
gensatz zur Predict — Calibrate — Detect-Strategie ist kein vorheriges Wissen
iiber relevante Proteine oder Peptide nétig. Dabei werden die Peptide zunéchst
von zwei verschiedenen Proben — beispielsweise Tumor- und Normalgewebe
oder virusinfizierte und nicht infizierte Zellen — isoliert und mittels der dNIC-
Methode differentiell modifiziert (Lemmel et al.| |2004; |Weinzierl und Stevano-
vic, [2006). Beide Proben werden anschlieBend gemischt und in einem LC-MS-
Experiment analysiert. War ein Peptid in beiden Proben vorhanden, liegt es im
Gemisch in einer mit dem schweren Isotop und in einer mit dem leichten Isotop
markierten Form vor. Daher sind zwei Signale mit einem bestimmten Massen-
unterschied sichtbar. Das Verhéltnis dieser Signale reprasentiert das Verhaltnis
der Peptidprasentation. Kommt ein Peptid nur in einer der beiden Proben vor,
zeigt sich bei der Massenspektrometrie nur ein Signal.

Diese Technik erlaubt beispielsweise die grofl angelegte differentielle Analy-
se der Peptidprisentation von Tumor- und Normalgeweben (Weinzierl et al.,
2007, die zur Identifizierung tumorassoziierter Liganden fithren kann. Eini-
ge Liganden werden ausschliefilich auf einem der beiden Gewebe exprimiert,
wéahrend andere auf beiden vorkommen — jedoch mit deutlichen quantitativen
Unterschieden.

Die differentielle Quantifizierung eignet sich auch zum Vergleich von un-
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transfizierten auf der einen und transfizierten Zellen auf der anderen Seite,
die ein bestimmtes Antigen von Interesse exprimieren. So wurden beispielwei-
se normale Awells-Zellen mit Keratin 18-Transfektanden verglichen, wobei ein
aus Keratin 18 abstammender MHC-Ligand identifiziert wurde (Lemmel et al.)
2004). Keratin 18 ist ein tumorassoziiertes Antigen, das in einigen Krebsarten
iiberexprimiert wird.

Beide Beispiele zeigen, dass die differentielle Quantifizierung eine weitere
Methode bei der Suche nach krankheitsassoziierten MHC-Liganden ist. Ob die
durch sie identifizierten Liganden aber auch Epitope darstellen, die T-Zell-
Reaktionen gegen die entsprechende Krankheit hervorrufen kénnen, muss in
weiteren Experimenten untersucht werden.

1.9. Analyse von Ligandom und Proteom im Vergleich

Waihrend der Begriff ,Proteom® die Gesamtheit aller Proteine bezeichnet, die
einem Genom entsprechen, (Wasinger et al., [1995), umfasst das ,MHC-Ligan-
dom* das gesamte Peptidrepertoire, das auf MHC-Molekiilen prasentiert wird.
Das MHC-Ligandom macht das Proteom fiir die Uberwachung durch das Im-
munsystem zugéanglich, indem es das Proteom in Form von Peptiden auf der
Zelloberflaiche widerspiegelt. Das Ligandom représentiert also gewissermaflen
das funktionelle Bindeglied zwischen der Proteomik und der MHC-Ligandomik
der Immunologie. Ahnliche Techniken finden in beiden Forschungsfeldern Ver-
wendung, wobei die Massenspektrometrie deren Herzstiick darstellt.

Eine der Parallelen zwischen Proteomik und Ligandomik ist die Suche nach
Biomarkern (Group, 2001). Eine der Hauptanwendungen der Proteomik ist die
Charakterisierung von Biomarkern fiir die klinische Anwendung bei Diagnose,
Therapie, Prognose und Monitoring oder auch fiir die Entwicklung von Medika-
menten und die Uberwachung klinischer Studien (Cho und Cheng}, 2007). Dabei
werden vor allem Korperfliissigkeiten untersucht, da sie sehr leicht zugénglich
sind (Hu et al, |2006). Fiir eine erste Definition eines Biomarkers spielen jedoch
auch Gewebsbiopsien eine wichtige Rolle (Lescuyer et al.l 2007)).

Auch in der MHC-Ligandomik spielen klinische Anwendungen eine wichtige
Rolle. MHC-présentierte Peptide werden bereits in klinischen Studien analog
zu den Biomarkern fiir immuntherapeutische Vakzinierungen und das Immun-
monitoring der behandelten Patienten eingesetzt. Im Vordergrund steht dabei
die Suche nach Peptiden aus tumorassoziierten Antigenen (TAA), die fiir solche
Zwecke eingesetzt werden (siehe. Im Gegensatz zum Proteom, in dem sich
krankhafte Entwicklungen als Erstes bemerkbar machen, représentiert jedoch
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das Ligandom die Verbindung zum Immunsystem, das diesen entgegenwirken
kann. Solche Verdnderungen der beiden Repertoires miissen allerdings nicht
unbedingt zusammenhéangen. So korrelieren weder Transkriptom und Proteom
(Gygi et al.| [1999) noch Transkriptom und Ligandom (Weinzierl et al., |2007)).
Dabher ist eine Korrelation von Proteom und Ligandom ebenfalls unwahrschein-
lich. Nicht nur Proteinabundanzen bestimmen das MHC-Peptidrepertoire, son-
dern auch Synthese- und Abbauraten (Milner et al.; |2006; Yewdell und Lev,
2007)).

Einer der gréfiten Vorteile der Proteomik gegeniiber der Genomik oder Tran-
skriptomik besteht in der Moglichkeit, die posttranslationalen Modifikationen
(PTMs) von Proteinen zu charakterisieren (Jensen et all |2006; Mann und
Jensen| 2003). Da diese PTMs viele zentrale Aufgaben bei Struktur und Re-
gulation tibernehmen, miissen T-Zellen in der Lage sein, auch Anderungen
der PTMs zu detektieren, die beispielsweise durch Dysregulation, onkogene
Transformation oder Entziindungsprozesse hervorgerufen werden. Die Massen-
spektrometrie ist ein ideales Werkzeug fiir die PTM-Analyse. Sie ermoglicht
nicht nur die Analyse der PTMs von Proteinen, sondern auch von MHC-
préasentierten Peptiden, und damit die T-Zell-unabhéngige Identifizierung mo-
difizierter, natiirlich prozessierter Peptide, die zu Immunantworten fiihren kén-
nen. So wurden zwei natiirliche HLA-Klasse-II-Liganden (HLA-DR), die aus
CD53 stammen, identifiziert. Ihre N-Glykosylierung wurde durch eine Kom-
bination von Peptidfragmentierungen in der Quelle und in der Kollisionszelle
eines Q-TOF-Massenspektrometers charakterisiert (Dengjel et al., [2005). Fiir
Klasse-I-Molekiile wurde bereits gezeigt, dass T-Zellen Glykosylierungen er-
kennen kénnen (Haurum et al., [1994; [Kastrup et al., |2000). Dies ist also auch
fir Klasse-II-Molekiile denkbar. Noch viele weitere PTMs von MHC-Peptiden
sind bekannt (Engelhard et al.,[2006)), wodurch sich die Komplexitat des MHC-
Ligandoms erneut erhoht. Dies ist jedoch unerlésslich, da es die Aufgabe des
Ligandoms ist, moglichst alle Verdnderungen des Proteoms widerzuspiegeln.

So wie Ligandomik und Proteomik von den Entwicklungen in der massen-
spektrometrischen Analyse profitieren (siehe, treffen auch deren Beschran-
kungen fiir beide Gebiete zu. In beiden liegt eine enorme Variationsbreite der
Peptid- bzw. Proteinkonzentrationen vor: etwa fiinf Groflenordnungen im Fall
der MHC-Liganden und mehr als zehn Groflenordnungen bei der Analyse von
Proteomen wie dem menschlichen Plasma-Proteom (Anderson und Anderson,
2002). Seltener vorkommende Bestandteile sind einer Beobachtung nur schwer
zugénglich: zum einen da die héher konzentrierten Molekiile mit viel héherer
Wahrscheinlichkeit detektiert werden, zum anderen bedingt durch die Detekti-
onsgrenzen der verwendeten Instrumente.
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1. Einleitung

In der Proteomik besteht auflerdem das Problem, dass bei der zweidimensio-
nalen (2D-) Gelelektrophorese einige Teile des Proteoms (z.B. membranassozi-
ierte oder -gebundene Proteine) mit extremen physikochemischen Eigenschaf-
ten (isoelektrischer Punkt, Molekulargewicht) nicht leicht zu untersuchen sind
(Corthals et al., [2000). Diese Einschrankung betrifft MHC-Liganden weniger
stark, da sie nicht ganz so extreme Eigenschaften aufweisen.

Obwohl die 2D-Gelelektrophorese Hunderte Proteinspots in einem einzigen
Gel auftrennen kann (Gygi et al.,|2000), stellen diese doch nur einen kleinen Teil
des gesamten menschlichen Proteoms dar. Dieses wird durch etwa 25000 Gene
codiert (Southan| [2004), die in verschiedenen Spleiflvarianten exprimiert oder
unterschiedlich posttranslational modifiziert werden kénnen, was die Komplexi-
tat des Proteoms noch weiter erhoht. Trotz der zunehmenden Verwendung der
LC-MS/MS in der Proteomik miissen noch einige technische Schwierigkeiten
gelost werden, bevor die vollstdndige Sequenzierung von Proteomen moglich
sein wird (Gygi et al.| 2002; [Mann et al.l |2001; Washburn et al., [2001)). Auch
in der MHC-Ligandom-Analyse besteht eine Hauptschwierigkeit in der Kom-
plexitdt der Proben. Derzeit ist es moglich, einen kleinen Prozentsatz eines
MHC-Ligandoms zu entschliisseln: einige Hundert von etwa 10? verschiedenen
Peptiden, die von einem MHC-Allotyp présentiert werden.

Eine grofle Herausforderung der MHC-Ligandomik ist — verglichen mit der
Proteomik — die Analyse experimenteller MS-Daten. Die Proteomik zielt fiir
gewoOhnlich auf die Identifizierung von Proteinen beispielsweise in tryptischen
Verdaus ab, die sich auf mehrere Peptide aus demselben Protein stiitzt. MHC-
Peptidrepertoires entstehen zwar auch durch enzymatische Spaltungen wah-
rend der Antigenprozessierung, in der Regel wird jedoch nur ein Peptid aus
jedem Protein gefunden. Wéahrend in der Proteomik solche one hit wonders als
nicht ausreichend zuverlissig angesehen werden, erhoht eine groffere Anzahl
an MHC-Liganden aus demselben Protein nicht die Sicherheit der Identifizie-
rung (Veenstra et al. [2004). AuBlerdem konnen automatische Datenbankab-
fragen nicht durch die Schnittspezifitdt des zum Verdau verwendeten Enzyms
beschrénkt werden, da eine grofie Bandbreite an Spaltspezifitdten zur Entste-
hung von MHC-Liganden beitragt. Tryptische Peptide weisen aulerdem ein C-
terminales Arginin oder Lysin auf, was zu typischen Fragmentierungsmustern
mit zusammenhéngenden Ionenserien fithrt. MHC-Peptide hingegen kénnen ge-
ladene Aminosduren auch mitten in der Sequenz enthalten oder sogar nur aus
hydrophoben Aminosduren aufgebaut sein. So prasentiert HLA-A*02 Ligan-
den mit hydrophoben Ankerresten in P2 und P2 und bindet auch in anderen
Positionen nur ungern geladene Aminoséuren. Daher ist eine manuelle Auswer-
tung von Fragmentspektren unverzichtbar, die aber einiges an Expertise und
Erfahrung erfordert. Gleichzeitig wird sie durch automatische Algorithmen zur
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1.10. Zielsetzung dieser Arbeit

Identifizierung kaum erleichtert und ist daher sehr zeit- und personalintensiv.

Waéhrend fiir die Analyse von PTMs bereits viele Suchprogramme entwickelt
wurden, stellt die de novo-Sequenzierung immer noch eine grofle Herausforde-
rung dar (Reinders et al., |2004). Durch de novo-Sequenzierung kénnten auch
Sequenzen identifiziert werden, die bisher nicht in durchsuchbaren Datenban-
ken enthalten sind (z.B. aufgrund von single nucleotide polymorphisms (SNPs)
oder Proteinspleiien).

Die Herausforderungen in der Massenspektrometrie von Peptiden betreffen
also die Analyse von Proteomen und MHC-Ligandomen gleichermaflen. Da die
Proteomik ein rasch wachsendes Forschungsfeld darstellt, das derzeit viel Auf-
merksamkeit auf sich zieht, sind hier baldige Weiterentwicklungen zu erwarten.
Als der immunologisch spezialisierte Teil der Proteomik wird auch die MHC-
Ligandomik stark von solchen Fortschritten profitieren und im Gegenzug das
Verstdndnis von Prozessen innerhalb des Proteoms vertiefen.

1.10. Zielsetzung dieser Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit waren zwar fir einige HLA-Allotypen Peptidmotive
bekannt; diese basierten jedoch zum grofien Teil auf Poolsequenzierungen durch
Edman-Abbau, Bindungsstudien mit synthetischen Peptiden oder einer gerin-
gen Zahl individueller natiirlicher Liganden. Durch deutliche Erhéhungen der
Anzahl natiirlicher HLA-Liganden mittels massenspektrometrischer Methoden
sollten diese Motive iiberpriift und verfeinert werden. Daneben waren die Moti-
ve fiir weitere HLA-Allotypen mit bislang unbekannten Peptidspezifitdten von
Grund auf neu zu definieren .

Die Uberlappung von HLA-Ligandomen verschiedener HLA-Allotypen war
im Vorfeld dieser Arbeit lediglich auf Grundlage von Bindungsstudien mit syn-
thetischen Peptiden untersucht worden. Daher waren Ligandomiiberschneidun-
gen mit Hilfe einer erheblichen Anzahl natiirlicher Liganden sowie direkten
massenspektrometrischen Vergleichen genauer zu analysieren. Die Bedeutung
solcher Uberlappungen fiir klinische Anwendungen sollte schlieBlich in T-Zell-
Experimenten uberpriift werden .

Diese Arbeit sollte dariiber hinaus die Ubertragbarkeit von Konzepten der
Proteomik auf die HLA-Ligandomik und deren Anwendung auf die vorhandene
Datenlage untersuchen. So waren beispielsweise Analysen zur Gewebsspezifitat
von MHC-Liganden sowie zu deren Quellproteinen durchzufiihren. Ausgewahl-
te, potentiell tumorassoziierte Peptide aus der HLA-Ligandom-Analyse sollten
zudem auf ihren klinischen Nutzen getestet werden ,
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

0,2 pm-Sterilfilter

10% Ammoniumpersulfat

10 pl-Quarzkiivette

100x nicht-essentielle Aminosduren

1D1k

1 ml-Spritze PlastipakT™

40%  Acrylamid/N,N’-Methylenbisacryl-
amid (29:1)

500 pl-, 15 ml- und 50 ml-Roéhrchen

5.6 um polystyrene microspheres (,,Beads®)
6-, 12-, 24-, 48- und 96-well-Platten
7-B6-1

7-B6-1-Biotin

96-Rundbodenplatten
96-well-ELISPOT-Platten MSHAN4B50
o (3-Actin-Peroxidase
ocMHC-a-Kette, monoklonaler
Human-HLA-A,B,C-1gG
BCIP/NBT

B-Mercaptoethanol
CNBr-acticated Sepharose 4B
Cryordhrchen, 2 ml
Cytofix/Cytoperm
DansylAhx3L3VS

ECL Plus

ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase
FACS-Clean

FACS-Flow

FACS-Rinse

FCS

Filterpapier Whatman 3MM
FITC-konjugierter Ziege-xMaus-IgG
Gentamycin

Glutamin

GM-CSF (50 pug/ml)

Golgi-Stop

TL-2 (10%/10% U/ml)

Maus-ox-
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Millipore, Schwalbach

Sigma, Miinchen

Hellma, Miillheim

Sigma, Miinchen

MabTech, Nacka Strand, Schweden
Becton Dickinson, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

greiner bio-one, Frickenhausen
Bangs Laboratories, USA

Becton Dickinson, Heidelberg
MabTech, Nacka Strand, Schweden
MabTech, Nacka Strand, Schweden
greiner bio-one, Frickenhausen
Millipore, Bedford, MA, USA
Sigma, Miinchen

Anogen, Mississauga, CAN

Sigma Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
greiner bio-one, Frickenhausen

Becton Dickinson, Heidelberg

Herman Overkleeft, Leiden, NL

GE Healthcare, Freiburg

Sigma, Minchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

PAA Laboratories, Colbe

‘Whatman, Maidstone, UK

Jackson Immuno Research, Soham, UK
Cambrex, Verviers, B

PAA Laboratories, Colbe

Novartis

Becton Dickinson, Heidelberg

R&D Systems, Minneapolis, USA



2.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

IL-4 (10 pg/ml)

IMDM

Tonomycin

100pul-Spritze Hamilton Gastight Syringe
Type 1710N

Humanserum

LC-MS-Wasser LiChrosolv
LS-MACS-Saulen
Lymphocyten-Separationsmedium
Membranfilter diverser Groéflen
Meerrettich-Peroxidase konjugierter Schaf-
xMaus-IgG Antikérper
MHC-Monomere

Multipette

Nitrozellulosemembran Hybond ECL
NLVS

Pasteurpipette, 230 mm

PBS

Penicillin-Streptomycin-Mix, je 10 mg/ml
Peptide Cleanup C18 Spin Tubes
Perm/Wash

PHA (1 mg/ml)

PhaseLock Gel Reaktionsgefafie
pH-Indikatorstabchen pH-Fix 0-14
PMA (10 ug/ml)
Polypropylen-Réhrchen, Schraubverschluss
Proteaseinhibitor-Tabletten ,,complete®
Protein A-Sepharose, CL-4B
Reaktionsgefiafie diverser Grofien
Roti-Nanoquant Proteinassay 5x
RPMI-1640-Medium

See Blue Plus 2 Prestained Standard
Streptavdidin, APC-Konjugat
Streptavidin, PE-Konjugat
Streptavidin-Microbeads

Streptavidin, unkonjugierte

TFA

TEMED

Trypanblaulésung (0,05% w/v)
Tween® 20

Universalindikator pH 0-14
VECTASTAIN Elite ABC kit

Western Blot Chemiluminescence Reagent
Plus
Zellkulturflaschen 100, 250, 550 ml, steril

R&D Systems, Minneapolis, USA
Cambrex, Verviers, B

Sigma, Miinchen

Mascom, Bremen

PAA Laboratories, Célbe

Merck, Darmstadt

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
PAA Laboratories, Colbe

Sartopure, Epsom, UK

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Immunologie, Universitat Tiibingen
Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Hidde Ploegh, Cambridge, MA, USA
Fortuna, Wertheim

Cambrex, Verviers, B

PAA Laboratories, Colbe

Agilent, Palo Alto, CA, USA

Becton Dickinson, Heidelberg

Roche, Mannheim

Eppendorf, Hamburg
Macherey-Nagel, Diiren

Sigma, Minchen

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Molecular Probes, Karlsruhe
Molecular Probes, Karlsruhe

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Sigma, Miunchen

Applied Biosystems, Foster City, USA
Sigma, Miinchen

Gibco, Karlsruhe

Serva

Merck, Darmstadt

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

NEN Life Science Products, Boston, USA

greiner bio-one, Frickenhausen
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2. Material und Methoden

Zentrifugalkonzentratoren centricon filtra-
tors 10

Biotinylierter IgG2a Maus-cchuman CD28
(clone 9.3)

Biotinylierter IgG1 Maus-cchuman 4-1BB
(clone 4B4-1)

Millipore, Schwalbach

Garni-Wagner et al. 1996

Soweit nicht anders angegeben stammen alle Glaswaren von der Firma Schott, alle
Chemikalien (p.a. Qualitit) von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Miinchen)

oder Roth (Karlsruhe).

2.2. Gerate und Zubehor

Branson Sonifier 250

C-18 Saulen Spheri-5 PTH 5pum, 220 x
2,1mm

ABI 433A Peptide Synthesizer

ABI ,Procise“ 494A Protein Sequencer
Economy Peptide Synthesizer EPS221
Einfrierbehélter ,,Cryo Freezing Container*
FACSCanto
fused-silicia-pKapillarsdule
75 pm ID x 250 mm)
Gammacell 1000 Elite
Gelkammer Mini-Protean II Electrophore-
sis Cell

Glashomogenisator
Hybrid-Q-TOF-Massenspektrometer
Image-Station LAS-1000

ImmunoSpot Image Analyzer (series 1)

(bpm C-18,

37°C Inkubator, 7,5% CO2 Begasung For-
ma Scientific

Kiihlzentrifuge RC 5C Plus, Rotor SLA
3000, Rotor GS-3

Lichtmikroskop Leica DMIL
Lyophilisieranlage Vacob

MACS-Magnet

Magnetrithrer RCT basic
Membran-Vakuumpumpe
Mikro-pH-Elektrode InLab 423
Mini-Tischzentrifuge
pKapillar-LC-System Ultimate
nanoLC-2D
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Branson Ultrasonics, Danbury, USA
Perkin Elmer, Boston, USA

Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
ABIMED, Langenfeld

Nalgene, Houghton le Spring, UK
Becton Dickinson, Heidelberg

LC Packings, Germering

MDS Nordion, Ottawa, ON, Canada
Bio-Rad, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Micromass, Manchester, UK
FujiFilm, Diusseldorf

Cellular Technology, Cleveland, OH,
USA

Labotect, Gottingen

Sorvall, Langenselbold

Leica, Bensheim

ZIRBUS, Bad Grund

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
IKA, Staufen

Vacuubrand, Wertheim

Mettler Toledo, Gielen

Qualitron, KOR

Dionex, Germering

Eksigent, Dublin, CA



2.3. Puffer und Lésungen

offline-ESI Kapillare Medium Capillaries
Q-TOF ES387

online-ESI Kapillare, 360/20 um OD/ID
Kapillare, 10 gm ID Auslasséfinung, 1P-4P
coating

Peristaltische Pumpe P-1

pH-Meter 765

Quarzkiivetten, Schichtdicke 10 mm, Zen-
trum 15 mm

112A Oven/Injector
Rollersgestell

Rotator

Rotator Vibramax 100
Schiittletisch Duomax 1030
Semi-Dry-Elektroblotgerat
Kammer SD1

Software Immunospot 3.2, Image Acquisi-
tion 4.5

Spannungsquelle Power Pac 200

SpeedVac Vacuum Concentrator
Sterilbank Technoflow

Sunrise microplate reader
Thermoschiittler Thermometer 5436
Tischkiithlzentrifuge Biofuge 13
Tischkiihlzentrifuge Centrifuge 5415R
Tischkiihlzentrifuge Megafuge 1.0 R
Tischkiihlzentrifuge Megafuge 2.0
Ultrazentrifuge L-80, Rotor Ti45
UV-Spektrometer Ultrospec 3000

Transfer-Blot

Vorsaulenpumpe ABI 140D Delivery Sys-
tem

Wasserbad Thermomix BM-S

Vortexer Minishaker MS 1

Vorsaule C-18-Material, 300 ym, 10 mm
Zahlkammer Neubauer, Tiefe 0,1 mm

2.3. Puffer und Losungen

Anodenpuffer 50 mM Natriumborat

Zugabe von 20% Methanol

pH9

Proxeon, Odense, DK

New Objective, Woburn, USA

Amersham Pharmacia Biotech, Frei-
burg

Knick, Berlin-Zehlendorf

Hellma, Miillheim

Applied Biosystems, Foster City, USA

Bachofer, Reutlingen

Heidolph, Schwabach

Heidoplh Instruments, Schwabach
CTI, Idstein

Cellular Technology, Cleveland, OH,
USA

Bio-Rad, Miinchen

Bachhofer, Reutlingen

Integra Biosciences, Fernwald

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Beckman Coulter, Krefeld

Amersham Pharmacia Biotech, Frei-
burg

Perkin Elmer, Boston, USA

Braun Biotech, Goéttingen

IKA, Staufen

Dionex, Germering

LO - Laboroptik, Friedrichsdorf
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2. Material und Methoden

Citratlosung

Coomassie Entférbelésung

Coomassie Farbelosung

(d)NIC-Reagenz

Einfriermedium

ELISPOT-Kulturmedium

FACS-Fix

GUA-Reagenz

Kathodenpuffer

Kopplungspuffer

2x Ladepuffer

30

50 mM Citronensiure
pH 3,0 mit NaOH eingestellt

10% Eisessig
40% Methanol
in HoO

0,25% Coomassie R-250
10% Eisessig

45% Methanol

in HoO

2,2mg (d)NIC
1 ml 50 mM Phosphatpuffer

90% hitzeinaktiviertes FCS
10% DMSO

IMDM

1% Penicillin-Streptomycin-Mix
50 uM B-Mercaptoethanol

2% Humanserum

PFEA
1% Formaldehyd

100 mg O-Methyl-Isoharnstoff
102 pl ddH2O

50 mM Natriumborat
0,05% SDS
pH9

0,1 M NaHCOs3
0,5M NaCl
pH 8,3 mit NaOH eingestellt

125 mM Tris HCI pH 6,8
3,5% SDS

20% Glycerol

10% B-Mercaptoethanol



2.3. Puffer und Lésungen

Losungsmittel A

Losungsmittel Ag

Losungsmittel By

Losungsmittel Bo

2x Lysepuffer

2x Triton-Lysepuffer (pH7,4)

MgCla

Nanoflow-Losungsmittel

50 mM NagHPO,4-Puffer

50 mM NaHoPOy4-Puffer

PBE

0,2% Bromphenolblau

4mM NH,Ac in HoO (HPLC-grade, Lichrosolv)
pH 3 mit Ameisenséure (conc.) eingestellt

H2O (HPLC-grade, Lichrosolv)
pH 2 mit Ameisensédure (conc.) eingestellt

2mM NH,Ac

in 20% H20O (HPLC-grade, Lichrosolv)
80% Acetonitril (HPLC-grade, Lichrosolv)
pH 3 mit Ameisenséure (conc.) eingestellt

20% H20O (HPLC-grade, Lichrosolv)
80% Acetonitril (HPLC-grade, Lichrosolv)
pH 2 mit Ameisensdure (conc.) eingestellt

200 ml PBS
0,6% (w/v) CHAPS
3 Tabletten Proteaseinhibitor ,,complete*

20mM Tris-HC1
10mM EDTA
300 mM NaCl
2% TritonX-100
in PBS

1M
50% Methanol
1% Ameisensiure

in Wasser

0,78 g NagHPO4
mit ddH2O auf 100 ml auffiillen

0,88 g NaH2POy
mit ddH2O auf 100 ml auffiillen

PBS
0.5% BSA
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2. Material und Methoden

2mM EDTA

PBEA PBS
0,5% BSA
2mM EDTA
0,01% Natriumazid

PBS-BSA PBS
0.5% BSA

PBS-Tween PBS
0.05% Tween

PFEA PBS
2% hitzeinaktiviertes FCS
2mM EDTA
0,01% Natriumazid

50 mM Phosphatpuffer 100 ml 50 mM NagHPO4-Puffer
mit ca. 1 ml NaHaPOy4 auf pH 8.5 einstellen

Prasensitivierungsmedium  IMDM
1% Penicillin-Streptomycin-Mix
50 uM B-Mercaptoethanol
2% Humanserum
0,3% Gentamycin

5x Puffer lower 1,875 M Tris-HCI
0,5% SDS
pH&.8

5x Puffer upper 1,875 M Tris-HCI
0,5% SDS
pH6,8

RPMTI*-Medium 2g/1 NaHCO3
2,4¢g/1 HEPES
2mM L-Glutamin
30 uM (-Mercaptoethanol
100 pg/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
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2.4. Patientenmaterial

10x SDS-Laufpuffer

TBB-Puffer

10x TBS-Puffer

TBS

Tris

TSB

TWB-Puffer

T-Zell-Medium

1X nicht-essentielle Aminosduren

1 mM Na-Pyruvat

10% FCS, 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert
in RPMI 1640

0,25 M Tris-HCI
1,9M Glycin
1% SDS

3% BSA
5mM EDTA
in TWB-Puffer

500 mM Tris-HCI1 pH 8
1,5 M NaCl

20 mM Tris
150 mM NaCl
pH 8,0 eingestellt mit HCl...

1M pHS,0

50% PBS

50% hitzeinaktiviertes FCS
2mM EDTA

0,01% Natriumazid

0,1% (w/v) Nonidet P-40
in TBS-Puffer

RPMI 1640

GlutaMAX

25mM HEPES

10% hitzeinaktiviertes HS
1% PenStrep

1% Gentamycin

2.4. Patientenmaterial

Chirurgisch entfernte renal cell carcinoma- (RCC-) und colorectal carcinoma-
(CCA-)Gewebeproben wurden von den Abteilungen Urologie und Chirurgie
des Universitatsklinikums Tibingen zur Verfligung gestellt (Jorg Hennenlot-
ter, Prof. Dr. med. Arnulf Stenzl). Sofort nach der Entnahme wurden die Pro-
ben in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung
bei -80°C gelagert. Die Studien wurden von der lokalen Ethikkommission ge-
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2. Material und Methoden

nehmigt und die Patienten haben nach entsprechender Aufklarung schriftlich
ihr Einverstandnis bestétigt. Krankheitsstadium (staging) und Malignitatsgrad
(grading) wurden am Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikums Tubin-
gen ermittelt.

Erythrocyten-depleptiertes peripheres Blut sowie Leukapherisate von gesun-
den Spendern wurden von der Abteilung fiir Transfusionsmedizin des Universi-
tatsklinikums Tibingen (Prof. Dr. med. Dorothee Wernet) bezogen. Hier wur-
den auch die HLA-Typisierungen dieser Proben vorgenommen. HLA-Feinty-
pisierungen sowohl von Gewebe als auch Zelllinien wurden von der Sektion
Transplantationsimmunologie und Immunhédmatologie der Universitdt Tiibin-
gen (Prof. Dr. Claudia A. Miiller) durchgefihrt.

2.5. Zellbiologische Methoden

2.5.1. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um zuvor eingefrorene Zellen zu kultivieren, werden die bei 37°C aufgetauten
Zellen in 5ml vorgelegtem Medium resuspendiert, bei 415g 2min bei Raum-
temperatur zentrifugiert und in 5ml frischem Medium wieder resuspendiert.
Die Zentrifugation wird wiederholt und die Zellen werden in 6 ml frischem Me-
dium aufgenommen. In die Vertiefungen einer 6-well-Platte, in denen zwischen
1 und 6 ml Medium bereits vorgelegt wurden, wird je 1 ml der Zellsuspension
gegeben.

Zum Einfrieren werden die Zellen abzentrifugiert (415g, 10 min) und in Ein-
friermedium (90% FCS, 10% DMSO als Gefrierschutzmittel) resuspendiert, so-
dass man standardméBig bei Zelllinien eine Endkonzentration von 5-10° Zel-
len/ml erhélt und bei PBMCs 2-107 Zellen/ml oder 1-10% Zellen/ml. Von die-
ser Suspension wird je 1 ml in ein Polypropylenréhrchen mit Schraubverschluss
iiberfithrt und bei -80°C in Isopropanol-gefiillten Behéltern tiefgefroren. Die
langfristige Lagerung erfolgt in fliissigem Stickstoff.

2.5.2. Kultivierung der Zelllinien

Es wurden verschiedene Zelllinien verwendet (Tabelle . Bei den meisten
handelt es sich um EBV-transformierte humane B-lymphoblastoide Zelllini-
en (B-LCLs). RCC068 ZL wurde aus Tumorgewebe des Nierenkrebspatienten
RCCO068 generiert, RCC026_ZL ist eine B-LCL des Patienten RCC026. EOL-
1 stammt von einer humanen akuten myeloischen Leukédmie ab. M18 ist eine
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Tabelle 2.3.: Verwendete Zelllinien

Zelllinie HLA-A, -B-Typisierung Referenz

WIL-JON* A*02, A*29, B*15, B*41 ECACC

BM15 A*0101, B*4901 ECACC: 88052040
HO301 A*0301, B*¥1402 ECACC: 88052055
JY A*0201, B*0702 Engelhard et al.| (1978)
Awells A*0201, B*44021 ECACC: 94082236
EMJ A*0201, A*0301, B*4001 ECACC: 8602103
LCL026_ZL  A*0201, A*3303, B*4101, B*5101 E. No8ner, MU

M18 A*2902, B*¥4901 ESTDAB-133

EOL-1 A*24, A*29, B*35, B*¥4403 ECACC: 94042252
RCC068_ZL  A*02, A*29, B¥1501, B*4501 C. Gouttefangeas, TU
MGAR A*2601, B*0801 ECACC: 88022014
C1R-A*2602  A*2602 ECACC: 94050320
C1R-A*2603  A*2603 ECACC: 94050320
C1R-B*3801 B*3801 ECACC: 94050320
C1R-B*3901 B*3901 ECACC: 94050320
C1R-B*3902 B*3902 ECACC: 94050320

& entspricht nicht der im ECACC-Katalog aufgefithrten Zelllinie; wurden falsch geliefert

35



2. Material und Methoden

humane Melanomzelllinie. Alle Zelllinien wurden in RPMI 1640-Medium kulti-
viert, das zusétzlich NaHCO3 (2g/1), HEPES (2,4 g/1), L-Glutamin (2 gmol/1),
2-Mercaptoethanol (50 gmol/1), Penicillin (50 U/ml), Streptavidin (50 pg/ml)
sowie 10% fotales Kalberserum (FCS) enthielt. Im kleinen Mafistab wurden die
Zellen im Brutschrank bei 37°C und 7,5% CO3 in feuchtigkeitsgeséttigter At-
mosphére gehalten. Fiir groffere Mengen wurden 2 1-Glasflaschen bei 37°C und
1,5 Umdrehungen pro Minute im Rollergestell verwendet. Alle Zelllinien wur-
den regelméaBig auf Mycoplasmen getestet. Bei der Kultur transfizierter C1R-
Zelllinien in Zellkulturflaschen wurden gegebenenfalls G418 oder Hygromycin B
als Selektionsmarker zugesetzt (G418: 1 mg/ml; Hygromycin B: 0,2-0,5 mg/ml).

2.5.3. Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wird ein 50 pl-Aliquot der zu zéhlenden
Zellsuspension mit 50 ul Trypanblau gemischt und damit eine Neubauer-Zahl-
kammer gefiillt. Unter dem Mikroskop werden zwei Grofiquadrate ausgezahlt.
Die Membran toter Zellen ist durchléssig fiir den Farbstoff, sodass die Zellen
blau erscheinen. Daher werden nur die ungeférbten Zellen gezahlt. Multipliziert
man das Ergebnis mit 10* und beriicksichtigt den Verdiinnungsfaktor, erhalt
man die Zellzahl pro Milliliter.

2.5.4. Zellernte

Um Zellen fiir eine MHC-Isolierung zu ernten, werden die in Glasflaschen ge-
haltenen Zellen 10 min bei 415 g und 4°C abzentrifugiert und in eiskaltem PBS
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (415 g, 15 min, 4°C) wird der Uber-
stand abdekantiert und das feuchte Pellet bei -80°C tiefgefroren und gelagert.

2.5.5. Isolierung von PBMCs

Alle Arbeitsschritte erfolgen unter sterilen Bedingungen. Das Leukapherisat
(peripheres, leukocytenangereichertes Blut) wird mindestens auf das Doppel-
te des Ausgangsvolumens so verdiinnt, dass das Gesamtvolumen ein Vielfaches
von 30 ml erreicht. 15 ml Lymphocyten-Separationsmedium pro 50 ml-Réhrchen
werden mit je 30 ml des verdiinnten Leukapherisats {iberschichtet und zentri-
fugiert (820 g, 20 min, 20°C, ohne Bremse). AnschlieBend wird die weifle Inter-
phase aus jedem Rohrchen abgenommen und mit je 30 ml PBS gewaschen. Es
folgen erneute Zentrifugation (660g, 8 min, 20°C), Abdekantieren des Uber-
standes und wiederum Waschen mit PBS mit abschlieBender Zentrifugation
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(460 g, 5min, 20°C). Die isolierten PBMCs werden vereinigt, gezahlt und um-
gehend weiter verwendet oder eingefroren (siehe [2.5.1)).

2.5.6. Isolierung von CD8" T-Zellen durch MACS

Alle Arbeiten erfolgen unter sterilen Bedingungen. Die Zentrifugationen erfol-
gen 10min bei 460 g und 4°C. Frisch isolierte PBMCs werden mit PBE gewa-
schen und abzentrifugiert. Das Zellpellet wird anschlielend mit einer Endkon-
zentration von 2-10% Zellen/ml und 5 ug/ml OKT-8 Antikérper in PBE resus-
pendiert. Nach 15-miniitiger Inkubation bei 4°C erfolgen zwei Waschschritte
mit 30 und 10 ml PBE. Die Zellen werden wieder in der gleichen Konzentration
wie zuvor und mit 10 1 Streptavidin-Microbeads pro 2:107 Zellen in PBE 15
Minuten bei 4°C inkubiert und anschlieBend zweimal mit PBE gewaschen.

Die vom Magneten festgehaltene LS-MACS-Séule wird mit 3 ml PBE equi-
libriert, bevor die in 500 ul PBE resuspendierten Zellen aufgetragen werden.
Nach dreimaligem Waschen mit je 3ml PBE wird die Séule aus dem Magneten
entnommen. Mit 4 ml PBE und unter Zuhilfenahme eines Stempels werden die
CD8™ Zellen in ein 15ml-Réhrchen eluiert. Diese werden zentrifugiert, zwei-
mal mit PBE gewaschen, gezdhlt, zweimal mit je 5 ml vorgewdrmtem T-Zell-
Medium gewaschen und schliefilich eingefroren oder zur weiteren Kultivierung
in T-Zell-Medium aufgenommen.

2.6. Expansion antigenspezifischer T-Zellen

2.6.1. Prdparation humaner Dendritischer Zellen

Frisch isolierte PBMCs werden in T-Zell-Medium aufgenommen und mit ei-
ner Dichte von 10-12-107 Zellen in 20 ml pro 250 ml-Zellkulturflasche ausgesét.
Nach einem zweistiindigen Adhérenzschritt im Brutschrank wird der Uberstand
abgenommen. Die nur locker adhérierten Zellen werden mit Medium abgespiilt.
Diese PBLs werden fiir Kontrollexperimente eingefroren oder fiir Stimulations-
experimente weiter in T-Zell-Medium kultiviert. Zu den am Plastikboden der
Flasche adhérierten Monocyten wird neues T-Zell-Medium gegeben, das an Tag
1 nach der Adhérenz mit 100 ng/ml GM-CSF und 20 ng/ml IL-4 versetzt wird.
Diese Zugabe wird an den Tagen 3, 5 und 7 wiederholt. An Tag 7 werden die in-
zwischen entstandenen unreifen Dendritischen Zellen (DCs) durch mindestens
24-stiindige Inkubation mit 100 ng/ml LPS gereift.
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2.6.2. Antigenspezifische Stimulation von T-Zellen mit autologen
Dendritischen Zellen

Alle Arbeiten werden unter sterilen Bedingungen ausgefiihrt. Zentrifugationen
erfolgen 5 min bei 460 g und 20°C. Die reifen DCs werden geernet, indem
der Uberstand aus der Zellkulturflasche entnommen wird und die restlichen Zel-
len durch PBS mit 5mM EDTA abgelost werden. Die Zellen werden vereinigt,
mit T-Zell-Medium gewaschen und gezéhlt. Die Stimulationen werden in 24-
well-Platten durchgefithrt. Fiir jedes Peptid, mit dem stimuliert werden soll,
werden mindestens drei wells angesetzt. Pro well werden 5-10° DCs eingesetzt.
Uberschiissige DCs werden fiir Restimulationen eingefroren. Die DCs werden
zunéchst in einem 15ml-Rohrchen in 1ml Medium mit 1mg/ml Peptid 2h
im Brutschrank zur Beladung inkubiert. Autologe PBMCs oder PBLs werden
zweimal mit T-Zell-Medium gewaschen und gezéhlt. Pro well werden 3-10° Zel-
len vorgelegt, zu denen die DCs nach der Beladung hinzugegeben werden. Es
folgt eine 7-tagige Ruhe der Zellen im Brutschrank.

Zur Restimulation werden die Zellen aus den wells entnommen, mit T-Zell-
Medium gewaschen und mit einer Zellzahl von 5-10° pro well erneut ausgesit.
Dabei kénnen genau wie bei der ersten Stimulation DCs eingesetzt werden.
Sind keine DCs mehr vorhanden, werden autologe PBMCs aufgetaut, mit T-
Zell-Medium gewaschen und wie DCs mit Peptid beladen. Pro well werden
2,5-10° PBMCs benétigt. Nach der Peptidbeladung werden die PBMCs mit
30 Gy bestrahlt und in die wells verteilt. Bei einer Restimulation mit PBMCs
werden nun an jedem zweiten Tag 2 ng/ml IL-2 zugegeben, beginnend mit dem
ersten Tag nach der Restimulation. Bei einer Restimulation mit DCs ist dies
nur gegen Ende notig. Falls erforderlich, wird in beiden Féallen verbrauchtes,
gelbes Medium durch frisches ersetzt. Nach wiederum sieben Tagen konnen die
Zellen fiir verschiedene Experimente wie Tetramerfarbungen eingesetzt oder
erneut restimuliert werden.

2.6.3. Herstellung von aAPCs

Artifizielle antigenpréisentierende Zellen (aAPCs) sind beads, die mit MHC-
Monomeren sowie mit Antikorpern gegen kostimulatorische Molekiile (CD28,
4-1BBL) beladen sind. Sie werden zur antigenspezifischen Stimulation von T-
Zellen in vitro eingesetzt, da die Stimulationsbedingungen so am besten zu
kontrollieren sind.

Alle Arbeitsschritte werden unter sterilen Bedingungen und auf Eis bzw. bei
4°C durchgefiihrt. Zentrifugationen erfolgen fiir 2min bei 800g. Die aAPCs
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werden in 96-well-Platten mit einem Gesamtvolumen von 250 ul pro well her-
gestellt mit der gleichen Anordnung, die fiir die T-Zell-Stimulationen spéater
verwendet werden soll. Von den Antikérpern werden Verdiinnungen in PBE
mit einer Konzentration von 20nM hergestellt, von den biotinylierten MHC-
Monomeren solche mit einer Konzentration von 20 nM fiir high density-aAPCs
oder 200 pM fiir low density-aAPCs. Um ausreichend aAPCs fir vier Stimula-
tionen herzustellen, werden fiir jedes well 1-10° Beads durch zweimaliges Wa-
schen mit PBE vorbereitet. Dann werden pro well 50 ul der MHC-Monomer-
sowie der Antikoérperlosung mit 150 pul der bead-Suspension vereinigt und auf
einem Schiittler fiir 30 min inkubiert. Anschlieflend werden die aAPCs in der
Platte dreimal mit PBE gewaschen und zum Schluss in 200 ul PBE pro well
resuspendiert. Die Platte wird bis zur weiteren Verwendung mit Plastikfolie
vor dem Austrocknen geschiitzt und bei 4°C im Dunkeln gelagert. Fiir T-Zell-
Stimulationen werden 50 ul der aAPC-Suspension in eine neue 96-well-Platte
iberfiihrt, dreimal mit Medium gewaschen und zu den Zellen hinzugegeben.

2.6.4. Antigenspezifische Stimulation von T-Zellen mit aAPCs

Alle Arbeiten erfolgen unter sterilen Bedingungen. Die Stimulationen beginnen
an Tag 1 in 96-well-Platten. CD8' T-Zellen aus einer MACS-Separation werden
gezdhlt und in vorgwarmtem T-Zell-Medium aufgenommen. Pro well werden
1-10° Zellen in 100 gl und 2:10° aAPCs in 50 ul vereinigt. Dem T-Zell-Medium
wurde IL-12 mit einer Endkonzentration im well von 5ng/ml zugesetzt. An
Tag 4 werden pro well 100 ul Medium abgenommen und durch frisches, 1L-2-
haltiges Medium ersetzt (Endkonzentration im well 2ng/ml). An den Tagen 8
und 15 werden die Zellen wie an Tag 1 restimuliert, wihrend an den Tagen 11
und 18 wie an Tag 4 gefiittert wird. An Tag 21 werden aus jedem well 50 pul
entnommen und mit Tetramer gefarbt .

2.6.5. Weiterfithrende Peptid- und Allostimulationen

Nach mehreren (Re-) Stimulationen mit DCs, PBMCs oder aAPCs kénnen wei-
tere Stimulationen auch mit Peptid allein erfolgen (1 oder 5 pg/ml). Um die
T-Zellen beispielsweise vor einer FACS-Sortierung noch weiter unspezifisch,
aber stark zu expandieren, kann auflerdem eine Allostimulation durchgefithrt
werden. Dabei werden je 5-10° mit 30 Gy bestrahlte PBMCs von zwei ver-
schiedenen, fremden Leukapherisaten als feeder-Zellen zugegeben. Auflerdem
werden 2 pg/ml IL-2 und 0,5 pg/ml PHA zugegeben.
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2.7. Detektion und Analyse antigenspezifischer T-Zellen

2.7.1. Prasensitivierung von PBMCs

Um die im ELISPOT zu detektierenden Antworten von Memory-T-Zellen zu
verstarken, werden PBMCs elf Tage lang mit Peptidpools inkubiert. Die frisch
aufgetauten PBMCs werden mit 2,5ng/ml IL-4 in Kultur genommen (Tag 1).
An Tag 2 werden 1 ug/ml pro Peptid sowie erneut 2,5 ng/ml I1L-4 zugegeben.
Die Stimulationen finden in Pools mit bis zu 15 Peptiden statt. An den Tagen
4 und 6 werden 2ng/ul IL-2 zugesetzt. Das Medium wird immer dann teil-
weise ausgetauscht, wenn die Gelbfarbung anzeigt, dass es verbraucht ist. Der
ELISPOT wird an Tag 13 durchgefiihrt.

2.7.2. IFN-~-ELISPOT ex vivo und in vitro

Der IFN-y-ELISPOT kann ex vivo mit frisch aufgetauten PBMCs oder in vi-
tro mit présensitivierten PBMCs durchgefiihrt werden. Zunédchst werden 96-
wel -ELISPOT-Platten mit einer Membran aus Nitrozellulose am Boden durch
mindestens 12-stiindige Inkubation bei 4°C mit Antikorpern gegen humanes
IFN-7y (1D1k, 5 or 2 ug/ml) beschichtet. Dann werden sie zweimal mit IMDM
und einmal mit Kultiviermedium gewaschen. Pro well werden 5-10° PBMCs mit
1 pg/ml Peptid 26 h lang stimuliert. Als Negativkontrolle werden entsprechend
der HLA-Allele der PBMC-Spender HIV-Peptide eingesetzt (Tabelle . Als
Positivkontrolle dient pro PBMC-Spender ein well, das mit PHA (Endkonzen-
tration 10 pug/ml) stimuliert wird. Aulerdem wird zur Kontrolle ein well ohne
Zellen angesetzt. Bis auf dieses well ohne Zellen werden alle Stimulationen in
Duplikaten durchgefiihrt.

Tabelle 2.4.: T-Zell-Epitope aus HIV-1

Sequenz ID HLA Quellprotein
GSEELRSLY 60369  A*01 Gag-Pol
ILKEPVHGV 60179  A*02 Gag-Pol
KIRLRPGGK 70083  A*03 Gag-Pol
TPGPGVRYPL 70088 B*07 Nef
GGKKKYKL 70089 B*08 Gag-Pol

Nach der Peptid- und PHA-Stimulation werden die Platten einmal mit PBS-
Tween, einmal mit destilliertem Wasser und dann fiinfmal mit PBS-Tween
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gewaschen. Anschlieflend erfolgt eine zweistiindige Inkubation mit dem bio-
tinylierten Sekundéarantikoérper 7-B6-1-Biotin (0,33 ug/ml) in PBS-BSA. Nach
sechsmaligem Waschen mit PBS-Tween wird 1h bei 4°C mit Avidin-konjugier-
ter Alkalischer Phosphatase in PBS-BSA inkubiert. Es schlieflen sich je drei
Waschschritte mit PBS-Tween und PBS an. In destilliertem Wasser aufgelste
BCIP/NBT Tabletten werden zugegeben. Die enzymatische Farbreaktion wird
im Dunkeln so lange entwickelt, bis eine geniigende Intensitét der Spots in
den wells erreicht ist (ca. 5min). Die Reaktion wird durch Abspiilen des Sub-
strats mit Wasser gestoppt und die Plastikabdeckung des Plattenbodens wird
entfernt. Die Platten werden iiber Nacht im Dunkeln getrocknet.

Zur weiteren Auswertung werden sie mit dem ImmunoSpot Image Analyzer
eingelesen und mit Hilfe der ImmunoSpot Software Version 3.2e analysiert. Als
positive Reaktion wird definiert, wenn die mittlere Spotanzahl pro well der
Duplikate mindestens 10 betragt (mean spot count, MSC>10) und mindestens
um den Faktor 3 bzw. 5 iiber der mittleren Spotanzahl der HIV-Kontrolle liegt
(mean spot count indexr, MSCI>3 ex wvivo, MSCI>5 mit Prasensitivierung).
Diese wird auf 1 gesetzt, falls die mittlere Spotanzahl der HIV-Kontrolle unter
1 liegt, um eine Division durch 0 zu vermeiden. Sind die Spots in einem well
zu zahlreich, um noch einzeln aufgelést zu werden, wird der Faktor MSCI als
2000 definiert (MSCI=2000).

2.7.3. Herstellung von MHC-Tetrameren

Ein Aliquot mit 50 pug biotinyliertem MHC-Monomer wird aufgetaut und kurz
abzentrifugiert. Alle 30 min werden 10% von 78,5 ul Streptavidin-PE oder aber
43,5 ul Streptavidin-APC zugegeben. Dies entspricht einem stéchiometrischen
Verhiltnis von 4:1 (MHC-Monomer:Streptavidin-Konjugat). Zwischen den Zu-
gaben wird die Reaktion im Kiihlraum auf einem Rotator inkubiert. Nach zehn
Zugaben wird das Tetramer abzentrifugiert und bei 4°C dunkel gelagert.

2.7.4. Tetramerfarbung

Tetramerfarbungen werden in 96-well-Platten durchgefithrt. Zentrifugationen
erfolgen bei 660 g und 4°C fiir 2 min. Alle Schritte aufler der Entnahme von Zel-
len aus Stimulationsansidtzen werden unsteril und bei 4°C oder auf Eis durch-
gefiihrt.

Aliquots der zu firbenden T-Zellen (etwa 2-10° Zellen) werden in eine 96-
well-Platte iiberfiihrt und mit PBEA gewaschen. AnschlieBend werden die Zel-
len in 50 ] Antikorperlosung 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Die Antikor-
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perlosung enthilt die Antikorper in der richtigen Verdiinnung (Tabelle in
PBEA sowie 10 ug/ml freies Streptavidin, um verbliebenes Biotin aus der Zell-
kultur abzufangen, das sonst zu einem hohen Hintergrund fithren wiirde. Nach
zweimaligem Waschen mit PFEA werden die Zellen in 50 ul Tetramerlésung
30min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Tetramerlosung be-
steht aus 2 ug/ml APC-konjugiertem Tetramer bzw. 5 ug/ml PE-konjugiertem
Tetramer in TSB. Sie wird vor Verwendung kurz abzentrifugiert, um eventuell
vorhandene Aggregate zu entfernen. Nach drei Waschschritten mit PFEA wer-
den die Zellen in 100-200 pl FACS-Fix resuspendiert und mit dem FACS-Gerét
gemessen.

Tabelle 2.5.: Monoklonale Maus-ochuman CD8-Antikorper fiir Tetramerfarbun-
gen

Fluroeszenz Hersteller Verdiinnung
FITC laborintern (Klon OKTS) 1:100
PE Immunotools (Klon MEM-31) 1:200
PerCP Becton Dickinson (Klon SK1) 1:20
APC Becton Dickinson (Klon SK1) 1:50

2.7.5. Intrazelluldre IFN-~-Farbung

Um die antigenspezifische IFN-y-Sekretion von Zellen nachzuweisen, werden
Aliquots der Zellen moglichst am Tag vor der eigentlichen Farbung in eine neue
96-well-Platte tiberfithrt. Vor der Intrazellularfarbung werden sie mit Peptid
stimuliert. Angesetzt werden drei wells fiir das Peptid (10 pg/ml), mit dem
die Zellen im Vorfeld stimuliert worden sind, sowie ein well mit einem Fremd-
peptid (10 ug/ml), mit dem die Zellen bisher keinen Kontakt hatten, ein well
ohne Peptid und ein well, das mit PMA (50 ng/ml) und Ionomycin (1 uM) als
Positivkontrolle stimuliert wird. Nach einer Stunde im Brutschrank wird allen
sechs wells Golgi-Stop-Losung (1:1500) zugesetzt. Nach mindestens weiteren
5h Inkubation kann mit der Farbung begonnen werden.

Die intrazellulare IFN-y-Farbung wird im Anschluss an eine normale Te-
tramerfarbung durchgefiihrt. Nach dem abschlieBenden Waschen mit
PFEA werden die Zellen nicht in FACS-Fix aufgenommen, sondern mit 100 ul
Cytofix/Cytoperm 20 min bei 4°C permeabilisiert. Nach zwei Waschschritten
mit Perm/Wash wird mit einem FITC-konjugierten «cIFN-v-Antikorper in ei-
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ner 1:200-Verdiinnung 30 min bei 4°C inkubiert. Wiederum wird zweimal mit
Perm/Wash und einmal mit PFEA gewaschen. SchliefSlich werden die Zellen in
100-200 1 FACS-Fix resuspendiert.

2.7.6. Durchflusscytometrie

Bei der Durchflusscytometrie werden in einem Fliissigkeitsstrom befindliche
Zellen mit Hilfe eines Fluorescence-Activated-Cell-Sorter- (FACS-)Geréts ana-
lysiert, gezahlt und gegebenenfalls getrennt. Die Streuung in Einstrahlrichtung
(FSC) des zur Detektion verwendeten Laserlichts gibt Auskunft iiber die Gréfie
der Zellen, wihrend die Seitwértsstreuung (SSC) Aussagen tliber deren Granu-
laritat erlaubt. Anhand dieser beiden Groflen lassen sich verschiedene Zellpo-
pulationen unterscheiden.

Zusitzlich konnen Oberflachenmolekiile durch monoklonale Antikorper oder
MHC-Tetramere gefarbt werden, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt
sind oder die ihrerseits von fluoreszenzmarkierten Zweitantikérpern erkannt
werden. Zur parallelen Farbung mehrerer Oberflichenmolekiile miissen Fluo-
reszenzfarbstoffe mit unterschiedlichen Emissionsspektren verwendet werden.
Wiéhrend beispielsweise Fluoresceinisothiocyanat (FITC) vorwiegend im grii-
nen Spektralbereich emittiert, liegt die Emission von Phycoerythrin (PE) im
roten.

Alle Messungen wurden am FACSCanto durchgefiihrt. Zunéchst werden die
Spannungen an FSC- und SSC-Detektoren so abgestimmt, dass bei der Auftra-
gung von FSC- gegen SSC-Signal im dot blot eine definierte Population lebender
Zellen zu erkennen ist. Diese wird dann durch Setzen eines Rahmens ausgewahlt
und fiir die weitere Analyse verwendet.

Anhand ungefarbter Zellen und mit nur je einem Antikorper gefarbter Zellen
werden die Messkanéle flir die Fluoreszenz eingestellt. Die Kompensation der
Uberlappung verschiedener Fluoreszenzkanile wird dann vom FACS-Gerét au-
tomatisch durchgefiithrt und abschliefend anhand der Kontrollzellen iiberpriift.
Alle weiteren Messungen werden mit den gleichen Einstellungen vorgenommen.
Es werden stets so viele Zellen wie moglich gemessen, da mit einer sehr niedri-
gen Frequenz antigenspezifischer Zellen gerechnet wird.
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2.8. Weitere immunologische Methoden

2.8.1. Saureextraktion von MHC-Liganden nach Immunprazipitation
mit CNBr-aktivierter Sepharose

Zur Isolierung MHC-préasentierter Peptide miissen die geernteten Zellen zu-
néchst aufgeschlossen werden sowie die membranstandigen Molekiile in Losung
gebracht und von Zelltriimmern befreit werden. Mit Antikérpern werden die
MHC-Molekiile abgetrennt und anschliefend die Peptide unter sauren Bedin-
gungen aus ihren Bindungsgruben eluiert.

2.8.1.1. Herstellung der Saule

Pro 1ml Zellpellet, das eingesetzt werden soll, wird 1 mg pro Antikérper ver-
wendet. Je nach HLA-Typisierung des Gewebes oder der Zellen werden ver-
schiedene Antikorper benutzt, um die Komplexitat der Eluate so weit wie mog-
lich zu reduzieren (Tabelle . Pro Antikorper wird eine Saule hergestellt. Fiir
jede Séule werden pro 1 mg zu koppelndem Antikérper 37,5 mg CNBr-aktivierte
Sepharose in einem 50 ml-Réhrchen eingewogen und zur Aktivierung mit 1 mM
HCI aufgefiillt. Nachdem 30 min Inkubation bei Raumtemperatur im Rotator
wird die Sepharose abzentrifugiert (Megafuge; 4 min, 60 g, ohne Bremse) und
der Uberstand abgenommen.

Zur Kopplung an die Sepharose werden die Antikorper in Kopplungspuffer
zugegeben, sodass das Endvolumen bei etwa 40ml liegt, und 90-120 min bei
Raumtemperatur rotiert. Um die Kopplungseffizienz zu verfolgen, wird dabei
immer wieder die OD2go von abzentrifugierten Aliquots gemessen. Die Effizienz
sollte tiber 95% liegen. Nach spétestens 120 min wird die Sepharose zentrifugiert
und der Uberstand verworfen.

Die verbliebenen Bindungsstellen der Sepharose werden nun 60 min lang bei
Raumtemperatur mit 0,2 M Glycin blockiert. Danach wird die Sepharose zwei-
mal mit PBS gewaschen und schliellich mit PBS aufgeschlaimmt und in die
Séule tberfithrt.

2.8.1.2. Herstellung des Zelllysats

Das Volumen des zu bearbeitenden Zellpellets wird bestimmt. Das gefrorene
Zellpellet wird im gleichen Volumen zweifach konzentrierten Aufschlusspuffers
langsam bei 4°C unter Riihren aufgetaut. Nach Zugabe eines weiteren Volumens
einfach konzentrierten Aufschlusspuffers wird die Zellsuspension eine Stunde
bei 4°C gertihrt.
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Tabelle 2.6.: xHLA-Antikérper fiir Immunprézipitation und FACS

AK xHLA- Referenz

W6/32  A,B,C |Barnstable et al.| (1978)
B1.23.2 B,C Rebai und Malissen| (1983)

BB7.2 A2 Parham und Brodsky| (1981)
GAP-A3 A3 Berger et al.| (1982)
1243 DR Fong ot al] (1981)

Dann werden die Zellen durch Ultraschallbehandlung (3 x 20s mit je 20s
Pause dazwischen, Duty Cycle 50%, Output 50%) weiter aufgeschlossen. Ein
weiteres Volumen Aufschlusspuffer wird zugegeben und das Lysat wiederum
eine Stunde bei 4°C geriihrt.

Um Zelltrimmer zu beseitigen, wird das Lysat zunéchst 20 min bei 4°C und
330 g (Megafuge) und dann in der Ultrazentrifuge (Beckman, Ti45-Rotor) eine
Stunde bei 125000 ¢ und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird durch einen
0,2 pm-Filter gedriickt. Vom Filtrat werden 500 pl abgenommen und bei -80°C
fiir weitere Analysen (z.B. Western Blot) gelagert.

2.8.1.3. Affinitatschromatographie

Das Lysat wird zunéchst einmal linear iiber die Sdulen gepumpt und anschlie-
Bend zyklisch tiber Nacht. Nachdem die Sdulen dann 30 min mit PBS und
anschlieffend 60 min mit Wasser gewaschen worden sind, ldsst man sie trocken
laufen. Zur Elution wird achtmal nacheinander so viel 0,2%ige TFA auf jede
Saule aufgetragen, dass ein diinner Fliissigkeitsfilm auf dem Gelbett steht (bei
10 mg Antikérper und 375 mg Sepharose ca. 200 ul). Beim ersten Mal werden
zusétzlich noch 10-30 ul 10%ige TFA zugesetzt. Die Eluate werden jeweils in
ein Zentrikon gepumpt, das zuvor mit 0,2%iger TFA gewaschen wurde, um eine
Anreicherung von Polyethylenglycol (PEG) im Eluat zu verhindern.
Alternativ zur Elution mit TFA kann eine saure Citratlosung verwendet wer-
den. Dabei ldsst man die S&ulen jedoch nicht trocken laufen, sondern l&sst das
Wasser des letzten Waschschritts nur einsinken und tiberschichtet je nach Séau-
lengrofie mit ca. 8 ml Citratlosung. Statt diese iiber die Séule zu pumpen lésst
man sie nur langsam gravimetrisch durchlaufen. Die Vorfraktion mit neutra-
lem pH-Wert wird verworfen. Erst wenn der pH-Wert sinkt, wird das Eluat in
Centricons aufgefangen. Anschlieflend kann die Antikérper-beladene Saule mit
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PBS regeneriert werden, sodass das Lysat erneut dariiber gepumpt und mit
TFA abschlielend eluiert werden kann.

Zur Bestimmung der Menge an MHC-Molekiilen kénnen 2-5% jedes Eluats
abgenommen und mittels Edman-Abbau oder Western Blot analysiert werden.
Der Rest der Eluate wird durch Zentrikons gefiltert (Megafuge; 330g, 4°C,
Dauerbetrieb), die zuvor mit 0,2% TFA gewaschen worden sind. Aufgrund des
noch zu groflien Volumens miissen die Eluate vor der massenspektrometrischen
Analyse lyophilisiert und in einem kleineren Volumen eines entsprechenden
Puffers wieder aufgenommen werden.

2.8.2. Western Blot

Um Proteine in einem Proteingemisch spezifisch zu detektieren und gegebe-
nenfalls zu quantifizieren, wird das Gemisch, z.B. ein Zelllysat, zunichst durch
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach dem apparenten Mole-
kulargewicht unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Die Gréfle wird
durch Vergleich mit Standardproteinen bestimmt, die Menge durch Vergleich
mit verschiedenen Mengen eines Standards. Anschliefend werden die Protei-
ne zur spezifischen Detektion mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern auf eine
Membran iibertragen.

2.8.2.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

In einer GelgieBapparatur wird zunéchst das Trenngel und anschlieflend das
Sammelgel zwischen zwei Glasplatten gegossen (Tabelle . Um ein Aushér-
ten des Trenngels unter Sauerstoffausschluss zu gewéhrleisten und eine gerade
Kante zu erhalten, wird die noch fliissige Gelmischung mit Isopropanol iiber-
schichtet. In das frisch gegossene Sammelgel wird ein Kamm gesteckt, um Pro-
bentaschen zu erhalten. Eine Laufapparatur mit dem eingesetzten Gel wird mit
Laufpuffer befillt.

Dann werden Prestained Protein Marker, Standards und Proben in die Gel-
taschen geladen. Als Standard wird ein biotinyliertes HLA-A*0201-Monomer
verwendet. Die Stammldsung wird so mit Wasser verdiinnt und mit Ladepuffer
vermischt, dass die Gesamtmenge an Protein pro Tasche schlielich 0,05-0,7 ug
betragt. Die Proben bzw. deren Verdiinnungen werden mit 1l NaOH sowie
mit Ladepuffer versetzt. Sowohl Standards als auch Proben werden vor dem
Laden 5min bei 95°C denaturiert. Vom Marker wird 1 ul aufgetragen, in alle
anderen Taschen 20 ul.
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2.8. Weitere immunologische Methoden

Tabelle 2.7.: Zusammensetzung des Polyacrylamidgels

Trenngel Sammelgel

H>O 7,3ml 12,8 ml
1,5M Tris (pH 8,6) 5ml -
1M Tris (pH6,8) - 5ml
Acrylamid/ Bisacrylamid 7,5 ml 2ml
10% SDS 200 1l 200 1l
TEMED 20 ul 20 pl
10% APS 100 il 100 il

Es wird eine Spannung von 110V angelegt, bis die Lauffront das Trenngel
erreicht. Danach wird die Spannung auf 140V erhoht. Die Elektrophorese ist
beendet, wenn die Lauffront am unteren Ende des Trenngels ankommt.

Falls kein Western Blot durchgefiihrt werden soll, wird das SDS-Gel zur
Anfarbung der Proteine 1h in Coomassie-Féarbelosung geschiittelt, mit Wasser
gespiilt und in Coomassie-Entfarber so lange entférbt, bis die Proteinbanden
deutlich zu erkennen sind.

2.8.2.2. Western Blot

Um die elektrophoretisch getrennten Proteine zu detektieren, miissen sie auf
eine Nitrozellulose-Membran transferiert werden. Dazu werden vier in Anoden-
puffer getrankte Filterpapiere, die Membran, das Gel und vier in Kathodenpuf-
fer getrédnkte Filterpapiere gestapelt und zusammengepresst in die semi dry-
Transferapparatur gelegt. Der Transfer erfolgt drei Stunden bei 40 mA, was
etwa 1mA /cm? entspricht.

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wird die Membran anschlie-
Bend iiber Nacht auf dem Schiittler mit TBB inkubiert. Danach erfolgt eine
90-mintitige Inkubation mit dem Erstantikorper (oc32-Mikroglobulin, 1:50000
in TBB mit 0,02% Natriumazid). Dann wird die Membran dreimal je 5min
mit TWB gewaschen und 1h mit dem Zweitantikorper (xrabbit, gekoppelt an
Meerrettich-Peroxidase, 1:5000 in TBB) geschiittelt. Es folgen mehrere Wasch-
schritte: 5 min TBS, dreimal 10 min TWB, zweimal 5 min TBS.

Zur Detektion werden zwei Chemilumineszenz-Reagenzien im Verhéltnis 1:1
gemischt und auf die Membran aufgetragen. Die Membran wird in Plastikfolie
eingeschlagen, aus der nach 3min die Reagenzien ausgestrichen werden. Die
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Chemilumineszenz, die bei der Umsetzung der Reagenzien durch die Meerret-
tich-Peroxidase entsteht, kann mit Hilfe einer Image-Station beobachtet wer-
den.

2.9. Biochemische Methoden

2.9.1. Peptidsynthese

Alle verwendeten Peptide wurden von Patricia Hrsti¢ und Stefan Stevanovié
nach der Standard Fmoc-Chemie im Abimed Economy Peptide Synthesizer
EPS 221 oder ABI 433A Peptide Synthesizer synthetisiert.

2.9.2. Differentielle Modifizierung von Peptiden

Die lyophilisierten Eluate der Immunpréazipitation werden in 500 pul LC-MS-
Wasser gelost und mit 92 ul GUA-Reagenz (2,5M) sowie 20 ul Natronlauge
(10M) gemischt. Es wird sichergestellt, dass der pH zwischen 10,5 und 11,5
liegt. Die Guanidierung erfolgt bei 65°C und wird nach 10 min mit 40 pl kon-
zentrierter Ameisensiure auf Eis gestoppt. Wiederum wird der pH iiberpriift,
der fiir die weiteren Reaktionen bei 3-4 liegen muss.

Die weitere Modifizierung erfolgt auf Peptide Cleanup C18 Spin Tubes. Dazu
werden die Sdulen zunichst durch dreimaliges Auftragen von 200 ul 50% ACN
mit 0,1% TFA mit anschlieBender Zentrifugation (8 g, 45s) aktiviert. Danach
werden sie equilibriert (3 x 200 ul H2O, 0,1% TFA) und die Probe aufgetra-
gen (in 200 ul-Aliquots, die je dreimal die Sdule passieren). Zum Entsalzen
wird gewaschen (3 x 200 ul H20). AnschlieBend erfolgt die (d)Nicotinylierung
mit 500 gl NIC- bzw. dNIC-Reagenz (20 mM). Dazu werden die Saulen auf die
abgeschnittene Spitze von 1ml-Spritzen aufgesetzt und das Reagenz in 50 ul-
Schritten alle 1-2min mit Hilfe des Stemples durch das S&dulenmaterial geso-
gen. Nach einem weiteren Waschschritt (3 x 200 ul H2O) werden unerwiinschte
Nicotinylierungen von Tyrosinseitenketten durch 10-miniitige Behandlung mit
500 ul 50% Hydroxylamin (50 ul alle 1-2min) entfernt. Nach einem abschlie-
Benden Waschschritt (3 x 200 ul HoO) werden die Peptide eluiert (4 x 50 ul
50%ACN, 1% Ameisensiure).

Um zwei Peptideluate mittels MS vergleichen zu kénnen, wird eine der Pro-
ben mit NIC, die andere mit dNIC modifiziert. Dabei wird auch eine Blind-
probe (LC-MS-Wasser ohne Peptid) mitgefithrt. Nach der Elution wird in der
Speedvac zundcht ACN abgedampft, das wie Nicotinsdure bei 260 nm leicht
absorbiert und somit stéren wiirde. Die Proben werden mit Losungsmittel A

48



2.9. Biochemische Methoden

wieder auf 200 pl aufgefiillt. Die Absorption der verschiedenen Proben wird
bei 260 nm gemessen, um den Peptidgehalt der Proben abschétzen zu kénnen.
Die Werte der Proben werden um den der Blindprobe korrigiert. Anschliefend
wird die Héalfte der Probe, die weniger Peptid enthélt, mit einem Aliquot der
anderen Probe vermischt, das einen gleichen Peptidgehalt hat. Diese Mischung
wird fir LC-MS-Experimente verwendet, wihrend die Reste beider Proben fiir
separate LC-MS/MS-Messungen eingesetzt werden ,

2.9.3. Proteasommarkierung

2:107 Zellen werden in ihrem iiblichen Medium aufgenommen, sodass das End-
volumen 200 ul betrdgt. Dann werden die Zellen zusammen mit dem Dansyl-
Ahx3L3VS-(DALVS)-Reagenz in einer Endkonzentration von 1 uM 1 h bei 37°C
inkubiert. Als Kontrolle werden auch Zellen markiert, die zuvor 16 h mit 50 uM
NLVS, einem Proteasominhibitor, im Medium inkubiert wurden. Anschlieend
werden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und dann in fliisssigem Stickstoff
schockgefroren.

Das Zellpellet wird im gleichen Volumen des doppelt konzentrierten Triton-
Lysepuffers (pH 7,4) aufgenommen und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer
Zentrifugation (20000g, 30 min, 4°C) wird der Uberstand abgenommen und
zur Proteinbestimmung nach Bradford verwendet. Dazu wird zunéchst 1 pl des
Uberstands 1:50 mit Wasser verdiinnt. Ist die Proteinkonzentration fiir eine
korrekte Proteinbestimmung noch zu hoch, wird die Probe erneut verdiinnt
und bestimmt.

Beim anschliefenden Western Blot (siehe werden 50 ug Gesamtprote-
in eingesetzt. Als Erstantikorper wird ein rabbit-oc« DALVS-Antikorper in einer
1:2000-Verdiinnung 1 h bei Raumtemperatur eingesetzt, als Zweitantikérper ein
biotinylierter ocrabbit-Antikérper 1:5000 45 min bei Raumtemperatur. Schlief3-
lich wird der Blot 1h bei Raumtemperatur mit Vectastain-Reagenz inkubiert.
Die Detektion erfolgt durch ECL Plus mit anschlieBender Autoradiographie.
Als Kontrolle dient die Farbung von Actin mit oc3-Actin-Peroxidase in einer
1:50.000-Verdiinnung fir 45 min.

2.9.4. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bradford-Proteinbestimmung nutzt den Effekt, dass sich das Absorptions-
maximum des Farbstoffs Coomassie-Brillantblau im sauren Milieu und in Ge-
genwart von Protein von 465 zu 595nm verschiebt. Es handelt sich um den
empfindlichsten quantitativen Farbe-Assay.
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Die Messung erfolgt in Duplikaten in einer 96-Rundbodenplatte. Jede Probe
wird so verdiinnt, dass die aufgrund der photometrischen Bestimmung zu er-
wartende Konzentration bei etwa 60 bzw. 90 ug/ml liegt. Als Standard dienen
BSA-Losungen verschiedener Konzentration.

Jeweils 50 ul Probe werden in eine Vertiefung gegeben und mit 200 pl Nano-
quant-Losung vermischt. Nach fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur
wird der Quotient W im Sunrise-Plattenleser gemessen. Mit Hilfe der
Auswertungssoftware wird fiir die Standardreihe eine Regressionsgerade erstellt
und die Konzentration der Proben daraus berechnet.

2.10. Analytische Methoden

2.10.1. Sequenzanalyse und Quantifizierung von Peptiden durch
Edman-Abbau

Der Edman-Abbau ist eine zyklische Reaktionskaskade zum sequenziellen Ab-
bau von Peptiden und Proteinen, bei der pro Zyklus eine Aminosidure vom
N-Terminus abgespalten und detektiert wird und so eine Sequenzanalyse sowie
Quantifizierung ermoglicht (Edman und Begg, [1967). Die Nachweisgrenze liegt
dabei im Picomolbereich.

Ein Zyklus besteht aus drei Reaktionsschritten: Kupplung, Spaltung und
Konvertierung. Als Erstes kuppelt Phenylisothiocyanat (PITC) an die freie
N-terminale Aminogruppe des Peptids, sodass ein Phenylthiocarbamoylpeptid
(PTC-Peptid) entsteht. Fiir diesen nukleophilen Angriff sind alkalische Bedin-
gungen und etwa 55°C notig.

In der zweiten Teilreaktion wird das PTC-Peptid durch Behandlung mit was-
serfreier Sdure gespalten. Dabei greift der aus dem PITC stammende Schwefel
des PTC-Peptids die Carbonylgruppe der ersten Peptidbindung an, wodurch
das Peptid unter Freisetzung einer Anilinothiazolinon- (ATZ-)Aminosdure um
eins verkiirzt wird. Letztere wird mit einem hydrophoben Lésungsmittel vom
Restpeptid abgetrennt.

Bei der Konvertierung wird schlieflich die relativ instabile ATZ-Aminosaure
unter Einwirkung von wéssriger Sédure und erhéhter Temperatur in ein stabile-
res Phenylthiohydantoin (PTH-)Derivat umgewandelt. Diese Derivate werden
durch Reversed-Phase-HPLC anhand ihrer Retentionszeiten identifiziert und
UV-spektroskopisch bei 269 nm quantifiziert. Das Restpeptid wird weiteren Ab-
bauzyklen unterworfen.
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2.10.2. Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie handelt es sich um eine Technik zur Bestimmung
der Molekiilmassen von Ionen in der Gasphase. Die Ionen werden in einer Io-
nenquelle durch unterschiedlichste Methoden erzeugt, in einem Massenanaly-
sator entsprechend ihres Masse/Ladungs-Quotienten (m/z) aufgetrennt und in
einem Detektor qualitativ durch ihren m/~Wert und quantitativ anhand ihrer
relativen Menge analysiert. Die Empfindlichkeit dieser Verfahren erstreckt sich
bis in den Femtomol- und Subfemtomol-Bereich, sodass sie hier der Edman-
Sequenzierung iiberlegen sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieflich die Elektrospray-Ionisation
(ESI) zur Erzeugung der Ionen und ein Hybrid-Quadrupol- Time-of-Flight-Mas-
senspektrometer (Q-TOF) zu deren Analyse verwendet. Darauf beschranken
sich auch die weiteren Erlduterungen.

2.10.2.1. Elektrospray-lonisation

Bei der Elektrospray-Ionisation handelt es sich um eine schonende Ionisierungs-
methode, die sich gut fiir grofle, nicht-fliichtige Biomolekiile eignet. In einem
elektrischen Feld werden geléste Ionen in die Gasphase tiberfithrt, indem die Lo-
sung aus einer engen Kapillare verspriiht wird. Dabei bilden sich zunéchst kleine
geladene Losungstropfchen, die durch Verdampfen des Lésungsmittels kleiner
werden, was zu einer Erhéhung der Ladungsdichte an der Oberfléche fiihrt.
Die Tropfchen zerfallen immer weiter durch sogenannte Coulomb-Explosionen,
bis schlieBlich freie Gasphasen-Ionen am Ubergang in das Massenspektrometer
entstehen (de la Mora et al., 2000; [Smith et al., [1990)).

Das Versprithen der Analytlosung in das elektrische Feld wird durch ein ne-
bulizer gas koaxial zur Kapillare unterstiitzt. Es findet bei Atmosphérendruck
statt, wahrend die spatere Analyse der freien Ionen im Hochvakuum durch-
gefithrt wird. Das Potential, das an der leitfihigen Kapillare anliegt und zu
der benétigten Potentialdifferenz zwischen Kapillarenspitze und einer Interface-
Platte am Ubergang zum Massenspektrometer fiihrt, betrigt 1000-2000 Volt.
An der Mikrooffnung zum Massenspektrometer flieit geheiztes Stickstoffgas
(curtain-gas) senkrecht zur Flugrichtung der Tropfchen des Sprays, wodurch
eine Zone hohen Drucks entsteht. Dies verhindert, dass auch Neutralteilchen
in das Hochvakuum gesaugt werden.

Die charakteristische Bildung mehrfach geladener Ionen [M + nH]"t beim
ESI-Verfahren zeigt sich im Spektrum als Serie von lonensignalen mit m/z =
(M + nH) /n, die sich in der Anzahl der angelagerten Protonen n und damit
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ihrer Ladung unterscheiden. Bei Proteinen, die viele Ladungen tragen kénnen,
entstehen so Serien, die aus mehr als hundert Peaks bestehen konnen. Bei Pepti-
den mit einem Molekulargewicht zwischen 1000 und 2000 Da dominieren dabei
die zweifach geladenen Ionen, die am Abstand der Isotopensignale — 0,5 Da —
erkannt werden kdnnen.

Die von Wilm und Mann entwickelte Nanoflow-Elektrospray-Methode (Wilm
und Mann| [1996) dient der offfine-Messung von Proben. Dabei werden mit
Gold beschichtete, diinn ausgezogene Glaskapillaren eingesetzt, die mit eini-
gen ul Probe befiillt werden. Die Flussraten sind sehr gering im Vergleich zur
herkémmlichen ESI-Technik und liegen im Bereich von etwa 20 nl/min, was zu
einer Verlingerung der moglichen Messzeit durch geringeren Probenverbrauch
und zu einer Steigerung der Empfindlichkeit um den Faktor 103 fiihrt.

2.10.2.2. Q-TOF-Massenspektrometer

Ein Q-TOF besteht aus zwei Einheiten: einem Quadrupol (Q) und einem Time-
of-flight-Analysator (TOF).

Quadrupole dienen als Massenanalysatoren und -filter. Ein Quadrupol be-
steht aus vier stabférmigen, parallel angeordneten Metallelektroden, an denen
eine Gleich- und eine Wechselspannung anliegen. Das Verhéiltnis beider Span-
nungen ist entscheidend dafiir, welche Ionen mit einem bestimmten m/z-Wert
aufgrund stabiler Oszillationen den Quadrupol passieren kénnen und welche an
und zwischen den Stédben verloren gehen.

Flugzeitmassenspektrometer (TOF) bestimmen Ionenmassen im Hochvaku-
um (p =3,8- 10_8ba7') durch eine exakte elektronische Bestimmung der Zeit,
die die Ionen benétigen, um die Strecke zwischen Ionenquelle und Detektor zu
durchfliegen. Die Ionen werden an der Quelle durch ein elektrostatisches Feld
beschleunigt und durchqueren dann eine feldfreie Driftstrecke, in der sie nach
ihrem m/z-Wert aufgetrennt werden. Letzteres ist moglich, da alle Ionen zwar
die gleiche kinetische Energie aus dem elektrostatischen Feld aufnehmen, da-
bei jedoch entsprechend ihren m/,-Werten unterschiedliche Geschwindigkeiten
erreichen. Durch Messung der Flugzeit lasst sich das m/--Verhéltnis berechnen:

1 .
Ekmzi-me:;ti:zﬁ-U
2.e-U-t?
m/E= T

mit
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m = Masse des Ions

v = Geschwindigkeit des Ions nach Beschleunigungsstrecke
z = Ladungszahl

e = Elementarladung

t = Gesamtflugzeit

L = Lange der feldfreien Driftstrecke des Flugrohrs

Zur Detektion werden Sekundérelektronenvervielfacher (SEV) verwendet.
Der auf die Konversionsdynode auftreffende Ionenstrom erzeugt einen Sekun-
dérionenstrom, der seinerseits durch eine Elektronenkaskade an weiteren Dy-
noden verstarkt wird.

Das hier verwendete Q-TOF besteht aus den beiden funktionellen Einheiten
MS1 und MS2. Die an der Quelle durch ESI gebildeten Ionen erreichen den
Quadrupol-Analysator MS1 durch eine unabhéngig evakuierte Ionenoptik. Ab
hier unterscheidet man zwei Félle: MS-Experimente ohne Fragmentierung der
Ionen und Tandem-MS-Experimente (MS/MS), bei denen die Ionen fragmen-
tiert werden.

Im MS-Modus ohne Fragmentierung der Ionen ist der Quadrupol nicht einge-
schaltet, sodass die Ionen ihn sowie die dahinter folgende evakuierte Hexapol-
Kollisionszelle passieren und von der Hexapol-Transferlinse auf den Pusher fo-
kussiert werden, der den lonenstrom mit maximaler Frequenz von 20kHz in
die MS2-Einheit ablenkt. Diese ist orthogonal zu MS1 angeordnet und be-
steht aus dem Reflektron- Time-of-flight-Massenspektrometer, in dem die m/z-
Verhéltnisse durch Messung der Flugzeit zwischen Pusher-Aktivierung und Ein-
treffen am Detektor bestimmt werden.

Bei MS/MS-Experimenten wird der Quadrupol-Analysator so eingestellt,
dass nur Ionen eines definierten m/.-Wertes die Kollisionszelle erreichen. Die-
se ist mit einem Inertgas (z.B Argon) gefiillt. Bei Niedrig-Energie-St68en mit
den Gasmolekiilen wird kinetische Energie auf die Ionen iibertragen und in
Schwingungsenergie umgewandelt, die das Peptidion durch Fragmentierungsre-
aktionen wieder abgibt (collisionally induced decay, CID). Die Fragment-Ionen
werden ebenso detektiert wie im MS-Modus.

Vor der Stoflaktivierung ist haufig noch eine zuséatzliche Beschleunigung der
Tonen nétig. Die angelegte Kollisionsspannung betriagt 20-60 V. Der genaue
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Abbildung 2.1.: Schematischer Q-TOF-Aufbau
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Wert richtet sich nach Art und Druck des Gases in der Kollisionszelle sowie
Art und Ladung des zu fragmentierenden Ions.

Um den Jonenstrom optimal einstellen zu kdnnen, gibt es einen Punktdetek-
tor fiir Ionen, die MS1 verlassen und nicht am Pusher abgelenkt werden. Zur
Gerétesteuerung, Datenaufnahme und -verarbeitung dient die MassLynx 4.0
Software.

Das instrumentelle Auflosungsvermogen betragt in etwa 5000 FWHM (full
width at half mazimum). Es wird nach R = - berechnet, wobei m die Masse
des verwendeten monoisotopischen Peaks im unteren Massenbereich und Am
seine Halbwertsbreite ist. Ab einem Wert von 2000 FWHM im Massenbereich
der Peptidionen wird eine Grundlinientrennung der Isotopenpeaks erreicht.

Der m/z-Bereich, der einer Messung zugénglich ist, liegt zwischen 2 und
4000, wobei jedoch auch erheblich gréfere Molekiile aufgrund ihrer mehrfachen
Ladungen analysiert werden kénnen.

2.10.2.3. Liquid Chromatography Mass Spectrometry-Kopplung

Zur online-Detektion wird die Mikrospray-Methode im Gegensatz zur Nano-
spray-Methode (2.10.2.1) eingesetzt. Dabei wird ein HPLC-System zur Reduk-
tion der Probenkomplexitéit direkt mit einer Elektrospray-Quelle gekoppelt (Li-
quid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS)-Kopplung). Dies ermdglicht
die fortdauernde Aufnahme von MS- und MS/MS-Spektren der von der Siule
eluierenden Komponenten. Einen ersten Anhaltspunkt zur Identitat der Pep-
tide bietet die Kombination aus Retentionszeit und Masse. Diese ermoglicht
auflerdem die Selektion bestimmter, beispielsweise vorhergesagter Peptide fiir
die Fragmentierung. Das System erreicht durch die kleinen Elutionsvolumina
eine hohe Sensitivitat, da die Peptide in konzentrierter Form vorliegen.

Eine pKapillarsdule wird mit einer goldbeschichteten Kapillare verbunden,
die als ESI-Quelle dient. Die Flussrate im uKapillar-HPLC-System (Ultima-
te) betragt 150 bis 200 pl/min. Vor Probenschleife und HPLC-Séule befindet
sich ein T-Stiick, das den Fliissigkeitsstrom splittet, sodass der Fluss iiber die
HPLC-Saule auf 300 nl/min verringert wird.

Zunéchst wird das System zehn Minuten mit 100% Losungsmittel By gewa-
schen und anschlieflend mit 15% Bi 30 Minuten lang aquilibriert. 100-150 pl
der in Losungsmittel A; gelosten Probe werden in eine 200 ul-Probenschleife
injiziert und mit einer Flussrate von 20 ul/min 30 Minuten unter Aquilibrie-
rungsbedingungen auf die C18-Vorséule geladen, die der Aufkonzentration und
Entsalzung dient. Schliellich wird die Sdule in das System der pKapillarséule
eingeschaltet. Die gebundenen Peptide werden durch einen linearen Gradienten
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von 15-45% B; innerhalb von 120 Minuten auf die pKapillarsiule eluiert und
dort aufgetrennt. Zum Schluss werden Probenreste durch Waschen mit 100%
B1 entfernt und das System neu &quilibriert.

Fiir einige der spaten, im Rahmen dieser Arbeit erfolgten Messungen wur-
de statt des Ultimate-HPLC-Systems eine nanoLC (Eksigent) eingesetzt. Diese
arbeitet splitfrei mit Flussraten zwischen 1 und 1000 nl/min. Die nanoLC wur-
de bei 300 nl/min mit leicht verdnderten Losungsmitteln (A2, B2) aber den
gleichen S&ulen und Vorsdulen betrieben.

Datenerfassung und Auswahl der Vorldufer-Tonen [M + 2H]** fiir die Frag-
mentierung erfolgen automatisch entsprechend der in der MassLynx 4.0 Softwa-
re eingestellten Parameter (data-dependent ion selection, DDIS). Die Integra-
tionszeit des TOF-Analysators betragt bei MS-Spektren 1s und im MS/MS-
Modus 45 bei einer Interscanverzégerung von 0,1s.

2.10.2.4. Analyse von MS-Daten

Differentiell modifizierte Peptidmischung (dNIC) Mit der Mischung von Pep-
tiden aus zwei differentiell modifizierten Proben wird ein LC-MS-Ex-
periment durchgefithrt. Parchen von Peptidsignalen, die sich entspechend der
differentiellen Modifikation mit NIC und dNIC um 4 Da unterscheiden, werden
manuell in den MS-Daten des Experiments gesucht. Zur Darstellung werden
Massenchromatogramme der leichten sowie schweren Version eines Peptids er-
stellt und die Scans aufsummiert, die dieses Peptid enthalten. Dabei wird eine
gleiche Anzahl von Scans mit &hnlicher Retentionszeit als Hintergrund subtra-
hiert.

Vergleich von drei unmodifizierten Peptidproben (DDIS) Um auch drei nicht
modifizierte Peptidproben miteinander vergleichen zu kénnen, werden hinter-
einander in zufélliger und wechselnder Reihenfolge separate LC-MS/MS-Ex-
perimente mit DDIS von den drei Proben durchgefiihrt. Durch Prozessierung
der Daten erhilt man von jedem einzelnen Experiment eine DDIS-Liste mit
fragmentierten Vorldufer-Ionen, die unter anderem deren Retentionszeit und
m/,-Werte enthélt. Die Listen zweier Experimente verschiedener Proben wer-
den miteinander verglichen und eine Paar-Liste mit Vorldufer-lonen erstellt,
die in beiden Experimenten vorhanden sind und sich hochstens um 0,4 Da in
ihrem m/,-Wert und je nach Experiment maximal 1-5 min in ihrer Retenti-
onszeit unterscheiderﬂ Diese Paar-Liste kann manuell iiberpriift werden, in-

IMATLAB-Programm nina2 von Lorenz T. Gerstmayr
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dem die zu den Vorlaufer-Ionen gehérenden Fragmentspekren verglichen wer-
den. Vorldufer-lonen-Paare, deren Fragmentierungsmuster nicht tibereinstim-
men, werden aus der Liste entfernt. Abbildung zeigt eine Ubersicht iiber
den DDIS-Ansatz.

Die Uberlappung O anp zweier LC-MS/MS-Experimente, A und B, wird wie
folgt berechnet:

Anzahl der Fragmentspektren aus A mit Gegenstiick in B

OaB =
Anzahl der Fragmentspektren aus A

Anzahl der Fragmentspektren aus B mit Gegenstiick in A

OBaA
Anzahl der Fragmentspektren aus B

OaB +9Ba

OAnB = 2

Um die Uberlappung O = Oanpnc dreier LO-MS/MS-Experimente, A, B
und C, zu bestimmen, werden folgende Berechnungen durchgefiihrt (i= A, B,
C):

Anzahl der Fragmentspektren-Paare aus O 4 g mit Gegenstiick in C

OaBc; =
z Anzahl der Fragmentspektren aus i
o Anzahl der Fragmentspektren-Paare aus Opg 4 mit Gegenstiick in C
BAC; =
z Anzahl der Fragmentspektren aus i
° Anzahl der Fragmentspektren-Paare aus O g mit Gegenstiick in A
BCA; =
i Anzahl der Fragmentspektren aus i
° Anzahl der Fragmentspektren-Paare aus O g mit Gegenstiick in A
CBA; =
i Anzahl der Fragmentspektren aus i
o Anzahl der Fragmentspektren-Paare aus O 4 ¢ mit Gegenstiick in B
ACB; =
i Anzahl der Fragmentspektren aus i
Anzahl der Fragmentspektren-Paare aus Og 4 mit Gegenstiick in B
OcaB; =

Anzahl der Fragmentspektren aus i

Z. OaBc,; + Z Opac; + Z OBca; + Z OcBa; + Z OacB; + Z OcaB;
_ i i i i i i
72

o

Die Paarungen von Fragmentspektren aus der Uberlappung zweier Experi-
mente mit denen aus dem dritten Experiment wurden dabei zuvor wiederum
anhand der Fragmentspektren verifiziert.

57



2. Material und Methoden

Awells BM15 EMJ
(A*0201, (A*0101, (A*0201, A*0301,
B*4402) B*4901) B*4001)

v v v

Immunoaffinitatsaufreinigung (B1.23.2)

v v v

2 x LC-MS/MS (DDIS) & Datenprozessierung

N T\

Vorlaufer-| [Vorldufer-| [Vorlaufer-| [Vorlaufer-| [Vorlaufer-| |Vorlaufer-

lonen lonen lonen lonen lonen lonen
Awells Awells BM15 BM15 EMJ EMJ
#1 #2 #1 #2 #1 #2
1. m/zy, RT 1. m/zy, RTy 1. m/zy, RT; 1. m/zy, RTy 1. m/zy, RTy 1. m/zy, RT;

2.mizy, RT, | |2 mize, RT, | | 2. mizy, RT,| | 2. mizo, RT,| | 2. mizy, RT, | | 2. miz,, RT,

n.mizy, RT,| |n.mize, RT,| [0 mize, RT,| [0 miz,, RT,| |0 mizo, RT,| | 0. miz,, RT,

v v v

automatischer Vergleich: m/z, RT

v v

manueller Vergleich:
Fragmentspektren

v

Reproduzierbarkeit / Uberlappung

Abbildung 2.2.: Der DDIS-Ansatz zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit und

der Uberlappung von HLA-Ligandomen am Beispiel der B-LCLs Awells,
BM15 und EMJ (siehe auch [3.2.6).
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2.10.2.5. Interpretation der ESI-Fragmentspektren von Peptiden

Durch ESI werden Peptidionen erzeugt, bei denen Protonen an allen stark
basischen Stellen angeheftet sein konnen, beispielsweise an der N-terminalen
Aminogruppe und den Seitenketten von Histidin, Lysin und Arginin. In der
Gasphase ist die Basizitat der Seitenketten sehr stark. Daher sind an dieser
Stelle angeheftete Protonen sogar bei Stoflaktivierung fixiert. Die Protonen an
den N-Termini hingegen kénnen zu jeder der Peptidbindungen wandern (Mi-
gration durch interne Solvatisierung). Dort sind sie dann an den Carbonylsau-
erstoff angelagert. So entsteht aus einem Peptid eine heterogene Population
von Ionen, die sich hinsichtlich der Position der Protonen an den Amidbindun-
gen unterscheiden (Wysocki et al.l [2000]). Diese Protonierungsstelle lenkt die
Fragmentierungsreaktion. Daher fragmentiert jede Subpopulation von Vorldu-
ferionen unterschiedlich, sodass eine Serie von Fragment-lonen ensteht, die in
ihrer Gesamtheit die Sequenz des Peptids erkennen ldsst (Hunt et al. 1986
Kinter und Sherman) [2000)).

Die Fragmentierung wird an der protonierten Stelle initiiert und fiithrt zu
einem zyklischen Intermediat, das durch eine von zwei verschiedenen Reaktio-
nen schrittweise fragmentiert. Dabei kénnen entweder zwei einfach geladene
Fragment-Ionen entstehen oder je ein doppelt geladenes und ein neutrales.

N-terminale Fragmente, die eine Ladung tragen und somit im Spektrum
sichtbar sind, werden a-, b- und c-Fragmente genannt. Geladene C-Termini ge-
horen zur x-, y- bzw. z-Serie. Jedes Fragment erhalt einen zusétzlichen Index,
der die Zahl der darin enthaltenen Aminosduren angibt. In den zu analysieren-
den Spektren dominieren b- und y-Ionen. Die a-Serie entsteht durch neutralen
Verlust von Kohlenmonoxid aus den b-Ionen (Am= 28 Da).

Weitere mogliche neutrale Verluste sind die Abspaltung von Wasser (Am=
18 Da) aus b- und y-Fragmenten sowie aus den Seitenketten von Serin, Threo-
nin, Aspartat und Glutamat, von Ammoniak (Am= 17Da) aus Asparagin,
Glutamin, Lysin und Arginin, von Dehydroalanin aus Cystein (Am= 34 Da)
und die Abspaltung von Methylsulfensdure (HSOCH3s, A= 64 Da) aus oxidier-
tem Methionin. Zusétzlich kénnen noch interne Fragmente durch Bruch von
zwei Peptidbindungen auftreten.

Der Abstand zwischen den benachbarten Peaks einer Serie entspricht ei-
ner Aminosiure, deren Identitét ermittelt wird anhand der Differenz der m/»-
Werte, die fiir alle Aminoséuren tabelliert sind (Tabelle . Weitere Hinweise
auf enthaltene Aminoséuren geben die Immonium-Ionen (H:N=CHR™"), die im
unteren Massenbereich des Spektrums sichtbar sind und typische m/-~Werte fiir
bestimmte Aminosduren aufweisen.
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Ist schliellich eine Teilsequenz des Peptids durch Auswertung des Spektrums
bekannt, kann hiermit eine Datenbank-Suche (NCBInr oder IPI) mit Hilfe des
MASCOT—Programmsﬂ durchgefithrt werden (Perkins et all [1999)). Je ldnger
die Teilsequenz ist, desto spezifischere Treffer erhdlt man. Auflerdem wird die
Massengenauigkeit angegeben, um die Treffer einzuschrénken. Je geringer die
erlaubte Toleranz ist, desto spezifischer werden die Treffer. Die Massengenau-
igkeit des hier verwendeten Q-TOF liegt tiblicherweise bei Peptiden mit einem
Molekulargewicht von etwa 1000 Da bei 0,2 Da (200 ppm). Allerdings hingt die
Massengenauigkeit zum einen von der Kalibrierung ab und kann sich zum ande-
ren im Tagesverlauf oder durch Temperaturschwankungen verdndern. Bei den
meisten Messungen ist eine Toleranz von 200 ppm bei der MASCOT-Suche je-
doch angemessen. Aus den erhaltenen Treffern kann dann die Sequenz bestimmt
werden, der das Fragmentspektrum am ehesten entspricht. Eine endgiiltige Be-
statigung ist nur durch Aufnahme eines Fragmentspektrums des entsprechen-
den synthetischen Peptids moglich.

Zhttp://www.matrixscience.com
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Tabelle 2.8.: Massen der Aminoséurereste in MS/MS-Spektren

Aminosédure 3-Buchstaben 1-Buchstaben Masse Immonium

-Code -Code -Ton
Alanin Ala A 71 44
Arginin Arg R 156 129
Asparagin Asn N 114 87
Aspartat Asp D 115 88
Cystein Cys C 103 76
Glutamat Glu E 129 102
Glutamin Gln Q 128 101
Glycin Gly G 57 30
Histidin His H 137 110
Isoleucin Ile I 113 86
Leucin Leu L 113 86
Lysin Lys K 128 101
Methionin Met M 131 104
Methionin, oxidiert Metog Moz 147 120
Phenylalanin Phe F 147 120
Prolin Pro P 97 70
Serin Ser S 87 60
Threonin Thr T 101 74
Tryptophan Trp W 186 159
Tyrosin Tyr Y 163 136
Valin Val \% 99 72
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2.11. Bioinformatische Methoden

2.11.1. Visualisierung von Peptidmotiven

Zur Darstellung eines Peptidmotivs werden die absoluten und relativen Haufig-
keiten aller Aminoséuren in jeder Peptidposition unter allen Liganden gleicher
Léange eines MHC-Allels bestimmtﬂ Zur Visualisierung werden die Taschen in
der Bindungsfurche des MHC-Molekiils dargestellt, in die die Seitenketten der
Ankeraminosduren hineinragen. Die relativen Héaufigkeiten der Aminoséduren
in Anker- und Hilfsankerpositionen werden mit einer zur H&aufigkeit propor-
tionalen Schriftgrofie angegeben (3-28 pt, 0,25 pt = 1%). Aminoséuren, die nur
in ein oder zwei Liganden an dieser Stelle vorkommen, werden nicht gezeigt.
Bevorzugte Aminosiuren werden nur abgebildet, wenn sie diese Position in
mindestens 30% der Liganden einnehmen.

2.11.2. Vorhersage-Matrizen fiir MHC-Liganden

Mit Hilfe der SYFPEITHI-Datenbank kann fiir eine gegebene Proteinsequenz
fir jedes mogliche Peptid bestimmter Lange eine Liste moglicher Liganden fiir
ein bestimmtes MHC-Allel erstellt werden. Diese sind nach der Wahrschein-
lichkeit ihrer Prasentation auf diesem spezifischen MHC-Allel geordnet.

Der Vorhersage-Algorithmus benétigt dazu eine Matrix, deren Reihen-Index
die Aminoséduren repriasentiert, wihrend die Spalten jeweils fiir die Position des
Aminosaurerestes im Peptid stehen. Es gibt folglich unterschiedliche Matrizen
fiir verschiedene Peptidlangen.

Solche Matrizen werden anhand der Peptidmotive aufgestellt. Jeder Amino-
sdure wird in jeder Position ein Wert zwischen 0 und 10 zugeordnet. Die genaue
Punktzahl hdngt davon ab, ob eine einzelne Aminosiure eine bestimmte Hau-
figkeit erreicht oder ob dazu mehrere dhnliche Aminosiduren zu einer Gruppe
zusammengefasst werden miissen. Ist keine Gruppierung der Aminosduren mog-
lich, werden sie mit geringeren Punktzahlen einzeln gewertet. Tabelle 2.9] zeigt
die genaue Punktezuordnung. In den Ankerpositionen bekommen verschiedene
Aminosauren der gleichen Gruppe, die diesen Anker bilden, nur dann unter-
schiedlich hohe Punktwerte, wenn sich ihre Haufigkeiten mindestens um den
Faktor 3 unterscheiden. Aminosiauren mit Haufigkeiten von iiber 50% in den
Ankerpositionen wird der Wert 10 zugeordnet. Fiir Aminoséuren, die seltener
auftauchen als bei Gleichverteilung statistisch erwartet (< 5%), kénnen negati-
ve Punkte verteilt werden. Die gilt jedoch nicht fiir an sich seltene Aminoséauren

3SMATLAB-Programm frequency von Lorenz T. Gerstmayr
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wie beispielsweise Cystein und Tryptophan.

Tabelle 2.9.: Punktezuordnung fiir Vorhersagematrizen

Besetzung einer Position Bezeichnung Punkte
> 75% Gruppe (Anker) 10, 8 oder 6
> 50% Gruppe (Anker, Hilfsanker) 6 oder 4
40-50% einzelne AS 4
30-40% einzelne AS 3
20-30% einzelne AS 2
10-20% einzelne AS 1

< 5% einzelne AS -1 oder -3

Zur Vorhersage von Peptiden wird die Sequenz eines Proteins in alle theo-
retisch moglichen Peptide einer bestimmten Lénge zerlegt. Fiir jedes davon
wird dann ein Wert berechnet durch Aufsummierung der Punktzahl jeder ent-
haltenen Aminosaure fiir die jeweilige Position. Zu erwartende T-Zell-Epitope
sollten unter den 2% der am hochsten bewerteten Peptide zu finden sein.

2.11.3. Datenanalyse nach Gesichtspunkten der Proteomik

Die Quellproteine aller Liganden werden durch BLAST—Abfragerﬁ zunéchst in
Proteindatenbanken (blastp: nr, refseq) und anschlieflend auch in Nukleotidda-
tenbanken (tblastn: nr, refseq genomic, est__human) ermittelt. Jedem Quell-
protein wird eine GenelD der Entrez Gene-Datenbank zugeordnet. Ist dies fiir
einen Liganden nicht méglich, da kein passendes Quellprotein in einer Protein-
datenbank vorliegt, wird er als EST aufgefiihrt. Kann ein Ligand aus mehr als
einem Quellprotein stammen, wird bei der Datenanalyse stets nur die niedrigs-
te GenelD beriicksichtigt. Dies ermdglicht ein systematisches Vorgehen ohne
Voreingenommenheit oder Beliebigkeit, wenngleich in einigen Féallen vermutlich
eine andere GenelD aufgrund von Gewebespezifititen oder Ahnlichem passen-
der ware.

4h‘ttp: //www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Im Folgenden werden basierend auf der Analyse natiirlicher HLA-Liganden
zunéchst die Peptidmotive einiger HLA-Allele vollig neu definiert sowie die
bereits bekannten Motive anderer Allele verfeinert. Anschlielend werden die
Uberlappung der Peptidrepertoire dieser Allele und die Spezifitit ihrer Ligan-
den beziiglich verschiedenster Gesichtspunkte untersucht. Schliellich werden
die Konsequenzen fiir die biologische Funktion sowie die klinische Relevanz
iiberpriift.

Ausgangspunkt fiir die Analyse natiirlicher Liganden kénnen Zelllinien, Pri-
mérzellen oder auch solide Gewebe sein. Mit dem Begriff Source wird im Folgen-
den jegliche Art von Zelllinie oder Gewebe bezeichnet, von der HLA-Liganden
mittels Immunprazipitation isoliert wurden. Bei der Verwendung von Zelllini-
en miissen diese zuvor im groflen Stil als Rollerkulturen auf mindestens 30-50
Liter expandiert und dann geerntet werden. Von einer Source werden die HLA-
prasentierten Peptide durch Lyse mittels Detergenz, nachfolgende Immunprazi-
pitation durch verschiedene MHC-spezifische Antikorper, Sdureextraktion und
Ultrafiltration isoliert. Das Eluat jedes einzelnen Antikérpers wird anschliefend
in LC-MS/MS-Experimenten analysiert. In einem solchen Experiment werden
in der Regel einige Hundert Fragmentspektren von Peptiden aufgenommen. Die
einzelnen Fragmentspektren werden dann manuell ausgewertet, um die Peptid-
sequenzen zu bestimmen. In Abhéngigkeit von der extrahierten Peptidmenge,
der Qualitdt der Messung sowie den présentierenden HLA-Allelen (basische
Ankeraminoséuren erleichtern die Auswertung beispielsweise erheblich) kénnen
aus einem Experiment etwa zwischen 20 und 200 Peptidsequenzen gewonnen
werden.

Eine genaue Zuordnung von MHC-Priparationen, LC-MS/MS-Experimen-
ten sowie Peptidauswertungen zu Personen ist mittels der internen Peptidda-
tenbank jederzeit moglich. Zugangsdaten konnen bei Stefan Stevanovi¢ erfragt
werden. Kultivierung und Ernte von Zelllinien werden nicht registriert. Sie wird
durch Technische Assistentinnen, PraktikantInnen, KooperationspartnerInnen,
DiplomandInnen und DoktorandInnen der Arbeitsgruppe Stevanovié¢ durchge-
fiihrt.

Fir die vorliegende Arbeit wurden 1953 HLA-Liganden verwendet. 737 da-
von, also 38%, wurden von der Autorin eigenstandig sequenziert. Dazu geho-
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ren insbesondere alle Liganden von HLA-B*3801, -B*3901 und B*3902. Wei-
tere 90 HLA-A*0301-Liganden sowie 8 HLA-A*0201-, 45 HLA-A*6601- und
44 HLA-A*2603-Liganden wurden unter Anleitung und Betreuung der Auto-
rin von den wissenschaftlichen Hilfskraften Madeleine Hipp und Hans-Henning
Schmidt sequenziert (insgesamt 10% aller verwendeten Peptide). Die Analy-
se der iibrigen Liganden erfolgte durch PraktikantInnen, Kooperationspartne-
rInnen, DiplomandInnen und DoktorandInnen der Arbeitsgruppe Stevanovié,
darunter insbesondere: Florian Altenberend, Jérn Dengjel, Oliver Drews, Marc
Giinder, Ziad Haddad, Norbert Hilf, Ashley Knights, Tobias Kriiger, Claudia
Lemmel, Verena Meyer, Margret Miiller, Anneke Neumann, Markus Schirle,
Oliver Schoor, Juliane Stickel, Toni Weinschenk und Andreas Weinzierl.

3.1. Neue und verfeinerte HLA-Peptidmotive

Die Analyse natiirlicher Liganden und die darauf aufbauenden Definitionen
von Peptidmotiven fiir moglichst viele HLA-Allele ermoglichen fundamentale
Einblicke in die Prinzipien der Antigenprozessierung und sind Grundvorausset-
zung fir jede Art von peptidbasierter Immuntherapie. Im Folgenden werden
daher die Motive von 18 HLA-Allelen anhand einer Vielzahl natiirlicher Ligan-
den entweder ganz neu definiert oder aber aufgrund einer erheblich erweiterten
Datenlage tiberarbeitet und verfeinert.

3.1.1. HLA-A*0201

Das Peptidmotiv von HLA-A*0201, dem héaufigsten Allel der kaukasischen
Population, basiert auf insgesamt 502 natiirlichen Liganden. Davon sind 281
vierstellig typisiert und stammen vor allem aus Zelllinien wie EMJ, Awells,
LCL721.45 und HeLaP83.30 (Idler, |2004)). Da die iibrigen, nicht feintypisier-
ten Liganden keine abweichende Aminosiureverteilung zeigen, wurden sie zur
Aufstellung des Motivs hinzugenommen. Sie stammen vor allem aus RCC-
Tumorgeweben.

Zu beachten ist dabei, dass es mehr als 90 HLA-A*02-Subtypen gibt, von
denen einige — wie HLA-A*0205 — ein von HLA-A*0201 abweichendes Peptid-
motiv aufweisen und deren Peptidrepertoire nur wenig iiberlappen (persoénliche
Kommunikation, Claudia Trautwein, immatics biotechnologies). Sie kommen
allerdings in der kaukasischen Bevolkerung nur bei etwa 5% der HLA-A*027
Menschen vor (Krausa et al., [1995). Zu erwarten ist also, dass 11 der insgesamt
502 HLA-A*02-Liganden von anderen Subtypen als HLA-A*0201 stammen.
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A

Heptamere
Oktamere
Nonamere
Dekamere
Undekamere
Dodekamere
Tridekamere
Tetradekamere

g m | m[=] 5]

HLA-A*02(01)

Abbildung 3.1.: Peptidmotiv von HLA-A*02. Peptidmotive von HLA-A*02(01)
basierend auf Nonameren (A) und Dekameren (B), sowie die Peptidlangen-
verteilung (C). Dargestellt sind die Taschen in der Bindungsfurche des MHC-
Molekiils, in die die Seitenketten der Ankeraminosduren (P2, PQ2) hineinra-
gen. Fir die Hilfsanker sind keine Taschen dargestellt. Die in Anker- und
Hilfsankerpositionen vorkommenden Aminosduren sind im 1-Buchstaben-
Code angegeben. Thre relativen Haufigkeiten werden mit einer zur Haufigkeit
proportionalen Schriftgrofe angegeben. Aminoséuren, die nur in ein oder
zwei Liganden an dieser Stelle vorkommen, werden nicht gezeigt. Bevorzugte
Aminosduren werden nur abgebildet, wenn sie diese Position in mindestens
30% der Liganden einnehmen.Das * zeigt an, dass es sich bei dieser Gruppe
nicht um einen Hilfsanker handelt. Sie ist nur zum Vergleich dargestellt.

Aufgrund dieses minimalen Anteils von etwa 2% wurden sie hier vernachlas-
sigt.

Die Datenbank SYFPEITH]H enthilt zusatzliche 65 Peptide, die sich in ih-
rer Aminosaureverteilung praktisch nicht unterscheiden. Fiir das Peptidmotiv
wurden jedoch nur die von der AG Stevanovi¢ gefundenen Peptide verwendet.

Dekamere stellen mit einem Anteil von 13% nach den Nonameren mit 72%
die zweithaufigste HLA-A*02-prasentierte Peptidlange dar. Da sich die Deka-
mere auch in den Hilfsankern leicht von den Nonameren unterscheiden, stellt
Abbildung Peptidmotive fiir beide Langen dar.

Die erste Ankerposition in P2 wird iiber alle Peptidlingen hinweg stark von

Yhttp://www.syfpeithi.de
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Leucin dominiert. Die aufnehmende Tasche B wird von sieben Seitenketten des
MHC-Molekiils mafigeblich beeinflusst: Tyr7, Pheg, Metas, Gluss, Lysss, Valgz
und Tyrgg. Dank des nicht zu groflen Pheg kénnen noch langkettige, alipha-
tische Seitenketten Platz finden; ein Tyrosin wiirde hier nur noch kurzkettige
erlauben (siehe Seite . Auch die Orientierung von Valgy spielt eine wichtige
Rolle, da die Methylgruppen den tieferen Zugang zur Tasche blockieren kénnen.
Dies ist bei HLA-A*0201 allerdings nicht der Fall und groflere Seitenketten —
neben Leucin auch Methionin und Isoleucin — finden geniigend Platz. Da jedoch
Leucin in P2 mit den Seitenketten von Metss und Pheg tiber van-der-Waals-
Kréfte wechselwirken kann, ist es sehr stark bevorzugt. Auffallig ist, dass trotz
einer positiven Nettoladung der Tasche keine Préferenz fiir saure Aminosauren
besteht. Diese Beobachtung trifft auch auf die anderen HLA-A-Allotypen zu,
deren Anker in P2 hydrophob und vom Ladungszustand der Tasche unabhéngig
ist.

Auch die C-terminale Ankerposition besitzt mit ihrer ausgeprégten Préferenz
fir Leucin und Valin hydrophoben Charakter, wobei Haufigkeiten dieser bei-
den Aminoséuren bei den verschiedenen Peptidlangen leicht variieren. Am Ende
der Tasche F liegt Tyri16, dessen Hydroxylgruppe mit Asp77 eine Wasserstoff-
briickenbindung eingeht und das den fiir die Seitenkette von P9 verfligbaren
Raum begrenzt. Je grofler diese Seitenkette ist, desto mehr muss sich Tyriig
wegorientieren, wodurch die intramolekularen Wechselwirkungen geschwacht
werden.

Fir HLA-A*0201-prasentierte Nonamere findet sich auflerdem in P6 ein
ebenfalls hydrophober Hilfsanker, der von der Gruppe aus Isoleucin, Valin und
Leucin dominiert wird. Dieser lasst sich bei langeren Peptiden nicht beobach-
ten. Dennoch gibt es in P7 und P8 eine Haufung von Aminosauren der gleichen
Gruppe, die allerdings die Kriterien fiir einen Hilfsanker nicht erfiillt. Abbildung
[3-T] zeigt dieses ,Verschmieren® des Nonamer-Hilfsankers iiber zwei Positionen.
Es kommt dadurch zustande, dass sich langere Peptide ganz unterschiedlich
durch Abknicken des Riickgrats an den verfiigbaren Platz zwischen den Ta-
schen B und F anpassen.

HLA-A*0201 ist aufgrund seiner Haufigkeit und der damit verbundenen kli-
nischen Relevanz das am besten charakterisierte HLA-Allel und besitzt Modell-
charakter. Schon [1991b| wurde sein Peptidmotiv als eines der ersten untersucht
(Falk et al.,|1991b)). Seither sind eine Vielzahl natiirlicher Liganden und T-Zell-
Epitope beschrieben Worderﬂ Das Motiv selbst blieb in den grundsétzlichen
Préferenzen der Ankerpositionen zwar gleich, aber gerade bei den Hilfsankern
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und bevorzugten Aminosauren erlaubte die grole Zahl massenspektrometrisch
gefundener Liganden eine genauere Analyse.

Bei Bindungsstudien wurde eine Abneigung von HLA-A*(0201 gegen saure
Aminosaduren und Prolin in P1 beobachtet (Ruppert et al., [1993). Unter den
502 betrachteten Peptiden dieser Arbeit weisen eines ein Prolin, sechs ein As-
partat und neun ein Glutamat auf. Diese Aminosduren sind hier also moglich,
allerdings treten sie in P1 seltener auf als in anderen Positionen, die ebenfalls
weder Anker noch Hilfsanker sind. Ahnliches gilt auch fiir eine bevorzugte Bin-
dung aromatischer Aminosduren in P1 und P3 (Ruppert et al.| [1993). Unter
den natiirlichen Liganden treten einige dieser Reste hier etwas haufiger auf als
in P4 bis PQ — 1; sie erfiillen die Hilfsankerkriterien jedoch bei weitem nicht.

Peptidmotive, die entweder auf Bindungsstudien oder im Gegensatz dazu auf
der Analyse natiirlicher Liganden beruhen, kénnen sich also deutlich unterschei-
den. Dies wurde schon in vielen vergleichenden Studien beobachtet (Davenport
et all [1997; Matsumura et al.| |1992} [Seeger et al)[1999). Allein eine gute Bin-
dung eines Peptids an ein HLA-Molekiil geniigt nicht fiir eine Prasentation auf
der Zelloberflache, da hier auch die verschiedenen Schritte der Antigenprozes-
sierung — proteolytische Aktivitdten und Spezifitdten sowie Praferenzen beim
Transport — eine wichtige Rolle spielen.

3.1.2. HLA-A*0301

HLA-A*0301 ist das dritthdufigste HLA-Allel innerhalb der kaukasischen Be-
volkerung. Bei der Aufstellung des Peptidmotivs wurden 106 feintypisierte
HLA-A*0301-Liganden — vor allem aus der Zelllinie HO301 — verwendet. Dane-
ben wurden weitere 177 zweistellig typisierte Liganden verschiedener Sources —
meist RCCs — beriicksichtigt, da die Aminosiureverteilungen beider Fraktio-
nen fast identisch sind. Insgesamt waren 53% der Peptide Nonamere und 30%
Dekamere. Dieser grofie Anteil an Dekameren und die Tatsache, dass sich die
Langenvarianten in der Aminoséureverteilung merklich unterscheiden, machen
individuelle Motive fiir Nonamere und Dekamere erforderlich.

Sowohl Nonamere als auch Dekamere besitzen einen hydrophoben Anker in
P2, der von Leucin und Valin mit je ca. 30% gleichermaflen dominiert wird.
Daneben kommen auch Isoleucin und Threonin vor und mit einigem Abstand
weitere Aminosiuren, die aber nie mehr als 5% beitragen. Tasche B ist also
hydrophob wie bei HLA-A*02, allerdings ist Leucin weniger hiufig anzutreffen.
Dafiir kommt vermehrt das etwas kleinere Valin vor. Dies ldsst sich anhand der
durch mehrere Aminoséaureaustausche verdnderten Taschenstruktur erkliren.
Insbesondere das kleine Glygs wird durch das volumindsere Glutamin ersetzt,
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Abbildung 3.2.: Peptidmotiv von HLA-A*03. Peptidmotive von HLA-A*02(01)
basierend auf Nonameren (A) und Dekameren (B), sowie die Peptidlangen-
verteilung (C). Das * zeigt an, dass es sich bei dieser Gruppe nicht um einen
Hilfsanker handelt. Sie ist nur zum Vergleich dargestellt.

was den verfiigbaren Raum einschrankt. Die Positionen 9 und 99 sind allerdings
unveréndert.

Die C-terminale Ankerposition zeigt eine starke Préaferenz fiir Lysin, die bei
den langeren Peptiden mit 75% stérker ausgepréagt ist als bei Nonameren mit
53%. Dementsprechend gibt es unterschiedliche Vorkommen des aromatischen
Tyrosins, das bei Nonameren mit 27% weiter verbreitet ist als bei Dekameren
mit nur noch 7%. Daneben kommen in fast vernachlassigbaren H&aufigkeiten
weitere aromatische Reste wie Phenylalanin und basische Reste wie Arginin und
Histidin vor. Die Préaferenz fir basische Aminoséuren ergibt sich aus dem sauren
Triplett Asprsa-Aspz7-Aspiie. Aulerdem erlaubt Aspii6 im Gegensatz zu Tyrii6
bei HLA-A*02 die Aufnahme volumindser Seitenketten wie beispielsweise der
von Tyrosin.

Bei den Nonameren gibt es auflerdem zwei hydrophobe Hilfsanker mit Leucin,
Isoleucin und Valin in P6 und P7. Allerdings tiberschreitet P6 die 50%-Schwelle
nur knapp (52%). Dekamere zeigen keine Hilfanker und auch keine Bevorzu-
gung einzelner Aminosduren. Allerdings ist der Anteil der Gruppe aus Leucin,
Isoleucin und Valin in P7, P8 und P9 mit 36%, 44% und 31% deutlich stark
erh6ht. Das um eine Aminoséure verlangerte Zwischenstiick des Peptids von
P3 bis P9 wird also ganz unterschiedlich zwischen den beiden Ankerpositio-
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nen verteilt, sodass die Hilfsankerpositionen der Nonamere quasi iiber mehrere
Positionen ,verschmiert“ werden — wie schon bei HLA-A*02.

P1 erfillt die Kriterien fiir einen Hilfsanker weder bei Nonameren noch bei
Dekameren. Allerdings kommen jeweils in etwa 40% der Liganden die basischen
Aminosauren Arginin oder Lysin vor. Saure Aminosauren sind hier selten, aber
nicht vollig ausgeschlossen. Diese Préferenz fiir basische Reste resuliert aus der
negativen Nettoladung der Tasche A, die P1 aufnimmt.

In der Literatur sind sowohl Poolsequenzierungen als auch Sequenzierun-
gen einzelner HLA-A*03-Liganden durch Edman-Abbau beschrieben (DiBrino
et al., [1993; Kubo et al., [1994; Maier et al., [1994). Dabei gibt es nur leichte
Unterschiede zum Peptidmotiv aus Abbildung Bei dem auf 283 natiirlichen
Liganden basierenden Motiv dominiert im Gegensatz zu |DiBrino et al.| (1993])
nicht Tyrosin, sondern Lysin den C-Terminus. Auflerdem stellt Phenylalanin in
P3 keinen Hilfsanker dar, wenngleich es hier mit 20% héufiger vorkommt als in
anderen Positionen. Maier et al.| (1994]) konnten in PQ vor allem Lysin, danach
Tyrosin und auflerdem Phenylalanin beobachten. |[Kubo et al.| (1994) berich-
ten ebenfalls von einer starken Lysin-H&ufung. Auch bei den durch MALDI-
oder ESI-Massenspektrometrie sequenzierten Peptiden (Hofmann et al., |2005;
Kriiger et al.l |2005) dominieren basische Aminosduren, vor allem Lysin, am
C-Terminus. Insgesamt zeigen also alle Ansétze grundséatzlich dhnliche Peptid-
motive.

3.1.3. HLA-A*6601

52 HLA-A*6601-Liganden wurden aus der mit HLA-A*6601 transfizierten Zell-
linie LCL721.221, die keine endogene HLA-Expression mehr aufweist, extra-
hiert und sequenziert. Darunter sind 23 Nonamere und 24 Dekamere, was eine
sehr auffillige Léangenverteilung darstellt. Die Unterschiede zwischen beiden
Léangen schlagen sich aber nur unwesentlich im Peptidmotiv nieder, zumal fir
beide alleine nicht geniigend HLA-Liganden bekannt sind, um von kleineren be-
obachteten Unterschieden der Aminosaurehiufigkeiten auf verschiedene Motive
schliefen zu kénnen. Daher beriicksichtigt Abbildung [3-3] bei den dargestellten
Haufigkeiten Peptide aller Ladngen und deutet Dekamere durch die zusétzliche,
heller abgehobene Aminoséure an.

Die Position P1 des Peptids bildet einen ausgepréigten Hilfsanker. Aspartat
ist in mehr als der Hélfte aller Liganden zu finden und erfillt damit schon
alleine das Kriterium fiir einen Hilfsanker. Dazu passt auch die Haufung des
ebenfalls sauren, aber etwas grofleren Glutamats an dieser Stelle.

Unter den Resten der HLA-a-Kette, die Tasche A bilden, sind zwei Arginine
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Abbildung 3.3.: Peptidmotiv von HLA-A*6601. Das Peptidmotiv ist fiir Nona-
und Dekamere gleichzeitig dargestellt, wie die zusétzliche, heller abgehobene
Aminoséure symbolisiert. Zudem ist die Peptidlingenverteilung dargestellt,
wobei alle Peptide mit mehr als zehn Aminoséduren zusammengefasst sind.

(Arge2 und Argies), jedoch keine sauren Aminosiduren. Hier kommt also eine
positive Nettoladung der Tasche zustande, die die starke Bevorzugung saurer
Reste erklért. Interessanterweise sind alle Positionen, die zu Tasche A beitragen,
in HLA-A*6601 und den Subtypen von HLA-A*26 identisch. Trotzdem sind die
Praferenzen fiir Aspartat und Glutamat sehr unterschiedlich (siehe Seite .

Die Ankerposition in P2 wird von den hydrophoben aliphatischen Amino-
sauren Isoleucin, Leucin, Threonin und vor allem Valin dominiert. Wie bei
allen HLA-A-Molekiilen hat Tasche B auch bei HLA-A*6601 einen hydropho-
ben Charakter. Die Tyrosine in den Positionen 9 und 99 des HLA-Molekiils
beschrénken den in Tasche B fiir die Seitenketten verfiigbaren Platz, sodass
meist nur kurzkettige aliphatische Aminoséuren wie Valin und Threonin vor-
kommen. Lediglich das etwas langere Leucin wird noch toleriert.

Der C-Terminus ist in fast allen Liganden mit Arginin besetzt. Daneben
wurde in ganz seltenen Fillen das ebenfalls positiv geladene Lysin beobachtet.
HLA-A*6601 ist ein typischer Vertreter der HLA-Molekiile mit einer Bevorzu-
gung fiir einen basischen C-Terminus. Voraussetzung hierfiir sind wie bei HLA-
A*03 drei saure Aspartatreste in den Positionen 74, 77 und 116 (Rotzschke
et al [1994). Die Grofle der erlaubten Reste in Tasche F wird vor allem durch
Position 116 vorgegeben. Das Aspartat lisst bei HLA-A*6601 das sperrige Ar-
ginin zu, wahrend beispielsweise bei HLA-A*02 das Tyri16 kleinere Reste wie
Valin und Leucin erforderlich macht (siehe Seite [67).

Diese Ergebnisse zeigen eine hohe Ubereinstimmung mit bisher publizierten
Motiven aus Poolsequenzierungen und einigen Liganden (Seeger et al., [1999).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei dieser Liganden (DTIEIITDR,
ELPIVTPALR, EVAQLIQGGR) wieder gefunden. Allerdings ist Glutamat in
P1 erheblich haufiger als Aspartat. In P2 kommen zusétzlich zu Threonin und
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Valin auch Isoleucin und Leucin vor, Valin ist jedoch mit Abstand am haufigs-
ten. Auch ist der Anteil an Dekameren erheblich héher als bei aus Poolsequen-
zierungen ersichtlich.

Das Peptidmotiv ist schliellich auch eine Erklarung dafiir, dass drei der 52
HLA-A*6601-Liganden auch auf HLA-A*68 und einer auch auf HLA-A*3101
gefunden wurde. Alle drei Peptidmotive weisen einen kleinen, hydrophoben
Anker in P2 und einen basischen Anker am C-Terminus auf. Mit diesen drei
sowie mit weiteren HLA-Allelen wie HLA-A*03 und -A*11 gehort HLA-A*6601
aufgrund des Peptidmotivs zum HLA-A3-Supertyp.

3.1.4. HLA-A*2601, -A*2602, -A*2603

Die Subtypen von HLA-A*26 kommen vor allem in Asien vor. Die Peptidmotive
von HLA-A*2601, -A*2602 und -A*2603 wurden basierend auf 32, 57 bzw. 53
natiirlichen Liganden definiert. Diese wurden aus einer B-LCL (MGAR, HLA-
A*2601) sowie mit HLA-A*2602 oder -A*2603 transfizierten C1R-Zellen iso-
liert. Dabei ergab sich bei den aus MGAR extrahierten Liganden das Problem,
dass diese Zellen aulerdem noch HLA-B*0801 exprimieren. Die Ankerpositio-
nen fiir dieses Allel befinden sich nicht in P2 und P} der Peptide, sondern in
P3, P5 und P2, wobei in P3 und P5 basische Reste dominieren. Um jegliche
Falschzuordnung auszuschlielen, wurden daher solche Peptide nicht zugeord-
net, die eigentlich beziiglich P2 und PQ2 dem Motiv von HLA-A*2601 entspra-
chen, aber basische Reste in P3 und/ oder P5 aufwiesen. Daher waren hier
beim Aufstellen des Peptidmotivs einige Liganden weniger verfiigbar als bei
den anderen beiden Allelen. Auflerdem gab es noch 86 weitere, nur zweistellig
typisierte HLA-A*26-Liganden vor allem aus primiren Tumorgeweben. Diese
wurden jedoch wegen unbekannter Subtypen ebenfalls nicht beriicksichtigt.

Da bei allen drei HLA-A*26-Subtypen unter den Liganden neben etwa 60%
Nonameren auch mindestens ein Viertel — also iiberdurchschnittlich viele — De-
kamere identifiziert wurden, sind bei den Peptidmotiven die Dekamere explizit
berticksichtigt, wie die heller abgehobene Aminosiure verdeutlicht (Abbildung
B1).

Alle drei Peptidmotive sind sich bis auf den C-Terminus tiberaus dhnlich. In
P1 zeigen alle einen sauren Hilfsanker, der vor allem von Glutamat dominiert
wird. Er spielt bei der Wechselwirkung der HLA-A*26-Molekiile mit ihren Li-
ganden eine sehr wichtige Rolle (Dumrese et al., [1998; Yamada et al., [1999).
Wie bei HLA-A*6601 fiihrt die positive Nettoladung der Tasche A durch zwei
Arginine in den Positionen 62 und 163 zur Préferenz fir saure, negativ geladene
Reste in P1.
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Abbildung 3.4.: Peptidmotive des HLA-A26-Supertyps. Die Peptidmotive und
-langenverteilungen von HLA-A*2601, -A*2602 und -A*2603 sind dargestellt.
Dabei wurden jeweils alle bekannten Liganden beriicksichtigt. Die zuséatzli-
che, heller abgehobene Aminoséure symbolisiert insbesondere die Dekamere.

Der in Tasche B hineinragende Anker in P2 ist hydrophob und wird durch
Tyrgg in seiner Grofle eingeschrankt, sodass hier eher kurzkettige aliphatische
Aminosduren wie Isoleucin, Threonin und besonders Valin vorkommen. In P3
zeigt sich eine Bevorzugung von Isoleucin, das jedoch nicht die Kriterien fiir
einen Hilfsanker erfiillt. Insbesondere bei HLA-A*2602 sind die Erfordernisse
fiir eine Bevorzugung (>30%) bei den Nonameren nur knapp, tiber alle Pep-
tidlangen betrachtet hingegen gar nicht erfiillt (26%). Bei den anderen beiden
Subtypen ist dieses Merkmal deutlicher ausgepragt. Ein echter Hilfsanker fin-
det sich jedoch in PQ-3 (also P6 bei Nonameren und P7 bei Dekameren), der
von der Gruppe Valin, Leucin, Isoleucin gebildet wird. Dabei lassen sich auch
hier geringfiigige Unterschiede in den Héaufigkeiten dieser Reste zwischen den
drei Subtypen feststellen.

Die groiten Unterschiede zwischen den drei HLA-A*26-Subtypen zeigen sich
beim C-terminalen Anker. Zwar kommen in allen Fallen die hydrophoben Ami-
nosduren Phenylalanin und Leucin vor, sie werden jedoch bei HLA-A*2601
durch Tyrosin zur ankerbildenden Gruppe erginzt und bei HLA-A*2603 vor
allem durch Methionin. Bei HLA-A*2602 treten sowohl Tyrosin als auch Me-
thionin oft auf. Allerdings sind die H&éufigkeiten dieser Aminoséuren sehr un-
terschiedlich. Wahrend bei HLA-A*2601 Tyrosin mit einer Haufigkeit von 60%
dominiert, treten bei HLA-A*2603 Leucin und Methionin mit jeweils 30% glei-
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chermafen auf. Bei HLA-A*2602 hingegen sind die haufigsten Aminoséduren am
C-Terminus von Nonameren Tyrosin und Phenylalanin, die jeweils etwa 30%
ausmachen. Beriicksichtig man Peptide aller Langen, steigt die Haufigkeit von
Phenylalanin bei zunehmender Peptidldnge nochmals auf Kosten des Tyrosins
deutlich an (45% und 18%). Diese Tendenz der Zunahme von C-terminalem
Phenylalanin, wenn man nicht nur Nonamere, sondern alle Peptide berticksich-
tigt, ist im Ubrigen auch bei den anderen beiden Subtypen zu beobachten.
Allerdings reichen die Ligandenzahlen in keinem Fall aus, um diese Tendenz
auch statistisch zu untermauern.

Die Unterschiede in PQ) zwischen den drei Subtypen lassen sich durch Be-
trachtung der Aminosédurezusammensetzung von Tasche F erklaren. Zwischen
HLA-A*2601 und -A*2602 gibt es nur einen Austausch in Position 116: Statt
des Aspartats schréankt hier das etwas sperrigere Asparagin den verfiigbaren
Platz starker ein, sodass Phenylalanin, das eine Hydroxylgruppe weniger hat,
gegentiber Tyrosin bevorzugt wird. Bei HLA-A*2603 ist zwar wieder Aspartat
in Position 116 zu finden, dafiir sind jedoch im Vergleich mit den beiden ande-
ren Subtypen die Positionen 74 (D—H), 76 (A—V) und 77 (N—D) verandert.
Vor allem das Valin bei HLA-A*2603 ist sperriger und verkleinert somit das
Volumen von Tasche F. Folglich wird vor allem das kleinere Methionin starker
bevorzugt.

Im Vergleich mit anderen HLA-Allelen ist ein interessanter Unterschied zu
HLA-A*6601 in P1 zu finden. Diese bevorzugt hier wie die HLA-A*26-Subtypen
saure Aminoséduren — das etwas kleinere Aspartat allerdings erheblich stérker als
Glutamat. Dieser auffillige Unterschied in der Identitét der sauren Aminoséaure
in P1 lasst sich nicht mit Resten der HLA-a-Kette erklaren, fir die bisher ein
Beitrag zur Tasche A bekannt ist, da diese zwischen den HLA-A*26-Subtypen
und HLA-A*6601 nicht polymorph sind. Auch die Reste, die in der benach-
barten Tasche B allelspezifische Wechselwirkungen eingehen, sind bis auf den
Austausch von Histidin gegen Glutamin in Position 77 nicht polymorph. Da-
fiir sind die C-Termini der Peptidmotive extrem unterschiedlich: hydrophob bei
HLA-A*26 und basisch bei HLA-A*6601. Moglicherweise wirkt sich dies auf die
Struktur des gesamten Molekiils so aus, dass auch Tasche A davon beeinflusst
wird. Alternativ kénnten weitere Reste der HLA-a-Kette eine strukturelle Ver-
anderung von Tasche A bewirken, die bisher nicht beschrieben ist. Am Beispiel
von HLA-B*4402 und -B*4403 zeigt sich, dass der Austausch einer einzigen
Aminosaure (156) des HLA-Molekiils geniigt, um sowohl das Peptidrepertoire
als auch die T-Zell-Erkennung zu verdndern. Die Peptidrepertoires von HLA-
B*4402 und -B*4403 zeigen allerdings eine deutliche Uberlappung von 95%.
Dieser Austausch von Aspartat in HLA-B*4402 gegen Leucin in HLA-B*4403
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fihrt zu einer strukturellen Verédnderung, sodass die Bindungsfurche weiter
wird (Macdonald et al.| 2003).

Bindungsstudien mit allen drei HLA-A*26-Subtypen weisen nach, dass ein
ansonsten identisches Peptid eine héhere Affinitat besitzt, wenn es mit Gluta-
mat statt Aspartat beginnt (Yamada et al., [1999). Die natiirlichen Liganden
hingegen zeigen ein umgekehrtes Bild. Diese Tatsache weist darauf hin, dass die
Ursachen fiir die unterschiedliche Bevorzugung nicht allein in einer unterschied-
lichen Affinitdt liegen. Moglicherweise konnte der Grund auch in einer unter-
schiedlichen Antigenprozessierungsmaschinerie der verschiedenen Zelllinien zu
suchen sein. Allerdings wurden bei den HLA-A*26-Subtypen drei verschiedene
Zelllinien verwendet, die alle tibereinstimmende Préferenzen in P1 aufweisen,
was diese Option weniger wahrscheinlich macht. Abschliefend kann diese Frage
hier jedoch nicht beantwortet werden.

Insgesamt sind sich HLA-A*26 und HLA-A*6601 sehr ahnlich. Nur vier Po-
sitionen, die die Taschen B (70), D (70), C (74) und F (70, 74, 76, 77) beein-
flussen, sind polymorph. Wie bereits erwahnt, bietet dies fiir die Unterschiede
in P1 keine Erklarung. Vergleicht man P3, die in Tasche D hineinragt, fallt
auch bei HLA-A*6601 eine Haufung von Isoleucin auf, die allerdings bei unter
30% liegt und durch den Austausch von Histidin gegen Glutamin anscheinend
kaum beeinflusst wird. Ahnlich liegt der Fall bei dem Hilfsanker in P2 — 3, bei
dem HLA-A*6601 auch nur knapp unter der erforderlichen Haufigkeit bleibt.
Deutlich anders ist die Situation jedoch bei PQ). Wahrend HLA-A*6601 drei
Aspartate in den Positionen 74, 76 und 116 aufweist, kommen die HLA-A*26-
Subtypen hier auf maximal zwei. Dies erklart, warum der C-terminale Anker
bei HLA-A*6601 basisch ist, bei HLA-A*26 jedoch hydrophob.

Die hier beschriebenen, anhand einer Vielzahl natiirlicher Liganden auf-
gestellten Peptidmotive stimmen weitgehend mit den publizierten Motiven,
die auf Poolsequenzierungen und einigen wenigen Liganden basieren, iiberein
(Dumrese et al.l[1998) und erfassen auch bekannte T-Zell-Epitope (Koga et al.,
2003)).

3.1.5. HLA-B*3801, -B*3901, -B*3902

Aus mit dem entsprechenden Allel transfizierten C1R-Zellen wurden 57 HLA-
B*3801-, 102 -B*3901- sowie 51 -B*3902-Liganden isoliert und identifiziert.
AuBlerdem wurden in einigen Tumorgeweben und Zelllinien weitere 43 Peptide
von HLA-B*38 charakterisiert. Aufgrund der tibereinstimmenden Aminosaure-
héufigkeiten wurden diese ebenfalls beim Aufstellen des HLA-B*3801-Motivs
verwendet, obwohl die entsprechenden Sources nicht vierstellig typisiert waren.
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Abbildung 3.5.: Peptidmotive des HLA-B39-Supertyps. Die Peptidmotive und
-ldngenverteilungen von HLA-B*3901, -B*3902 und -B*38(01) sind darge-
stellt. Dabei wurden in allen Fallen nur Nonamere beriicksichtigt.

HLA-B*3801-prasentierte Peptide zeigen zumeist einen basischen Anker in
P2, der vor allem von Histidin (85%) und erheblich seltener von Arginin (11%)
gebildet wird. PQ ist dagegen hydrophob und vor allem durch Leucin, aber auch
Phenylalanin und Isoleucin besetzt. Eine besondere Bevorzugung von Aspartat
weist P3 auf (32%). Es erreicht jedoch nicht die Schwelle fiir einen Hilfsanker,
selbst wenn man das ebenfalls saure Glutamat (10%) noch hinzu zdhlt. Auch
fiir P1 konnten im Gegensatz zu HLA-A*6601 und den HLA-A*26-Subtypen
keine Préferenzen festgestellt werden.

Die von HLA-B*3901 eluierten Peptide zeichnen sich ebenfalls durch basische
Reste in P2 — vor allem Histidin (60%) und etwas seltener Arginin (35%) — sowie
durch einen von Leucin deutlich dominierten hydrophoben Anker in P2 aus.

HLA-B*3902-Liganden weisen in P2 aufler dem besonders hiufigen, basi-
schen Lysin (77%) auch das neutrale, polare Glutamin (21%) auf, wihrend die
C-terminale Ankeraminosiure zumeist von Leucin (80%) gestellt wird. AuBer-
dem hat dieses Allel einen basischen Hilfsanker in P1.

Ein Vergleich der drei Allele zeigt, dass das Peptidmotiv von HLA-B*3901
mehr dem von HLA-B*3801 dhnelt als dem des anderen HLA-B*39-Subtyps.
Eine Betrachtung der Molekiilstruktur macht dies nachvollziehbar. Nur zwei
Positionen, die einen Beitrag zur Tasche B liefern, sind zwischen den drei Allelen
polymorph: 63 und 67. Dabei sind Asngs und Cysgr sowohl in HLA-B*3801 als
auch -B*3901 vorhanden, wiahrend an diesen Stellen bei HLA-B*3902 Glutamat
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und Serin vorkommen. Dies erklart, warum sich die ersten beiden Allele so
dhnlich sind. Die zusétzliche negative Ladung in Position 63 fithrt in Tasche A
dazu, dass es keine Nettoladung gibt. Dies begriindet plausibel, warum HLA-
B*3902 hier einen basischen Hilfsanker hat und die anderen beiden Allele nicht.

Der basische Charakter von P2 wird bei allen drei Allelen durch das sau-
re Glugs zusammen mit Cysgr oder Sergz bedingt. Allerdings bestehen in P2
auch Unterschiede zwischen HLA-B*3801 und -B*3901. Wahrend Histidin bei
HLA-B*3801 in P2 85% ausmacht, sind dies bei HLA-B*3901 nur 60%. Eine
Erklarung hierfiir ist vermutlich auerhalb der Reste zu suchen, die direkt die
Struktur der Taschen beeinflussen. Die Aminoséduren 82 und 83 sind zwischen
beiden Allelen ausgetauscht. Dies wirkt sich moglicherweise indirekt auf Tasche
B aus. So ist — wie bereits erwdhnt — beispielsweise Position 156, die ebenfalls
nicht direkt an einer Tasche beteiligt ist, zwischen HLA-B*4402 und HLA-
B*4403 polymorph. Der Austausch bewirkt eine Veranderung in der Weite der
Bindungsfurche, wodurch sich auch das Peptidrepertoire verdndert.

HLA-B*3801 unterscheidet sich in P3 durch eine starkere Bevorzugung von
Aspartat von den beiden HLA-B*39-Subtypen. Dies lisst sich ebenfalls nicht
mit den Positionen der HLA-a-Kette erklaren, die die aufnehmende Tasche D
bilden, da sie fiir alle drei Allele identisch sind.

Betrachtet man Tasche F, ist die Aminosdurezusammensetzung nun fiir die
beiden HLA-B*39-Subtypen identisch, die sich in den Positionen 74, 77, 80 so-
wie 81 von HLA-B*3801 unterscheiden. Allen drei Allelen gemeinsam ist, dass
Phei16 den Zugang zur Tasche begrenzt, sodass vor allem aliphatische Reste
bevorzugt werden — besonders Leucin. Die Austausche in den genannten Posi-
tionen haben jedoch zur Folge, dass daneben bei HLA-B*3801 auch Isoleucin
und das aromatische Phenylalanin vorkommen.

Das Peptidmotiv von HLA-B*3801, -B*3901 und -B*3902 wurde bereits 1995
basierend auf Poolsequenzierungen sowie einigen wenigen HLA-B*3801 und
-B*3901-Liganden aufgestellt (Falk et all [1995b). Vier Jahre spiter wurden
zehn weitere Peptide von HLA-B*3901 sequenziert (Yague et al.| [1999). Fiir
HLA-B*3902 waren bislang keine individuellen Peptidsequenzen bekannt. Die
vorliegende Arbeit erlaubt also durch eine Vielzahl natiirlicher Liganden eine
weitergehende Beurteilung der Poolsequenzierungsmotive bzw. zeigt die ersten
HLA-B*3902-Liganden. Sie fiillt so eine weitere Liicke in unserem Kenntnis-
stand natiirlicher Liganden und Peptidmotive. Es zeigt sich, dass die Motive
beider Ansétze sehr gut iibereinstimmen. Allerdings geniigen P3, P5 und P6 bei
keinem der Allele in den 50-100 natiirlichen Liganden den Hilfsankerkriterien.

Lund et al.| (2004) schlagen vor, HLA-B*3801 und -B*3901 zusammen mit
einigen anderen Allelen statt im bis damals angenommenen HLA-B27- zum
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HLA-B39-Supertyp zusammenzufassen, der durch eine Praferenz fiir Histidin
in P2 charakterisiert wird. Das Repertoire natiirlicher Liganden unterstiitzt
diese neue Einordnung. HLA-B*3902 verbleibt jedoch im HLA-B27-Supertyp.
Dies ist angesichts von tiber 50 Liganden, von denen kein einziger Arginin in
P2 aufweist, allerdings nicht gerechtfertigt. HLA-B*3902 ist vielmehr in kei-
nen der bisher postulierten Supertypen einzuordnen. Somit ist es entweder ein
Ausreifler oder erdffnet sogar einen neuen Supertyp, der durch Lysin in P2 cha-
rakterisiert wird. Auch bei HLA-B*1503 (Prilliman et all [1999) und -B*4801
(Martinez-Naves et al., [1997) nimmt Tasche B vor allem Lysin und Glutamin
auf. Wahrscheinlich gehéren hier auch HLA-B*3908 sowie -B*4802 und -B*4803
hin, die als einzige Allele neben HLA-B*3902, -B*1503 und -B*4801 die Kom-
bination Gluss-Glugs-Sergy aufweisen. Sergr ist hierbei ausschlaggebend, da
die HLA-B*27-Subtypen mit Cg7 eine andere Spezifitat, namlich fiir Arginin
in P2 aufweisen. Auch Gluys spielt eine wichtige Rolle, da Allele mit Metys-
Glues-Sergy wie HLA-B*1301, -B*1501 und -B*1512 ebenfalls Glutamin in P2
bevorzugen, allerdings keine positiv geladenen Reste zulassen.

3.1.6. Der HLA-B44-Supertyp

Dem HLA-B44-Supertyp werden neun HLA-Antigene zugeordnet, darunter ei-
nige der am héufigsten vorkommenden. So sind Subtypen von HLA-B*44 und
-B*40 in allen ethnischen Populationen weit verbreitet (Cao et al.| 2001)). Mit
Hilfe des Algorithmus von [Schipper et al.| (1996) kann die Abdeckung der Be-
volkerung durch den HLA-B44-Supertyp berechnet werden (Schipper et al.
1996). Der Anteil derer, die mindestens ein Allel des Supertyps aufweisen, ist
in der kaukasischen Bevolkerung mit 53,4% am hochsten und in der afroame-
rikanischen mit 37,5% am geringsten.

60—
% 40— Abbildung 3.6.: Abdeckung der Be-
2 volkerung durch den HLA-B44-Su-
& ] pertyp. Etwa die Halfte der kau-
§ 20— :ﬁgﬁf;?grkaner kasischen Population besitzt min-
° ] —a— Hispanioamerikaner  destens eines der neun Allele des
@ e Eg;aer:enkaner HLA-B44-Supertyps. Dieser Anteil

0 T T T T liegt in anderen Populationen zwi-

Y a2 6 schen 30 und 50%.
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Die Peptidmotive aller neun HLA-Allotypen des HLA-B44-Supertyps wur-
den neu definiert oder verfeinert (Abbildung . Dazu wurden insgesamt 670
HLA-Liganden verwendet, die aus verschiedenen Zelllinien und Primérgeweben
isoliert wurden. Im Allgemeinen bevorzugen die Mitglieder des Supertyps saure
Aminosduren — zumeist Glutamat — in der ersten Ankerposition (P2). Die zwei-
te Ankerposition am C-Terminus (P2) kann von einer Vielzahl hydrophober
Reste besetzt werden.

Bei genauerer Betrachtung der unterschiedlichen Allotypen zeigen sich je-
doch bei den Peptidmotiven viele einzigartige Merkmale. Obwohl die meis-
ten Mitglieder des Supertyps fast ausschliefllich Liganden mit Glutamat in P2
préasentieren, bevorzugen HLA-B*37 und -B*4701 in dieser Position stattdes-
sen Aspartat mit Haufigkeiten von 60% bzw. 95%. Noch starker ausgepriagt
sind die individuellen Unterschiede zwischen den Allotypen fiir PQ2. Wahrend
HLA-B*4101, -B*4501 und -B*5001 kleine Aminosauren wie Alanin und Pro-
lin bevorzugen, lassen HLA-B*1801 und -B*4402 hier vor allem aromatische
Reste zu. Einen weiteren Beitrag zur Individualitat leistet bei HLA-B*4901,
-B*4001, -B*4701 und -B*37 die starke Préferenz von P2 fiir Isoleucin, Leucin
oder Phenylalanin.

Bei einigen Allotypen stellt P1 einen Hilfsanker dar. Dieser kann saure Ei-
genschaften besitzen wie bei HLA-B*1801 oder basisch sein wie im Fall von
HLA-B*4101 und -B*4701. Bei HLA-B*4402-Liganden verschiedenster Langen
stellt diese Position zwar keinen Hilfsanker dar, wird jedoch mit 46% Alanin,
28% Glutamat und 26% Serin von wenigen, allerdings recht unterschiedlichen
Aminosduren dominiert.

HLA-B*4701 weist als einziges Mitglied des HLA-B44-Supertyps einen basi-
schen Hilfsanker in PQ2 — 1 auf, der Aminoséure, die dem C-Terminus unmittel-
bar vorausgeht. Des Weiteren bevorzugen HLA-B*37 und -B*4701 Leucin in P3.
HLA-B*37-Liganden haben auBerdem haufig ein Arginin in P5, HLA-B*4701-
Liganden ein weiteres Leucin. Einen hydrophoben Hilfsanker in P7 bilden Valin,
Leucin und Isoleucin im Fall von HLA-B*4001.

Zusétzlich zu der auf Aminosdurehaufigkeiten basierenden Individualitdt un-
terscheiden sich auch die Verteilungen der Ligandenldngen bei den verschiede-
nen Allotypen zum Teil deutlich. So bevorzugen HLA-B*1801 und -B*37 Okt-
amere auf Kosten der Nonamere, wihrend langere Peptide im Repertoire von
HLA-B*4001 und -B*4402 dominieren.

Die Unterschiede der Peptidmotive innerhalb des HLA-B44-Supertyps kon-
nen teilweise anhand der Taschenstruktur erklirt werden (Tabelle[3.1). Auffillig
sind diese Unterschiede beispielsweise bei den in P1 vorkommenden Amino-
sauren. So dominieren hier bei HLA-B*1801 saure Aminosduren, und Arginin
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Abbildung 3.7.: Peptidmotive des HLA-B44-Supertyps. Die allelspezifischen Peptidmotive zeigen die Ami-
nosaurehaufigkeiten fiir jede Position innerhalb von Nonameren. Dargestellt sind die Ankerpositionen
in den Taschen B und F der Bindungsfurche sowie Hilfsanker und stark bevorzugte Aminoséuren (>
30%). Die Grofle der Buchstaben ist proportional zur Héaufigkeit der betreffenden Aminosiure. Die
Peptidlangenverteilung zeigt die Anzahl von Oktameren, Nonameren und Dekameren sowie Un- und
Dodekameren.
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kommt nicht vor. HLA-B*4701 hingegen schliefit an dieser Stelle die sauren
Reste aus (wie auch HLA-B*37, -B*4001, -B*4101, -B*4901 und -B*5001) und
bevorzugt Arginin. Im Fall von HLA-B*4101 kann neben Arginin auch das
ebenfalls basische Lysin auftreten.

Betrachtet man die Taschenstruktur, kann die Haufung von Glutamat und
Aspartat in P1 bei HLA-B*1801 mit der positiven Nettoladung der Tasche A
erklart werden, die durch das basische Hisi71 der HLA-a-Kette verursacht wird.
Bei allen anderen Supertyp-Allelen hingegen ist Tasche A negativ geladen; die
Toleranz gegeniiber sauren Seitenketten ist jedoch recht unterschiedlich.

Die Aminosédure in Position 45 der HLA-a-Kette ist fur die Polaritdt der
Tasche B und somit auch von P2 des Peptids verantwortlich. In den meisten
Fallen bildet sich zwischen einem sauren Rest in P2 (Glutamat oder Aspartat)
und dem basischen Lysings eine Salzbriicke aus. Nur bei HLA-B*1801 und
-B*37 ist das Lysin durch ein Threonin ersetzt. Auerdem fithren Geometrie
und Zusammensetzung der Tasche moglicherweise dazu, dass Hisg besonders
wichtig wird, da es mit der Carboxylgruppe der sauren Seitenketten in P2
wechselwirken kann (Thorpe und Travers, [1994; Zhang et al., 1998). Bei HLA-
B*4402 und -B*4403 bildet Tyrg eine Wasserstoffbriicke zum Glutamat in P2
(Macdonald et al., |2003).

Die unterschiedlichen Vorlieben fiir Glutamat oder das etwas kleinere Aspar-
tat konnen zum Teil mit den Aminosduren 9 und 99 der HLA-a-Kette erklart
werden. Diese schranken die Grofie der Seitenketten ein, die in Tasche B hinein-
ragen durfen. Bei HLA-B*4701, das Aspartat in P2 bevorzugt, ist das {ibliche
Hisg durch das betrachtlich gréflere Tyrosin ersetzt. Dadurch wird Glutamat
aus der Tasche ausgeschlossen. Andererseits besitzt auch HLA-B*4402 ein Tyry,
zeigt aber keinerlei Préiferenz fiir Aspartat. In beiden Allelen, die Aspartat be-
vorzugen, ist das iibliche Tyrgg durch Serin oder Phenylalanin ersetzt. Beide
Aminosduren sind allerdings kleiner als Tyrosin und nicht gréfler, wie zu er-
warten gewesen wire. Daher scheint zwar ein Zusammenhang zwischen dem
Austausch in Position 99 und den verédnderten Vorlieben in P2 zu bestehen,
eine hinreichende Erklarung bietet dieser Austausch aber nicht.

Die Aminosduren 77, 81, 95 und 116 tragen zur Struktur von Tasche F bei
und sind daher entscheidend fiir die Charakteristiken von PS2. Die Grofle der
hydrophoben Seitenketten am C-Terminus des Peptids wird stark durch die
Positionen 81, 95 und 116 der HLA-a-Kette beeinflusst. Trpos (HLA-B*4101,
-B*4501, -B*4901, -B*5001) sowie Tyrii¢ (HLA-B*4001, -B*4101) scheinen
aromatische Aminoséuren aufgrund ihrer Gréle aus Tasche F auszuschlieflen.
Phenylalaniniis toleriert Phenylalanin am C-Terminus des Peptids, das weni-
ger Platz braucht als Tyrosin (HLA-B*37). Das kleine Ser116 von HLA-B*1801
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erlaubt aromatische Ankeraminosiuren und bevorzugt dabei Tyrosin stérker
als alle anderen Supertyp-Mitglieder, da die Hydroxylgruppen von Serin und
Tyrosin wechselwirken kénnen. Mit einem Aspi1s (HLA-B*4402) sind alle aro-
matischen Seitenketten erlaubt und zum Teil sogar stark bevorzugt. Sie sind
jedoch nicht obligatorisch, wie die ausgepriagte Vorliebe von HLA-B*4701 fur
Leucin zeigt. Die Kombination von Leus; mit Trpgs und Tyriis oder Leuiig
verengt Tasche F aufgrund der voluminésen, hydrophoben Seitenketten. Dies
erklart die Bevorzugung von kleinen Resten wie Alanin und Prolin bei Liganden
von HLA-B*4101, -B*4501 und -B*5001.

Tabelle 3.1.: Die Taschenstruktur der HLA-B44-Supertyp-Allele.

Tasche A Tasche B Tasche F
P1 P2 PQ

63 163 171 9 45 99 81 95 116
B¥1801 N T H H T Y L L S

DE E Y F

B*37 E T Y HT S L I F
nicht D E ED LF

B*4001 E E Y HK Y L L Y
nicht D E E L

B*4101 E T Y HK Y L W'Y
nicht D E E P A

B*4402 E L Y Y K'Y A1 D

E YWF

B*4501 E L Y HK Y L W L
E AP

B*4701 E E Y Y K F L L D
R D L

B*4901 E L Y HK Y AW L
nicht D E E VI

B*5001 E L Y HK Y L W L
nicht D E E A

Der HLA-B44-Supertyp wurde bislang vor allem basierend auf Poolsequen-
zierungerﬂ HLA-Bindungsstudien oder strukturellen Merkmalen der HLA-Mo-

Shttp://wuw.syfpeithi.de
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lekiile definiert. Die vorliegende Arbeit tiberpriift nun diese Definition und cha-
rakterisiert den Supertyp noch detaillierter anhand von 670 HLA-Liganden.
Dies erlaubt zugleich das Aufstellen neuer sowie die Uberarbeitung bereits eta-
blierter Peptidmotive aller neun Antigene des HLA-B44-Supertyps.

Hickman et al.| (2004) haben bereits HLA-B*1801 untersucht und 200 na-
tiirliche Liganden beschrieben, die von 16slichen, in LCL721.221 transfizierten
HLA-Molekiilen extrahiert wurden. Die vorliegende Arbeit tragt weitere 121
Liganden von soliden Tumor- und Normalgeweben bei. Trotz der unterschied-
lichen Methoden zur Gewinnung der HLA-Liganden liefern beide Ansétze dhn-
liche Peptidmotive (Hickman et al. |2004)). Bei Liganden von léslichen HLA-
Molekiilen ist die Verwendung von Aminosduren in den Ankerpositionen zwar
etwas weniger eingeschrankt. Beispielsweise kommen in Tasche B aufler Glu-
tamat und Aspartat noch elf andere Aminoséduren vor, sogar einige basische.
Da diese untypischen Reste aber nur in wenigen Liganden von 16slichen HLA-
Molekiilen vorliegen, sind die aus beiden Ansdtzen abgeleiteten Motive recht
dhnlich.

Im Gegensatz dazu wurden jedoch einige Unterschiede zu HLA-Peptid-Bin-
dungsstudien (Sidney et al.| |2003) beobachtet, in denen Glycin als am C-
terminalen Anker bevorzugte Aminoséure auftritt. Hingegen weist kein ein-
ziger der 121 in dieser Arbeit vorgestellten HLA-Liganden ein Glycin in P2
auf. Auch unter 200 von [Hickman et al| (2004) beschriebenen Peptiden ha-
ben nur zwei Glycin an dieser Stelle. Folglich bindet HLA-B*1801 Peptide mit
C-terminalem Glycin zwar moglicherweise. Bei natiirlichen Liganden kommen
jedoch auch Spezifitdten des Proteasoms und des TAP-Transporters zum Tra-
gen, die die Charakteristiken der tatsdchlich an der Oberfliche prasentierten
Peptide beeinflussen. In HLA-Peptid-Bindungsstudien sind diese Informationen
hingegen nicht zugénglich.

Die in dieser Arbeit mit Hilfe nattirlicher Liganden charakterisierten Peptid-
motive von HLA-B*37, -B*4001 und -B*4402, stimmen weitgehend mit den bis-
her bekannten Motiven aus Poolsequenzierungen tiberein (DiBrino et al., 1995}
Falk et al.l 1993, |1995a; |Fleischhauer et al.| |1994; |Harris et al.l [1993; |Lemmel
et al.l 2004; Macdonald et al.| |2003). Im Gegensatz zu Poolsequenzierungen
kénnen jedoch mit Hilfe der Massenspektrometrie Oktamere und Nonamere
unterschieden werden. Bei HLA-B*37 ist beispielweise der bisher beschriebene
Hilfsanker in P5 (Isoleucin, Valin) nur fiir Oktamere giiltig, fir die auch ein
neuer Hilfsanker in P4 (Isoleucin, Leucin) gefunden wurde. Auch fiir Nonamere
konnte ein Hilfsanker definiert werden, der allerdings nicht hydrophob sondern
eher basisch ist. Die Massenspektrometrie erlaubt also fiir HLA-B*37 eine in-
dividuelle Charakterisierung verschieden langer Liganden, deren Peptidmotive
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in diesem Fall recht unterschiedlich sind.

Von HLA-B*4501 waren bisher nur vier Epitope und 15 natiirliche Liganden,
aber kein Peptidmotiv bekannt (ﬂ Koelle et al., 2001} [Schneider et al., [1998;
Kriiger et al., |2005). Dieses konnte nun anhand vieler natiirlicher Liganden de-
finiert werden. Bindungsstudien von |Sidney et al.| (2003 haben ebenfalls eine
Vorliebe von HLA-B*4501 fiir kleine Aminosauren am C-Terminus gezeigt. Al-
lerdings wurde Prolin als in P2 nicht erlaubter Rest beschrieben, das in der
vorliegenden Arbeit jedoch bei 35% der Liganden festgestellt wurde. Dies offen-
bart erneut die groflen Unterschiede zwischen Bindungsstudien, die die a priori
bestehende Moglichkeit der Bindung zeigen kénnen, und der ex vivo Analyse
natiirlicher Liganden, die alle Schritte der Antigenprozessierung automatisch
einbezieht. In der Regel werden bei Bindungsstudien mehr verschiedene Ami-
nosduren in einer Position beobachtet als bei der Ligandenanalyse. Der Fall
des C-terminalen Prolins bei HLA-B*4501-Liganden bildet davon jedoch eine
Ausnahme.

Fir HLA-B*4101, -B*4701, -B*4901 und -*5001 waren bis jetzt noch keinerlei
Ligandensperzifitdten bekannt. Die in dieser Arbeit beschriebenen natiirlichen
Liganden und Peptidmotive schlielen also bislang vorhandene Wissensliicken
beziiglich des HLA-B44-Supertyps.

HLA-A*29 kann dem HLA-B44-Supertyp nicht zugeordnet werden, obwohl
einige Liganden mit Glutamat in P2 beschrieben wurden (Boisgerault et al.)
1996). Sie wurden jedoch aus der Zelllinie Sweig isoliert, die sowohl HLA-
A*2902 als auch HLA-B*4002 exprimiert. Die Depletion von HLA-B- und
-C-Molekiilen mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers vor der Anwendung des
HLA-A -B,-C-spezifischen Antikérpers W6/32 war sehr wahrscheinlich unvoll-
standig und fihrte zur Bindung von HLA-B*4002-Liganden an W6/32. HLA-
A*29 hat jedoch eine Vorliebe fiir Tyrosin und Phenylalanin in P2 und fiir
Tyrosin in P9 (Kriiger et al., 2005 und nicht publizierte Daten).

Es konnte gezeigt werden, dass die Gruppierung von HLA-B*18, -B*37,
-B*40, -B*41, -B*44, -B*45, -B*47, -B*49 und -B*50 zu einem HLA-Supertyp
gerechtfertigt ist. Alle Allele weisen einen sauren Anker in P2 und einen hy-
drophoben Anker in PQ auf. Dennoch existiert eine Vielzahl allelspezifischer
Merkmale beziiglich dieser Ankerpositionen, die zur Individualitit jedes ein-
zelnen Supertypmitglieds beitragen. So gibt es zwei Molekiile, HLA-B*37 und
-B*4701, die an Stelle von Glutamat Aspartat in P2 bevorzugen — und dies in
unterschiedlichem Mafle. Auch anhand der Vorlieben fiir PQ) kann der Supertyp
weiter unterteilt werden. Wahrend HLA-B*1801 und -B*4402 eine Priferenz

“http://www.hiv.lanl.gov/
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fiir grofe, aromatische Aminosauren zeigen, ziechen HLA-B*4101, -B*4501 und
-B*5001 sehr kleine Reste vor. All diese allelspezifischen Eigenschaften der pri-
méaren und sekundiren Anker sowie der Peptidlangenverteilung fithren dazu,
dass die Peptidrepertoires verschiedender Allotypen des gleichen Supertyps sich
nur minimal iiberlappen.

3.1.7. Der Einfluss des Proteasoms auf das Motiv

Tabelle 3.2.: Zelllinien fiir den Vergleich von Proteasomaktivitaten. Fir je-
de Zelllinie sind das HLA-Allel und die Anzahl bekannter Liganden mit
der zugehorigen Aminosdureverteilung in PQ2 angegeben: jeweils die drei
héufigsten Aminoséuren und deren Haufigkeiten.

PQ

Zelllinie HLA Liganden AS1 % AS2 % AS3 %

MGAR A*2601 32 Y 531 F 21,9 L 188
C1R-A*2602 A*2602 57 F 456 L 228 Y 17,5
C1R-A*2603 A*2603 5 M 283 L 283 F 264
C1R-B*3801 B*3801 57 L 526 F 281 I 12,3
C1R-B*3901 B*3901 102 L 71,6 \Y 9,8 I 6,9
C1R-B*3902 B*3902 51 L 784 1 78 F,V 59
HO301 A*0301 91 K 63,7 Y 253 H 4.4
EMJ A*0301* 283 K 64,9 Y 175 R 5,6
EMJ B*4001 0 L 925 1 50 F 25
WIL-JON B*4101 16 A 50,0 P 250 C 12,5
BM15 B*4901 164 1 543 V 305 L 11,6
Awells B*4402 92 Y 39,1 F 315 W 174

# Da von EMJ noch keine HLA-A*0301-Liganden sequenziert sind, werden hier alle
bekannten HLA-A*03-Liganden beriicksichtigt.

Die unterschiedlichen C-terminalen Priferenzen von HLA-A*2601-, -A*2602-
und -A*2603-priasentierten Peptiden bei ansonsten sehr dhnlichen Peptidmo-
tiven sind aufgrund der unterschiedlichen Aminosidurezusammensetzungen der
Tasche F plausibel. Da die HLA-Liganden jedoch aus verschiedenen Zelllini-
en isoliert wurden, ist noch eine andere Erkldrung denkbar. Wéahrend der N-
Terminus eines zu prasentierenden Peptids im ER durch Trimming entsteht,
wird der endgiiltige C-Terminus bereits im Cytosol durch das Proteasom gene-
riert. So konnte es zwischen den Zelllinien Unterschiede beziiglich Aktivitat und
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Spezififit der Untereinheiten des Proteasoms geben, die zu einer verénderten
Aminosaureverteilung am C-Terminus fithren.

Dies wurde im Rahmen einer Zusammenarbeit mit Marianne Kraus und Jea-
nette Gogel von der Arbeitsgruppe Driessen durch Proteasommarkierung weiter
untersucht. Bei dieser Technik werden die Zellen zunéchst mit DALVS-Reagenz
behandelt, das in lebenden Zellen kovalent an die aktiven Zentren der proteo-
lytischen Untereinheiten des Proteasoms bindet. Diese Markierung wird nach
SDS-PAGE und Blot éhnlich wie bei einem normalen Western Blot mit Anti-
korpern detektiert. Der entscheidende Unterschied zum Western Blot besteht
darin, dass nicht die Menge der in der Zelle vorhandenen Proteasomunterein-
heiten sichtbar gemacht wird, sondern deren Aktivitéat.

Dabei wurden die Zelllinien MGAR, C1R-A*2602 und C1R-A*2603 verwen-
det, um den Einfluss der Proteasomaktivitit auf das Peptidmotiv der verschie-
denen HLA-A*26-Subtypen zu untersuchen (Tabelle . Die Zelllinien C1R-
B*3801, -B*3901 und -B*3902 wurden untersucht, da P bei ihnen erheblich
ahnlicher ist als bei den HLA-A*26-Allelen. Die Linien HO301 und EMJ besit-
zen beide das gleiche Allel, HLA-A*0301. Leider ist aus EMJ bislang erst ein
HLA-A*03-Ligand sequenziert. Die Peptidmotive fiir HLA-A*0301 sollten je-
doch fiir beide Zelllinien gleich sein. Liganden von EMJ, WIL-JON, Awells und
BM15 weisen noch unterschiedlichere C-Termini auf als die HLA-A*26-Gruppe:
aliphatisch (Leucin), klein, aromatisch und aliphatisch (Isoleucin). Auch hier
soll ein Einfluss der Proteasomaktivitat auf das Motiv ausgeschlossen werden.

Zunéchst wurde ein Aliquot der Proben, das 50 ug Gesamtprotein entspricht,
fir ein 10x15cm groflies SDS-Polyacrylamidgel eingesetzt, welches sich wegen
der hoheren Auflésung gut eignet (Abbildung . Abbildung zeigt die
Auftrennung der Proteasomuntereinheiten und die Identitét der Banden.

Nach |[Nussbaum et al.| (1998]) schneiden die Untereinheiten des Proteasoms
nach folgenden Aminoséduren: 31 nach den sauren Resten Glutamat und Aspar-
tat (dhnlich wie Peptidyl-Glutamyl-Peptid-Hydrolase, PGPH), 32 nach den ba-
sischen Resten Arginin und Lysin (trypsin-dhnlich), 85 nach den hydrophoben
Aminosduren Tryptophan, Phenylalanin, Tyrosin und Leucin (chymotrypsin-
ahnlich). Nach [Dahlmann et al.| (2000) zeigt das konstitutive Proteasom viel
chymotryptische und PGPH-Aktivitat, das Immunoproteasom hingegen mehr
tryptische. In den Versuchen von [Tenzer et al.| (2004) zeigen das konstitutive
c20S- und das durch IFN-vy hochregulierte i20S-Proteasom &hnliche Schnittspe-
zifitdten (besonders nach Tryptophan, Tyrosin, Valin, Phenylalanin, Leucin),
allerdings mit leicht unterschiedlichen Héufigkeiten. So schneidet das konstituti-
ve Proteasom héaufiger als das Immunoproteasom nach Tryptophan und Glycin,
wéhrend der umgekehrte Fall fiir Valin, Phenylalanin und Leucin zutrifft.
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Abbildung 3.8.: Proteasomaktivititen in verschiedenen Zelllinien. Als Negativ-
kontrolle dienen Awells-Zellen, deren Proteasomaktivitdt durch NLVS inhi-
biert wurde. RD Dani, eine Probe von Marianne Kraus, stellt eine Posi-
tivkontrolle dar. Oben: kurze Belichtungszeit zur optimalen Detektion der
intensiven Banden. Unten: langere Belichtungszeit zur optimalen Detektion
schwacher Banden.

B2
_B2(2i)
’\Bz Abbildung 3.9.: Auftrennung der Pro-

. teasomuntereinheiten. Bei der eindimen-
./B1 , 1i sionalen SDS-PAGE koénnen konstitutive
AN 5 5| und Untereinheiten des Immunopro-
b
teasoms nicht aufgetrennt werden. 51 und
(5 bilden eine Doppelbande.
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Die Spuren 7-11 zeigen alle eine Doppelbande, d.h. in allen Zellen mit Al-
lelen des HLA-B44-Supertys gibt es deutliche 35(i)-Aktivitdt, die vor allem
nach Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan schneidet. Betrachtet man hinge-
gen die C-Termini der prasentierten Peptide, sind diese extrem unterschiedlich.
So entspricht das HLA-B*4402-Peptidmotiv mit der Bevorzugung aromatischer
Aminosduren dem Schnittmotiv am ehesten. Doch auch WIL-JON-Zellen, die
beispielsweise Peptide mit sehr kleinen Resten in P auf HLA-B*4101 présen-
tieren, zeigen vergleichbare 35-Aktivitét.

HO301- und EMJ-Zellen zeigen zwar eine deutliche (32-Aktivitdt, die dem
Peptidmotiv mit basischem C-terminalen Anker entgegenkommen koénnte, so-
wie 35-Aktivitat fiir die Generierung von Peptiden mit Tyrosin am C-Terminus.
Beides kann jedoch auch bei vielen anderen Zelllinien mit vollig anderen Pep-
tidmotiven beobachtet werden.

Auch die mit HLA-B*3801, -B*3901 und -B*3902 transfizierten C1R-Zellen
unterscheiden sich nur wenig. Sollte ein Einfluss des Proteasoms auf das Pep-
tidmotiv gegeben sein, so wiirde man am ehesten bei den C1R-B*3801 eine
erhohte 35-Aktivitat erwarten, da Phenylalanin erheblich haufiger ist als bei
den anderen beiden. Der Blot zeigt jedoch so gut wie keine Aktivitat in allen
drei Zelllinien. Allenfalls bei C1R-B*3901 konnte die 35-Aktivitéit leicht erhoht
sein. Hier ist nicht genau erkennbar, ob es sich um eine Doppelbande handelt.

Bei den Zelllinien, die HLA-A*26-Subtypen exprimieren, ist ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen den Proteasomaktivitdten und dem Peptidmotiv fest-
zustellen. Auffallig ist hier vor allem, dass beispielsweise in C1R-A*2602 die
Proteasomaktivitat drastisch verringert und fast nicht mehr nachweisbar ist
gegentiber der in MGAR vorhandenen Aktivitét. Dies scheint die Peptidpré-
sentation jedoch nicht negativ zu beeinflussen, da aus 50 ml C1R-A*2602-Pellet
mit 6 nmol reichlich Peptid isoliert und 57 Liganden sequenziert werden konn-
ten.

In einem weiteren Versuch mit zwei kleineren Gelen konnten die Ergebnis-
se des ersten Versuchs reproduziert werden (Abbildung . Dartiber hinaus
wurde [-Actin angefarbt, um zu zeigen, dass von allen Proben gleiche Pro-
teinmengen aufgetragen worden waren. Aulerdem wurde die Proteasomunter-
einheit £5 nach dem Western Blot-Prinzip angefarbt, um neben der Aktivitéit
auch Informationen iiber die Proteinmenge zu erhalten. Besonders interessant
sind hier die mit verschiedenen Allelen transfizierten C1R-Zellen (Spuren 1-6).
Sie weisen extrem unterschiedliche Zusammensetzungen der Proteasomaktivi-
taten auf, obwohl die Menge an 35 in allen etwa gleich ist. Dies unterstreicht,
wie wichtig es ist, nicht nur Proteinmengen zu untersuchen, sondern vor allem
Aktivitdten (Berkers et al., 2005]).
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Abbildung 3.10.: Proteasomaktivititen sowie Mengen an (8-Actin und Unter-
einheit 85 in verschiedenen Zelllinien. Als Negativkontrolle dienen Awells-
Zellen, deren Proteasomaktivitdt durch NLVS inhibiert worden ist. (§-A:
B-Actin-Farbung nach dem Western Blot-Prinzip, 85: Farbung der Pro-
teasomuntereinheit 45 nach dem Western Blot-Prinzip.
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Insgesamt lasst sich also kein Zusammenhang zwischen der Proteasomaktivi-
tat in der Zelle und den an der Oberflache prasentierten Peptiden beobachten.
Auch besteht kein Zusammenhang zwischen Menge und Aktivitdt von Pro-
teasomuntereinheiten. In weiteren Experimenten konnte untersucht werden, ob
sich die Zellkulturbedingungen auf die aktuell in den Zellen vorhandene Pro-
teasomaktivitdt auswirkt und ob diese liber ldngere Zeit hinweg unverédndert
bleibt. Zum Vergleich konnten auflerdem weitere C1R-Transfektanten sowie
untransfizierte oder nur mit leerem Vektor transfizierte C1R-Zellen genauer
untersucht werden, um der Ursache fiir die unterschiedlichen Aktivitaten auf
den Grund zu gehen. Hierbei kénnten beispielsweise auch zweidimensionale
Auftrennungen durchgefithrt werden, die eine Unterscheidung von konstituti-
ven und immun-Untereinheiten erlauben. Die bisherigen Versuche dienen also
vor allem als Pilotexperimente fiir weitere Studien, zeigen aber auch deutlich,
dass kein genereller Einfluss der Proteasomaktivitat auf Peptidmotive oder die
Uberlappung von Peptidrepertoires zu erwarten ist.

3.1.8. Der Einfluss der Ligandenzahl auf das Motiv

Um den Einfluss der Ligandenzahl auf das Peptidmotiv besser beurteilen zu
kénnen, wurden die in der Datenbank SYFPEITH]El enthaltenen HLA-A*02-
Liganden chronologisch nach dem Jahr ihrer Veréffentlichung geordnet. Dann
wurden die Aminosaureverteilungen fiir unterschiedlich grofle Zeitintervalle, die
unterschiedlichen Ligandenzahlen entsprechen, bestimmt (Tabelle. Zusatz-
lich wurden fiir das Zeitintervall 1991-2008 noch Liganden aus der internen Da-
tenbank verwendet, die noch nicht in SYFPEITHI aufgenommen sind. HLA-
A*02 wurde als Modell verwendet, weil hierfiir nach und nach von verschiedenen
Gruppen viele Liganden sequenziert wurden.

Zunéchst wird die Betrachtung auf die Ankerpositionen P2 und PQ be-
schrinkt. In P2 ist Leucin die mit Abstand héiufigste Aminosiure (>60%),
gefolgt von Valin (ca. 10%). Die Dominanz von Leucin ist fiir alle Zeitintervalle
und damit Ligandenzahlen iiberaus deutlich, wenngleich die relative Haufig-
keit dieser Aminosdure sich insgesamt mit steigender Ligandenzahl auf einen
im Vergleich zum Anfangswert niedrigeren Wert einpendelt. Dafiir steigt die
Haufigkeit von Valin leicht an, pendelt sich aber ebenfalls ein.

PQ wird im Gegensatz zu P2 nicht hauptséchlich von einer Aminoséure do-
miniert, sondern gleichermaflen von zweien: Leucin und Valin. Auch hier zeigen
sich leichte Schwankungen mit steigenden Ligandenzahlen, die die Aminoséu-

Shttp://wuw.syfpeithi.de
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Tabelle 3.3.: Chronologische Zunahme der HLA-A*02-Ligandenzahl

Zeitintervall Ligandenzahl

1991-1992 13
1991-1996 30
1991-2001 53
1991-2002 100
1991-2005 310
1991-2008 567

[%] 100 —
[ |
80 \
u | |
i \. / \
(] n
60 -
S
40 —
\O (n)
o \D/D:
20 —
o ° e ° 4.—’.\.
0 T T T T T T
© N © ®
S SR Y & & §$
'\'\ '\:\ '\ﬂ/ N '\Q/ \ﬂ’
9 ) 9 9 Iy )
N N N N N N

Abbildung 3.11.: Chronologische Entwicklung der HLA-A*02-Ankerpositionen.
Die Haufigkeiten der Aminosduren Leucin und Valin in den beiden Anker-
positionen P2 und PQ von HLA-A*02 verdndern sich mit steigender Ligan-
denzahl kaum. O Leucin, O Valin, gefiillt: P2, offen: P(Q.
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rendominanz der Ankerposition jedoch nicht grundlegend verédndern. In beiden
Ankerpositionen, in denen entweder eine oder zwei Aminosduren vorherrschen,
gibt es also zwar leichte Schwankungen; diese beeinflussen das grundsétzliche
Peptidmotiv jedoch nicht mafigeblich.
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Abbildung 3.12.: Chronologische Entwicklung der Position P1 von HLA-A*02.
Fiir alle Aminosauren sind die relativen Haufigkeiten fiir verschiedene Zeit-
intervalle, die zunehmenden Ligandenzahlen entsprechen, gezeigt.

Als Beispiel fiir Peptidpositionen, die nicht zu den Ankern oder Hilfsankern
gehoren, wurde auflerdem die Entwicklung der Aminosaureverteilung in P1 der
HLA-A*02-Liganden untersucht (Abbildung. Die Verteilung aller 20 Ami-
nosduren dndert sich dabei zunichst recht stark. Dies ist dadurch zu erkléren,
dass in den ersten beiden Jahren insgesamt nur 13 Peptide bekannt waren.
Folglich konnen hier nur maximal 13 verschiedene Aminoséuren in P1 vorkom-
men, deren relative Anteile dafiir aber um so grofler sind. Mit zunehmender
Ligandenzahl pendeln sich die Anteile der verschiedenen Aminoséuren dann je-
doch auf annadhernd konstante Werte ein. Zwischen den 310 Liganden aus den
Jahren 1991-2005 und den 567 Liganden bis zum Jahr 2008 sind kaum noch
Unterschiede erkennbar.
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3.1.9. Zusammenfassung und Ausblick

Ausgehend von verschiedenen Sources wurden natiirliche HLA-Liganden mit-
tels Immunprézipitation isoliert und in LC-MS/MS-Experimenten analysiert.
Basierend auf knapp 2000 Liganden wurden einerseits die Peptidmotive von
vier HLA-Allelen neu aufgestellt und andererseits die Peptidmotive von 14, zu-
vor meist durch Poolsequenzierungen charakterisierten HLA-Allotypen tiber-
arbeitet und verfeinert. Dabei wurden Anker und Hilfsanker sowie bevorzugte
Aminosduren — zum Teil in Abhéngigkeit von der Peptidlinge — definiert. Als
Grundlage fiir eine Erklarung der beobachteten Aminosdureverteilungen und
fiir deren Vergleich zwischen verschiedenen Allelen dienten dabei die Primér-
sequenzen der HLA-Molekiile sowie aus Kristallstrukturen bekannte Interak-
tionen innerhalb der Peptidbindungsfurche. Dabei zeigte sich, dass schon ge-
ringfiigige Unterschiede zwischen den HLA-Molekiilen zu weitreichenden Ver-
anderungen der Peptidrepertoires fithren konnen. So zeigen die HLA-Allele des
HLA-B44-Supertyps zwar alle recht dhnliche Peptidmotive — sauer in P2 und
hydrophob in PQ2 —, die individuelle Ausgestaltung dieses Supertyp-Motivs fallt
jedoch sehr unterschiedlich aus. Daher besitzt jeder der Allotypen des HLA-
B44-Supertyps ein einzigartiges Peptidmotiv mit einer Vielzahl von Merkma-
len, die es gegen die Motive anderer Allotypen abgrenzen. Eine Verzerrung der
beobachteten Peptidmotive durch Einfliisse des Proteasoms oder der Liganden-
zahlen konnte dabei ausgeschlossen werden.

Noch sind fiir einige Dutzend HLA-Allele keine Peptidmotive oder natiirliche
HLA-Liganden bekannt oder die Anzahl an Liganden ist fiir eine Feincharak-
terisierung noch zu gering (Tabelle . Sie werden sicherlich nach und nach
Gegenstand zukiinftiger Analysen sein. Dabei werden neue Entwicklungen in
der Massenspektrometrie die Anzahl verfiigbarer Peptidsequenzen fiir das Auf-
stellen von Motiven noch deutlich steigern kénnen: HPLC-Systeme mit bes-
serer und schnellerer Trennung komplexer Peptidgemische; zweidimensionale
HPLC-Trennungen; MS-Gerate mit hoherer Sensitivitdt, Auflésung oder neu-
en Analyseprinzipien; schliellich verbesserte Methoden fiir die automatische
Interpretation von Fragmentspektren HLA-prasentierter Peptide.
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Tabelle 3.4.: Ubersicht iiber die Anzahl bekannter HLA-Liganden der
verschiedenen HLA-Allotpyen. Die Tabelle basiert auf einer Abfrage
der Peptiddatenbank der Arbeitsgruppe Stevanovi¢ vom 20.02.2008.
Von nicht aufgefithrten HLA-Allotypen gibt es bislang keine natiirli-
chen Liganden in dieser Datenbank.

> 100 50-100 10-50 <10
A*02(01)* A*01(01) A*2601 A*3001
A*03(01)" A*11(01) A*29(02) A*33(03)
A*24 A*25 A*31(01) B*4403
B*07(02) A*26 A*32 B*53(01)
B*1501° A*2602 A*68
B*18(01) A*2603 B*08(01)
B*3901 A*6601 B*1503
B*4402 B*13(02) B*1510
B*49(01) B*14(01/02) B*4101
B*51(01) B*27 B*4501

B*35(03) B*4701

B*37 B*50(01)

B*38

B*3801

B*3902

B*40(01)

B*57(01)

a

> 500 bekannte Liganden

P > 200 bekannte Liganden
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3.2. Uberlappung von HLA-Ligandomen

Die Ergebnisse aus zeigen, dass sich HLA-Peptidmotive unterschiedlich
stark dhneln kénnen, meist aber sehr individuell sind. Dies wirft die Frage auf,
ob die HLA-Ligandome der verschiedenen Allotypen entweder aufgrund der
Ahnlichkeiten ihrer Peptidmotive {iberlappen oder aber sich aufgrund der indi-
viduellen Merkmale nicht iiberschneiden. Vor einer detaillierten Analyse wurde
zunéachst die technische sowie biologische Reproduzierbarkeit von Experimen-
ten zur HLA-Peptidrepertoire-Analyse bestimmt. Damit sollte eine Verzerrung
der Ergebnisse der Uberlappungsanalysen ausgeschlossen bzw. abgeschiitzt wer-
den. AnschlieBend erfolgten Untersuchungen der Uberschneidung des HLA-
Ligandoms eines einzelnen HLA-Allels (HLA-A*02) mit anderen Ligandomen,
der Uberlappung der Subtyp-Ligandome eines HLA-Antigens (HLA-A*26) so-
wie der Schnittmenge zwischen verschiedenen, aber eng verwandten Antigenen
(HLA-B*38, -B*39). Auferdem wurden die Uberlappungen von neun Antige-
nen innerhalb des HLA-B44-Supertyps mit Hilfe von drei grundséitzlich un-
terschiedlichen, MS-basierten Methoden eingehend analysiert. Zum Vergleich
wurde schlief8lich ein weiterer Supertyp, HLA-A3, hinzugezogen.

3.2.1. Reproduzierbarkeit von LC-MS/MS-Experimenten

Um die beobachtete Uberlappung zwischen HLA-Ligandomen besser einschit-
zen zu konnen, wurde zunéchst die Reproduzierbarkeit von LC-MS/MS-Expe-
rimenten untersucht. Dazu wurden von Peptideluaten verschiedener Kombina-
tionen aus Source und Antikorper jeweils zwei bis drei LC-MS/MS-Experimen-
te, wenn moglich direkt hintereinander, durchgefiihrt. Tabelle [3.5] zeigt eine
Ubersicht.

Bei allen Experimenten wurden die zu fragmentierenden Vorldufer-Ionen au-
tomatisch vom Messcomputer durch DDIS ausgewahlt. Fiir jedes Experiment
gibt es also eine Liste solcher Vorlaufer-Ionen. In einem ersten Schritt wurden
dann diese Listen zweier verschiedener Experimente miteinander verglichen un-
ter Berticksichtigung von Retentionszeit und m/--Wert der Ionen. Die Reprodu-
zierbarkeit einer Messung wird dabei als Anteil der Spektren der einen Messung,
die auch in der anderen Messung gefunden werden kénnen, in Prozent angege-
ben. Beim Vergleich zweier Experimente wird dann die Reproduzierbarkeit als
Mittelwert der beiden Einzelwerte der Messungen berechnet.

Da ein solcher Vergleich auch unterschiedliche Ionen erfasst, die zuféllig ei-
ne dhnliche Retentionszeit und einen &dhnlichen m/:-Wert besitzen, wurden in
einem zweiten Schritt die zugehorigen Fragmentspektren ebenfalls verglichen
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und die falsch positiven eliminiert. Dieser zweite Schritt ist sehr zeitintensiv, da
es keinerlei Software-Unterstiitzung dafiir gibt. Daher wurde er nur in einigen
besonderen Féllen angewendet.

3.2.1.1. Bestimmung anhand der Parameter Retentionszeit und ™/--Wert

Um eine Liste der fragmentierten Vorldufer-Ionen mit Retentionszeit und m/z-
Wert zu generieren, miissen die Daten zunéchst prozessiert werden. Dabei kann
entweder jedes Ion berticksichtigt werden oder nur solche, die einen Peptidfilter
passieren. Dieser ist ein Algorithmus, der unter anderem anhand von Intensi-
taten, Peakverteilung und charakteristischen Fragment-lonen entscheidet, ob
das fragmentierte Ion ein Peptid ist oder ob es sich um Signale von Verunrei-
nigungen oder des Losungsmittels handelt. Da die Auswirkungen eines solchen
Filters nicht kontrollierbar oder genau zu definieren sind, wird auf eine Anwen-
dung verzichtet. Dies bedeutet aber auch, dass nicht alle Vorldufer-lonen, die
im Folgenden verglichen werden, automatisch Peptide sind.

Um die Listen von zwei verschiedenen Experimenten miteinander zu verglei-
chen, muss zunéchst festgelegt werden, welche Abweichungen von Retentions-
zeit und m/z-Wert der Vorlaufer-Ionen zwischen den beiden Messungen erlaubt
sind. Dabei wurde in allen Féllen beim m/--Wert eine Abweichung bis zu 0,4
noch als identisch betrachtet. Fiir die Wahl des Retentionszeitfensters hingegen
wurden die Retentionszeiten mehrerer verschiedener Vorldufer in beiden Expe-
rimenten verglichen, um so die zeitliche Verschiebung zwischen den Messungen
zu ermitteln. Zu beachten ist, dass diese Verschiebung der Retentionszeiten
stark von der Reproduzierbarkeit der HPLC abhéngt. Das hier verwendete
HPLC-System ,,Ultimate“ zeigt bei direkt aufeinanderfolgenden Messungen be-
reits Verschiebungen von 2-4 min, wobei die Verschiebungen zu Beginn der Ver-
suche stets geringer sind als gegen Ende. Bei Messungen in gréflerem zeitlichen
Abstand kann diese Verschiebung leicht 10 min betragen. Die Reproduzierbar-
keit eines LC-MS/MS-Experiments hingt also auch von der verwendeten HPLC
und deren Reproduzierbarkeit ab.

Um den Einfluss der Grofle des Retentionszeitfensters zu untersuchen, wur-
den drei Messungen der Probe C1R-A*2603 mit jeweils unterschiedlichen Zeit-
intervallen verglichen. Die erste Messung, aw_ a2601_ 1, wurde etwa drei Wo-
chen frither durchgefiihrt als die beiden anderen Messungen, nh_ a2603__1 und
nh_a2603_ 2. Dies schligt sich auch in der Retentionszeit nieder. Durch Ana-
lyse verschiedener Vorldufer-lonen wurde das benétigte Fenster zum Vergleich
der letzten beiden Messungen auf 2 min festgelegt. Hingegen betrégt deren Ver-
schiebung gegeniiber dem ersten Versuch etwa 5 min.
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3.2. Uberlappung von HLA-Ligandomen

Tabelle 3.5.: Ubersicht iiber die zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit durch-
gefithrten LC-MS/MS-Experimente

Source AK LC-MS/MS Datum % Probe
C1R-A*2603 W6/32 aw_a2603_1 23.02.07 30
nh_a2603_1 14.03.07 30
nh a2603 2 14.03.07 30
RCC068_ZL B1.23.2 nh_ rcc068 7 15.03.07 20
nh_rcc068_8 15.03.07 40
nh rcc068 9 15.03.07 40
RCC068__ZL W6/32 nh_rcc068_10 19.03.07 20
nh_rcc068 11 19.03.07 20
nh_rcc068_ 12 19.03.07 20
Awells-Survivin W6/32 aw_aw_su_1 19.02.07 33
nh awells 1 16.03.07 33
nh awells 2 16.03.07 33
JY W6/32 nh_jy 4 08.09.04 16
W6/32 nh_jy_5 08.09.04 16
Awells B1.23.2 nh awells a 14.08.07 27
nh_awells b 22.08.07 18
nh awells ¢ 23.08.07 18
nh_awells_d 27.08.07 18
BM15 B1.23.2 nh_bml5 a 14.08.07 27
nh bml5 b  22.08.07 15
nh bmlb5 ¢ 22.08.07 15
nh_bml5 d 27.08.07 15
EMJ B1.23.2 nh_emj_a 14.08.07 27
nh_emj_b 22.08.07 27
nh_emj c 23.08.07 27
nh_emj_d 23.08.07 19
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Abbildung 3.13.: Auswirkung des Retentionszeitfensters auf die Reproduzier-

98

barkeit. Drei Messungen der C1R-A*2603-Probe wurden mit verschiedenen
Retentionszeitfenstern verglichen: O aw_a2603_1 & nh_a2603_1 (5min),
O aw_a2603_1 & nh_a2603_2 (5min), A nh_a2603_1 & nh_a2603_2
(2min). In Klammern und in der Abbildung mit gefillten Symbolen gekenn-
zeichnet die durch Vergleich von Vorldufer-Ionen festgelegten Fenster.



3.2. Uberlappung von HLA-Ligandomen

Der Vergleich mit weiteren Retentionszeitfenstern zeigt, dass dieses Verfahren
zur Festlegung des Fensters anhand der Verschiebung verschiedener Vorlaufer-
Ionen zwischen den Messungen sehr gut geeignet ist (Abbildung . Ist das
Fenster zu klein gewahlt, ist die Reproduzierbarkeit sehr gering. Sobald das
Fenster sich dem passenden Wertes nihert, ergibt sich ein sprunghafter An-
stieg der Reproduzierbarkeit. Vergrofiert man das Fenster dariiber hinaus noch
weiter, erreicht der Wert eine ,,Sattigung®. Hier kommt die Zunahme nur noch
durch falsch positive Ubereinstimmungen der Vorldufer-Ionen zu Stande.

Der Vergleich der drei Messungen des C1R-A*2603-Eluats zeigt gute Repro-
duzierbarkeiten von 50-60%. Ahnliche Werte wurden in vielen weiteren Versu-
chen ermittelt (Tabelle. Dies bedeutet also, dass 50-60% der fragmentierten
Vorlaufer-Ionen aus einer Messung in einer zweiten Messung der gleichen Probe
ebenfalls detektiert und fragmentiert werden.

Bei einer Reproduzierbarkeit von 60% sollten bei geniigender Probenmenge
moglichst drei Messungen durchgefiihrt werden. Damit steigt die Wahrschein-
lichkeit, ein bestimmtes Peptid aus der Probe zu detektieren, auf iiber 90%

(Tabelle [37).

Tabelle 3.6.: Reproduzierbarkeit von LC-MS/MS-Experimenten. Fiir jeden
paarweisen Vergleich von Messungen derselben Probe sind das verwendete
Retentionszeitfenster ART sowie die Reproduzierbarkeit R angegeben.

Messungen ART [min] R [%]
nh rccO068 7 nh rcc068 8 4 59,66
nh_rcc068_7 nh_rcc068_9 4 50,87
nh rcc068 8 nh rccO68 9 4 65,18
nh_rcc068 10 nh_ rcc068 11 3 59,26
nh_rcc068 10 nh_ rcc068_ 12 3 61.25
nh_ rcc068 11 nh_ rcc068 12 3 59,78
aw_aw_su 1 nh awells 1 10 56,01
aw_aw_su_ 1 nh awells 2 10 53,28
nh awells 1 nh awells 2 2 56,16
nh_jy 4 nh jy 5 4 57,79
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3. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3.7.: Reproduzierbarkeit und Detektionswahrscheinlichkeit. Aufgefiihrt
sind die Wahrscheinlichkeiten fiir die Detektion eines bestimmten Peptids
bei einer bestimmten Reproduzierbarkeit und einer bestimmten Anzahl von
Messungen.

Reproduzierbarkeit
Messungen  40% 50% 60%
1 40,00% 50,00% 60,00%
2 64,00% 75,00% 84,00%
3 78,40% 87,50% 93,60%
4 87,04% 93,75% 97,44%

3.2.1.2. Bestimmung anhand von Fragmentierungsmustern

Die bisherigen Analysen der Reproduzierbarkeit enthalten noch Falschpositive.
Dies sind Vorlaufer-Ionen, die einen éhnlichen m/z-Wert und eine &hnliche Re-
tentionszeit besitzen, obwohl es sich um verschiedene Peptidsequenzen handelt.
Dies zeigt sich nur durch Vergleich ihrer Fragmentspektren.

Die ingesamt zwo6lf Messungen der Proben von BM15, Awells und EMJ er-
folgten in zufélliger Reihenfolge, wobei die erste Messung jeder Probe an ei-
nem anderen Tag durchgefiihrt wurde als die iibrigen. Die Analyse anhand
der Parameter Retentionszeit und m/.-Wert wurde fiir alle vergleichbaren (in
der Retentionszeit nicht zu sehr verschobenen) Experimente vorgenommen. Die
manuelle Uberpriifung wurde jedoch nur fiir die zwei besten Messungen jeder
Probe durchgefiihrt, da sie extrem zeitintensiv ist.

Standardméfig wurde ein Retentionszeitfenster von 5 min gewéhlt, das fir
alle Vergleiche geeignet war. Auflerdem wurden die Messungen nur bis zu dem
Zeitpunkt verwendet, ab dem das Detergenz CHAPS eluiert. Er wurde anhand
eines Massenchromatogramms (m/z=615.4) bestimmt. Dies erleichtert die ma-
nuelle Auswertung erheblich, da es weniger Vorlaufer-Ionen in den Listen jedes
Experiments gibt. Auflerdem werden ab diesem Zeitpunkt nur noch sehr selten
Peptide fragmentiert, sodass sie vernachléssigbar sind.

Tabelle zeigt die Ergebnisse der automatisierten sowie der manuell iiber-
priiften Analyse der Reproduzierbarkeit. Die Uberpriifung zeigt, dass die echte
Reproduzierbarkeit etwa 15-25% unter dem anhand von Retentionszeit und
m/,-Wert bestimmten Wert liegt.

Abbildung zeigt die anhand von m/,-Wert und Retentionszeit mit ver-
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3.2. Uberlappung von HLA-Ligandomen

Tabelle 3.8.: Einfluss von Falschpositiven auf die Reproduzierbarkeit. Die Re-
produzierbarkeiten wurden mit einem Retentionszeitfenster von 5min be-
stimmt. Drei der Vergleiche wurden manuell verifiziert (Rv).

Messungen R [%] Rv [%]

nh_bml5 b & nh_bml5 ¢ 73,91 59,26
nh_awells_b & nh_awells ¢ 64,67 43,58
nh_awells_b & nh_awells_d 62,80
nh_awells_c¢ & nh_awells_ d 63,38
nh_emj_b & nh_emj_c 61,25
nh_emj_b & nh_emj_d 53,60
nh_emj ¢ & nh _emj d 50,17 32,72

schiedenen Retentionszeitfenstern ermittelte Reproduzierbarkeit. Auch hier er-
reicht die Reproduzierbarkeit mit zunehmender Fenstergrofie eine ,,Sattigung®.
Der manuell verifizierte Wert liegt stets deutlich darunter. Die geringste Ab-
nahme durch die Verifizierung tritt bei der BM15-Probe auf, die vermutlich
die hochste Peptidkonzentration enthielt. Diese wurde nicht gemessen, eine
Tendenz lasst sich aber anhand der Qualitét der LC-MS/MS-Experimente ab-
schétzen.

Sind zu einem bestimmten Zeitpunkt weniger Peptidsignale vorhanden als
fragmentiert werden sollen, werden haufiger Losungsmittel-, Detergenz- oder
anderweitige Nichtpeptid-Signale zur Fragmentierung ausgewéhlt auf Kosten
der Reproduzierbarkeit. Dies bietet eine mogliche Erklarung fiir die Abhangig-
keit der Reproduzierbarkeit von der Peptidmenge. Diese beobachtete Tendenz
sollte jedoch in weiteren Versuchen mit unterschiedlich grofien Aliquots der
gleichen Probe noch detaillierter analysiert werden.

Insgesamt lédsst sich feststellen, dass die Reproduzierbarkeit verschiedender
Proben recht unterschiedlich sein kann und zwischen 30% und 60% schwankt.
Bei peptidreichen Proben ist sie im Bereich von 50-60% zu erwarten. Dies be-
deutet fiir zukiinftige Experimente, dass zwischen einer grofieren Anzahl an Ex-
perimenten zugunsten der Detektion maximal vieler Vorlaufer-Ionen einerseits
und einem geniigend hohen Peptidgehalt pro Messung andererseits abgewogen
werden muss. Zu beachten ist auch, dass selbst bei einer Reproduzierbarkeit
von 30% die Wahrscheinlichkeit fiir die Detektion eines ganz bestimmten Pep-
tids eben bei 30% liegt. Im Vergleich dazu liegt die beispielsweise innerhalb des
HLA-B44-Supertyps beobachtete Uberlappung von Peptidrepertoires mit etwa
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Abbildung 3.14.: Vergleich der Methoden zur Ermittlung der Reproduzier-
barkeit. Die Reproduzierbarkeit wurde fiir verschiedene Retentionszeitfens-
ter anhand von m/,-Wert und Retentionszeit ermittelt: O nh_bml5 b &
nh_bml5_c, O nh_awells_b & nh_awells_c, A nh_emj_c & nh_emj_d.
Die Linien zeigen die nach manueller Verifizierung erhaltene Reproduzier-
barkeit an: — - —BM15, - - - Awells, —— EMJ.
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3.2. Uberlappung von HLA-Ligandomen

3% eine ganze Groflenordnung darunter (siehe |3.2.6)).

In der Literatur gibt es nur wenige Berichte zur Reproduzierbarkeit von LC-
ESI-MS/MS-Experimenten fiir die Identifikation von Peptiden. Meist handelt
es sich um Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit von Proteinidentifikationen
beispielsweise in tryptischen Verdaus. Diese sind wesentlich einfacher, da in der
Regel fiir jedes Protein mehrere Peptide detektiert werden, die zusammen die
Identifikation des zugehorigen Proteins erlauben. In solchen Experimenten ist
nicht relevant, wie reproduzierbar Peptide identifiziert werden, sondern Protei-
ne. Dabei hangt die Reproduzierbarkeit stark vom verwendeten experimentellen
System ab. So ist sie fiir offline-MALDI-Versuche generell besser als fiir onli-
ne-ESI-Messungen, da bei MALDI das Eluat auf eine Platte aufgetragen wird
und diese fast beliebig lange fiir Messungen verwendet werden kann. Es gibt
hier also im Gegensatz zur ESI-Technik kaum eine zeitliche Einschrénkung
der Messzeit, wodurch die Probe eingehender analysiert werden kann. Doch
selbst hier kann aufgrund kleiner Anderungen der HPLC-Retentionszeit, der
Matrix-Kristallisation oder der Verlusten im Verlauf der Probenvorbereitung
erwartet werden, dass bei Wiederholung des Experiments noch mehr Identifi-
zierungen gelingen (Parker et al.,|2004). Bei Verwendung der LC-ESI-MS/MS-
Technik fiir einen unfraktionierten tryptischen Verdau von Hefe-Lysat konnten
nur 35 von insgesamt 401 identifizierten Proteinen in jeder von drei Messungen
gefunden werden. Betrachtet man nur die zur Fragmentierung ausgewéhlten
Vorlaufer-Ionen, so wurden 43 von insgesamt 544 Fragmentspektren bei allen
drei Messungen aufgenommen. Damit fanden sich etwa 24% der Vorlaufer-Tonen
jeder Messung in den beiden anderen wieder (Yi et all [2002). Bei Reduktion
der Probenkomplexitidt durch eine zusétzliche eindimensionale SDS-PAGE vor
der eigentlichen LC-MS/MS-Messung steigt die Reproduzierbarkeit der Pro-
teinidentifikation auf 60-70% (Schirle et al., 2003)). Im Vergleich dazu ist die
Reproduzierbarkeit auf der Ebene von Peptidfragmentspektren in dem hier
verwendeten experimentellen System mit 30-60% als nur noch wenig steigerbar
einzuschétzen.

3.2.2. Reproduzierbarkeit von HLA-Peptid-Extraktionen

Zur Ermittlung der biologischen Reproduzierbarkeit wurden LCL721.45-Zellen,
die zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet worden waren, von Andreas
Weinzierl zur HLA-Peptid-Extraktion verwendet (Weinzierl, 2008). Die beiden
Eluate wurden differentiell mit einer leichten und einer schweren Isotopenmar-
kierung modifiziert (H4-/D4-NIC) und im Verhéltnis 1:1 gemischt. Das mit
dieser Mischung durchgefiihrte LC-MS-Experiment wurde hinsichtlich der Pra-
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Abbildung 3.15.: Bestimmung der biologischen Reproduzierbarkeit. HLA-
pésentierte Peptide wurden von zu zwei verschiedenen Zeitpunkten geern-
teten LCL721.45-Zellen extrahiert, differentiell modifiziert und in einem LC-
MS-Experiment analysiert. Die Verhéltnisse individueller Peptide in beiden
Proben wurden logarithmisch in einem Histogramm aufgetragen. Dabei wur-
de die Breite der Balken so gewéhlt, dass R? bei der Anpassung einer Gauf-
Funktion einen maximalen Wert erreicht. Die Daten wurden auf einen Mit-
telwert von . = 0 normiert. Angegeben sind auflerdem die Anzahl der Ver-
héltnisse n und die Halbwertsbreite w. Die gestrichelten Linien zeigen die
Grenzen an, innerhalb derer 95% aller Werte liegen. D.h. 95% aller Peptide
variierten nicht mehr als 1,4-fach zwischen beiden Proben. Die Daten wurden
von Andreas Weinzierl zur Verfiigung gestellt.
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3.2. Uberlappung von HLA-Ligandomen

Tabelle 3.9.: Biologische Replikate von Peptidextraktionen aus der Zelllinie
BM15

Extraktion 1 Extraktion 2 Extraktion 3

Datum 28.02.2005 17.07.2007 08.08.2007
Zellpellet 40ml BM15 30ml BM15 50ml BM15
Antikérper 20mg B1.23.2 30mg B1.23.2 50mg B1.23.2

dNIC nein ja nein
LC-MS/MS nh_bml5 1 nh_bmaw_3 nh bml5 e
Sequenzen 123 65 51

sentation individueller Liganden auf beiden Proben analysiert. Die erhaltenen
Peptidverhéaltnisse wurden logarithmiert und in einem Histogramm dargestellt
(Abbildung [3:15). Mit Hilfe einer daran angepassten GauB-Funktion lésst sich
berechnen, dass 95% aller Peptide nicht mehr als 1,4-fach zwischen beiden Pro-
ben variierten.

Auch ein anderer Ansatz weist auf die hohe biologische Reproduzierbarkeit
von Peptidextraktionen hin. Von drei Peptidextraktionen der B-LCL BM15
wurden drei LC-MS/MS-Messungen miteinander verglichen (Tabelle [3.9). Da-
bei wurden zunédchst mehr als 100 Peptide aus nh_bm15_1 und mehr als 50
aus nh__bmaw_ 3 sequenziert. Peptide, die zunéchst nur in einer der beiden
Messungen gefunden worden waren, wurden dann auch in der anderen gezielt
gesucht. Alle in diesen Messungen sequenzierten Peptide wurden schlielich ge-
zielt in nh__ bm15_ e gesucht. Abbildung zeigt das Ergebnis des Vergleichs
der in den drei verschiedenen Messungen gefundenen Peptide. Von den 65 in
nh_bmaw_ 3 sequenzierten Peptiden wurden 88% in mindestens einer der bei-
den anderen Messungen ebenfalls gefunden, die meisten davon sogar in allen
drei. Von den 123 Peptiden aus nh__bm15_1 wurden mehr als die Hélfte zu-
mindest in einem anderen Experiment gefunden, ein Viertel sogar in allen drei.

Zu beachten ist, dass es zwischen den beiden unmodifizierten Messungen ei-
ne Retentionszeitverschiebung von etwa 40 min gibt (nh_bm15_ e frither), die
die Zahl der in beiden Experimenten zu beobachtenden Peptiden von vorn-
herein nach oben beschrinkt. Ohne diese Verschiebung wire die Uberlappung
sicher grofler. Dies zeigt schon die Tatsache, dass von denjenigen Peptiden,
die in nh_bm15_ 1 innerhalb der ersten 40 min eluieren, weniger als 10% in
nh bml5_ e wiedergefunden werden, von denjenigen ab Minute 80 jedoch et-
wa 60%. Zu beachten ist auBerdem, dass die in zwei einzelnen Messungen beob-
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nh_bmaw_3

©

nh_bm15_e

Abbildung 3.16.: Biologische Reproduzierbarkeit am Beispiel BM15. Das
Venn-Diagramm zeigt die drei Messungen von drei verschiedenen BM15-
Extraktionen und deren Uberlappung — soweit méglich — proportional an.
Die Diagramme wurden mit Hilfe der im Internet frei verfiighbaren Program-
me Venn@ﬁund 3Venn Apple@rstellt.

achtbare biologische Reproduzierbarkeit nicht gréfler sein kann als die techni-
sche Reproduzierbarkeit (50-60%). Denn selbst bei der wiederholten Messung
biologisch vollig identischer Proben kann maximal die durch die technische
Reproduzierbarkeit eingeschrinkte Uberlappung beobachtet werden.

3.2.3. Uberlappung des HLA-A*02-Ligandoms mit anderen
Ligandomen

HLA-A*0201 ist das Allel, fiir das die meisten natiirlichen Liganden charakte-
risiert sind. Das Peptidmotiv zeigt in P2 und P2 vor allem die Aminoséduren
Leucin und Valin. Diese sind auch haufig bei anderen Allelen in Ankerposi-
tionen zu finden (z.B. HLA-B*13). Daher konnte man vermuten, dass HLA-
A*02-prisentierte Peptide auch des Ofteren auf anderen Allelen zu finden sind.
Dem ist jedoch nicht so. Von 502 HLA-A*02-Liganden wurden nur 18 — also
3,6% — auch auf anderen Allelen gefunden (Tabelle und Anhang .

Shttp://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
7ht‘tp ://www.cs.kent.ac.uk/people/staff/pjr/EulerVennCircles/EulerVennApplet.html
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3.2. Uberlappung von HLA-Ligandomen

Zwar war das Allel, mit dem die grote Uberlappung beobachtet wurde, HLA-
B*13. Ausgehend vom Peptidmotiv hitte man jedoch vermuten koénnen, dass
deutlich mehr Liganden iiberlappen. Allerdings konnten schon [Barouch et al.
(1995)) feststellen, dass bereits die Peptidmotive und -repertoires verschiede-
ner HLA-A*02-Subtypen sehr unterschiedlich sind. Schlieflich kénnte es sich
bei einigen der Liganden, die auf recht unterschiedlichen Allelen gefunden wer-
den (z.B RLDDAIHVL) und deren Sequenz eher Ausnahmen vom Peptidmotiv
darstellen, um HLA-Cw-prisentierte Peptide, Artefakte oder falsch zugeordne-
te Peptide handeln.

Tabelle 3.10.: HLA-A*02-Liganden auf anderen Allelen

HLA Peptide Sequenzen

A*24 1 NYIDKVRFL

A*26 3  DVYSGTPTKYV, EVIDFSHGL, SAVDFIRTL

A*29 1 NYIDKVRFL

A*32 1 KIFEMGPVFTL

B*0702 2 KVCNPIITKL, RVMAPRALL

B*13(02) 8  GLNDFIQKI, KVCNPIITKL, NYIDKVRFL,
QLVDIIEKV, SAVDFIRTL, TAVALLRLL,
RLASYLDRV, YLLPAIVHI

B*1501 1 KLIDRTESL

B*35 2 SAVDFIRTL, TAVALLRLL

B*3902 1 RLDDAIHVL

B*5101 1 SAPYGRITL

DR 2 DVELDDLGKDEL, KMDPIISRV

3.2.4. Uberlappung von Subtyp-Ligandomen: HLA-A*2601,
-A*2602, -A*2603

Um die Uberlappung der Peptidrepertoires verschiedender Subtypen des glei-
chen HLA-Antigens zu untersuchen, wurden die bisher bekannten Liganden von
HLA-A*2601, -A*2602 und -A*2603 verglichen (Abbildung . Am stérks-
ten tliberlappen die Ligandome von HLA-A*2602 und -A*2603. Jeweils etwa ein
Viertel der Liganden wurde in Préparationen beider Subtypen identifiziert. In
P2 der gemeinsamen Liganden kommt — wie aufgrund der Peptidmotive zu er-
warten — vor allem Valin vor. PQ2 wird von Leucin, Methionin und Phenylalanin
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gebildet. Auffallend ist, dass kein fiir HLA-A*2601 charakteristisches Tyrosin
darunter ist. Diese Eigenart von HLA-A*2601 tragt vermutlich mit dazu bei,
dass 88% seiner Liganden auf keinem der anderen beiden Subtypen gefunden
wurden. Das bisher einzige Peptid, das auf allen Subtypen gefunden wurde,
zeigt ein Threonin in P2 und ein Leucin in PQ) — also Ankerreste, die bei allen
drei Allelen recht dominant sind.

ETIRNIPHL
SVIEAVAHF

A%2601 »( A*2602
28 v‘ 43

ETVNLRSLGF
EVYPFGIVGM

DVIAQGIGKL
DVIDNIMRL
EAIGIISKM
EIRDIILGM
EITESGRIGF
ELIAKIPNF
ETFSGVYKKL
ETVWRLEEF
EVIDVVRTM
EVIQWLAKL
EVPSFLVERM
IWDLSITRL

38

A*2603

Abbildung 3.17.: Uberlappung der Peptidrepertoire der HLA-A*26-Subtypen.
Das Venn-Diagramm zeigt die drei Repertoire und deren Uberlappung —
soweit moglich — proportional an.

HLA-A*26-prasentierte Peptide wurden nur vereinzelt auf anderen Allelen
gefunden. Einzig mit HLA-A*25 ist die Uberlappung etwas stirker ausgeprigt.
18 von insgesamt 185 auf HLA-A*26, -A*2601, -A*2602 oder -A*2603 detektier-
ten Peptiden konnten von den HLA-A*25% sources RCC103__T und Ma-Mel-8a
eluiert werden (Anhang[A.g). Ein Blick auf die Primérsequenz von HLA-A*25
zeigt, dass sich HLA-A*25 von den HLA-A*26-Subtypen nur in den Resten
unterscheidet, die fiir Tasche F eine Rolle spielen. Gegeniiber HLA-A*2601
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sind sieben Aminoséduren ausgetauscht, allerdings nicht der Rest, der die Grofe
der aufgenommenen Seitenketten beschrédnken kann. Aspiie ldsst hier grofie,
aromatische Aminosiuren zu.

Koga et al.| (2003) haben gezeigt, dass das gleiche Peptid aus dem ribosoma-
len Protein S2, S2254-262, bei PBMCs aller drei HLA-A*26-Subtypen eine IFN-
~-Produktion hervorruft, die mehr oder weniger gut HLA-A*26" Krebszellen
lysieren kann (Koga et al., [2003)). In einer Studie von |[Kawashima et al.| (2005))
wurden zwei neue HLA-A*2603-restringierte HIV-1-Epitope vorgestellt. CD8™
T-Zellen gegen Gagiso-177 (EVIPMFSAL) kénnen sowohl in HLA-A*26017" als
auch in -A*2603" Spendern gefunden werden. Dieses Peptid zeigt auch im Bin-
dungstest eine gute Affinitat zu beiden Subtypen. Das Envgs-72-Peptid (EV-
HNVWATHA) hingegen bindet erheblich besser an HLA-A*2603 und spezifi-
sche T-Zellen koénnen nur in HLA-A*2603" Spendern gefunden werden. Dies
liegt vermutlich unter anderem daran, dass das kleine C-terminale Alanin fiir
HLA-A*2603 pradestiniert ist, da dieser Subtyp die kleinste Tasche F aufweist.
In der grofieren Tasche von HLA-A*2601 kann die kleine Aminosiure vermut-
lich nicht gentigend stabilisierende Wechselwirkungen eingehen. Kiirzlich wurde
nun auch gezeigt, dass Gagieo-177 auch bei HLA-A*2602" Spendern ein — wenn
auch subdominantes — Epitop darstellt (Kawashima et al., |2008]).

Diese Beispiele belegen, dass es kreuzreaktive T-Zellen innerhalb der Subty-
pen des gleichen Antigens geben kann, aber sicher nicht geben muss. Ob ein
Peptid von T-Zellen als Epitop erkannt wird, héngt also nicht nur von der
Peptidsequenz ab, sondern auch vom préasentierenden Subtyp.

3.2.5. Uberlappung iiber Antigengrenzen hinweg: HLA-B*3801,
-B*3901, -B*3902

Um die Uberlappung von HLA-Ligandomen innerhalb eines Antigensﬁ und iiber
Antigengrenzen hinweg zu untersuchen, wurden die Liganden von HLA-B*3801,
-B*3901 und -B*3902 analysiert (Abbildung [3.18). Schon bei den Peptidmoti-
ven (Anhang [3.1.5)) zeigt sich, dass HLA-B*3901 dem HLA-B*3801 — also ei-
nem anderen HLA-Antigen — erheblich &hnlicher ist als einem weiteren Subtyp
seines“ Antigens, HLA-B*3902. HLA-B*3901 und -B*3902 sind entsprechend
ihrer Ankerreste in P2 unterschiedlichen Supertypen zuzuordnen.

Die zeigt sich auch bei den Liganden: HLA-B*3902 hat mit keinem der an-
deren beiden Allele gemeinsame Peptide. Die Repertoires von HLA-B*3801

8Mit Antigen werden die zweistellig angegebenen Allotypen bezeichnet (z.B. HLA-B*39).
Zu einem Antigen gehoren verschiedene Subtypen (z.B. HLA-B*3901 und -B*3902)
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B*3801 B*3901

" 89

AHFPINVVI

DHIRFISEL

51 EHDPVGQMV
EHINEGETAML

. FHDDWISSI

B*3902 FHDGFLLEV

HHIPDVITYL

IHEPEPHIL

MRLSLPLLL

SHIGDAVVI

THLDSVTKI

TRDELEWKL

TRDPLVIEL

Abbildung 3.18.: Uberlappung der Peptidrepertoires von HLA-B*3801, -

B*3901 und -B*3902. Das Venn-Diagramm zeigt die drei Repertoires und
deren Uberlappung — soweit moglich — proportional an.
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und -B*3901 hingegen tiberlappen deutlich: Etwa ein Viertel der HLA-B*3801-
Liganden wurde auch auf HLA-B*3901 gefunden. Aus Perspektive des HLA-
B*3901 sind es aufgrund der grofieren Anzahl bekannter Liganden nur etwa ein
Achtel. Die Peptide, die sowohl auf HLA-B*3801 als auch -B*3901 gefunden
wurden, weisen im Einklang mit den Motiven beider Allotypen in P2 meist ein
Histidin, seltener ein Arginin auf. P2 wird vor allem von Leucin gebildet. Es
stellt sich die Frage, wie sich die Uberlappung — insbesondere von HLA-B*3801
und -B*3901 — entwickeln wiirde, wenn noch erheblich mehr Liganden sequen-
ziert wiirden. Einen Anhaltspunkt bietet hier die Tatsache, dass nur ein Achtel
der iiber 100 bekannten Peptide von HLA-B*3901 auch auf HLA-B*3801 ge-
funden wurde. Daher ist zu erwarten, dass die Uberlappung mit zunehmender
Ligandenzahl keinesfalls zunimmt und vermutlich sogar noch weiter abnimmt.

Fiir keinen der betrachteten Subtypen sind T-Zell-Epitope bekannt. Es kann
nur gemutmaft werden, dass HLA-B*3902-Epitope sicher keine T-Zell-Reak-
tionen in HLA-B*3801" oder -B*3901" Spendern hervorrufen. Dagegen kénnte
die Kreuzreaktivitat zwischen HLA-B*3801 und -B*3901 deutlicher ausgeprigt
sein, letzten Endes jedoch wie bei den HLA-A*26-Subtypen stark vom betrach-
teten Peptid und HLA-Molekiil abhéngen.

3.2.6. Uberlappung von Peptidrepertoires innerhalb des
HLA-B44-Supertyps

Um die Uberlappung der Peptidrepertoires der neun HLA-Allotypen des HLA-
B44-Supertyps zu untersuchen, wurden drei grundlegend unterschiedliche Me-
thoden verwendet. Zunéchst wurde eine sehr grofle Anzahl von HLA-Liganden
von den verschiedensten Zelllinien und Geweben massenspektrometrisch se-
quenziert (siehe . In dieser Sammlung wurde dann nach solchen Peptiden
gesucht, die auf mehr als einem Allotyp gefunden worden waren. Von den 670
Liganden des HLA-B44-Supertyps wurden lediglich 25 von mehr als einem Allo-
typ présentiert. Von diesen 25 wurden wiederum nur zwei Peptide von mehr als
zwei unterschiedlichen HLA-Molekiilen isoliert (Abbildung[3.19). KEIFLRELI
gehort zum HLA-Ligandom von drei Mitgliedern des Supertyps (HLA-B*4001,
-B*4402, -B*4901), REIFLSQPILL zu vieren (HLA-B*4001, -B*4101, -B*4701,
-B*4901).

Um auszuschlieBen, dass die fehlende Uberlappung der Peptidrepertoires auf
eine zu geringe Anzahl der sequenzierten Peptide zuriickzufiihren ist, wurden
weitere Vergleiche vorgenommen, die nicht auf Peptidsequenzen, sondern auf
Peptidsignalen und Fragmentspektren beruhen. Im Ubrigen ist festzuhalten,
dass von HLA-B*37 und HLA-B*4001 jeweils 60 Liganden bekannt sind. HLA-
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EEASLLHQF
EEFELLGKAY
EEFGQAFSF
B*1801 NEITIPVTF
SEIELFRVF
SEVILHHEY
TEFRNFIVW
B*37
ACDPLGAL AEIRHVLVTL
B*4001 | REIFLSQPILL | KESTLHLVL reiFsapiL | KEIFLREDL
SSEE'gS'\-/Wf TEITHAWVI
AEAIRILAA
A REIFLSQPILL | AEAAVVAVA
B*4101 Ry | RE™-SAPILL | wepEGVRAC | VEVPETPKA
AEFKQIRS|
B*4402 AEINNIIKI
KEIFLRELI
B*4501 REHAPFLVA
" GEHGLIRV
B*4701 | reirisapiL
B*4901
B*5001

Abbildung 3.19.: Promiskuitive HLA-Liganden des HLA-B44-Supertyps. Die
Uberlappung der HLA-Ligandome verschiedener Allotypen ist schematisch
dargestellt. Peptidsequenzen, die auf zwei verschiedenen HLA-Allelen gefun-
den wurden, stehen in dem Feld, in dem sich Zeile und Spalte der beiden
Allele kreuzen. Nur 25 der insgesamt 670 HLA-Liganden des Supertyps wur-
den auf mehr als einem Allel detektiert.
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B*37 zeigt keinerlei Uberschneidungen mit anderen Allotypen, HLA-B*4001
jedoch mit drei anderen. Schon dies macht einen Einfluss der Ligandenzahl
eher unwahrscheinlich, auch wenn er nicht vollig auszuschlielen ist.

Eine markierungsfreie massenspektrometrische Vorgehensweise — der data-
dependent ion selection- (DDIS-)Ansatz — wurde eingesetzt, um die Uberlap-
pung der HLA-Ligandome von drei B-LLCLs unabhéngig vom Erfolg der Peptid-
sequenzierung zu untersuchen, die stark von Abundanz und Sequenz abhéngig
ist. Die verwendeten Zelllinien sind beziiglich des HLA-B-Locus homozygot.
EMJ exprimiert HLA-B*4001, Awells HLA-B*4402 und BM15 HLA-B*4901.
Die HLA-présentierten Peptide wurden mit Hilfe des HLA-B,-C-spezifischen
monoklonalen Antikorpers B1.23.2 isoliert. Mit jeder der drei Proben wurden
mehrere LC-MS/MS-Experimente mit datenabhéingiger Aufzeichung (DDIS)
durchgefiithrt. Dabei kontrolliert der Computer, welche der im Elektrospray
der Probe auftretenden Vorlaufer-Ionen fiir eine Fragmentierung ausgewahlt
werden. Die verschiedenen Messungen wurden direkt hintereinander und in zu-
falliger Reihenfolge der drei Proben ausgefiihrt. Die zur Fragmentierung ausge-
wéhlten Vorldufer-Ionen aus den verschiedenen Experimenten wurden anschlie-
Bend verglichen (Abbildung . Insgesamt wurden 6159 Fragmentspektren
aus sieben verschiedenen LC-MS/MS-Experimenten (jeweils zwischen 745 und
946 Spektren) fiir die Vergleiche herangezogen.

Bei Vergleichen von je zwei verschiedenen Zelllinien konnte lediglich eine
Uberlappung von unter 3% festgestellt werden. Vor allem die Uberschneidung
der Peptidrepertoires von HLA-B*4402 und -B*4901 war mit 0,6% sehr ge-
ring. Beim Vergleich aller drei Proben konnten im Durchschnitt nur 0,6% der
Spektren einer Messung in den Messungen der anderen Proben wiedergefun-
den werden. Dabei ist zu beachten, dass der Anteil identischer Spektren in zwei
LC-MS/MS-Experimenten mit derselben Probe bei nicht zu niedrigen Peptid-
mengen zwischen 50 und 60% liegt.

Vor allem die Uberschneidung zwischen HLA-B*4901 und -B*4402 war ex-
trem gering, wihrend Fragmentspektren aus der HLA-B*4001-Probe etwas
héufiger in den anderen beiden Proben gefunden wurden. Eine dhnliche Ten-
denz zeigt schon die Sammlung promiskuitiver Peptide (Abbildung[3.19). Még-
licherweise spiegeln diese Beobachtungen das Ausmafl der Individualitiat der
Peptidmotive wider. Wéhrend Isoleucin (HLA-B*4901) und aromatische Reste
(HLA-B*4402) in PQ) eine Besonderheit ihres jeweiligen Allotyps sind, findet
sich das die Tasche F von HLA-B*4001 dominierende Leucin auch unter den
Liganden der anderen Allele.

Das dritte eingesetzte massenspektrometrische Verfahren basiert auf der dif-
ferentiellen Modifikation der Peptide zweier Proben mittels Isotopenmarkie-

113



3. Ergebnisse und Diskussion

0.62+0.03%

Abbildung 3.20.: Markierungsfreie Untersuchung der Uberlappung der HLA-
Ligandome von drei Allotypen des HLA-B44-Supertyps. Die markierungs-
freie Analyse der Uberlappung dreier Peptidrepertoires erfolgt anhand der
in LC-MS/MS-Experimenten mittels DDIS fragmentierten Vorlaufer-Ionen.
Diese werden aufgrund von Retentionszeit, m/z-Wert und Fragmentspektrum
verglichen. Die Uberlappung ist in % als Mittelwert zusammen mit dessen
Fehler angegeben (M £+ SE, n = 8 bei paarweisen Vergleichen, n = 72 beim
dreifachen Vergleich).
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LCLO26

A*0201,A*3303
_ B*4101, B*5101

Immunoaffinitats-
aufreinigung

B1.23.2
Peptidelution
& differentielle
Modifizierung

REIFLSQPILL

719.35

Abbildung 3.21.:

Vergleich zweier HLA-Ligan-
dome mittels differentieller
Modifizierung. Die von HLA-
B*4901 und -B*4101 présen-
tierten Liganden wurden
durch  Isotopenmarkierung
differentiell modifiziert und
in einem LC-MS-Experiment
analysiert. Darin wurden
nur wenige Signalpaare,
aber eine grofle Anzahl von
Einzelsignalen gefunden.
Viele Peptide konnten in
LC-MS/MS-Experimenten
sequenziert werden.
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rung, dem dNIC-Ansatz (Weinzierl und Stevanovic, |2006)). Es erlaubt den paar-
weisen Vergleich HLA-prasentierter Peptide, in diesem Fall von HLA-B*4901
und -B*4101, die von den B-LCLs BM15 und LCL026_ ZL mit dem Antikorper
B1.23.2 extrahiert wurden (Abbildung [3.21). Die Peptide der Zelllinie BM15
wurden mit der leichten Variante des Nicotinylierungsreagenz modifiziert, die
der Zelllinie LCL026__ZL mit der 4 Da schwereren, deuterierten Form. Gleiche
Mengen an Peptid von beiden Proben wurden gemischt und mittels LC-MS
analysiert. Das LC-MS-Experiment ohne Fragmentierung wurde nach Paaren
von Signalen mit 4 Da Unterschied durchsucht. Es wurden nur Signale bertick-
sichtigt mit einer Intensitdt von mindestens 1000 cts/s, die eindeutig tiber dem
Hintergrund liegt. Ingesamt wurden 513 Einzelsignale, aber nur 2 Signalpaa-
re detektiert (0,3%). Durch LC-MS/MS-Experimente mit den einzelnen, nicht
vermischten Proben konnten die Sequenzen von 56 HLA-B*4901- und 22 HLA-
B*4101-prasentierten Peptiden bestimmt werden. Nur eines dieser Peptide trat
bei der LC-MS-Messung als Signalpaar auf und war somit im Peptidrepertoire
beider Allotypen vorhanden.

Damit fithren alle drei methodisch sehr unterschiedlichen Ansétze zur glei-
chen Schlussfolgerung: Die HLA-Ligandome verschiedener Allotypen des HLA-
B*44-Supertyps tiberlappen nur minimal.

3.2.7. HLA-A3: Ein anderer Supertyp zeigt andere
Ligandomiiberlappungen

Ausgehend von HLA-A*03 wurde die Uberlappung von HLA-Ligandomen in-
nerhalb eines weiteren Supertyps untersucht, um iiber den HLA-B44-Supertyp
hinaus noch Anhaltspunkte fiir das Verhalten bei anderen Supertypen zu ermit-
teln. Dabei ist festzustellen, dass 26 der 283 HLA-A*03-Liganden — also knapp
10% — auch auf weiteren Allelen gefunden wurden. Die gréfite Uberlappung gibt
es innerhalb des Supertyps: HLA-A*03 hat mit HLA-A*11 16 Peptide gemein
(Abbildung [3:22).

Die Betrachtung der HLA-Primérsequenzen zeigt sieben Aminosédure-Aus-
tausche zwischen HLA-A*03 und -A*11, von denen jedoch keiner direkt an
Tasche F beteiligt ist. Trotzdem ist die zweithdufigste Aminosédure nach Lysin
bei HLA-A*03 Tyrosin, bei HLA-A*11 jedoch Arginin. Tasche B unterscheidet
sich nur in zwei Resten, darunter Position 9. Bei HLA-A*03 liasst das Pheg noch
langere, alpiphatische Seitenketten wie Leucin zu. Dieses kommt bei HLA-A*11
fast nicht mehr vor, da hier Tyrg den Platz in der Tasche so beschrankt, dass nur
noch kurzkettige Aminosduren wie Threonin hineinpassen. Valin ist bei beiden
Allelen in P2 prominent vertreten. Entsprechend sind unter den 16 auf beiden
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Allelen gefundenen Liganden vor allem solche mit Valin in P2. Am C-Terminus
befindet sich fast immer Lysin.

Besonders auflergewohnlich ist, dass das Allel, mit dem es die zweitgrofite
Uberlappung gibt, nicht zum HLA-A*03-Supertyp gehort und nicht einmal zu
den HLA-A-Allelen: Sechs Peptide tiberlappen mit dem Repertoire von HLA-
B*1501. Entsprechend der Gemeinsamkeiten der beiden Peptidmotive zeigen
diese Peptide in PQ keine basischen Reste, da diese nicht zu HLA-B*1501
passen wiirden, sondern aromatische und dabei vor allem Tyrosin. In P2 un-
terscheiden sich die beiden Allele nur in einer der dominanten Aminosduren.
Wahrend die drei haufigsten Reste bei HLA-A*03 Leucin, Valin und Isoleucin
sind, kommt bei HLA-B*1501 noch das Glutamin als dominanter Rest hinzu.
Glutamin in P2 ist bei HLA-A*03 zwar sehr selten, kommt jedoch bei fiinf Pep-
tiden vor, darunter eines, das auch auf HLA-B*1501 zu finden ist. Insgesamt
ist die Uberlappung von HLA-A*03 und HLA-B*1501 mit unter 3% jedoch

minimal.

AAMLDTVVFK
AMLDTVVFK
ATGSWDSFLK
ATVAVPLVGK
AVIVLVENFYK
AVNAHSNILK
GTMTGMLYK
GTYVSSVPR
LVFPSEIVGK
LVIPFTIKK
RVQEAVESMVK
SIFDGRVVAK
SIFKQPVTK
SLMHSFILK
TSALPIIQK
TVMELVKIIYK

KIKSFEVVF
KVFDGIPPPY
RQITQVYGF
RVYIGRLSY
RVYPEVTVY
VLYDRVLKY

Abbildung 3.22.: Uberlappung der Peptidrepertoires von HLA-A*03, -A*11
und -B*1501. Die meisten der HLA-B*1501-Liganden (160 von 219) wurden
von Verena Meyer sequenziert. Das Venn-Diagramm zeigt die drei Reper-
toires und deren Uberlappung — soweit méglich — proportional an.

Insgesamt sind 438 verschiedene Peptide bekannt, die von Mitgliedern des
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HLA-A3-Supertyps préisentiert werden (Tabelle . Der Anteil der Pepti-
de, die nur auf einem Allotyp prasentiert werden, ist dabei je nach Allel recht
unterschiedlich. Allerdings sind bislang nur bei drei von sechs Supertypmit-
gliedern mehr als 50 Liganden bekannt, was fiir eine detailliertere Beurteilung
nicht ausreicht. Es ist jedoch die Tendenz zu einer im Vergleich zum HLA-B44-
Supertyp stirker ausgepriagten Uberlappung zwischen den Allelen des HLA-
A3-Supertyps zu erkennen.

Schon Kubo et al.| (1994) haben in Bindungsstudien beobachtet, dass das
Verhalten von Peptiden gegeniiber HLA-A*03 und -A*11 recht unterschiedlich
sein kann: Einige Peptide binden gut an beide Allele, andere nur an eines
davon. In vielen Studien wurde in der Folgezeit die Kreuzreaktivitat von T-
Zellen innerhalb des HLA-A3-Supertyps untersucht. Tabelle [3.12] zeigt einige
Beispiele fiir T-Zell-Epitope, die von verschiedenen Mitgliedern des HLA-A3-
Supertyps restringiert sein kénnen.

Insgesamt weisen also die bisher bekannten Liganden und T-Zell-Epitope
darauf hin, dass Promiskuitéit innerhalb des HLA-A3-Supertyps — im Gegen-
satz zum HLA-B44-Supertyp — stirker vorhanden ist. Folglich ldsst sich die
Frage nach der Uberlappung von Peptidrepertoires von Mitgliedern eines HLA-
Supertyps nicht pauschal beantworten: Jeder Supertyp muss individuell analy-
siert werden. Erst dann ldsst sich auch im Hinblick auf klinische Anwendungen
die Frage beantworten, ob Immuntherapien mittels Peptidvakzinierungen bei
den verschiedenen Supertypen durch Ligandomiiberlappung und Kreuzreakti-
vitét von T-Zellen vereinfacht werden kénnen oder nicht.

3.2.8. Zusammenfassung und Ausblick

Eine gute technische Reproduzierbarkeit bei LC-MS/MS-Experimenten sowie
eine sehr hohe biologische Reproduzierbarkeit bei HLA-Peptid-Extraktionen
zeigen, dass die vorhandene Methodik sich gut fiir die Untersuchung von HLA-
Ligandom-Uberlappungen eignet. Wihrend HLA-A*02 nur wenige Liganden
mit anderen HLA-Allelen gemeinsam hat, ist die Uberlappung zwischen den
Subtypen des HLA-A*26-Antigens stiarker ausgepragt. Fir ein weiteres Anti-
gen, HLA-B*39, trifft dies hingegen nicht zu. Seine Subtypen weisen unterein-
ander keine iiberlappenden Peptide auf. Dafiir besteht jedoch eine Uberlappung
mit einem verwandten Antigen, HLA-B*38. Die Uberlappung kann iiber An-
tigengrenzen hinweg also gréfler sein als innerhalb. Auch die Peptidrepertoires
der zum HLA-B44-Supertyp gehérenden Allotypen enthalten kaum promiskui-
tiv prasentierte Peptide. Drei grundverschiedene MS-basierte Ansétze haben
gezeigt, dass die Uberlappung mit weniger als 3% sehr gering ist. Fiir einen an-
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Tabelle 3.12.: Von verschiedenen Allelen des HLA-A3-Supertyps restringierte T-Zell-Epitope

Sequenz Symbol Position HLA Referenz
STLPETTVVRR HBcAg 141-151  A*3101, A*6801 Missale et al.|(1993)
LLGPGRPYR TYRP2 197-206  A*03, A*3101, A*3301 Hogan et al.[ (1998);
Wang et al.| (1996]
1998)
EVISCKLIKR TYRP2 221-231  A*3301, A*6801 Lupetti et al.|(1998)
ALNFPGSQK SILV 87-95 A*03, A*1101 Kawashima et al.
Hmwm—
AVFDRKSDAK EBNA4 399-408  A*1101, A*6801 Levitsky et m_.ZMDOS
ALLAVGATK SILV 17-25 A*03, A*1101, A3101, A*6801 |[Hogan et al.| A_woomf
Skipper et al.|(1996)
YLPFRNCPR ACPP/ PAP 123-131  A*1101, A*3101, A*3301 Matsueda et al.| (2005
GIHKQKEKSR  ACPP/ PAP 216-225 A*1101, A*3101, A*3301 Matsueda et al.| (2005
GAAPLILSR KLK3/ PSA 16-24 A*1101, A*3101, A*3301 Matsueda et al.| (2005
KVFRGNKVK FOLH1/ PSMA 207-215 A*1101, A*3101, A*3301 Matsueda et al.| (2005
APAGRPSASR  1ER3 47-56 A*11, A*31, A*33 Matsueda et al.| (2007
RSRRVLYPR IER3 61-69 A*11, A*31, A*33 Matsueda et al.| (2007
VLYPRVVRR TER3 65-73 A*31, A*33 Matsueda et al.|(2007
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deren Supertyp hingegen, HLA-A3, gibt es erste Anhaltspunkte fiir eine stérker
ausgepragtere Promiskuitét.

All diese Beispiele zeigen, dass Ligandome verschiedener HLA-Allele trotz
dhnlicher Peptidmotive oder enger Verwandschaft meist nicht iiberlappen. Pau-
schale Aussagen kénnen jedoch nicht getroffen werden. Jedes Allel muss eigens
analysiert werden. Dabei sollten verschiedene Methoden angewendet und ins-
besondere direkte Vergleiche von HLA-Peptidreperoires verschiedener Alloty-
pen durchgefithrt werden, um beispielsweise auch weniger abundante Liganden
erfassen zu kénnen und damit die Aussagekraft der Ergebnisse deutlich zu er-
hohen.

3.3. Analyse von HLA-Ligandomen nach Gesichtspunkten der
Proteomik

Die Analysen von HLA-Ligandomen auf der einen und Proteomen auf der an-
deren Seite zeigen viele Ahnlichkeiten. In beiden Fillen werden grofe Daten-
mengen erzeugt und nach spezifischen Zusammenhéngen und Auffalligkeiten
durchsucht. In der Proteomik sind beispielsweise Biomarker, die spezifisch fiir
ein Gewebe oder einen pathologischen Zustand sind, Gegenstand intensiver Un-
tersuchungen. Proteinidentifizierungen im grofien Stil verlangen ebenfalls nach
zuverlédssigen Markern, fiir die proteotypische Peptide geeignete Kandidaten
sind. Doch nicht nur die Identifizierung von Proteinen, sondern auch deren
Quantifizierung sowie die Verfolgung ihrer Lebenszyklen spielen in der Proteo-
mik zunehmend eine Rolle.

Diese Konzepte der Proteomanalyse sollen im Folgenden auch auf die Un-
tersuchung von HLA-Peptidrepertoires iibertragen werden. So werden zunéachst
die Gewebs- sowie die Allotypspezifitdt der Peptide néher betrachtet. Abschlie-
Bend werden einige Besonderheiten der Quellproteine von HLA-Liganden, die
moglicherweise ndheren Aufschluss iiber die Prinzipien der Antigenprozessie-
rung geben, charakterisiert.

3.3.1. Gewebsspezifitat

3.3.1.1. Auf Ligandom-Ebene

Um erste Erkenntnisse iiber die Gewebsspezifitdt von HLA-Liganden zu gewin-
nen, wurden Liganden miteinander verglichen, die auf demselben Allel jedoch
auf verschiedenen Geweben, ,,Gewebszustdnden“ und Gewebstypen prasentiert
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wurden. Nur solche Allele wurden niher betrachtet, fiir die bereits viele Ligan-
den bekannt sind: HLA-A*02 und -A*03. Doch selbst hier sind die Vergleiche
zumeist wenig aussagekriftig, da die Ligandenzahlen nicht grofl genug sind. Al-
lerdings lassen sich erste Tendenzen beobachten, die in Zukunft systematisch
zu untersuchen sind.

Verschiedene ,,Gewebszustande” Zunéichst wurden Tumor- und Normalge-
webe des gleichen Patienten (RCC099) verglichen (Weinzierl et al.l 2007)). Es
handelt sich also um Nierengewebe des gleichen Individuums, allerdings in un-
terschiedlichen ,,Zustédnden“. Gleiches trifft auf das Tumorgewebe und die dar-
aus abstammende Zelllinie von Patient RCCO068 zu, die ebenfalls verglichen
wurden (Tabelle. Die Daten von RCC068 stammen vor allem von Tobias
Kriiger.

Dabei konnen die Vergleiche auf HLA-A*02-prisentierte Peptide beschriankt
oder fir alle Klasse-I-Allelen zuweisbaren Peptide oder aber fir alle insgesamt
gefundenen Peptide (inklusive der nicht zuweisbaren) durchgefiihrt werden. Die
Peptidzahl nimmt dabei in dieser Reihenfolge zu. Verfolgt man die Entwicklung
der Uberlappung, so erhilt man Hinweise auf den Einfluss der Peptidanzahl auf
das beobachtete Ausmaf der Uberlappung von Ligandomen. Die gréfite Verin-
derung der Uberlappung gibt es beim Anstieg der Ligandenzahl von 26 auf 86
(RCCO068). Bei ausreichend grofien Anzahlen (etwa ab 50) variiert die Uberlap-
pung nicht mehr so stark. Die genaue Festlegung einer Mindestzahl an Ligan-
den fiir Uberlappungsanalysen ist jedoch anhand der gegebenen, beschrinkten
Datenlage nicht moglich.

Diese Schwankungen koénnten allerdings auch dadurch zustande kommen,
dass die Ligandomiiberlappung vom betrachteten Allel abhéngt. Doch auch
diese Frage kann auf Grundlage der vorhandenen Daten nicht geklart werden.

Insgesamt erwecken die Vergleiche der Gewebszustande von RCC068 und
RCC099 den Eindruck, dass sich die Peptidrepertoires von Tumor- und Nor-
malgewebe starker dhneln als die von Tumor und Zelllinie. Zur weiteren Un-
tersuchung wurden alle HLA-A*02-Liganden von Normalgeweben, Tumorgewe-
ben und den davon abstammenden Zelllinien von RCC-Patienten miteinander
verglichen (Abbildung . Die Ligandome verschiedener Patienten wurden
dabei gepoolt, da die Ligandenzahlen sonst viel zu gering waren. Allerdings
wird der Vergleich daher von interindividuellen Unterschieden zwischen den
Patienten beeinflusst (siehe unten). Die bereits beobachtete Tendenz, dass Tu-
morgewebe dem Normalgewebe stéirker dhnelt als den aus dem Tumorgewebe
hervorgegangenen Zelllinien ist jedoch auch hier festzustellen. Sie war bereits
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3.3. Analyse von HLA-Ligandomen nach Gesichtspunkten der Proteomik

Tabelle 3.13.: Vergleich verschiedener ,Zustdnde* des gleichen Gewebes. Fiir je
zwei verschieden Zusténde (Tumor (_T), Normal (_N), Zelllinie (_ZL) sind
fiir die Nierengewebe der Patienten RCC099 und RCCO068 die Anzahl (LZ)
an A*02- bzw. HLA-Klasse-I-prasentierten Liganden sowie die Gesamtpep-
tidzahl (alle) angegeben. AuBerdem ist die Uberlappung (U) mit dem jeweils
anderen ,,Zustand* aufgefiihrt.

RCC068__ZL RCC068_T RCC099_T RCC099_N

LZ U U LZ LZ U U LZ
A*¥02 128 10% 54% 26 82 66% 81% 67
Klasse I 211 13% 69% 86 164 62% 84% 122
alle 245 11% 72% 101 173 62% 81% 133

zu erwarten, denn primére Zellen verdndern sich in der Zellkultur schon inner-
halb weniger Tage so stark, sodass sie mit der in vivo-Situation nur noch wenig
gemeinsam haben: wéhrend beispielsweise in priméren B-Zellen Cathepsin G
die Antigenprozessierung von MBP (myelin basic protein) dominiert, spielen in
B-Zelllinien vor allem AEP (asparaginyl endopeptidase) und Cathepsin S eine
Rolle (unveroffentlichte Daten, Christina Stockle).

Verschiedene Individuen Um die bereits erwdhnten Unterschiede zwischen
gleichen Geweben verschiedender Individuen néher zu untersuchen, wurden die
aus den primédren Tumorgeweben verschiedener RCC-Patienten (alle klarzellige
Nierenkarzinome mit Einordnung T3) extrahierten HLA-A*(02-Liganden mit-
einander verglichen. Dabei wurden zunéchst die Patienten RCC099, RCC115
und RCCO068 betrachtet, da fiir diese die meisten HLA-A*02-Liganden be-
kannt sind (Abbildung [3.24(a))). Da die Peptidanzahl in allen drei Fallen aber
sehr unterschiedlich ist (82, 39 bzw. 26 Peptide) wurden auflerdem RCC116,
RCC001 und RCCO068 verglichen. Hier sind die Anzahlen bekannter HLA-A*02-
Liganden mit 24, 25 bzw. 26 sehr &hnlich (Abbildung[3.24(b)]). Auch mit HLA-
A*03T RCC-Patienten erfolgte ein Vergleich (Abbild.

Die Vergleiche zeigen wiederum, dass die Ligandenzahl die beobachtete Uber-
lappung beeinflusst. Diese ist um so kleiner, je weniger Peptide eines HLA-
Ligandoms bekannt sind. Auch ist zu beriicksichtigen, dass die Messungen fiir
RCCO001 und RCCO068 offline mittels Nanospray erfolgten. Dabei kénnen in
der Regel weniger Peptide sequenziert werden als bei online-LC-MS-Kopplung.
Insgesamt zeigt sich der Trend, dass die Tumore verschiedener Individuen, ob-
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RCC_N

A

Abbildung 3.23.: Uberlappung der HLA-A*02-Ligandome von Normalgewebe
(_N), Tumorgewebe (_T) und daraus abstammenden Zelllinien (_ZL) der

Gesamtheit aller RCC-Patienten.

wohl sie aus dem gleichen Gewebe (Niere) stammen und im gleichen ,,Zustand*
(primérer Tumor) sind, nur wenig tiberlappen.

Interindividuelle Unterschiede sind auch bei verschiedenen B-LCLs zu erwar-
ten. Diese wurden alle durch EBV-Transformation von B-Zellen hergestellt,
stammen aber von verschiedenen Individuen (Abbildung . Im Vergleich
zu den primiren RCC-Geweben von Patienten scheint die Uberlappung jedoch
starker ausgepragt zu sein. Plausibel zu erklaren wére dies dadurch, dass RCCs
zu den besonders heterogenen Tumoren gehéren und dass sich die Zelllinien
durch langjéhrige Zellkultur starker angeglichen haben.

Verschiedene Ursprungsgewebe Bei HeLaP83.30 handelt es sich um eine Zell-
linie, die aus Gebarmutterhalskrebs stammt, wihrend RCC068_ZL aus Nieren-
krebs stammt. Beide sind also im gleichen ,,Zustand*“ — Krebszelllinien — aber
aus verschiedenen Geweben und verschiedenen Individuen. Trotz dieser beiden
bedeutenden Unterschiede ist die beobachtete Uberlappung der 86 HLA-A*02-
Peptide aus HeLaP83.30 und der 128 aus RCC068__ZL tiberraschend grofy (Ab-
bildung .

Vergleicht man die Peptidrepertoires von A*03™", priméiren RCC- und CCA-
Geweben, scheinen sich diese ebenfalls stérker zu dhneln (Abbildung [3.26(D)).
Bei beiden handelt es sich um primére Tumorgewebe (verschiedener Patienten),
die sich in ihrem Ursprungsgewebe — Niere oder Dickdarm — unterscheiden.
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RCC099_T
61

9

RCC068_T

(a) A*02% RCCs mit méglichst vielen (b) A*027 RCCs mit méglichst dhnli-
Liganden chen Ligandenzahlen

13
RCC098

(c) A*03T RCCs

Abbildung 3.24.: Uberlappung der Ligandome verschiedener RCC-Patienten
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o

Abbildung 3.25.: Vergleich der HLA-A*02-Ligandome dreier B-LCLs

CCA_T
HelLaP83.30
55
97
RCC068_ZL

(a) A*021 Krebszellinien ) A*03" RCCs und CCAs

Abbildung 3.26.: Uberlappung der Ligandome verschiedener Tumorarten
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Verschiedene Gewebstypen Der Gewebstyp definiert sich durch eine gewisse
Kombination von ,,Gewebszustand® (priméres Tumor-/ Normalgewebe, Zellli-
nie), Ursprungsgewebe (Niere, Gebarmutterhals, B-Zellen, ...) und Entstehung
(aus primiarem Gewebe, durch EBV-Transformation,...). Die Sources der meis-
ten HLA-A*02-prasentierten Peptide lassen sich in einen von drei Gewebsty-
pen einordnen (Tabelle. Um gentigend grofle Ligandenzahlen zu erreichen,
wurden alle bekannten A*02-prasentierten Liganden gepoolt. Die Gruppe der
priméren Tumore enthélt beispielsweise sowohl RCCs als auch CCAs von ver-
schiedenen Patienten. Abbildung[3:27|zeigt, dass es trotz der vielen Unterschie-
de zwischen den drei Gruppen auch einen deutlichen Anteil an Liganden gibt,
die bereits in allen drei detektiert wurden und somit sicher nicht gewebsspezi-
fisch sind.

Tabelle 3.14.: Einteilung in Gewebstypen

Gewebstyp Zustand Ursprung Entstehung Beispiele

Krebszellline Zelllinie  divers aus primédrem Gewebe HeLaP83.30, RCC068_ZL
B-LCL Zelllinie  B-Zellen EBV-Transformation Awells, JY, LCL721.45
Priméare Tumoren Tumor divers ex vivo RCC099_T, CCA172_T

Abbildung 3.27.: Vergleich verschiedener Gewebstypen. Ein Grofiteil aller be-
kannten A*02-préasentierten Peptide kann in einen von drei Gewebstypen ein-
geteilt werden: Krebszelllinien (KZL), B-lymphoblastoide Zelllinie (B-LCL),
primére Tumorgewebe (TU)
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3.3.1.2. Auf Transkriptom-Ebene

Auch auf Transkriptom-Ebene wurden Vergleiche verschiedener Gewebszustin-
de, Ursprungsgewebe und Patienten angestellt. Dazu wurden die Expressions-
daten der Arbeitsgruppe Stevanovié¢ verwendet, die vor allem von Toni Wein-
schenk, Oliver Schoor und Mathias Schuler erstellt wurden.

Auf einem DNA Microarray zur Analyse der Genexpression werden zur De-
tektion der mRNA eines Gens meist mehrere sogenannte probesets verwendet.
Einer GenelD sind also hdufig mehrere probesets zugeordnet. Diese werden bei
der Auswertung danach eingeteilt, ob sie ein Signal zeigen, d.h. ob eine kom-
plementdre RNA in der Probe vorhanden war (present, P) oder nicht (absent,
A). Die Vergleiche verschiedener Gewebe erfolgten auf Ebene der GenelDs, da
es vorkommen kann, dass probesets der gleichen GenelD unterschiedlich mit
P und A Klassifiziert sind. In die Analysen gingen alle GenelDs ein, fir die
mindestens ein probeset ein Signal (P) zeigt. Verglichen wurden verschiedene
,Gewebszustande“ (Zelllinie und Tumor bzw. Tumor und Normalgewebe des-
selben Patienten), die RCC-Tumorgewebe verschiedener Individuen sowie zwei
Zelllinien mit unterschiedlichem Ursprungsgewebe.

Abbildung [3:28] zeigt das Ergebnis dieser Vergleiche. In jedem der betrach-
teten Gewebe zeigten zwischen 15000 und 20000 probesets ein Signal. Dies
entspricht der Expression von 9000 und 12000 Genen. Alle Vergleiche zeigen
sehr deutliche Uberlappungen und nur wenig ,spezifisch exprimierte Gene.
Die Uberschneidungen liegen stets zwischen 80 und 90%.

3.3.1.3. Zusammenfassende Betrachtung

Insgesamt scheinen sich verschiedene Gewebe auf Ligandom-Ebene stérker zu
unterscheiden als auf Transkriptom-Ebene. Diese Beobachtung kann vorldu-
fig jedoch lediglich als Tendenz gewertet werden, da die Ligandenzahlen die
Aussagekraft der Ligandom-Analysen erheblich einschrianken. Einige Verglei-
che weisen bereits jetzt darauf hin, dass die Uberschneidungen mit zunehmen-
der Zahl bekannter Liganden ebenfalls wachsen werden. Der Untersuchung von
HLA-Peptid-Repertoires sind zum jetzigen Zeitpunkt nur die abundantesten Li-
ganden zugénglich. Im Rahmen einer Analyse konnen im besten Fall mehrere
Hundert Sequenzen bestimmt werden; das HLA-Ligandom einer einzigen Zelle
besteht jedoch vermutlich bereits aus einigen Zehntausend Peptiden. Genauere
Aussagen erfordern systematische Vergleiche verschiedener Gewebe beispiels-
weise tiber den dNIC- oder den DDIS-Ansatz, wie dies im Fall des HLA-B44-
Supertyps schon erfolgt ist.
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RCC068_ZL

RCCO099_N

820 1205

1805 1300

RCCO068_T RCC099_T
(a) Zelllinie und Tumor eines Patien- (b) Tumor und Normalgewebe eines
ten Patienten
RCC099_T
651 RCC068_ZL
2312

2339 1105

RCC068_T LCL721.45

(c) RCCs von zwei Patienten (d) Zwei Zelllinien

Abbildung 3.28.: Uberlappung der Transkriptome verschiedener Gewebe. @
und @ verschiedene ,,Gewebszustiande*; verschiedene Individuen; @
verschiedene Urspungsgewebe
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Abzuwarten bleibt, ob sich das unterschiedliche Ausma8 der Uberlappung
verschiedener Gewebe auf Transkriptom- und Ligandomebenein zukiinftigen
Experimenten bestétigt. Dies ist auf Grundlage des bisherigen Wissensstandes
zu allerdings erwarten. Beispielsweise haben [Weinzierl et al.| (2007)) festgestellt,
dass keine Korrelation zwischen Transkriptom und Ligandom besteht. Die An-
zahl exprimierter Gene liegt ebenfalls im erwarteten Bereich, die Uberlappung
zwischen verschiedenen Geweben ist jedoch relativ grofi. Bei der Analyse der
Transkriptome zweier Zelllinien stellten [Jongeneel et al.| (2003)) fest, dass die
Anzahl von in einer oder beiden Zelllinien exprimierten Genen zwischen 10000
und 15000 lag. Davon kamen 8500 in beiden vor, wahrend 6000 spezifisch fiir
eine der Linien waren.

Insgesamt sind eher wenige gewebsspezifische Proteine und damit auch HLA-
Liganden zu erwarten. So kalkulierte Denis Hochstrasser wiahrend des Work-
shops Proteomics: From Technologies to Targets and Biomarkers des Naturwis-
senschaftlichen und Medizinischen Instituts an der Universitat Tiibingen (NMI)
im Februar 2006: Von 23000 menschlichen Genen werden maximal 18000 in
einer Zelle transkribiert. Davon werden etwa 2500 konstitutiv exprimiert (hou-
sekeeping genes) und 2000 sind fir die Sekretion bestimmt. Die verbleibenden
13500 Gene kommen als zelltypspezifische Gene in Frage. Geht man von unge-
fahr 320 Zelltypen im menschlichen Korper aus, so ergeben sich durchschnittlich
42 | spezifische* Gene pro Zelltyp.

Das HLA-Ligandom kann mehrere Peptide aus demselben Gen enthalten.
Auch verschiedene Isoformen und posttranslationale Modifikationen, die mog-
licherweise zelltypspezifisch vorkommen kénnen, tragen zur Diversitat des Pep-
tidrepertoires bei. Daher ist durchaus mit zelltypspezifischen Liganden zu rech-
nen. Ob sie auch gefunden werden, héngt ab von ihrer Abundanz sowie dem
technischen Fortschritt in der Analytik insgesamt und speziell bei der Charak-
terisierung posttranslational modifizierter Peptide.

Fiir die klinische Anwendung haben die Fragen nach dem Vorkommen spezifi-
scher HLA-Liganden und der Uberlappung der HLA-Ligandome verschiedener
Patienten grofle Bedeutung. So sollten fiir Peptidvakzinierungen nur tumor-
spezifische HLA-Liganden verwendet werden. Zeigen diese aulerdem noch in-
terindividuelle Unterschiede, wiirde dies unter anderem bedeuten, dass auch
RCC-Patienten nicht mit denselben Peptiden geimpft werden kénnen, obwohl
sie an derselben Krebsart erkrankt sind. Diese kostspielige und aufwandige
patientenspezifische Behandlung kénnte hingegen umgangen werden, falls sich
HLA-Liganden finden lassen, die z.B. auf allen Tumoren eines Gewebes oder
sogar auf allen Tumoren von Patienten mit einem bestimmten HLA-Allel pra-
sentiert werden. Folglich wird die Frage nach der Gewebsspezifitit die Zukunft
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der Immuntherapie entscheidend pragen.

3.3.2. Allotypische Peptide

Im Rahmen der 2nd Conference of the Consortium for Post-Genome Science
(CPGS) ,Genomes to Systems* (Manchester, 2004) schlug Ruedi Aebersold die
Verwendung proteotypischer Peptide zur Identifizierung sowie Quantifizierung
von Proteinen vor (Ellis et al., |2004). Proteotypische Peptide sind experimen-
tell bevorzugt beobachtbare Peptide, die ein Protein oder eine Proteinisoform
eindeutig identifizieren. Sie konnten insbesondere dazu beitragen, die Strate-
gien von Algorithmen fiir die Proteinidentifizierung anhand von MS-Daten zu
verbessern (Kuster et al., 2005). Ein Peptid wird als proteotypisch bezeichnet,
wenn es in mehr als 50% aller Identifikationen des entsprechenden Proteins
mittels eines bestimmten experimentellen Systems beobachtet wird (Mallick
et al., |2007).

In Analogie zu den proteotypischen Peptiden werden allotypische Peptide als
die Peptide definiert, die dominant im Peptidrepertoire eines MHC-Allotyps
vorkommen und in den meisten Quellen, die dieses Allel exprimieren, detek-
tierbar sind (Hillen und Stevanovic, [2006)).

Die Suche nach allotypischen Peptiden wurde auf die Allele HLA-A*02 und
-A*03 beschriankt, zwei der drei haufigsten HLA-Allele innerhalb der kauka-
sischen Population (Cao et al.; 2001)). AuBlerdem sind diese beiden Allele mit
mehr als 500 bzw. 250 bekannten natiirlichen Liganden bislang am besten cha-
rakterisiert. Mit Hilfe der internen HLA-Liganden-Datenbank wurden zunéchst
potentiell allotypische Peptide bestimmt, die bereits auf einer erheblichen An-
zahl an Sources detektiert worden waren und die im Folgenden noch gezielter
analysiert wurden (Tabelle .

Dazu wurden als Erstes die 42 HLA-A*02% und 18 HLA-A*0201" bzw. 24
HLA-A*03" und 2 HLA-A*0301" Sources im Hinblick auf ihre Eignung fiir
die Untersuchung auf allotypische Peptide analysiert. Es wurden im weiteren
Verlauf nur solche Sources beriicksichtigt, die folgende Kriterien erfiillen:

1. Bei der Immunprézipitation zur Isolierung der HLA-Liganden wurden
o«HLA-Klasse-I-Antikérper (W6/32, BB7.2, GAP-A3) verwendet und mit
den Eluaten wurden MS-Messungen durchgefiihrt.

2. Die Messungen wurden als LC-MS/MS-Experimente durchgefithrt und

nicht durch andere Verfahren wie Nanospray, um die Vergleichbarkeit der
experimentellen Systeme zu gewéahrleisten.
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Tabelle 3.15.: Kandidaten fiir allotypische Peptide

A*02 [M+2H]*T A*03 [M+2H]**
AIVDKVPSV 464,30 KIADRFLLY 569,91
ALSDHHIYL 534,81 KLLNYAPLEK 594,92
ILMEHIHKL 567,33 QIFVKTLTGK 567,91
LLIENVASL 486,30
NLLPKLHIV 523,82
TLSDLRVYL 540,31
VLIPKLPQL 510,87
YLLPAIVHI 519,81
100 y7
R 897,65
129,14
S y1 y8
bol 182,11 1010,74
5 ar2+ ADRFLL
= 408,84 fgsiz IADRFL
y2 ADRFL 71653 b7
b2 295.23 IADRF~ y5 84464 g
242,23 603,43 711,55 95773
0 I{ i “.
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(a) KIADRFLLY, HLA-A*03

m/z

Abbildung 3.30.: Referenzspektrum fiir die Suche nach allotypischen HLA-
A*03-Peptiden. Um schnell und einfach festzustellen, ob ein Fragmentspek-
trum mit dem richtigen m/»-Wert auch das gesuchte Peptid ist, werden Re-
ferenzspektren verwendet.
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3. Die Messeinstellungen lagen innerhalb der iiblichen Parameter.
4. Die Dateien sind technisch einwandfrei.

5. Die HLA-Liganden-Datenbank enthélt mindestens zehn HLA-Klasse-I-
Liganden, um zu gewahrleisten, dass eine Klasse-I-Auswertung in ausrei-
chendem Mafle durchgefiithrt worden ist. Andernfalls kann die Detektion
zumindest einiger allotypischer Peptide kaum erwartet werden.

Zur Suche nach allotypischen Peptiden wurden schlieflich 26 HLA-A*02"
Sources und 11 HLA-A*03" Sources verwendet (Tabelle . Die zugehori-
gen Messdaten wurden gezielt anhand der m/z-Werte und der bekannten Frag-
mentierungsmuster nach den potentiell allotypischen Peptiden durchsucht (Ab-
bildung , sofern diese nicht schon im Rahmen der tiblichen Auswertung
gefunden worden waren.

Die Tabellen und zeigen das Ergebnis dieser erneuten, systemati-
schen Analyse bereits vorhandener MS-Daten. Fiir jedes der potentiellen allo-
typischen Peptide ist die Anzahl der Sources angegeben, auf denen es detektiert
wurde, sowie die daraus berechnete Dominanz. Diese ergibt sich aus dem Ver-
héltnis der Sources mit Detektion zur Gesamtzahl der betrachteten Sources . Es
zeigt sich, dass es sich bei den meisten der analysierten Peptide tatsiachlich um
allotypische Peptide handelt, die in mindestens 50% der Sources detektierbar
sind. Lediglich die HLA-A*02-prasentierten Peptide ALSDHHIYL und LLIEN-
VASL erreichen die 50%-Schwelle nicht. Dies konnte sich jedoch in Zukunft mit
der Analyse weiterer A*02" Sources dndern.

Umgekehrt zeigt die Analyse auch, dass die Detektion allotypischer Pepti-
de sogar erwartet werden kann. In jeder der HLA-A*02" Sources wurden im
Durchschnitt fiinf der acht untersuchten Peptide gefunden (Median =5, Mittel-
wert =5). Bei den HLA-A*03" Sources ist dies noch deutlicher. Hier wurden
meist alle drei der untersuchten Peptide detektiert (Median = 3, Mittelwert
= 2.4). Vermutlich begiinstigen die in HLA-A*03-Liganden haufiger vorkom-
menden basischen Aminosiuren eine Detektion gegeniiber den hydrophoberen
HLA-A*02-Peptiden durch eine effizientere Ionisierung.

Zu erwahnen ist, dass auch in Sources , die die oben genannten Kriteri-
en nicht erfiillen, allotypische Peptide gefunden wurden. Beispielweise wur-
den fiir HUVEC188 und SCC90 weniger als zehn HLA-Klasse-I-Peptide detek-
tiert, in beiden Féllen ist aber YLLPAIVHI darunter. Fiir die ersten analy-
sierten RCC-Gewebe wurde noch die Nanospray-Methode verwendet, bei der
HPLC-Fraktionen offfine und manuell im Massenspektrometer gemessen wur-
den. Trotz der unterschiedlichen Methodik wurden auch hier einige der al-
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Tabelle 3.16.: Sources fiir die Suche nach allotypi-
schen Peptiden

A*027 A*037
Awells® AMLO03
B-LCL 166 CCA172_ T
CCA172_ T HO301*
CML85% MZ7

DEM? NCh359
HeLa P83.30 RCC098 T
Huvec 166 RCC100_N
Jy? RCC100_T
LCL721.45% RCC115_ T
RCC026_7ZL* RCC135 T
RCCO068_ZL RCC211_T
RCC099 N

RCC099_T

RCC100_N

RCC100_T

RCC110_N

RCC110_T

RCC115_ T

RCC116_T

RCC119_ T

RCC130_ T

RCC135_T

RCC263 T

RCC2733_ZL

RCC399 T

? feintypisiert mit HLA-A*0201 bzw. HLA-A*0301
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Tabelle 3.17.: Dominanz allotypischer Peptide

HLA- Peptid Detektionen Dominanz [%)]

A*02 YLLPAIVHI 20 76.9
VLIPKLPQL 18 69.2
NLLPKLHIV 17 65.4
AIVDKVPSV 16 61.5
TLSDLRVYL 14 53.8
ILMEHIHKL 15 57.7
ALSDHHIYL 12 46.2
LLIENVASL 12 46.2

A*03 KIADRFLLY 8 2.7
KLLNYAPLEK 8 72.7
QIFVKTLTGK 7 63.6

lotypischen Peptide gefunden. Ein anderes Beispiel ist AMLO04, fiir das eine
A*03-negative Typisierung eigentlich bekannt ist. Im LC-MS/MS-Experiment
wurden alle drei der allotypischen HLA-A*03-Peptide gefunden. Daher ist es
hochst wahrscheinlich, dass die gemessene Probe entweder gar nicht von AML04
stammte oder die Typisierung nicht zu AML04 gehort. Auch auf einer Maus-
zelllinie, die mit humanem TAP sowie HLA-A*03 transfiziert ist, wurden alle
allotypischen HLA-A*03-Peptide gefunden.

Unterschiedliche Erndhrungszustande, wie beispielsweise durch Mangelmedi-
um oder Rapamycin induzierte Autophagie, scheinen die Prasentation alloty-
pischer Peptide kaum zu beeinflussen (Miiller} |2008). ATIVDKVPSV, ALSDH-
HIYL, ILMEHIHKL und YLLPAIVHI konnten beispielsweise in allen Féllen
bei der Awells-Zelllinie gefunden werden. Experimente mit differentieller Modi-
fizierung haben gezeigt, dass diese Peptide unter allen Bedingungen im Rahmen
der Messgenauigkeit gleich stark présentiert werden . Dies weist wiederum auf
eine umfassende Eignung zur Charakterisierung von HLA-Allotypen hin.

Auch die Transfektion von Zellen scheint die allotypischen Peptide an der Zel-
loberfliche nicht deutlich zu beeinflussen. In Eluaten von mit Survivin trans-
fizierten Awells-Zellen wurden alle der hier betrachteten Kandidaten fiir al-
lotypische Peptide gefunden. Zellen, deren Antigenprozessierung gestort ist,
prasentieren allotypische Peptide jedoch wie erwartet nicht mehr. So konnte
auf der TAP1/2-deletierten Zelllinie LCL721.174 keines der acht HLA-A*02-
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Tabelle 3.18.: Detektion allotypischer Peptide in verschiedenen Sources
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Kandidaten-Peptide gefunden werden.Dies weist darauf hin, dass alle acht iiber
den klassischen TAP-abhéngigen Antigenprozessierungsweg présentiert wer-
den.

Beim Vergleich von Tumor- und Normalgewebe von RCC099 und RCC100 —
beide A*02" und A*03% — oder des A*02T RCC110 (Weinzierl et al.l 12007)
wurden von den detektierten allotypischen Peptiden (Abbildung bis auf
eines alle im Rahmen der Messgenauigkeit etwa gleich stark prasentiert. Die
einzige Ausnahme bildet ALSDHHIYL aus Aldolase A, das im Tumorgewebe
von RCC099 T 10-fach und von RCC100 T sowie RCC110_T 4- bis 5-fach
iberprasentiert wurde. Aldolase A wird vor allem wéhrend der embryonalen
Entwicklung und spéter auch im adulten Muskelgewebe exprimiert. Bei ver-
schiedenen Krebsarten wurde eine Uberexpression von Aldolase A beobachtet
(Asaka et al., |[1994), darunter auch RCCs (Unwin et al., |2003), fir die Aldola-
se A im Serum als Biomarker vorgeschlagen wurde (Takashi et al., |1993; |Zhu
et al.| [1991).

Zusammenfassend ist das Konzept der allotypischen Peptide auf HLA-Ligan-
den gut anwendbar. Es erméglicht die Typisierung von Zelllinien und Geweben
allein anhand der gefundenen Peptide. In Zukunft sollte die systematische Ana-
lyse allotypischer Peptide auch auf andere HLA-Allele wie HLA-B*1801 und
-B*4402 ausgeweitet werden. Eine entscheidende Frage ist auch, ob die alloty-
pischen Peptide stets in dhnlicher Menge auf der Zelloberfléche prasentiert wer-
den. Dies konnte beispielsweise durch differentielle Modifizierung verschiedener
HLA-A*02" Sources untersucht werden. Sollte sich diese Hypothese bestétigen
lassen, waren die allotypischen Peptide nicht nur Marker fiir ihren jeweiligen
HLA-Allotyp, sondern konnten auch als interne Standards fiir markierungsfreie
Quantifizierungen dienen.

Moglicherweise iibernehmen diese Peptide bei der Présentation des Selbst
an der Zelloberfliche noch eine besondere Funktion. So wurde bei M&usen
gezeigt, dass verschiedene Ly49-Rezeptoren auf NK-Zellen spezifisch fir be-
stimmte MHC-Allele oder -Supertypen sind. Aulerdem ist die Interaktion von
Ly49I mit H2-K¢ sogar abhéngig vom gebundenen Peptid, da nur mit zwei von
fiinf getesteten Peptiden eine Bindung beobachtet wurde (Hanke et al.| [1999;
Lavender und Kanel, |2006]).

Beim Menschen wurde fiir den inhibitorischen NK-Zell-Rezeptor KIR3DL2
gezeigt, dass er spezifisch mit HLA-A3 und -All interagiert und dass diese
Wechselwirkung peptidspezifisch ist (Hansasuta et al., [2004). Eine Peptidspe-
zifitdt konnte auch bei der Inhibition der lytischen Funktion von NK-Zellen
durch HLA-Cw*0304 oder HLA-B*2705 festgestellt werden (Malnati et al.)
1995} |Zappacosta et al.l [1997), wobei vor allem die Positionen 7 und 8 des

138



3.3. Analyse von HLA-Ligandomen nach Gesichtspunkten der Proteomik

Peptids eine wichtige Rolle spielen (Mandelboim et al. [1997; Peruzzi et al.|
1996]).

Moéglicherweise kann also nur ein limitierter Satz an Peptiden in Verbindung
mit ihrem prasentierenden MHC-Molekiil von bestimmten NK-Zell-Rezeptoren
erkannt werden und so die Funktion dieser Zellen beeinflussen.

Eine weitere denkbare biologische Funktion allotypischer Peptide kénnte die
Selektion sich entwickelnder T-Zellen im Thymus sein, die zur sogenannten zen-
tralen Toleranz fithrt. Vorlauferzellen aus dem Knochenmark erreichen iiber den
Blutstrom den Thymus, wo sie zunéchst in den Cortex einwandern, um dort zu
proliferieren. Kénnen diese doppelt-negativen Thymocyten (CD4~ CD87) ihre
T-Zell-Rezeptor-Gene erfolgreich umordnen, gehen sie ins doppelt-positive Sta-
dium iiber (CD4" CD8™). Sie sind auf Uberlebenssignale angewiesen, die durch
die Interaktion ihres T-Zell-Rezeptors mit Selbst-Peptid-MHC-Komplexen auf
corticalen Thymusepithelzellen (cTECs) vermittelt werden (positive Selekti-
on). Die iiberlebenden Zellen werden schlieBlich zu CD4" oder CD8" Zellen,
die dann in die Medulla wandern, wo sie mit DCs sowie epithelialen Zellen
(mTECs) wechselwirken. Ist die Affinitat ihres T-Zell-Rezeptors fiir Selbst-
Peptid-MHC-Komplexe zu hoch, fithrt dies zur Apoptose (negative Selektion).
Die iiberlebenden Zellen verlassen sie schliellich naive T-Zellen den Thymus.

Entscheidend fiir die Selektion ist stets die Wechselwirkung zwischen T-Zell-
Rezeptor und Peptid-MHC-Komplexen. Folglich sind sowohl die Aviditat der
Wechselwirkung als auch das MHC-présentierte Peptidrepertoire von entschei-
dender Bedeutung. Uber die Natur der prisentierten Peptide ist bislang wenig
bekannt. Allotypische Peptide kénnten als abundant und ubiquitir vorhandene
Liganden moglicherweise eine besondere Rolle bei der positiven Selektion spie-
len, aber auch wichtig fiir die negativen Selektion sein. Dies héngt allerdings
davon ab, ob diese Liganden in den entsprechenden APCs tiberhaupt prozessiert
und présentiert werden, da die Antigenprozessierung in diesen Zellen nicht un-
bedingt der in der Peripherie entspricht (Murata et al |2007). Aulerdem birgt
eine Beteiligung von in der Peripherie vorkommenden Peptiden an der positiven
Selektion das Risiko, dass T-Zellen entstehen, die mit Selbst-Peptiden kreuz-
reagieren und so zu Autoimmunitéit fithren kénnen. Die Frage, ob im Thymus
Peptide vorkommen, die in der Peripherie abundant préasentiert werden, ist also
duflerst interessant und sollte Gegendstand zukiinftiger Untersuchungen sein.
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3.3.3. Ligandenreiche Quellproteine
3.3.3.1. Analyse der Quellproteine des HLA-B44-Supertyps

BLAST-Suchen ergaben, dass das HLA-Ligandom des HLA-B44-Supertyps von
mehr als 500 verschiedenen Quellproteinen abstammt. Aus 75 dieser Proteine
entsteht mehr als nur ein einziges Peptid. Tabelle zeigt einige Beispiele.
So stammen drei verschiedene HLA-B*4001-restringierte Peptide aus MYL6
(myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and non-muscle). Eines da-
von wurde auch auf HLA-B*4901 gefunden. Auf HLA-B*4901 und HLA-B*4402
werden auflerdem weitere Langenvarianten gezeigt, wahrend HLA-B*1801 ein
vollig anderes Peptid préasentiert. Im Fall von VIM (vimentin) werden sechs
ganz unterschiedliche Peptide sowie eine verlangerte Variante auf sechs ver-
schiedenen Allotypen préasentiert. Fiinf Liganden aus SPTBN1 (spectrin, beta,
non-erythrocytic 1) und vier aus TLN1 (talin 1) werden jeweils von vier Mit-
gliedern des Supertyps an der Zelloberfliche gezeigt.

Im Idealfall sollte eine Zelle zumindest ein Peptid aus jedem ihrer Proteine
oder sogar Proteinisoformen an ihrer Oberflédche présentieren, um sicherzustel-
len, dass jegliche Anderungen in ihrem Inneren von T-Zellen entdeckt werden
kénnen. Die verschiedenen Allotypen des gleichen Supertyps scheinen dabei
nicht notwendigerweise den oder die gleichen Liganden fiir das gleiche Prote-
in zu verwenden, denn ihre Peptidrepertoires iiberlappen kaum. Stattdessen
prasentieren die verschiedenen Allotypen ganz unterschiedliche Peptide, auch
wenn alle zum gleichen Supertyp-Motiv passen. Es gibt sogar einige Beispiele
wie AEFKEAFQL(F), das von HLA-B*4001 und -B*4402 in verschiedender
Lange prasentiert wird. Vermutlich zeigt sich darin eine Anpassung der Ligan-
den an die allotypspezifischen Vorlieben fiir den C-Terminus.

3.3.3.2. Abundante Quellproteine

Zu iiberpriifen war, ob ein Zusammenhang zwischen der Abundanz eines Prote-
ins auf der einen und der Anzahl oder Haufigkeit daraus abstammender Ligan-
den auf der anderen Seite besteht. Dazu wurde in der internen Datenbank nach
Peptiden aus Proteinen gesucht, die in der Literatur als besonders reichlich in
der Zelle vorhanden beschrieben sind.

Eine Zelle enthilt etwa 2x10° Molekiile von etwa 23000 verschiedenen Pro-
teinen (Yewdell et al. [2003). Mit 10® Kopien pro Zelle kommt Ubiquitin (Ge-
nelD 7314) besonders haufig vor (Yewdell, 2001)). Zu den abundanten Spezies
gehoren auBerdem HSC70 und Ribosomen mit je 107, das Chaperon TRiC
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(TCP-1-containing ring complex) mit 2x10°, das Proteasom mit 2x10° sowie
HLA-Klasse-I-Molekiile mit 10° Kopien pro Zelle (Yewdell, 2001).

Aus all diesen Proteinen stammen viele verschiedene HLA-Liganden ab, die
auf unterschiedlichen HLA-Allelen auf einer Vielzahl von Sources prasentiert
werden (Tabelle [3.20). Die Abundanz von Proteinen scheint also eine gewisse
Rolle bei der Peptidpréasentation zu spielen. Allerdings ist die hier betrachtete
Stichprobe noch viel zu klein fiir generelle Aussagen.

Tabelle 3.20.: HLA-Liganden aus abundanten Proteinen. Die Tabelle
zeigt verschiedene abundante Quellproteine mit der Anzahl an gefun-
denen Liganden und présentierenden Allelen sowie den Sources, von
denen sie isoliert wurden. In einigen Féllen sind die Quellproteine zu
Gruppen (diverse GenelDs) zusammengefasst, von denen der haufigste
Vertreter nochmals einzeln aufgefiihrt ist.

GenelD Peptide HLA-I-Allele Sources

Ubiquitin 7314 8 7 26
ribosomale Proteine 74 div. 149 34 80
RPS16 6217 5 4 10
proteasomale Proteine 22 div. 32 21 43
PSME3 10197 4 5 13
PSMD2 5708 5 4 5
MHC-I, A/B/C 3105-7 37 19 51
chaperonin  containing 6 div. 18 11 20
TCP1 subunits
CCT8 10694 6 6 7
HSC70 3312 7 9 11
heat shock-Proteine 13 div. 29 19 32
HSP90AA1 3320* 5 4 7
HSP90AB1 3326* 9 6 11

24 Peptide konnen sowohl aus 3320 als auch aus 3326 stammen.

3.3.3.3. Umsatzraten von Quellproteinen

Ein Grof3teil der HLA-préasentierten Peptide wird vermutlich nicht aus abun-
danten Proteinen, sondern aus Proteinen mit hohe Umsatzraten (Milner et al.)
2006) generiert. Die intrazelluldre Proteolyse von Proteinen und somit deren
Umsatz und Halbwertszeiten hdngen dabei von vielen Faktoren ab. Dazu geho-
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ren zundchst der betrachtete Zelltyp sowie die Oberflichenhydrophobizitét, die
N-terminale Aminoséure, bestimmte destabilisierende Doménen oder Motive
und posttranslationale Modifikationen wie die Ubiquitinierung (Bohley} [1996).
Um Einblicke in den Zusammenhang zwischen der Halbwertszeit eines Prote-
ins auf der einen und den daraus abstammenden HLA-Liganden auf der anderen
Seite zu gewinnen, wurden in der Literatur beschriebene Proteine entsprechend
ihrer Halbwertszeiten (HWZ) in vier Gruppen eingeteilt: 1. Proteine mit sehr
hohem Umsatz (HWZ < 1h); 2. Proteine mit hohem Umsatz (HWZ 1-24h);
3. Proteine mit niedrigem Umsatz (HWZ 1-5d); 4. Proteine mit sehr niedri-
gem Umsatz (HWZ >5d). Fiir jedes Protein wird dann die Anzahl bekannter
natiirlicher HLA-Klasse-I-Liganden aus der Datenbank ermittelt.
Abbildungzeigt die Verteilung der Quellproteine auf die vier Gruppen
entsprechend Anhang Hierbei wurden jedoch einige Quellproteine wie
die verschiedenen Actine zusammengefasst, da die HWZ fiir die individuellen
Actine nicht bekannt sind. Da zu diesen Quellproteingruppierungen mehrere
Mitglieder gehoren, kénnen daraus auch mehr Peptide stammen. Daher zeigt
Abbildungdie Verteilung der Quellproteine auf die verschiedenen HWZ-
Gruppen, allerdings ohne die gruppierten Proteine. Auf den ersten Blick ist
bereits festzustellen, dass sich die vier HWZ-Gruppen kaum unterscheiden.
Zumindest mit den wenigen hier betrachteten Proteinen und der vorliegenden
Einteilung zeigt sich kein Einfluss der HWZ auf das HLA-Ligandom.

3.3.4. Zusammenfassung und Ausblick

Insgesamt haben sich die Konzepte der Proteomanalyse auch fiir die Unter-
suchung von HLA-Ligandomen als angemessen erwiesen. Wie in der Proteo-
mik spielt die Suche nach gewebsspezifischen Biomarkern auch in der HLA-
Ligandomik eine wichtige Rolle — besonders auch im Hinblick auf ihre klinische
Anwendung in Diagnose und Therapie. Fiir HLA-A*02 und -A*03 konnten be-
reits einige spezifische Marker-Peptide, die allotypischen Peptide, definiert wer-
den. Diese sind auch fiir andere Allotypen zu erwarten; ihre Charakterisierung
erfordert viele weitere Untersuchungen.

Bei den Quellproteinen der HLA-Liganden zeigt sich, dass verschiedene Al-
lotypen nicht dasselbe Peptid aus demselben Protein prasentieren, sondern in
Anpassung an ihr jeweiliges Peptidmotiv ganz verschiedene Liganden. Auch
gibt es Quellproteine, aus denen besonders viele HLA-Liganden stammen. Fi-
nige dieser Proteine gehoren zu den abundantesten in der Zelle. Ein Einfluss
der Halbwertszeit ist hingegen bislang nicht festzustellen.

Allerdings stellen die bisherigen Analysen nur den ersten Versuch einer An-
wendung der Proteomik-Konzepte auf die HLA-Ligandomik dar. Sie weisen
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Abbildung 3.31.: HLA-Liganden aus Proteinen mit unterschiedlicher HWZ. Fiir
verschiedene Proteine, die jeweils einer bestimmten Klassen zugeordnet wer-
den, ist die Anzahl n der aus ihnen abstammenden Liganden dargestellt. Die
Boxplots zeigen folgende Daten: O gibt den Mittelwert an, — den maxima-
len bzw. minimalen Wert. Die Box markiert das Intervall, innerhalb dessen
50% der Datenpunkte um den Mittelwert liegen. Die Whisker umfassen den
Bereich zwischen 5% und 95% der Datenpunkte. Links neben jeder Box sind
zusétzlich die einzelnen Datenpunkte gezeigt. Es wird zwischen vier Klassen
von Proteinen unterschieden: KL1 (HWZ <1h), KL2 (HWZ 1-24h), KL3
(HWZ 1-5d), KL4 (HWZ >5d). Bei KL3 ist in [(b)] ein Datenpunkt mit dem
Wert 10 nicht im Diagramm enthalten, er ging jedoch in die Berechnung des
Boxplots ein.
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zwar deutlich auf die Ubertragbarkeit der Konzepte hin, sind aber bislang durch
die im Vergleich zur Proteomik geringe Datenlage in ihrer Aussagekraft be-
schrankt. Zukiinftige technische Entwicklungen, die besonders auch durch die
intensive Forschung in der Proteomik angetrieben werden, kénnen hoffentlich
zur Erweiterung der Datenlage beitragen und somit tiefergehende, systemati-
sche Analysen erlauben.

3.4. Bedeutung der HLA-Ligandom-Analyse fiir die klinische
Anwendung

Die Charakterisierung von HLA-Liganden ist Voraussetzung fir viele klinische
Anwendungen. Aufgrund ihrer Identifizierung auf molekularer Ebene mittels
Massenspektrometrie ist bereits sicher, dass sie — im Gegensatz zu vorhergesag-
ten T-Zellepitopen — in vivo bei der Antigenprozessierung entstehen kénnen und
auch prasentiert werden. Solche Peptide kénnen beispielsweise in der Immun-
therapie eingesetzt werden fiir Stimulation und Expansion spezifischer T-Zellen
vor dem adoptiven Transfer oder fir die Vakzinierung von Krebspatienten.
Auch das Immunomonitoring — also die Detektion bereits vor Therapiebeginn
existierender spezifischer T-Zellen und deren Verfolgung im Verlauf der Be-
handlung — erfordert das Wissen tiber HLA-présentierte Peptide. Aufgrund des
hohen Polymorphismus der HLA-Molekiile spielt dabei die Frage nach der Pro-
miskuitat und Spezifitat der HLA-Liganden sowie der T-Zellepitop-Erkennung
eine entscheidende Rolle. Die Antwort auf diese Frage wird zeigen, ob mogli-
cherweise ganze Bevolkerungsgruppen auf die gleiche Behandlung ansprechen
koénnen oder ob fiir jeden Patienten eine individuelle Therapie erforderlich ist.

Im Folgenden werden daher zunéchst aufgrund ihrer moéglichen Tumoras-
soziation interessante Peptide auf ihr Potential getestet, tumorspezifische T-
Zellantworten in Patienten zu induzieren. Auflerdem wird die Frage nach der
Promiskuitat der T-Zellepitop-Erkennung innerhalb des HLA-B44-Supertyps
umfangreich analysiert.

3.4.1. Kandidaten fiir Peptidvakzinierungen

Zwei Peptide, die bereits mittels MS auf molekularer Ebene in Eluaten von
HLA-A*02" Krebszelllinien detektiert worden waren (Hillen, 2004) (Tabelle
, sollten nun auf eine Eignung als T-Zellepitope fiir Peptidvakzinierungen
von Tumorpatienten hin tberprift werden.
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Tabelle 3.21.: T-Zellepitopkandidaten aus potentiellen Tumorantigenen

Stimulationen
Sequenz HLA GenelD Gensymbol Position aAPCs DCs
LLDPGEHYC A*0201 9180 OSMR 971-979 nein ja
GLNEEIARV A*0201 10403 NDC80 330-338 ja ja

OSMR Das Peptid LLDPGEHYC aus dem OSMR (oncostatin M receptor)
wurde bei LC-MS/MS-Experimenten in einem HLA-Peptid-Eluat von HeLa
P83.30-Zellen gefunden (Hillen, |2004). Die urspriingliche HeLa-Zelllinie war
zu anderen Zwecken mit HLA-A*0201 und einem Teil des Proteins MSP1 des
Malaria-Erregers Plasmodium transfiziert worden und wies aufler HLA-A*0201
kaum endogene HLA-Expression auf (Idler, [2004).

OSMR bildet mit gp130 als Heterodimer einen OSM-Rezeptorkomplex (Typ-
II-OSM-Rezeptor), der durch Oncostatin M (OSM) aktiviert wird (Mosley
et al., 11996). OSM ist ein Mitglied der IL-6-Familie der Cytokine, das an die
gp130-Untereinheit bindet und von Monocyten sowie aktivierten T-Zellen se-
zerniert wird. In bestimmten Zellen kann es Proliferation induzieren (Fibro-
blasten, Kaposi-Sarkom, glatte Muskelzellen), wihrend es beispielsweise das
Wachstum von Brustkrebs- oder Melanomzelllinien inhibiert (Liu et al., |1998).
Metastasierende Melanomzelllinien unterdriicken daher die OSMR-Expression
durch epigenetische Mechanismen (Lacreusette et al., |2007). OSMR-mRNA
wird vor allem in Nervenzellen sowie Fibroblasten-, epithelialen und Tumor-
zelllinien exprimiert (Mosley et al}|1996)). Immunhistochemisch wurde gezeigt,
dass sowohl OSM als auch OSMR in vielen Ovarialkarzinomen exprimiert wer-
den, was bei diesem Tumortyp moglicherweise eine autokrine Schleife darstellt
(Savarese et al., |2002). Verstarkte OSMR-Expression kann auch bei vielen Zer-
vixkarzinomen festgestellt werden, die mit einer ungiinstigeren Prognose fiir die
Patientinnen zusammenhéngt (Ng et al., [2007)). Dazu passt die Tatsache, dass
es sich bei der HeLa-Zelllinie, auf der das Peptid aus OSMR entdeckt wurde, um
eine Zervixkarzinomzelllinie handelt. Eine 16sliche Form von OSMR, (sOSMR)
wird von bestimmten Tumorzelllinien exprimiert, wodurch sie sich vielleicht vor
den statischen Auswirkungen von OSM durch dessen Neutralisation schiitzen
(Diveu et al.| [2006]).

Die Expressionsdaten der Arbeitsgruppe Stevanovié¢ zeigen, dass das Prote-
in OSMR in den meisten Normalgeweben nur wenig exprimiert wird (Abbil-
dung . Lediglich Lunge und Placenta weisen eine leicht erhéhte Ex-
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pression gegeniiber der Niere auf (Lunge 2,5, Placenta 2,1; normiert auf Niere
1,0). Auch in den Eierstocken gibt es keine héhere Expression (0,7). Bei eini-
gen RCC-Patienten (RCC070, RCC073, RCC098, RCC103, RCC130, RCC146,
RCC190) zeigt jedoch das Tumorgewebe gegeniiber dem Normalgewebe eine
stdrkere mRNA-Expression.

Daher wurde das Peptid LLDPGEHYC aus OSMR als potentielles tumoras-
soziiertes T-Zellepitop in Stimulationsexperimenten untersucht.

NDC80 Das Peptid GLNEEIARV wurde bereits auf zwei verschiedenen HLA-
A*02 exprimierenden Krebszelllinien gefunden: RCC068__ZL und HeLaP83.30.
Es entstammt dem Protein NDC80 (NDC80 homolog, kinetochore complex com-
ponent), das auch als HEC (highly expressed in cancer) oder KNTC2 (kine-
tochore associated 2) bekannt ist.

Diese nukleidre Protein wird vor allem wahrend der S- und M-Phase in sich
schnell teilenden Zellen wie beispielsweise Tumorzellen exprimiert, nicht aber
in ausdifferenzierten Zellen. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Chromosomen-
Segregation in der M-Phase des Zellzyklus (Chen et al., [1997) und ist Teil des
Spindel-Checkpoints, der sicherstellt, dass die Trennung der Schwesterchroma-
tiden vor der Zellteilung vollstéandig und korrekt abgeschlossen ist. Ein Defekt
dieses Checkpoints kann zu Fehlern fithren, die zur Tumorgenese beitragen
(Martin-Lluesma et al.|2002)). Fiir Brustkrebs wurde NDCB80 als prognostischer
Biomarker vorgeschlagen (Glinsky et al.| 2005). Durch Depletion von NDC80
mittels RNA-Interferenz konnte in Mausen das Wachstum von Adenocarcino-
men in vivo inhibiert werden (Gurzov und Izquierdo, [2006). Immunhistoche-
misch konnte eine erh6hte NDC80-Expression im Tumorgewebe von Patienten
mit Lungenkrebs (non-small cell lung carcinomas, NSCLC) festgestellt wer-
den, die mit einer schlechteren Prognose einherging. Auch das Wachstum von
NSCLC-Zellen konnte durch Behandlung mit siRNA oder einem NDCS80 blo-
ckierenden Peptid eingeschriankt werden (Hayama et al.l [2006]).

Die Expressionsdaten zeigen eine massiv erhéhte Expression in einigen Tu-
moren wie RCCs und CCAs im Vergleich zum Normalgewebe an (RCC068__T
128,0, RCC068_N 1,4, RCC110_T 27,9, RCC110_N 4,3 u.a.; normiert auf
Niere 1,0) (Abbildung[3:32(a)). In der Zelllinie RCC068_ZL liegt die mRNA-
Expression fast 340-fach iiber der Normalniere. Demgegeniiber kann die ent-
sprechende mRNA in den meisten Normalgeweben nicht einmal detektiert wer-
den. Eine Expression kann nur in Hoden (42,2), Gebarmutterhals (34,3), Spei-
ser6hre (12,1), Lymphknoten (26,0) und Bauchspeicheldriise (2,3) festgestellt
werden.
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Abbildung 3.32.: Relative mRNA-Expression der Gene der Kandidatenpeptide
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Aus diesen Griinden wurde auch das Peptid GLNEEIARV aus NDC80 als
potentielles tumorassoziiertes T-Zellepitop in Stimulationsexperimenten ver-
wendet.

3.4.2. Antigenspezifische Stimulation von CD8" T-Zellen

3.4.2.1. Gewinnung von PBMCs, CD8" T-Zellen und DCs aus gesunden
Spendern

Eine Ubersicht iiber die verwendeten Leukapherisate findet sich in Tabelle
Es wurden zunichst jeweils PBMCs isoliert, wobei die Zahl isolierter Zellen
zwischen 8-10% und 2-10° variierte. Fiir Stimulationen mit artifiziellen antigen-
prasentierenden Zellen (aAPCs) und Dendritischen Zellen (DCs) (L23, L26)
wurden 8108 PBMCs zur Separation von CD8" T-Zellen mittels MACS ver-
wendet, wobei die Ausbeute an CD8" Zellen bei 1-2-10% Zellen lag. Nur bei L25
wurden statt der CD8' T-Zellen PBMCs zur Stimulation mit DCs verwen-
det. Beim Adhérenzschritt zur Anreicherung der Monocyten wurden 3-5-10°
PBMCs eingesetzt. Nach Induktion und Reifung konnten schlielich 1,5-3-107
reife DCs geerntet werden.
Eine Ubersicht iiber die erfolgten T-Zell-Stimulationen bietet Tabelle

Tabelle 3.22.: Leukapherisate fiir Stimulationsexperimente

Stimulation mit

Leukapherisat HLA-Typisierung aAPC DC

L23 A2, B13, B60, Cw6 NDC80 NDCS80

L25 A2 B13, B14, Cw6, Cw8 nein NDC80, OSMR
L26 Al, A2, B7, B8, Cw7 NDC80 nein

3.4.2.2. OSMR-spezifische Stimulation

PBMCs aus L25 wurden mit OSMRg71-979-beladenen DCs in funf Ansitzen
(je 3-10° PBMCs, 5-10° DCs) stimuliert. Neun Tage nach der zweiten Resti-
mulation wurden etwa 40% der Zellen jeder Stimulation mit HLA-A*0201:-
OSMRy71-979-Tetramer gefarbt. Da kein Tetramer mit einer mutierten schwe-
ren Kette (siche zur Verfligung stand, gab es einen hohen unspezi-
fischen Hintergrund. Es konnten keine populationstypischen Ansammlungen
von Tetramer™ Zellen detektiert werden (Abbildung .
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Tabelle 3.23.: Ubersicht {iber die antigenspezifischen T-Zell-Stimulationen

Stimulationen
getestete
Peptide HD-aAPC LD-aAPC DC Leukapherisate
NDC803350-338 7/40 0/80 0/15 L23, L25, L26
OSMRy71-979 — — 0/5 L25
Melan-A 4/4 2/4 — L23, L26

(x 1,000)

ssC
—_—

TITT [ ITT T[T T [ITIT[1
50 100 150 200 250

(x 1,000)

50 100 150 200 250
FSC (x 1,000)

Abbildung 3.33.: Tetramer-Analyse der DC-Stimulation mit OSMRg71_979
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3.4.2.3. NDC80-spezifische Stimulation

Zur NDC80-spezifischen Stimulation der CD8*" T-Zellen wurden sowohl aAPCs
als auch autologe DCs verwendet. Die PBMCs aus L23 wurden auf beide Arten
stimuliert, wihrend bei L25 nur DCs, bei L26 hingegen nur aAPCs zum Einsatz
kamen.

Insgesamt wurden mit NDC80 120 aAPC-Stimulationen mit je 1-10° CD8"
T-Zellen durchgefiihrt. 40 Stimulationen erfolgten mit high density (HD-) aAP-
Cs (Beladung mit 20 nM MHC-Monomer) und 80 mit low density (LD-) aAPCs
(Beladung mit 200 pM MHC-Monomer). Der Vorteil der HD-aAPCs liegt darin,
dass die Zellen oft stérker stimuliert werden und daher auch niederfrequente
antigenspezifische Zellen noch detektiert werden koénnen. Aus Stimulationen
mit LD-aAPCs hingegen kénnen unter Umsténden T-Zellen hoherer Aviditat
gewonnen werden.

L23 Nach der ersten aAPC-Stimulation erfolgten stets noch zwei Restimu-
lationen im Abstand von je einer Woche. Sechs Tage nach der zweiten Resti-
mulation wurden die Zellen mittels Tetramerfarbung analysiert. Aus den Sti-
mulationen der CD8*" T-Zellen von L23 wurden zwei vermutlich positive Re-
aktionen beobachtet (Abbildung [3:34(D)). Beide waren mit HD-aAPCs stimu-
liert worden, wiahrend sich unter den mit LD-aAPCs stimulierten Zellen keine
Tetramer™ Populationen fanden (Abbildung . Leider zeigten die Far-
bungen mit dem HLA-A*0201wt:NDC80-Tetramer einen hohen Hintergrund,
der die Beurteilung der Populationen erschwerte (Abbildung [3.34(a))).

Als Positivkontrolle waren auflerdem je zwei HD- und LD-aAPC-Stimulatio-
nen mit dem HLA-A*0201:MLANA-Tetramer (Melan-A, GenelID 2315, ELA-
GIGILTV) parallel durchgefithrt worden, wobei die HD-aAPC-Anséitze ein-
deutig Tetramert Populationen aufwiesen (Abbildung. ELAGIGILTV
ist ein entsprechend der HLA-A*02-Anker optimiertes Peptidanalog des T-
Zellepitops MLANAgs_35 (EAAGIGILTV), auf das die T-Zellen der meisten
Spender gut reagieren sollten.

Bei den parallel durchgefiihrten zehn DC-Stimulationen der CD8" T-Zellen
von L23 (1-10° CD8™ / Stimulation) wurden die erste Stimulation sowie die ers-
te Restimulation mit peptidbeladenen autologen DCs (5-10° DCs/ Stimulation)
durchgefiihrt, die zweite mit peptidbeladenen autologen PBMCs (2-106 PBM-
Cs/ Stimulation) und die dritte schliefllich nur mit 1pg/ml NDC80-Peptid. Vor
dieser dritten Restimulation wurden etwa 40% der Zellen aus jeder Stimulation
entnommen und nach Tetramerfarbung mittels FACS analysiert. Es konnten
keine Tetramer™ Populationen detektiert werden, da dies durch die starke un-
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spezifische Hintergrundfirbung per se kaum moglich war (Abbildung [3.34(e)).

Unspezifische Hintergrundfarbung Wegen des enormen Hintergrundes wur-
de bei weiteren aAPC-Versuchen statt des HLA-A*0201wt:NDC80-Tetramers
ein HLA-A*0201mut:NDC80-Tetramer fiir die Farbung eingesetzt. Bei diesem
befindet an Position 245 der a-Kette des HLA-Molekiils statt eines Alanins
ein Valin. Dadurch wird die Affinitat der as-Doméne zum CD8-Rezeptor der
Zellen verringert, was zu einer geringeren unspezifischen Farbung fithrt.

Zur Verringerung des Hintergrundes wurde aulerdem die Tetramer-Konzen-
tration bei der Farbung variiert (10 ug/ml, 5ug/ml, 2,5 ug/ml, 1,25 pug/ml).
Dies reduzierte die unspezifische Farbung mit dem HLA-A*0201wt:NDCS80-
Tetramer etwas, hatte jedoch kaum Einfluss auf das HLA-A*0201mut:NDC80-
Tetramer. Daher wurde fiir letzteres wieder die {ibliche Konzentration (5 ug/ml)
an Tetramer bei der Farbung verwendet.

Um die vermuteten Tetramer™ Populationen der beiden HD-aAPC-Stimula-
tionen trotz des Hintergrundes zu verifizieren und die DC-Stimulationen noch-
mals zu uberpriifen, wurde auflerdem eine intrazellulare IFN-v-Farbung in
Kombination mit der Tetramerfarbung durchgefithrt (Abbildung [3.4.2.3)). Es
konnten jedoch keine Tetramer™, IFN-v produzierenden Zellen nachgewiesen
werden. Sowohl die aAPC- wie auch die DC-Stimulationen waren also vermut-
lich nicht erfolgreich. Um dies zu tiberpriifen, wurde die aAPC-Stimulation mit
L26 und der DC-Versuch mit L25 wiederholt.

L25 Die DC-Stimulation von PBMCs aus L25 erfolgte nach dem gleichen
Muster wie die der PBMCs aus L23, bei der Farbung wurde aber das HLA-
A*0201mut:NDC80-Tetramer verwendet. Dadurch gab es praktisch keine un-
spezifische Farbung mehr. Es konnten keine Tetramer™ Populationen in den
Stimulationsanséitzen detektiert werden.

L26 Die aAPC-Stimulationen wurden mit .26 wiederholt. Zum Farben wurde
das Tetramer mit der mutierten schweren Kette verwendet. Wie schon bei den
Stimulationen von L23 konnten positive Reaktionen nur in den HD-aAPC-
Stimulationen festgestellt werden; dieses Mal jedoch erheblich eindeutiger, da
der Hintergrund stark reduziert war (Abbildungen [3.34(f)| und [3.34(g))). Alle
vier Positivkontrollen (2 HD, 2 LD) zeigten deutliche Tetramert Populationen.
Als ex vivo-Kontrollen wurden autologe PBMCs geférbt, die nach der Isolierung
sofort eingefroren worden waren. Es konnten keine antigenspezifischen CD8™"
Zellen detektiert werden.
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Abbildung 3.34.: Tetramer-Analyse der Stimulation mit HLA-A*0201:NDC80
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Abbildung 3.35.: IFN-v-Produktion der mit HLA-A*0201:NDC80 stimulierten
Zellen

Um die Tetramer™ Zellen weiter zu expandieren, wurden am dritten und
siebten Tag nach der zweiten Restimulation die einzelnen Stimulationsansét-
ze mit IL-2 gefiittert. Am elften Tag wurden die finf positiven Stimulationen
vereinigt und mit 5ug/ml NDC80330-335-Peptid spezifisch stimuliert. Zwei Ta-
ge spater wurden zusétzlich bestrahlte PBMCs von fremden Spendern (1116,
1127f| als feeder-Zellen zugegeben, um die Zellen weiter zu expandieren. Da-
mit die Tetramer™ Zellen nicht von unspezifischen Zellen iiberwachsen wiirden,
sollte eine FACS-Sortierung durchgefiihrt werden. Leider war diese Sortierung
aufgrund technischer Beeintrachtigungen nicht erfolgreich und es blieben keine
Zellen fir eine weitere Expansion iibrig.

3.4.3. T-Zellepitop-Erkennung innerhalb des HLA-B44-Supertyps

Schon kleine allelische Unterschiede konnen zu einer starken Alloerkennung fiih-
ren, wie HLA-B*4402 und -B*4403 zeigen (Fleischhauer et al., [1994)). T-Zellen
konnen diese beiden HLA-B*44-Subtypen leicht unterscheiden. Diese Spezi-
fitdt ist vor allem auf unterschiedliche Konformationen des gleichen Peptids
in der Bindungsfurche der beiden Subtypen zuriickzufiihren
. Der Polymorphismus wirkt sich nicht nur auf die T-Zell-Erkennung,
sondern auch auf das Peptidrepertoire aus (Macdonald et all [2003). Auch fiir
die Subtypen des HLA-A2-Supertyps wurden durch den Polymorphismus der
HLA-Molekiile bedingte Anderungen des HLA-Ligandoms festgestellt
. Trotz Zugehorigkeit zum gleichen Supertyp wird also die T-Zell-
Erkennung durch die verschiedenen Allotypen und deren unterschiedliche Pepti-
drepertoires beeinflusst. Dies sollte nun auch fiir den HLA-B44-Supertyp naher

9HLA-Typisierung: 1116: A11, B7, B13; 1127: Al, B8, B55
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untersucht werden.

Ein sehr grofler Teil der Bevolkerung ist mit EBV infiziert. Daher kénnen
EBV-spezifische T-Zellen haufig im IFN-y-ELISPOT beobachtet werden, auch
ohne den Infektionsstatus jedes einzelnen Spenders zu kennen. 130 Spender
wurden mittels IFN-y-ELISPOT auf T-Zellen untersucht, die spezifisch fiir ein
HLA-B*40- und drei HLA-B*44-restringierte Epitope sind (Tabelle . Die
Auswahl der Spender erfolgte zufillig. Einziges Kriterium war die Expression
von genau einem Allel des HLA-B44-Supertyps. Von den insgesamt 240 ELIS-
POTS wurden 188 von Gabor Mester, 36 von Julia Makowski und 16 von Nina
Hillen durchgefiihrt. Tabelle [3:25] und Abbildung [3-36] zeigen das Ergebnis.

In ez vivo-ELISPOTS mit VEITPYKPTW konnten lediglich in HLA-B44™
Donoren T-Zellantworten beobachtet werden. Um spezifische Memory-T-Zel-
len zu vermehren und bestehende, aber schwache Antworten besser sichtbar zu
machen, wurden die folgenden ELISPOTs erst nach einer Prasensitivierung der
PBMCs durchgefithrt. Gegen zwei der drei nach Présensitivierung getesteten
Epitope zeigten sich nur in Donoren mit dem restringierenden Allel Reaktionen.
EENLLDFVRF-spezifische T-Zellen wurden auch in zwei Donoren gefunden,
die nicht das restringierende HLA-B*44 trugen, sondern ein anderes Allel des
Supertyps. Dennoch sind die Unterschiede zwischen Spendern, die positiv oder
negativ fiit HLA-B*44 sind, signifikant (Fisher-Test, P = 6,5-1072).

Tabelle 3.24.: Epitope des HLA-B44-Supertyps fiir den Elispot

Sequenz Protein Position SARB-Wert
AEGGVGWRHW EBNA6 162 - 171 39,00
EENLLDFVRF EBNAG6 281 - 290 12,00
IEDPPFNSL LMP2 200 - 208 0,13
VEITPYKPTW  EBNA4 657 - 666 0,16

Die Beobachtung, dass schon kleine allelische Unterschiede sich auf die T-
Zell-Erkennung auswirken, bestétigt sich also auch fiir den HLA-B44-Supertyp.
Schon die extrem geringfiigige Uberlappung der von den verschiedenen Alle-
len prasentierten Peptidrepertoires hatte dies vermuten lassen . Analy-
sen der CD8"' T-Zellantworten mittels ELISPOT bestétigten diese Hypothese
schlieBlich. Ein HLA-B*40- und zwei HLA-B*44-restringierte Peptide aus EBV-
Proteinen erwiesen sich als immundominant, jedoch nur in Spendern mit dem
passenden Allel des Supertyps. Als immundominant werden T-Zellantworten
gegen ein bestimmtes CMV- oder EBV-Epitop bezeichnet, wenn sie in der
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Tabelle 3.25.: Allotypspezifische Erkennung von EBV-Epitopen durch T-Zellen im IFN-+-ELISPOT. Die
T-Zell-Erkennung von EBV-Epitopen ist stark auf den zugehorigen Allotyp beschriankt.

Anteil der reagierenden unter allen Spendern mit HLA-

Epitop B*18 B*37 B*40 B*41 B*44 B*45 B*47 B*49 B*50 P-Wert
AEGGVGWRHW 0/12 0/ 7 0/12 0/ 3 17/28 0/ 40/ 30/ 6 0/ 3 21.107'°
EENLLDFVRF 0/12 1/ 4 1/12 - 9/28 0/ 4 - 0/ 4 - 651077
IEDPPFNSL 0/ 6 0/10 13/15 - 0/21 - 0/ 20/ 4 - 33107
VEITPYKPTW 0/ 40/ 6 0/ 20/ 2 9/16 0/ 10/ 50/ 30/ 1 1,7:10°*
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Abbildung 3.36.: Allotypspezifische Erkennung von EBV-Epitopen durch T-
Zellen im IFN-v-ELISPOT. EBV-spezifische CD8' T-Zellen wurden entwe-
der ez vivo oder nach Prasensitivierung anhand der IFN-+-Produktion als
Reaktion auf ein HLA-B*40-restringiertes sowie drei HLA-B*44-restringierte
EBV-Epitope in Donoren mit genau einem der neun verschiedenen Antigene
des HLA-B44-Supertyps. Die Donoren wurden jeweils in zwei Gruppen ge-
teilt: solche mit dem restringierenden und solche mit einem der anderen Al-
lele. Fiir jeden Donor ist der MSCI gezeigt (auler MSCI=0). MSCs mit mehr
als 10 Spots (e) sowie 10 und weniger Spots (o) werden unterschieden. Bei
allen getesteten Epitopen gab es signifikant mehr positive T-Zellantworten
in Donoren mit dem restringierenden Allel.
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Mehrzahl der gesunden Spender messbar sind. In keinem der Donoren mit ei-
nem anderen Allel wurden T-Zellantworten beobachtet.

Sidney et al.| (2003)) haben einen SARB (supermotif average relative binding)-
Wert vorgeschlagen als Maf} fiir die Wahrscheinlichkeit, dass ein Peptid auf
den meisten oder sogar allen HLA-Allelen bindet (Sidney et al.,|2003). 13 von
14 Peptiden mit einem SARB-Wert von iiber 10 weisen nach [Sidney et al.
(2003) ein solches degeneriertes Bindungsverhalten auf. In dieser Arbeit jedoch
zeigt selbst ein Peptid mit einem SARB von 39 keine promiskuitive T-Zell-
Erkennung.

3.4.4. Zusammenfassung und Ausblick

Im Hinblick auf ihre klinische Anwendung in der Immuntherapie wurden zwei
vielversprechende, molekular bereits charakterisierte HLA-A*02-Liganden dar-
aufthin untersucht, ob sie T-Zellantworten in vitro induzieren kénnen. Zum jet-
zigen Zeitpunkt ist dies fiir keines der beiden Peptide abschliefend zu beant-
worten.

Fiir weitere OSMR-spezifische Stimulationen sollte ein HLA-A*0201mut:-
OSMRy71-979-Monomer riickgefaltet und als Tetramer zum Férben verwendet
werden. Auflerdem koénnten neben DC- auch aAPC-Stimulationen durchgefiihrt
werden. Das Beispiel von NDC80 zeigt, dass diese erfolgreich sein
konnen, wiahrend gleichzeitig Stimulationen mit DCs nicht funktionieren.

Als erfolgversprechender erwiesen sich die NDC80-spezifischen Stimulatio-
nen. In wvitro lieBen sich T-Zellen generieren, die von HLA-A*0201:NDCS80-
Tetramer angeférbt wurden. Da dies wiederholt nur mit HD-aAPCs gelungen
ist, kann vermutet werden, dass die Frequenz der Vorlduferzellen im peripheren
Blut sehr gering ist. In weiteren Experimenten muss nun die Expansion dieser
antigenspezifischen Zellen wiederholt werden. In funktionellen Tests ist dann
zu Uiberpriifen, ob sie wirklich spezifisch HLA-A*0201mut:NDC80-Komplexe er-
kennen. Dies zeigt sich durch Cytokinsekretion (intrazellulare IFN-y-Farbung)
und spezifische Lyse von Zielzellen, die diesen Komplex an der Oberflache ex-
primieren (Cytotoxizitdtsmessungen).

Eine weitere Frage, die sich im Rahmen klinischer Anwendungen stellt, wur-
de fiir den HLA-B44-Supertyp untersucht: Besteht aufgrund der Ahnlichkeit
der HLA-Molekiile eines Supertyps die Moglichkeit, gleiche Peptide fiir viele
Patienten mit den verschiedensten HLA-Allelen dieses Supertyps zu verwen-
den? Dies wiirde eine erhebliche Vereinfachung der Immuntherapie darstellen.
Die Analyse der Promiskuitdt von T-Zell-Reaktionen beantwortet diese Frage
fiir den HLA-B44-Supertyp jedoch eindeutig mit Nein.
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4. Zusammenfassung

Die HLA-Ligandomik, die systematische Untersuchung von HLA-Peptidreper-
toires im groflen Stil, ist Grundvoraussetzung fiir zwei wichtige Forschungs-
felder. Zum einen gewéahrt sie Einblicke in die fundamentalen Mechanismen
und Prinzipien der Antigenprozessierung und -prasentation. Zum anderen er-
laubt sie die Ubertragung dieses Wissens auf klinische Anwendungen wie T-
Zellepitopvorhersagen, Immundiagnostik oder peptidbasierte Immuntherapie.

Zunéchst wurden die Peptidmotive von 18 HLA-Allelen — basierend auf
knapp 2000 natiirlichen Liganden — entweder neu aufgestellt oder aber iiber-
arbeitet und verfeinert. Diese Motive, die durch Anker, Hilfsanker und Lé&n-
genverteilungen charakterisiert sind, zeigen, dass sich verschiedene Allele meist
durch viele einzigartige Merkmale voneinander abheben.

Dies spiegelt sich auch in der geringen Uberlappung der HLA-Peptidre-
pertoires verschiedener Allotypen wider. Diese wurde insbesondere fiir den
HLA-B44-Supertyp eingehend mit Hilfe verschiedenster massenspektrometri-
scher Methoden untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Mitglieder des Super-
typs weniger als 3% ihrer Peptide gemeinsam haben. Diese HLA-Ligandom-
Uberschneidungen kénnen allerdings im Einzelfall fiir kleine Gruppen von Sub-
typen oder HLA-Antigenen sowie fiir andere Supertypen auch gréfler sein.

Die Proteomik und die HLA-Ligandomik sind durch gemeinsame Methoden
sowie durch analog anwendbare Konzepte und Forschungsfragen eng verwandst.
Dies wurde an den Beispielen Gewebsspezifitit, allotypische Peptide und Quell-
proteinanalysen naher betrachtet. So konnte etwa der HLA-A*02-Ligand YLL-
PAIVHI bislang auf 77% aller HLA-A*0" Sources detektiert werden und stellt
somit ein ,Markerpeptid* fiir HLA-A*02 dar.

Schliefllich wurde die Bedeutung der HLA-Ligandomik fiir die klinische An-
wendung an zwei Beispielen verdeutlicht. Zum einen wurden Peptide aus poten-
tiell tumor-assoziierten Antigenen zur in vitro-Stimulation von CD8' T-Zellen
verwendet. Zum anderen konnte anhand von vier HLA-B*44- bzw. HLA-B*40-
restingierten EBV-T-Zellepitopen bei 130 Spendern gezeigt werden, dass es in-
nerhalb des HLA-B44-Supertyps keine promiskuitive T-Zell-Epitoperkennung
gibt. Peptidvakzinierungen werden also patienten- und allotypspezifisch erfol-
gen miissen.
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A. Anhang

A.1. HLA-A*02

Sequenz

GenelD

Source(n)

AAILGMHNL
AARPATSTL
ATAPITAAV
AIIPSKKL
AILKKVIQW
AIVDKVPSV

ALAAVVTEV
ALADGVQKV

29766
1981
60528
6218
6500
22820

8542

RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)

JY (A*0201, B*0702)

RCC026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
Awells (A*0201, B*4402)

RCC099_T (A*02, B¥27, B*57)

Awells (A*0201, B*4402)

B-LCL 166 (A*02, B*13, B*51)

CCAO061_T (A*02, A*03, B¥15, B*35)

DEM (A*0201, B*5701)

HeLa P83.30 (A*0201)

JY (A*0201, B*0702)

LCL026_ZL (A*0201, A*3303, B*¥*4101, B*5101)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCCO001_T (A*02, A*68, B¥18, B*dd)
RCC068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)

RCC099_T (A*02, B*27, B*57)

RCC110_N (A*02, B*18, B*27)

RCC110_T (A*02, B*18, B*27)

RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
THP-1 (A*02, A*23/24, B*51)

RCCO013_T (A*02, A*24, B*07, B*40)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC013_T (A*02, A*24, B¥07, B*40)
RCC026__ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
RCC068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO099_N (A*02, B*27, B*57)

RCC099_T (A*02, B*27, B*57)

RCC110_N (A*02, B*18, B*27)

RCC110_T (A*02, B*18, B*27)

RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
THP-1 (A*02, A*23/24, B*51)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz GenelD Source(n)
ALADLDELLIRA 3339 RCCO099_T (A*02, B*27, B*57)
ALAEIAKAEL 6421 Awells (A*0201, B*4402)
LCL026__ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
ALAGHQDGITFI 80344 JY (A*0201, B*0702)
ALANGIEEV 80833 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
ALANHLIKV 10938 RCCO099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
ALASHLIEA 30846 HeLa P83.30 (A*0201)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCCO099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
ALASLIRSV 10404 RCCO099_T (A*02, B*27, B*57)
ALATLIHQV 50813 JY (A*0201, B*0702)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
ALCEENMRGV 1938 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
ALDKATVLL 27250 Awells (A*0201, B*4402)
ALDSQVPKV 89846 DEM (A*0201, B*5701)
ALFDGDPHL 23273 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
ALFDIESKV 2346 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
ALFGALFLA 5360 RCCO013_T (A*02, A*24, B*¥07, B*40)
ALFQRPPLI 1736 Awells (A*0201, B*4402)
RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
ALGKIPQTV 54575 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
ALIEKLVEL 23649 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
ALISNSHQL 4094 RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
ALKDLINEA 5111 Awells (A*0201, B*4402)
ALLDIIRSL 9415 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
ALLDKLYAL 55272 Awells (A*0201, B*4402)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
ALLDRIVSV 23165 Awells (A*0201, B*4402)
ALLDVPTAAV LCL721.174 (A*0201, B*5101)
ALLGKIEKV 2590 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
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A. Anhang

Sequenz GenelD

Source(n)

ALLLDVPTAAV
ALLLDVPTAAVQA

ALLNIKVKL 3875

ALLSSLARC
ALMELFPKL
ALMPVLNQV

9562
27340
118460

ALNEKLVNL
ALNELLQHV

8665
7094

ALPPVLTTV
ALQEMVHQV

23367
4739

ALSDHHIYL 226

ALSDLEITL 10979
ALSNLEVKL
ALTELLAKI

ALTPVVVL

ALTSVVVTL
ALVDHVAEL
ALVVQVAEA

83706
894

1021
64005
3074

LCL721.174 (A*0201, B*5101)

LCL721.174 (A*0201, B*5101)

RCCO001_T (A*02, A*68, B¥18, B*44)
RCCO013_T (A*02, A*24, B*07, B*40)
RCCO73_T (A*02, A*03, B*07, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
HeLa P83.30 (A*0201)

RCC068_T (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B*18)
RCC399_ M (A*01, A*02, B*08, B*50)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
RCC026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)

Awells (A*0201, B*4402)

B-LCL 166 (A*02, B*13, B*51)

JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B¥5101)

RCCO001_T (A*02, A*68, B¥18, B*44)
RCCO013_T (A*02, A*24, B*07, B*40)
RCC068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
RCC399_ M (A*01, A*02, B*08, B*50)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*¥18, B*44)
RCC026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
RCC026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
DEM (A*0201, B*5701)

LCL721.174 (A*0201, B*5101)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz GenelD Source(n)
ALWDKLFNL 23224 RCCO073_T (A*02, A*03, B*07, B*57)
AMAPPSHLLL 27043 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
AVLALVLAPAGA 8829 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
AVLGAVVAV 3106 RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
AVSGAVNDSIKAI 2122 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
AVTLARQAGEVV 3612 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
DAILEELSA 79643 RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
DALDGLLQQV 8178 RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
DSSGHILVPG 84735 Awells (A*0201, B*4402)
DVASVIVTKL 6729 RCCO01_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
DVELDDLGKDEL 10130 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)

THP-1 (A*02, A*23/24, B*51)
DVYSGTPTKV 7884 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
EAAEVILRV 10576 HeLa P83.30 (A*0201)
ELTLGEFLKL 332 HeLa P83.30 (A*0201)
ETAKLIEKL 1938 HeLa P83.30 (A*0201)

RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
ETFEHPNVV 1021 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
ETIPGPDAKV 84153 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
ETYPDPVRV 16 HeLa P83.30 (A*0201)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
EVGGEALGRLL 3043 RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B*18)
EVGMVEEVVEV RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
EVIDFSHGL 51104 HeLa P83.30 (A*0201)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
EVSNTFVRL 10623 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
FAEGFVRAL 3725 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
FANERCLQL 54908 RCC068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
FASGLIHRV 200185 HeLa P83.30 (A*0201)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
FASHVSPEV 26286 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
FAYDGKDYLTL 3133 RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
FIADLVVGL 2023 C1R-A2 (A*0201)
FIIQGLRSV 3117 B-LCL 166 (A*02, B*13, B*51)

DEM (A*0201, B*5701)

JY (A*0201, B*0702)
FIWENIHTL 667 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
FIYHGEVPQA 4261 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
FLADPSAFVAA 6175 RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B*18)
FLASESLIKQI 4736 Awells (A*0201, B*4402)

RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
FLDGNELTL 1192 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
FLDGNEMTL 25932 RCCO001_T (A*02, A*68, B¥18, B*44)

RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
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A. Anhang

Sequenz GenelD Source(n)
FLDILNTLI 1769 RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)
FLDIYIFL RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)
FLDPIKAYL 221395 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B¥18)
RCC116_T (A*01, A*02, B¥27, B*37)
FLDPNNIPKA 79053 RCCO068_ ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
FLDPRPLTV 1545 B-LCL 166 (A*02, B*13, B*51)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
FLEAADNLRL 51504 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
FLEKLLPPV 11313 RCCO099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
FLFELPSRL 738 Awells (A*0201, B*4402)
FLFGEVHKA 55388 JY (A*0201, B*0702)
FLGENISNFL 8542 RCCO013_T (A*02, A*24, B*¥07, B*40)
RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B¥18)
FLIETGPRGV 7145 RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC263_T (A*02, B*15, B*50)
FLIRESETL 4067 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
FLITILDHL 8776 Awells (A*0201, B*4402)
FLITQLKML 4509 U937 (nicht bekannt)
FLITQLKMLNT 4509 U937 (nicht bekannt)
FLLDGFPRTV 204 Awells (A*0201, B*4402)
HeLa P83.30 (A*0201)
FLLDKKIGV 10576 Awells (A*0201, B*4402)
JY (A*0201, B*0702)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC263_T (A*02, B*15, B*50)
FLLDLSRSV 2853 RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B*18)
FLLEGIRSL 3071 JY (A*0201, B*0702)
FLLEKGYEV 2762 HeLa P83.30 (A*0201)
FLLGPRLVLA 10972 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
FLLPDVIRI 54662 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
FLQLLVLIK 64112 Awells (A*0201, B*4402)
FLTKQEILL 10519 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
FLTSVINRV JY (A*0201, B*0702)
FLVTVIHTL 10154 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
FQDPVPLTV 8805 RCCO026__ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz GenelD Source(n)
FVHDLVLYL 1213 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
FVNDIFERI 3017 HeLa P83.30 (A*0201)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
GFVIPVIII Awells (A*0201, B*4402)
GILCLQAHSA 400073 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
GIMKKAYEL 6722 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
GLADKVYFL 790 HeLa P83.30 (A*0201)
GLATDVQTV 5691 CCA061_T (A*02, A*03, B*15, B*35)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
GLDIDGIYRV 94134 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
GLFPWTPKL 10207 HeLa P83.30 (A*0201)
GLGACLGPRI 2318 RCCO068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
GLIEILKKV 9141 JY (A*0201, B*0702)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
GLIEKNIEL 1786 JY (A*0201, B*0702)
GLLPDVPSL 79143 RCC026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
GLNDFIQKI 6446 RCC068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
GLNEEIARV 10403 HeLa P83.30 (A*0201)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
GLSERCAQY 226 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
GLTSTDLLFHL 23649 Awells (A*0201, B*4402)
GLVPFLVSV 3838 RCCO013_T (A*02, A*24, B*07, B*40)
GQIEVVPEV 23469 RCCO026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
GVYDGEEHSV 4113 HeLa P83.30 (A*0201)
HACGVIATI 23585 HeLa P83.30 (A*0201)
HITENIVAV 26156 Awells (A*0201, B*4402)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC110_T (A*02, B¥18, B*27)
HLANIVERV 10346 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
HLAVERGKV 255239 Awells (A*0201, B*4402)
HLGPEGRSV 50626 RCCO099_N (A*02, B*27, B*57)
HLINYIIFL 440026 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCC099_T (A*02, B*¥27, B*57)
HLLLLMIHV 23207 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
HLPETKFSEL 202 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
HSAEILAEI 57019 HeLa P83.30 (A*0201)
HTANIQTLI 57082 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
HTINGHNAEV 3181 HeLa P83.30 (A*0201)
HVFDHPWETV 51012 HeLa P83.30 (A*0201)
HVGDIIKEV 4355 HeLa P83.30 (A*0201)
HVVDFFNRV 126308 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
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A. Anhang

Sequenz GenelID Source(n)
TALIENALI RCCO068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
TAMATVTAL 226 RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
IARLPSSTL 146909 JY (A*0201, B*0702)
IILDKLSIV RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
IIMPHNIYL 6556 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
IITKEVLAP LCL721.174 (A*0201, B*5101)
ILADIVISA 10797 C1R-A2 (A*0201)
ILAPAGSLPKI 29914 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
ILDKFTEEV 223 HeLa P83.30 (A*0201)
ILDKKVEKV 3326 HeLa P83.30 (A*0201)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
ILDPHVVLL 4927 Awells (A*0201, B*4402)
ILDQKINEV 4953 Awells (A*0201, B*4402)
JY (A*0201, B*0702)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
ILDTGTIQL 9027 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
ILFGHENRV 10681 RCCO099_N (A*02, B*27, B*57)
ILHDDEVTV 6176 DEM (A*0201, B*5701)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
ILHEIAVLEL 9262 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
ILINDAGEVRL 11184 Awells (A*0201, B*4402)
ILLDERGQIKL 5609 Awells (A*0201, B*4402)
ILLSHLHYL 2078 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
ILMEHIHKL 6143 Awells (A*0201, B*4402)
B-LCL 166 (A*02, B¥13, B*51)
CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
DEM (A*0201, B*5701)
JY (A*0201, B*0702)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC110_N (A*02, B¥18, B*27)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)
ILNPDNSFEIL 821 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
ILQAHLHSL 1015 CCAO061_T (A*02, A*03, B*15, B*35)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz

GenelD

Source(n)

ILTDITKGV

ILYDIPDIRL
ILYPKTLFL
IMDATNILV

IMKMRKTL
IMLEALERV

IMRAGMSSL
ITAPPSRVL

IVIEAIHTV
KAFQKIVVL
KIADFGWSV
KIAQKALDL
KIFEMGPVFTL

KILEDVVGV
KILPTLEAV

KIYEGQVEV

KLAEVGRVYL
KLDAFVEGV
KLDPTKTTL

1938

3674

10397

Awells (A*0201, B*4402)

DEM (A*0201, B*5701)

HeLa P83.30 (A*0201)

Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)

JY (A*0201, B*0702)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*¥27, B*57)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)

Awells (A*0201, B*4402)

RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
Awells (A*0201, B*4402)

HeLa P83.30 (A*0201)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)
RCC135_T (A*02, A*03, B¥4701, B¥5101)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)

JY (A*0201, B*0702)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B*18)

JY (A*0201, B*0702)

HeLa P83.30 (A*0201)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC110_T (A*02, B*18, B*27)

AMLO4 (A*02, A*32, B*38, B*56)

HeLa P83.30 (A*0201)

Awells (A*0201, B*4402)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

Awells (A*0201, B*4402)

DEM (A*0201, B*5701)

Awells (A*0201, B*4402)

HeLa P83.30 (A*0201)

LCL026__ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC099_T (A*02, B¥27, B*57)

CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
HeLa P83.30 (A*0201)

RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
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A. Anhang

Sequenz GenelD

Source(n)

KLDQVIIHV 80896
KLFDDKLQNC
KLFNEFIQL
KLGEIVTTI

114883
10885
375

KLGSVPVTV 9747

KLHGVNINV 5936

KLIDRTESL

KLLDEVTYL
KLLDLMPRL
KLLDPEDISV
KLLDPEDVAVQL

KLLEGEESRISL
KLLEKAFSI
KLLEPVLL
KLLEPVLLL

KLLHVFLL
KLSDLQTQL
KLSEIDVAL

3426
5432
80303

KLSELEAAL 3856

RCC110_N (A*02, B¥18, B*27)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC135_T (A*02, A*03, B*¥4701, B*5101)

RCC099_N (A*02, B*27,
RCC099_T (A*02, B*27,
HeLa P83.30 (A*0201)

HeLa P83.30 (A*0201)

Awells (A*0201, B*4402)
RCC099_T (A*02, B*27,
RCC099_N (A*02, B*27,
RCC099_T (A*02, B*27,
Awells (A*0201, B*4402)

B*57)
B*57)

B*57)
B*57)
B*57)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)

RCC099_T (A*02, B*27,
RCC110_N (A*02, B*18,
RCC110_T (A*02, B*18,

B*57)
B*27)
B*27)

JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
RCCO099_T (A*02, B*¥27, B*57)

JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCCO099_T (A*02, B*¥27, B*57)
RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)

JY (A*0201, B*0702)

Awells (A*0201, B*4402)

HeLa P83.30 (A*0201)

JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)

RCC100_T (A*02, A*03,
RCC110_N (A*02, B*18,
RCC115_T (A*02, A*03,
RCCO099_T (A*02, B*27,

B*07, B*18)
B*27)
B*15, B*18)
B*57)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz GenelD Source(n)
KLWDPRTPCNA 9184 HeLa P83.30 (A*0201)
KLWEMDNMLI 93621 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
KLYGKPIRV 10262 HeLa P83.30 (A*0201)
KMDASLGNLFA 10447 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
KMDPIISRV 7832 CCA164_T (A*02, A*11, B*07, B*35)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
KTIKLWNTL 10399 RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
KTRLINQVL 60592 RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
KTRVFAVVI 1292 RCCO099_T (A*02, B*27, B*57)
KVCNPIITKL 3312 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B¥*18)
KVIEINPYL 5693 RCC099 T (A*02, B*27, B*57)
RCC110_T (A*02, B¥18, B*27)
KVKTLEVEI 83483 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
KVLERVNAV 5721 RCC135_T (A*02, A*03, B¥4701, B*5101)
KVLHETIKV 5932 CML85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
LAALPHSCL 8490 RCC115_T (A*02, A*03, B*¥15, B*18)
LASVSTVL 3039 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
LATDFIQSL 9262 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
LAVHPSGVAL 9636 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
LCRRIPYL 79882 RCC068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*¥4501)
LDVPTAAVQA 10437 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
LIDDVHRL 6734 THP-1 (A*02, A*23/24, B*51)
LLAAWTARA 351 Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)
LCL721.174 (A*0201, B*5101)
RCC099_T (A*02, B*¥27, B*57)
LLAERDLYL 7052 RCC068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
LLAPFCPHL 51520 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
LLAPPSRPA 2812 CML85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
LLAQERLLV Awells (A*0201, B*4402)
LLATLAAAML 79652 LCL721.174 (A*0201, B*¥5101)
LLDEEISRV 9444 RCC068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
LLDHVLLTL 7094 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
LLDKDQAVAV 5591 DEM (A*0201, B*5701)
LLDPGEHYC 9180 HeLa P83.30 (A*0201)
LLDRFLATV 10983 B-LCL 166 (A*02, B¥13, B*51)

CMLS85 (A*0201, A*¥1101, B*1501, B*27)
Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
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A. Anhang

Sequenz

GenelD

Source(n)

LLDVPTAAV

LLFDRPMHV

LLFSHVDHVIA
LLGELPRLLLL
LLGPPPVGV
LLGPRLVLA

LLHPPPPPPPA
LLIDDKGTIKL

LLIENVASL

10437

4670

6546
1604

25792

10972

10048
983

2876

LCL721.174 (A*0201, B*5101)

RCCO01_T (A*02, A*68,
RCCO13_T (A*02, A*24,
RCC099_N (A*02, B*27,
RCC099_T (A*02, B*27,
RCC110_N (A*02, B*18,
Awells (A*0201, B*4402)
JY (A*0201, B*0702)

B*18, B*44)
B*07, B*40)
B*57)
B*57)
B*27)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCCO001_T (A*02, A*68,
RCC099_N (A*02, B*27,
RCC099_T (A*02, B*27,

B*18, B*44)
B*57)
B*57)

LCL721.174 (A*0201, B*5101)

HeLa P83.30 (A*0201)
JY (A*0201, B*0702)
Awells (A*0201, B*4402)
HeLa P83.30 (A*0201)

Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)
LCL721.174 (A*0201, B*5101)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)

RCC099_N (A*02, B*27,
RCCO099_T (A*02, B*27,
RCC110_N (A*02, B*18,
RCC115_T (A*02, A*03,
RCC263_T (A*02, B*15,

LCL721.174 (A*0201, B*5

JY (A*0201, B*0702)

B*57)

B*57)

B*27)

B*15, B*18)
B*50)

101)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

Awells (A*0201, B*4402)

B-LCL 166 (A*02, B*13, B*51)

C1R-A2 (A*0201)

CMLS85 (A*0201, A*1101,

DEM (A*0201, B*5701)
HeLa P83.30 (A*0201)

B*1501, B*27)

Huvec 166 (A*02, B¥13, B*51)

JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B¥27, B*57)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
U937 (nicht bekannt)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz GenelID Source(n)
LLLDVPTAA 10437 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
LLLDVPTAAV 10437 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
LLLDVPTAAVQA 10437 Awells (A*0201, B*4402)
LCL721.174 (A*0201, B*5101)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
LLLEDLIRC 9968 HeLa P83.30 (A*0201)
LLLLSIVIL 1901 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC115_T (A*02, A*03, B*¥15, B*18)
LLLPGELAKHAV 3017 Awells (A*0201, B*4402)
LLLSAEPVPA 974 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
LLMEHTMVAF Awells (A*0201, B*4402)
LLMKNCNGGAI 27068 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
LLMVLSPRL 1213 RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
LLPPPPCPA 2519 HeLa P83.30 (A*0201)
LLREVGTAL 23348 JY (A*0201, B*0702)
LLSAEPVPA 974 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
LLYPTEITV 3675 RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
LMDHTIPEV 6386 RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*¥29, B¥1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*¥27, B*57)
LMISRTPEV 3492 JY (A*0201, B*0702)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
LMQQLHREL 200958 RCCO068__ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
LMVDHVTEV 10011 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
LSLLLGYLKL 9675 RCC068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
LVLMVLYLI 93183 RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
LVMAPRTVL 3106 JY (A*0201, B*0702)
LVRDVVSSL 56342 JY (A*0201, B*0702)
MADPNIRFL 340061 CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
MLDQTLLDLNEM 7170 HeLa P83.30 (A*0201)
MLDQTLLEL 7168 RCCO026_ZL (A*0201, A*3303, B*¥*4101, B*5101)
MLERVIKNY 4103 Awells (A*0201, B*4402)
MSGLSEALLPV 51375 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
MVDGTLLLL 3133 RCCO013_T (A*02, A*24, B*07, B*40)
NADAIVVKL 27044 Awells (A*0201, B*4402)
NLAEDIMRL 7431 HeLa P83.30 (A*0201)
Huvec 166 (A*02, B*¥13, B*51)
RCC068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
NLAENISRV 5834 HeLa P83.30 (A*0201)
RCCO068_ZL (A*02, A*¥29, B*1501, B*4501)
NLCPTRIEV 26010 RCCO068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
NLLPKLHIV 1192 Awells (A*0201, B*4402)
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A. Anhang

Sequenz GenelD

Source(n)

NLLPKLHVV
NLLVPSSFLV
NLPIFLPRV

NLYPFVKTV

53405
170572
79083
471

57102

4736
29110
51728

NMLPQIFRV
NMVAKVDEV
NTATIFHEL
NTCPYVHNI

NVRIATTAL
NYIDKVRFL

7805
7431

PIVFRPL
QILTALAVSRI
QLDDLKVEL

255101
259296
11224

QLIDKVWQL 6397

DEM (A*0201, B¥5701)
HeLa P83.30 (A*0201)

Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)

JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCCO01_T (A*02, A*68,

B*18, B*44)

RCC026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
RCC068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*¥4501)

RCC099_N (A*02, B*27,
RCC099_T (A*02, B*27,
RCC100_N (A*02, A*03,
RCC100_T (A*02, A*03,
RCC110_N (A*02, B*18,
RCC110_T (A*02, B*18,
RCC115_T (A*02, A*03,
RCC119_T (A*02, A*24,
RCC399_T (A*01, A*02,
RCC099_N (A*02, B*27,

B*57)
B*57)
B*07,
B*07,
B*27)
B*27)
B*15, B*18)

B*07, B44-Supertyp)
B*08, B*50)

B*57)

B*18)
B*18)

Awells (A*0201, B*4402)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
Awells (A*0201, B¥4402)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
HeLa P83.30 (A*0201)

HeLa P83.30 (A*0201)

HeLa P83.30 (A*0201)

RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
JY (A*0201, B*0702)

BER (A*0201, B*1302)

RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC068_ZL (A*02, A*20, B¥1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCCO099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*dd)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC263_T (A*02, B¥15, B*50)
RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC099_T (A*02, B¥27, B*57)

Huvec 166 (A*02, B*¥13, B*51)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCCO01_T (A*02, A*68, B¥18, B*44)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz GenelD Source(n)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
QLLEKVIEL 55862 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
QLLSVDGRSL 4301 RCC399_T (A*01, A*02, B¥08, B*50)
QLQEGKNVIGL 8407 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
QLVDIIEKV 10197 Awells (A*0201, B*4402)
HeLa P83.30 (A*0201)
JY (A*0201, B*0702)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
QMFEGVARV 22998 HeLa P83.30 (A*0201)
QMQEKAKEI 6001 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
QVCAIIERV 8663 HeLa P83.30 (A*0201)
QVFPGLLERV 25814 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RIGSGLKALL 79919 RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
RIIDVVYNA 6202 Awells (A*0201, B*4402)
RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RIIEETLAL 10109 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RIRPTAVTL 25777 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RLAQHITYV 4176 Awells (A*0201, B*4402)
JY (A*0201, B*0702)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
RLASRPLLL 5738 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RLASTLVHL 1213 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
RLASYLDKV 3857 RCCO068_T (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RLASYLDRV 3875 Awells (A*0201, B*4402)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RCC399_M (A*01, A*02, B*08, B*50)
RLDDAIHVL 6925 Awells (A*0201, B*4402)

173



A. Anhang

Sequenz GenelD Source(n)
CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
RLDELGGVYL 6185 RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
RLFSSIVTV 54920 Awells (A*0201, B*4402)
RLIPIIVLL 64005 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RLKKALI 3508 RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RLLAAALLL 9547 RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RLLDGAFKL 23332 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RLLDVLAPL 80781 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC099_ N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
RCC399_N (A*01, A*02, B*08, B*50)
RLLDVLAPLVL 80781 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RLLDYVVNI 25959 Awells (A*0201, B*4402)
RCC001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)
RLLEDGEDFNL 3875 RCC068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
RLLEVPVML 79763 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
RLLHEMILV 1315 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
RLLQLLLQL 683 CML85 (A*0201, A*1101, B*¥1501, B*27)
RLLSFVVLA 6746 Awells (A*0201, B*4402)
RLPEIYIQL 30844 Awells (A*0201, B*4402)
RLPQKLLL 8312 RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RLQEDPPVGV 7320 DEM (A*0201, B*5701)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
RLQEEINEV 121457 DEM (A*0201, B*5701)
RLQLKIIL 8701 RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RLQMEQMQL 64793 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RLRLGGAAL 754 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RLWGEPVNL 8239 RCCO068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)

RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz

GenelD

Source(n)

RLWNETVEL
RLYPWGVVEV

RMFGIPVVV
RMFPGEVAL
RMLDQTLLDLNEM
RMLPHAPGV

RMSDLHVLL

RVFENIVAV
RVMAPRALL

RVSDINFTL
RVSELHLEV
SAPYGRITL

SAVDFIRTL
SIFEVVWAI

SIFGNVSAI
SIIGRLLEV

SIIQRLLEV

55789
4735

4522
9091
7170
3065

3026

7185
3107

55291
11252
23191

9263
T

3757
5499

5501

JY (A*0201, B*0702)

RCC099_N (A*02, B*¥27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)

HeLa P83.30 (A*0201)

RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
HeLa P83.30 (A*0201)

Awells (A*0201, B¥4402)

HeLa P83.30 (A*0201)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
RCC026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
LCL721.45 (A*0201, B¥5101)

JY (A*0201, B*0702)

RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B¥18)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
LCL026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC263_T (A*02, B¥15, B*50)

BER (A*0201, B*1302)

RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B¥07, B*49)
RCCO068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
Awells (A*0201, B¥4402)

B-LCL 166 (A*02, B*13, B*51)

CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
HeLa P83.30 (A*0201)

JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO73_T (A*02, A*03, B*07, B*57)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RCC399_M (A*01, A*02, B*08, B*50)
RCC399_N (A*01, A*02, B*08, B*50)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
Awells (A*0201, B¥4402)
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A. Anhang

Sequenz GenelD Source(n)
SILEEVKKL 51654 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
SILHDVVEV 9552 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
SIQQSIERLLV 4809 Awells (A*0201, B*4402)
SLAGGIIGV 3190 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
SLAQYLINV 5094 HeLa P83.30 (A*0201)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)
SLDKFLASVSTVL 3039 RCC115_T (A*02, A*03, B*¥15, B*18)
SLDQPTQTV 8663 RCC068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
SLFAGGMLRV 54732 HeLa P83.30 (A*0201)
SLFEKGLKNV 26234 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)

RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
SLFGGSVKL 10015 RCCO099_N (A*02, B*27, B*57)
SLFPGKLEV 2314 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
SLHDAIMIV 10574 HeLa P83.30 (A*0201)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)
SLIDKTTAA 6631 THP-1 (A*02, A*23/24, B*51)
SLIGHLQTL 1847 JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
SLIKQIPRI 4736 Awells (A*0201, B*4402)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
SLINVGLISV 10541 RCCO13_T (A*02, A*24, B*07, B*40)
SLITRLLEV 5500 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
SLLDEFYKL 4076 HeLa P83.30 (A*0201)

RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
SLLDIIEKV 7249 HeLa P83.30 (A*0201)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)

RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
SLLDKIIGA 284119 HeLa P83.30 (A*0201)

Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)

Huvec 188 (A*02, A*24, B*27, B*35)

RCC026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)

RCC099_N (A*02, B*27, B*57)

RCC099_T (A*02, B*27, B*57)

RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)

RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)

RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
SLLDRFLATV 10983 Awells (A*0201, B*4402)

HeLa P83.30 (A*0201)

Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)

RCC099_N (A*02, B*27, B*57)

RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
SLLEEQKL 5253 Awells (A*0201, B*4402)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz GenelD Source(n)
SLLEKSLGL 9521 HeLa P83.30 (A*0201)
SLLENLEKI 3183 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
SLLGGDVVSV 1831 RCCO01_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
SLLHLGALYGI 6319 HeLa P83.30 (A*0201)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
SLLLPRL 2912 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
SLLPAIVEL 5518 RCCO013_T (A*02, A*24, B*¥07, B*40)
SLLPPDALVGL 10483 HeLa P83.30 (A*0201)
SLLSHVEQL 10459 HeLa P83.30 (A*0201)
SLMDHTIPEV 6386 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
SLPKKLALL 28974 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
SLQEEIAFL 7431 RCC026__ZL (A*0201, A*3303, B*¥4101, B*5101)
SLRLLSLAG 146330 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
HeLa P83.30 (A*0201)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
SLSEKTVLL 966 Awells (A*0201, B*4402)
HeLa P83.30 (A*0201)
Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)
Huvec 188 (A*02, A*24, B*27, B*35)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
SLSILVLLL 64220 JY (A*0201, B*0702)
SLVQIVTTL 148545 HeLa P83.30 (A*0201)
SLWGQPAEA 1287 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
SLYALHVKA 79001 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
SLYGGTITI 56254 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
SLYREILFL 10260 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
SMPDFDLHL 79026 RCC026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
STADVIQHC 23511 HeLa P83.30 (A*0201)
STMYPGLPSRL 10097 CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
STSDIITRI 5130 HeLa P83.30 (A*0201)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
SVAGKIHTV 11037 RCCO099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
SVASTITGV 123 RCCO001_T (A*02, A*68, B¥18, B*44)
SVFAGVVGV 2982 RCCO013_T (A*02, A*24, B*07, B*40)
SVSPVVRVAV 1938 HeLa P83.30 (A*0201)
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A. Anhang

Sequenz GenelD Source(n)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
SVTEHPSPSPL 3183 U937 (nicht bekannt)
SYAEALREV 525 RCC263_T (A*02, B¥15, B*50)
TAHLMVVVL 138805 RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
TAVALLRLL 9761 BER (A*0201, B*1302)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
TIIDSKSKSV THP-1 (A*02, A*23/24, B*51)
TIIDTKGVTAL 64425 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
U937 (nicht bekannt)
TIPEAFRGV 1192 HeLa P83.30 (A*0201)
TLADIIARL 57523 Huvec 166 (A*02, B¥13, B*51)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
TLADLVHHV 8295 Awells (A*0201, B*4402)
JY (A*0201, B*0702)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥*1501, B*4501)
RCCO099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
TLADVLYHV 9070 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
TLAEIAKVEL 4841 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
TLAQRVKEV 550 RCCO099_N (A*02, B*27, B*57)
TLDDLIAAV 54882 RCCO013_T (A*02, A*24, B*07, B*40)
TLFDYEVRL 29128 Awells (A*0201, B*4402)
CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
TLFPGKVHSL 11180 Awells (A*0201, B*4402)
TLGALTVIDV 55567 RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
TLIDLPGITKV 1785 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
TLIDLPGITRV 4599 Awells (A*0201, B*4402)
CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
JY (A*0201, B*0702)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
TLIEDILGV 26133 RCCO13_T (A*02, A*24, B¥07, B*40)
TLLDLVLGPVTA Awells (A*0201, B*4402)
TLLEDGTFKV 57407 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz GenelD Source(n)
TLLGHEFVL 996 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
TLLHAGGLARA 392617 Awells (A*0201, B*4402)
TLLNVIKSV 3708 RCC068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
TLLPLRVFL 202018 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
TLLTAIVKL 163 HeLa P83.30 (A*0201)
TLMDILPRI 124997 RCC068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
TLPEDFIRV CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
TLSDLRVYL 140809 Awells (A*0201, B*4402)
CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
HeLa P83.30 (A*0201)
Huvec 166 (A*02, B¥13, B*51)
Huvec 188 (A*02, A*24, B*27, B*35)
JY (A*0201, B*0702)
RCCO68_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC110_T (A*02, B*18, B*27)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
TLTSKLYSL 29796 Awells (A*0201, B*4402)
TLVDFPLHL 8567 HeLa P83.30 (A*0201)
TLWGIQKEL 3939 Awells (A*0201, B*4402)
TLWVDPYEV 694 RCCO01_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO026_ZL (A*0201, A*3303, B*4101, B*5101)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
TLYEAVREV 4736 Awells (A*0201, B*4402)
RCC068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
TMLARLASA 1464 RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
TSYNKHIIQV 55102 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
TTFEHDIQAL 6711 RCC263_T (A*02, B*15, B*50)
TTSRVLKVL 1499 RCCO099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
TTVEIFNKL 55737 HeLa P83.30 (A*0201)
TVARPSVPA 1604 HeLa P83.30 (A*0201)
TVGLIRNL 1499 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
U937 (nicht bekannt)
VADTVARVL 10769 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
VAIPLVTLAVV RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
VALEFALHL 91768 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
VLADALKSI 6210 Awells (A*0201, B*4402)
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A. Anhang

Sequenz GenelD Source(n)
VLADQVWTL 4968 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
VLAEVPTQL 8904 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
VLALFVYVA 203547 Awells (A*0201, B*4402)
VLAPRVLRA 5954 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
VLATLVLLL RCCO13_T (A*02, A*24, B*07, B*40)
VLAVLGAVVAV 3106 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
VLDDKLVFV 196527 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC099_T (A*02, B*¥27, B*57)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
VLDELKNMKC 23191 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
VLFGLLREV 9785 RCC099_ N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
VLFHNLPSL 963 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
VLFRGGPRGLLAVA 6745 LCL721.174 (A*0201, B*5101)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
VLFRGGPRGSLAVA 6745 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
VLIDYQRNV 7514 CMLS5 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
VLIETLVTL 191 CIR-A2 (A*0201)
VLIGEFLEKV 8731 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
VLIPKLPQL 94103 Awells (A*0201, B*4402)

B-LCL 166 (A*02, B*13, B*51)

CCA172_T (A*02, A*03,

B*38, B*40)

CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)

DEM (A*0201, B*5701)
HeLa P83.30 (A*0201)
JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO026_ZL (A*0201, A*3303, B¥4101, B*5101)
RCCO068__ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)

RCC099_N (A*02, B*27,
RCCO099_T (A*02,
RCC110_T (A*02,
RCC115_T (A*02,
RCC116_T (A*01, A*02,
RCC119_T (A*02, A*24,

B*27,
, B*27)

B*57)
B*57)

. B*15, B*18)
B*27, B*37)
B*(07, B44-Supertyp)
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A.1. HLA-A*02

Sequenz GenelD Source(n)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
U937 (nicht bekannt)
VLLGKVYVV 54800 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
VLLKARLVPA 165215 Awells (A*0201, B*4402)
LCL721.174 (A*0201, B*5101)
VLLPLRVTL 84803 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
VLMDRLPSL 9875 JY (A*0201, B*0702)
VLPEHVSVL 9852 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
VLPKLYVKL 6231 U937 (nicht bekannt)
VLQTRKYLA 5251 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
VLSLLSSVAL 27148 RCC068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
VLSSRLAFA 3125 RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC110_T (A*02, B¥18, B*27)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
VLVDRTIYI 10247 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
VLWDRTFSL 6772 RCC068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
VMAPRALL 3106 JY (A*0201, B*0702)
VMDSKIVQV 3836 HeLa P83.30 (A*0201)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
VMLDVPIRL 9462 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
VVHTPETSV 9123 HeLa P83.30 (A*0201)
VVKPPGSSL 8314 JY (A*0201, B*0702)
VVMVPLVGL 8195 U937 (nicht bekannt)
YAEVGRVL 26057 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
YALPHAILRL 60 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
YAYDGKDYT 3105 HeLa P83.30 (A*0201)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
YAYDGKDYIAL 3105 HeLa P83.30 (A*0201)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
YAYDGKDYLAL 3135 HeLa P83.30 (A*0201)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
YIIELWFAF 51761 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
YIVPCLHEV 112399 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
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A. Anhang

Sequenz

GenelD

Source(n)

YLADTVQKL

YLDIKGLLDV

YLDNGVVFV
YLDPAQRGV
YLFERIKEL
YLFGERLLEC
YLGRLAHEV
YLHDFLKYL
YLIPLLERL

YLITLLEHL
YLLDLHSYL
YLLEKSRAV
YLLPAIVHI

YLLPKDIKL

54937

6500

1642
84326
84928
84365
23521

9643

1656

699
10299
4628
1655

387496

JY (A*0201, B*0702)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
Awells (A*0201, B*4402)

C1R-A2 (A*0201)

RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO13_T (A*02, A*24, B¥07, B*40)
RCC068_ZL (A*02, A*20, B¥1501, B¥4501)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)

HeLa P83.30 (A*0201)

Awells (A*0201, B*4402)

HeLa P83.30 (A*0201)

Awells (A*0201, B*4402)

CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
JY (A*0201, B*0702)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B*18)
Awells (A*0201, B*4402)

RCCO73_T (A*02, A*03, B*07, B*57)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)

Awells (A*0201, B*4402)

B-LCL 166 (A*02, B¥13, B*51)

C1R-A2 (A*0201)

CCA172_ T (A*02, A*03, B*38, B*40)
CMLS85 (A*0201, A*1101, B*1501, B*27)
DEM (A*0201, B*5701)

HeLa P83.30 (A*0201)

Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)

Huvec 188 (A*02, A*24, B*27, B*35)

JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCCO13_T (A*02, A*24, B¥07, B*40)
RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)

RCC099_ N (A*02, B*27,
RCC099_T (A*02, B*27,
RCC110_N (A*02, B*18,
RCC115_T (A*02, A*03,
RCC116_T (A*01, A*02,
RCC119_T (A*02, A*24,
RCC135_T (A*02, A*03,
RCC263_T (A*02, B*15,

B*57)

B*57)

B*27)

B*15, B*18)

B*27, B*37)

B*07, B44-Supertyp)
B*4701, B*5101)
B*50)

RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)

RCC399_T (A*01, A*02,
SCCY0 (A*02)

B*08, B*50)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)

RCC099_N (A*02, B*27,

B*57)
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A.2. Uberlappende HLA-A*02-Liganden

Sequenz GenelD Source(n)

RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
YLPEDFIRV 3656 Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
YLPELLQTV 8507 RCCO026__ZL (A*0201, A*3303, B*¥*4101, B*5101)
YLTAEILEL 3012 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
YMAELIERL 51053 Awells (A*0201, B*4402)
YVDPVITSI 4233 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)

RCCO013_T (A*02, A*24, B*07, B*40)

Nur A*02T oder A*0201" Sourcen sind beriicksichtigt. Sequenzen ohne GenelD
sind nicht in humanen Proteindatenbanken zu finden, d.h. es handelt sich um ESTs
oder nicht-menschliche Proteine.

A.2. Uberlappende HLA-A*02-Liganden

Sequenz GenelD HLA  Source(n)
NYIDKVRFL 7431 B*1302 BER (A*0201, B*1302)

A*24  CCAO060_T (A*24, B¥18, B*44)

n.a. Ma-Mel-8a (A*25, B*14)

A*29 RCC068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)

A*20  RCCO068_ZL (A*02, A*20, B¥1501, B*4501)

n.a. RCC099_N (A*02, B*27, B*57)

n.a. RCC099_T (A*02, B*27, B*57)

A*24  RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)

A*20  RCCI121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)

A*24  RCCI130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)

n.a. RCC135_T (A*02, A*03, B¥4701, B*5101)

n.a. RCC211_T (A*03, B¥13, B*35)

A*24 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)

A*02 RCC263_T (A*02, B*15, B*50)

A*24  RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
SAVDFIRTL 9263 B*1302 BER (A*0201, B*1302)

A*26  NCh361 (A*26, B*38)

A*02 RCCO068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)

B*35 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
KVCNPIITKL 3312 n.a. HO301 (A*0301, B*1402)

B*0702 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)

A*02  RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)

B*13 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
TAVALLRLL 9761 B*1302 BER (A*0201, B*1302)

A*02  RCCO099_T (A*02, B*27, B*57)

B*35  RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
RLDDAIHVL 6925 A*0201 Awells (A*0201, B*4402)

B*3902 C1R-B3902 (B*3902)

A¥02  CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
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A. Anhang

Sequenz GeneID HLA  Source(n)

A*26  NCh361 (A*26, B*38)
DVELDDLGKDEL 10130 n.a. C1R-B3801 (B*3801)

A*02 RCC068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)

DR THP-1 (A*02, A*23/24, B*51)
DVYSGTPTKV 7884 A*2602 CIR-A2 (A*0201)602 (A*2602)

A*02 RCCO068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
EVIDFSHGL 51104 A*2603 C1R-A2 (A*0201)603 (A*2603)

A*0201 HeLa P83.30 (A*0201)

A*02  RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
GLNDFIQKI 6446 A*02 RCCO068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)

B*13 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
ILDPHVVLL 4927 A*0201 Awells (A*0201, B*4402)

A*2603 CI1R-A2 (A*0201)603 (A*2603)
KIFEMGPVFTL 4513 A*32 AMLO1 (A*01, A*32, B*0801, B*1402)

n.a. AMLO3 (A*03, A*32, B*35)

n.a. AMLO04 (A*02 A*32, B*38, B*56)

A*0201 HeLa P83.30 (A*0201)
KLIDRTESL 4046 A*0201 JY (A*0201, B*0702)

A*0201 LCL721.45 (A*0201, B*5101)

A*02 RCC110_N (A*02, B*18, B*27)

B*1501 SPL-SPACH (A*3101, B*¥1501)
KMDPIISRV 7832 DR CCA164_T (A*02, A*11, B*07, B*35)

A*0201 LCL721.45 (A*0201, B*5101)
QLVDIIEKV 10197 A*0201 Awells (A*0201, B*4402)

A*0201 HeLa P83.30 (A*0201)

A*0201 JY (A*0201, B*0702)

A*0201 LCL721.45 (A*0201, B*5101)

A*02  RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)

A*02  RCC099_T (A*02, B*27, B*57)

A*02 RCC110_N (A*02, B*18, B*27)

A*02  RCCI115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)

A*02  RCC116_T (A*01, A*02, B*¥27, B*37)

B*13  RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RLASYLDRV 3875 A*0201 Awells (A*0201, B*4402)

A*02 RCCO068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)

A*02 RCC099_ N (A*02, B*27, B*57)

A*02  RCCO099_T (A*02, B*27, B*57)

A*02  RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)

A*02 RCC110_N (A*02, B*18, B*27)

A*02 RCC110_T (A*02, B*18, B*27)

A*02  RCCI119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)

B*13  RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)

A*02  RCC399_M (A*01, A*02, B*08, B*50)
RVMAPRALL 3107 A*0201 JY (A*0201, B*0702)

B*0702 RCC098_T (A*01, A*03, B*¥0702, B¥1801)
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A.2. Uberlappende HLA-A*02-Liganden

Sequenz

GenelD HLA

Source(n)

SAPYGRITL 23191

YLLPAIVHI

1655

A*02
A*02
A*02
A*02
n.a.
B*5101
A*02
A*0201
n.a.
A*0201
A*02
A*0201
A*0201
A*0201
A*02
A*02
A*0201
A*0201
A*02
A*02
A*02
A*02
A*02
A*02
A*02
A*02
A*02
B*13
A*02
A*02
A*02
A*02

RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
RCC377_M (A*01, A*03, B*07)
LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCC263_T (A*02, B¥15, B*50)

Awells (A*0201, B*4402)

B-LCL 166 (A*02, B*13, B*51)

CIR-A2 (A*0201)

CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
CML85 (A*0201, A*1101, B¥1501, B¥27)
DEM (A*0201, B*5701)

HeLa P83.30 (A*0201)

Huvec 166 (A*02, B*13, B*51)

Huvec 188 (A*02, A*24, B*27, B*35)

JY (A*0201, B*0702)

LCL721.45 (A*0201, B*5101)

RCCO013_T (A*02, A*24, B¥07, B*40)
RCC068__ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC099_N (A*02, B*27, B*57)
RCC099_T (A*02, B*27, B*57)
RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RCC263_T (A*02, B¥15, B*50)
RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
SCCI0 (A*02)
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A. Anhang

A.3. HLA-A*03
Sequenz GenelD Source
AAAPASVPAQAPK 6159 U937 (nicht bekannt)
AALVASGVALY 5032 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
AAMLDTVVFK 10213 TTA3_ A3 (A*03)
U937 (nicht bekannt)
AAVAIKAMAK 1984 U937 (nicht bekannt)
AIIDHIFASK 127933 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
AILSKFLYY 26098 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
AIMGNPKVK 3047 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
AIYATIPVYK 53981 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
AIYKRVLK 55193 HO301 (A*0301, B*1402)
ALFLTLTTK 4513 HO301 (A*0301, B*¥1402)
ALKNPPINTK 10092 RCC135_T (A*02, A*03, B*¥4701, B*5101)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
ALLDGSNVVFK 10471 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO75_T (A*03, B¥0702, B*4001)
ALLGVIIAK 26762 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
ALLPWPFRNK 7185 HO301 (A*0301, B*1402)
ALPALVMSK 6124 U937 (nicht bekannt)
ALPSRILLWK 54587 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
LCA002_T (A*03, B*08, B*40)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC377_N (A*01, A*03, B*07)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
ALRPSTSRSLY 7431 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
U937 (nicht bekannt)
AMLDTVVFK 10213 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC098 T (A*01, A*03, B*0702, B¥1801)
TTA3_A3 (A*03)
AMWKVGFFK 3674 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
AMYDKGPFRSK 1728 RCC211_T (A*03, B*¥13, B*35)
ASILAAFSKATS 204 U937 (nicht bekannt)
ATANQIILK 10150 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
ATDPNILGR 5591 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
ATGSWDSFLK 2782 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC211_T (A*03, B¥13, B*35)
ATTRVEKLQY 284058 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
ATVAVPLVGK 79139 HO301 (A*0301, B*¥1402)
ATYGKPVHH 66480 TTA3_A3 (A*03)
AVAEKMLQY 80765 HO301 (A*0301, B*1402)
AVAIKAMAK 1984 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
AVALPLQTK 5356 RCC211_T (A*03, B¥13, B*35)
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A.3. HLA-A*03

Sequenz GenelD Source
AVFPKPFVEK 9677 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
AVFPNEDGSLQK 50865 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
AVIGADSVTLK 55813 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
AVIVLVENFYK 140576 RCCO098 T (A*01, A*03, B*¥0702, B¥1801)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
AVLKGVHSHK 6147 U937 (nicht bekannt)
AVLQKPQPQLY 5394 HO301 (A*0301, B*1402)
AVMDGNVITAK 1428 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
AVMGAYVLLK 90701 HO301 (A*0301, B*1402)
AVNAHSNILK 10989 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
AVYGMLNLTPK 4677 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
AYEQVAKALK 1192 U937 (nicht bekannt)
DYQSIKLIY AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
ELKTKGLQLK HO301 (A*0301, B*1402)
ELVKIIYK 51110 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
ESYEALPQH 1786 RCC098_T (A*01, A*03, B*¥0702, B*1801)
FLDHVRTSF 4641 RCC100_N (A*02, A*03, B¥07, B*18)
FPNSPKWTSK 4316 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
FSVAFQALRT 55262 U937 (nicht bekannt)
FVKTLTGK 6233 HO301 (A*0301, B*¥1402)
FVQMMTAK 801 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC377_M (A*01, A*03, B*07)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
U937 (nicht bekannt)
FVYPGNPLRH 84498 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
GLAPSIRTK 3371 NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
GLASFKSFLK 8490 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B¥1801)
GLFEVGAGWIGK 3295 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
GLFEVGAGWIK RCCO075_T (A*03, B¥0702, B*4001)
GLMGFIVYK 9556 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
GLNVSSISRK 84324 U937 (nicht bekannt)
GLPSQKTASLK 23076 U937 (nicht bekannt)
GLTDVILYH 10492 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
GLYEFFRAK 10523 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
GLYTKGSTWK 349565 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
GMKGLNLLKK 4064 HO301 (A*0301, B*¥1402)
GSYNKVFLAK 5714 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
GTLPHPLQR 6337 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
GTMTGMLYK 10431 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO075_T (A*03, B¥0702, B*4001)
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A. Anhang

Sequenz GenelD Source
GTWDSFLEK 6817 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
GTYAPAEVPK 1645 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
GTYQPLSTR 9277 HO301 (A*0301, B*1402)
GTYVSSVPR 3111 RCC135_T (A*02, A*03, B*¥4701, B*5101)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
GVADKILKK 9111 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO075_T (A*03, B¥*0702, B*4001)
RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B*18)
GVHGGLINK 5216 LCAO010_T (A*03, A*29, B*35, B*44)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
GVLAWVKEK 9235 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
GVLKKVIRH 3371 NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
HLEDIVRQK 9320 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
HQPHKVTQYK 6166 U937 (nicht bekannt)
HTLDSYRILQK 1643 HO301 (A*0301, B*1402)
ITAIPTGVK 4512 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
HO301 (A*0301, B*1402)
IINSSITTK 7203 HO301 (A*0301, B*1402)
IITYFARKANMK 7412 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
IIYKGGTSR 2934 LCAO010_T (A*03, A*29, B*35, B¥44)
RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B*18)
ILENIQRNK 2068 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
ILNSWNISK RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
ILSSLMLEK HO301 (A*0301, B*1402)
IQVIRSIGVY 6476 U937 (nicht bekannt)
ISLKQAPLVH 12757 TTA3_A3 (A*03)
IVAGSLITK 55660 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
IVALILSTK 527 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
KAHLGTALK 6228 U937 (nicht bekannt)
KIADMGHLKY 5111 HO301 (A*0301, B*1402)
KIADRFLLY 8543 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)

CCA172_ T (A*02, A*03, B*38, B*40)
EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)

HO301 (A*0301, B*1402)

MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)

NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
RCCO75_T (A*03, B¥0702, B*4001)
RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
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A.3. HLA-A*03

Sequenz GenelD Source
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC182_T (A*03, A*30, B*07, B*40)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RCC377_M (A*01, A*03, B*07)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
TTA3_A3 (A*03)
U937 (nicht bekannt)
KIFVGGIK 3178 U937 (nicht bekannt)
KITAFVLEGK 10618 RCC377_T (A*01, A*03, B*0T7)
KIKSFEVVF 10628 RCC115_T (A*02, A*03, B*¥15, B*18)
KILNLRFLGK 6829 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
KLADFGLAR 983 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
KLCNIFSTKF 7153 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
KLFDFVNAKK 6749 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
KLFDHAVSKF 2182 HO301 (A*0301, B*1402)
NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
KLFDKLLEY 8539 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
TTA3_A3 (A*03)
KLFQQIMHY 55823 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
KLFVGGLK 10949 U937 (nicht bekannt)
KLIDIVSSQK 1111 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
HO301 (A*0301, B*1402)
KLIKDGLIIRK 6143 HO301 (A*0301, B*1402)
KLITEDVQGK 6189 U937 (nicht bekannt)
KLLKSKNLTDAI 23644 HO301 (A*0301, B*1402)
KLLNYAPLEK 5441 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)

CCA172_ T (A*02, A*03, B*38, B*40)
HO301 (A*0301, B*1402)

NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC182_T (A*03, A*30, B*07, B*40)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RCC377_M (A*01, A*03, B*07)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
TTA3_A3 (A*03)
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A. Anhang

Sequenz GenelD Source
KLLPSVVLK 1839 NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
KLPGGSYMAK 3127 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
KLPNSVLGK 30844 RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
KLSQMILDK 5717 HO301 (A*0301, B*1402)
KLTYIYIQK RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
KLYDIDVAK 6147 U937 (nicht bekannt)
KLYEMILKR 10123 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
KMTLISPIIL 23030 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
KMWNIAITY 158326 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
KMYEEHLKRM 2079 HO301 (A*0301, B*1402)
KQYDHPNIVK 14158 TTA3_A3 (A*03)
KSFPGVPLQH 12572 TTA3_A3 (A*03)
KSLDQAISRF 26999 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
KTFWIPLSH 241452 TTA3_ A3 (A*03)
KTNALLSLK U937 (nicht bekannt)
KTYGEIFEK 4718 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
KTYIPPKGETK 15289 TTA3_A3 (A*03)
KVADIALHY 12469 TTA3_A3 (A*03)
KVANIILSY 80208 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
HO301 (A*0301, B*1402)
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
KVAPAPAVVK 6130 U937 (nicht bekannt)
KVATVPGTLK 19989 TTA3 A3 (A*03)
KVAVATPAK 4691 U937 (nicht bekannt)
KVFDGIPPPY 23521 HO301 (A*0301, B*1402)
KVFERAVQY 22984 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
KVFQEPLFY 1514 RCCO098_ T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
KVMQQNLVY 10491 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
KVNIIPITAK 23157 HO301 (A*0301, B*1402)
KVSASPLLY 7037 HO301 (A*0301, B*1402)
KVSDYILQH 23245 NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
KVTEGSFVYK 2665 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
KVTGSLSSAK 2237 U937 (nicht bekannt)
KVWSDPFGRK 389203 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
HO301 (A*0301, B*1402)
KVYENYPTY 7913 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO75_T (A*03, B¥0702, B*4001)
KVYNIQIRY 3937 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)

HO301 (A*0301, B*1402)
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A.3. HLA-A*03

Sequenz GenelD Source
RCCO075_T (A*03, B¥0702, B*4001)
RCC098 T (A*01, A*03, B*0702, B¥1801)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
TTA3__A3 (A*03)
LIMIFLGLY 51495 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
LLSLTTQLVK 23107 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
LLTTMGDRF 10398 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
LPAGGGLQTK AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
LTGPVMPVR 6137 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
LVFPSEIVGK 6201 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO075_T (A*03, B¥0702, B*4001)
RCC098 T (A*01, A*03, B*¥0702, B¥1801)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC377_M (A*01, A*03, B*07)
LVIPFTIKK 2316 HO301 (A*0301, B*1402)
NLSEIHVAF 57102 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NVIRDAVTY 8294 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
CCA061_T (A*02, A*03, B*¥15, B*35)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
PSRILLWK 54587 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
LCA002_T (A*03, B*08, B*40)
QAQADSLTVY 26167 RCCO098 T (A*01, A*03, B¥0702, B¥1801)
QGFPNRVVF 4627 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
QIASFILLR 55303 RCCO098 T (A*01, A*03, B*0702, B*¥1801)
QIDSPLNGK 7412 RCC211_T (A*03, B¥13, B*35)
QIDSPLSGK 7412 RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
QIFVKTLTGK 6233 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
HO301 (A*0301, B*1402)
NCh359 (A*03, A*32, B¥07, B*35)
RCCO075_T (A*03, B¥0702, B*¥4001)
RCC098 T (A*01, A*03, B*¥0702, B¥1801)
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
TTA3_A3 (A*03)
QISIPFLLK 64855 RCCO075_T (A*03, B¥0702, B*¥*4001)
QIYIKLVK 8295 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
QLQESGGGLVK HO301 (A*0301, B*1402)
QLQLLLLK 64780 U937 (nicht bekannt)
QLYDKGLVY 3376 HO301 (A*0301, B*1402)
QLYEIIVTPLY 1441 HO301 (A*0301, B*1402)
QLYWSHPRK 6235 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)

CCA172_ T (A*02, A*03, B*38, B*40)
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A. Anhang

Sequenz GenelD Source
RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
U937 (nicht bekannt)
QMVERQGQLK 6522 HO301 (A*0301, B*1402)
QTYVGITEK 23020 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
QVAERALYY 5527 HO301 (A*0301, B*1402)
RAFSSLGLLK 7369 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC182_T (A*03, A*30, B*07, B*40)
RAVHSCMILLK 389690 HO301 (A*0301, B*¥1402)
RAYPHVFTK 27089 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
RIATGSFLK 67054 TTA3_ A3 (A*03)
RIFAPNHVVAK 6142 HO301 (A*0301, B*1402)
MaCa32 (A*03, B*35, B*51)
RIFEPPPPK 1665 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
RIFQEPTEPK 6241 HO301 (A*0301, B*1402)
RIHFPLATY 7277 HO301 (A*0301, B*1402)
RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
TTA3_A3 (A*03)
RIIDLVLQK 10526 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RIIEETLALK 10109 HO301 (A*0301, B*1402)
RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RILFFNTPK 5714 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RILSGVVTK 6205 HO301 (A*0301, B*1402)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
RIYGGLTSK 18571 TTA3_A3 (A*03)
RLFKDQLVY 25793 HO301 (A*0301, B*1402)
RLFPPLRQR 337867 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
U937 (nicht bekannt)
RLFTDVLLH 8507 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
HO301 (A*0301, B*1402)
RLFVGSIPK 10236 HO301 (A*0301, B*1402)
NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
U937 (nicht bekannt)
RLKDGVLAY 22984 HO301 (A*0301, B*1402)
U937 (nicht bekannt)
RLLEMILNK 1646 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RLLLPGELAK 3017 U937 (nicht bekannt)
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A.3. HLA-A*03

Sequenz GenelD Source
RLLPGNATISK 54625 HO301 (A*0301, B*1402)
RLLQKVLAY 55095 RCCO098 T (A*01, A*03, B*0702, B¥1801)
RLNELWLHH HO301 (A*0301, B*1402)
RLPVLQAVVK HO301 (A*0301, B*1402)
RLSDTLLFY 147991 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
RLSFPNLFK 9907 RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
RLSSLRASTSK 6194 U937 (nicht bekannt)
RLVTPRVLQHK 6194 U937 (nicht bekannt)
RMFDMGFEY 11325 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RQIPYTMMK 5250 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
TTA3_A3 (A*03)
RQITQVYGF 5515 NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
RSFPWQSLEAK 55199 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
RSYSDPPLK 3185 HO301 (A*0301, B*1402)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
TTA3_A3 (A*03)
RTAHVILRY 267 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
HO301 (A*0301, B*1402)
RTAVPSFLTK 84248 HO301 (A*0301, B*1402)
RTFTWLVGK 4641 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RTGPPMGSRF 7458 HO301 (A*0301, B*1402)
RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B*18)
RTNWPNTGK 72772 TTA3_A3 (A*03)
RTYLPSQVSR 9276 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
RVAPAHGLFLK 126789 HO301 (A*0301, B*1402)
RVASVMQEY 5683 HO301 (A*0301, B*1402)
RVFPDKGYSF 7072 NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
RVFPWFSVK 4297 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RVFSGLVSTGLK 1938 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
RVFVVGVGMTK 20280 TTA3_A3 (A*03)
RVHAYIISY 30846 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC377_M (A*01, A*03, B*07)
RVKGPGISKF 953 HO301 (A*0301, B*1402)
RVKTNVPVK 22913 U937 (nicht bekannt)
RVLNKLGGVK 475 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
RVLPYPFTH 10813 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
HO301 (A*0301, B¥1402)
RVLQALEGLK 6223 U937 (nicht bekannt)
RVQEAVESMVK 84908 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)

HO301 (A*0301, B¥1402)
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A. Anhang

Sequenz GenelD Source

RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)

RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)

RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RVYIGRLSY 6429 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)

HO301 (A*0301, B*1402)
RVYPEVTVY 3123 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
RVYVGSIYY 22827 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)

HO301 (A*0301, B*1402)
SAYGSVKAY 302 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
SIFDGRVVAK 54499 NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)

RCCO075_T (A*03, B¥0702, B*4001)

U937 (nicht bekannt)
SIFKQPVTK 8932 HO301 (A*0301, B*1402)

RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
SIGERDLIFH 8914 MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)

RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
SILRNPVTNK 6627 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
SIRDTPAKNAQK 4869 U937 (nicht bekannt)
SIRGNNIRY 6632 U937 (nicht bekannt)
SITSVFITK 8295 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
SIYVYKVLK 3018 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
SLAEILLKK 10526 RCCO075_T (A*03, B*0702, B¥4001)
SLFPNSPKWTSK 4316 HO301 (A*0301, B*1402)

RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)

RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
SLFSRLFGK 378 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
SLIGYLITKK 120892 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
SLKQAPLVH 1211 U937 (nicht bekannt)
SLLQPETPGLK HO301 (A*0301, B*1402)
SLLSGALAGALAK RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
SLLSLVTGLK CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)

HO301 (A*0301, B*1402)

RCCO73_T (A*02, A*03, B*07, B*57)

RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)

RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
SLLTSSKGQLQK 123 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)

RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)

RCC115_T (A*02, A*03, B¥15, B*18)

RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
SLMHSFILK 83658 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)

CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*07, B*18)
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A.3. HLA-A*03

Sequenz GenelD Source
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
U937 (nicht bekannt)
SLWDRLIFH 2180 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO073_T (A*02, A*03, B*07, B*57)
RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC115_T (A*02, A*03, B*¥15, B*18)
RCC211_T (A*03, B*¥13, B*35)
RCC377_M (A*01, A*03, B*07)
SLYASSPGGVYATR 7431 RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
SLYKKLEIK 6549 NCh359 (A*03, A*32, B*07, B*35)
SSFSGLLRK 51278 HO301 (A*0301, B*1402)
SSYPVCVSK 4938 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
SVAKTILKR 55233 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
RCC100_T (A*02, A*03, B*¥07, B*18)
RCC182_T (A*03, A*30, B*¥07, B*40)
SVDPKNYPK 3553 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
U937 (nicht bekannt)
SVLSPLLNK 2059 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
SVNLKVSPK 11168 U937 (nicht bekannt)
SVYDSVLQK 23345 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*¥4001)
SVYVLVRQK 84188 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
SVYVYKVLK 3017 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC100_T (A*02, A*03, B*¥07, B*18)
TARDAVCEQVF 83758 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
TIAPALVSK 2023 HO301 (A*0301, B*1402)
TLADILLYY 9521 RCCO075_T (A*03, B*¥0702, B*4001)
TLADLLALR 8701 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
TMCPHILRY 3646 AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
HO301 (A*0301, B*1402)
TSALPIIQK 123 RCCO098 T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC211_T (A*03, B*¥13, B*35)
RCC377_M (A*01, A*03, B*07)
TVAGGAWTYK 6168 HO301 (A*0301, B*¥1402)
TVAVPLVGK 79139 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
TVISLVTGLK HO301 (A*0301, B*1402)
TVMELVKIIYK 51110 RCCO073_T (A*02, A*03, B*07, B*57)
RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
TVSDAILRY 29916 HO301 (A*0301, B*1402)

RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
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A. Anhang

Sequenz GenelD Source
VAVGRALYY 1642 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
VLESVARIVK 493856 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
VLFGKALNPK 8714 RCCO075_T (A*03, B¥0702, B¥4001)
VLKANIISY HO301 (A*0301, B*1402)
VLRDNIQGITK 8294 HO301 (A*0301, B*1402)
VLYDRVLKY 6730 RCCO075_T (A*03, B*¥0702, B*4001)
RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
RCC377_T (A*01, A*03, B*07)
VLYQPLFDK 4673 HO301 (A*0301, B*1402)
VSAPRVGGK 6152 U937 (nicht bekannt)
VTLTLVILSY 390323 RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
VTYNYPVHY 55754 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
VTYVPVTTFK 6160 U937 (nicht bekannt)
VVATVMCRR 3106 RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
VVCEYIVKK 1968 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
HO301 (A*0301, B*1402)
VVIINSTAVR 7399 AMLO3 (A*03, A*32, B*35)
VVLGQFLVLK 8815 HO301 (A*0301, B*1402)
RCC211_T (A*03, B*13, B*35)
VVMVNQGLTK 891 HO301 (A*0301, B*1402)
VVNKVPLTGK 90488 HO301 (A*0301, B*1402)
RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
VVSSLLVLK 69550 TTA3_A3 (A*03)
WKLQRSLLLK AMLO03 (A*03, A*32, B*35)
YLADFLLTK 10786 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B¥*18)

Nur A*03% oder A*03011 Sourcen sind beriicksichtigt. Sequenzen ohne GenelD
sind nicht in humanen Proteindatenbanken zu finden, d.h. es handelt sich um ESTs

oder nicht-menschliche Proteine.
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A.4. HLA-A*26

A.4. HLA-A*26
Sequenz GenelID Source(n)
AAFPGASLY 9802 NCh361 (A*26, B*38)
DLIEHFSQF 10949 NCh361 (A*26, B*38)
DLIEKLLNY 5441 MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)
DSFPMEIRQY 6772 NCh361 (A*26, B*38)
DTGILDSIGRF 4155 NCh361 (A*26, B*38)
DTISPTLGF 402 NCh361 (A*26, B*38)
DTISPYSRM 8560 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
DTLDKVFTY 2181 NCh361 (A*26, B*38)
DTVHHMLLF 5066 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B¥*45)
RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
DVAEGDLIEHF 10949 NCh361 (A*26, B*38)
DVAGIIADY 57494 NCh361 (A*26, B*38)
DVFNEKGWNY 10135 NCh361 (A*26, B*38)
DVIAQGIGKL 6181 NCh361 (A*26, B*38)
DVIERVIQY 25836 NCh361 (A*26, B*38)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
DVIRLIMQY 55234 MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)
NCh361 (A*26, B*38)
RCC121_N (A*26, A*29, B*35, B*45)
RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
DVISNIETF 6662 NCh361 (A*26, B*38)
DVKDYIQEY 57674 RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
DVLESVNLL 1173 NCh361 (A*26, B*38)
DVLQKIKY 54869 NCh361 (A*26, B*38)
DVVDFFQKY 8564 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
DVVFLITKY 1213 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
DVYNHFLLY 6830 RCC307_T (A*24, A*26, B*¥13, B*38)
EAIEQILKY 55164 NCh361 (A*26, B*38)
EIAEAYLGY 3303 NCh361 (A*26, B*38)
EIAGHIMEF 9698 RCC307_T (A*24, A*26, B*¥13, B*38)
EIIGKRGIIGY 10632 NCh361 (A*26, B*38)
RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
EIKDILIQY 6217 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B¥45)
ETKDKLLNY 83594 RCCI121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
EIRDIILGM 10594 MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)
EIYGGSDSRF 23451 NCh361 (A*26, B*38)
ELIAKIPNF 6418 NCh361 (A*26, B*38)
RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
ELQQLFNL 57633 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
ELVKRILNF 7913 NCh361 (A*26, B*38)
ESIDRTVMYY 6519 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
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A. Anhang

Sequenz GenelID Source(n)

ETADTLLALRY 9945 NCh361 (A*26, B*38)
ETADTLMGLRY 2673 NCh361 (A*26, B*38)
RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B¥45)

ETFDAGLQAF 6709 NCh361 (A*26, B*38)
ETIAKLVKY 2673 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
ETTEAACRY RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
ETVNIWTHF 79957 NCh361 (A*26, B*38)
ETVRELTEF 5467 NCh361 (A*26, B*38)
ETVWRLEEF 3122 NCh361 (A*26, B*38)
EVAATEIKM 4670 NCh361 (A*26, B*38)

RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
EVAAVLLHF 10640 NCh361 (A*26, B*38)
EVAEHVQYM 51053 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
EVFDKTYQF 88745 NCh361 (A*26, B*38)
EVFPLAMNY 595 NCh361 (A*26, B*38)
EVFPLAMNYL 595 MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)
EVFPLKVFGY 9204 RCC307_T (A*24, A*26, B*¥13, B*38)
EVIDLMIKEY 55274 NCh361 (A*26, B*38)
EVIEQILHY MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)
EVIKNFIQY 51386 NCh361 (A*26, B*38)
EVIPPMKEF 4712 NCh361 (A*26, B*38)
EVIPPYYSY 51567 NCh361 (A*26, B*38)
EVIPYTPAM 3162 NCh361 (A*26, B*38)
EVKKEVAFF 51593 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
EVNGLISMY 9343 NCh361 (A*26, B*38)
EVRQGLKAY 10539 RCC307_T (A*24, A*26, B*¥13, B*38)
EVSTLVSKY 11336 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
EVTELLARY 5434 NCh361 (A*26, B*38)

RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)

EVVAGIKEY 9643 RCC307_T (A*24, A*26, B*¥13, B*38)
EVVAGIKEYF 9643 MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)
NCh361 (A*26, B*38)
EVVERVLTF 26263 NCh361 (A*26, B*38)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
EVVRETGEY 9810 RCC307_T (A*24, A*26, B*¥13, B*38)
EVVRKILLL 4650 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
EVVSEPFRSF 5708 NCh361 (A*26, B*38)
GVIEKLLTSY 7812 MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)
NCh361 (A*26, B*38)
ISTPVIRTF 23196 NCh361 (A*26, B*38)
MTHNLLLNY 3065 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
MVKDVIGSY 4692 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)

RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
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A.4. HLA-A*26

Sequenz GenelD Source(n)
MVTEIRLKY 23450 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
QTPDFTPTKY 23051 NCh361 (A*26, B*38)
QVAEIVSKY 3685 NCh361 (A*26, B*38)
RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
SAVDFIRTL 9263 NCh361 (A*26, B*38)
SSVPGVRLL 7431 NCh361 (A*26, B*38)
SVIEAVAHF 23304 NCh361 (A*26, B*38)
SVVDAIGISRF 164832 NCh361 (A*26, B*38)
SVVDLINHY 5296 NCh361 (A*26, B*38)
SVVELINHY 5295 NCh361 (A*26, B*38)
SVVSVISRF 1603 NCh361 (A*26, B*38)
TLIDIMTRF 3098 MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
TTIDIGVKY 1266 MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)
NCh361 (A*26, B*38)
TVTEVLLKY 54700 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
VLPKLYVKL 6231 RCC307_T (A*24, A*26, B*¥13, B*38)
VITYNYPVHY 55754 RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
YVQDRVPSY 64844 RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)

Nur A*26% Sourcen sind beriicksichtigt. Sequenzen ohne GenelD sind nicht in
humanen Proteindatenbanken zu finden, d.h. es handelt sich um ESTs oder nicht-
menschliche Proteine.
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A. Anhang

A.5. HLA-A*2601 aus MGAR

Sequenz GenelD
DIPENVDITL 6133
DSFPMEIRQY 6772
DTISPTLGF 402
DVIERVIQY 25836
DVITIIDRSF 4288
DVLESVNLL 1173
DVVQELLKY 57602
EIIKIIGKY 23045
EIKDILIQY 6217
ETADTLMGLRY 2673
ETFNTPAMY 60
ETFPGVTAL 3140
ETIDVHSGYDI 6307
ETIRNIPHL 55142
ETVNLRSLGF 202
EVFQTKIQEF 8379
EVFTGGIGSY 64282
EVIPPYYSY 51567
EVISSVSEL 23195
EVLEYNAIGGKY 2224
EVNGLISMY 9343
EVQEIVSVY 23231
EVTELLARY 5434
EVVENLLNY 2908
EVVSEPFRSF 5708
EVYPFGIVGM 7812
MIFIAAKDL 440279
SVIDIINKY 23228
SVIDSAELQAY 5591
SVIEAVAHF 23304
SVVEAIPEF 9750
TTIDIGVKY 1266
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A.6. HLA-A*2602 aus C1R-A*2602

A.6. HLA-A*2602 aus

C1R-A*2602
Sequenz GenelD
DAADKAAVVKF 10949
DLIKEMRQF 6723
DSVPPTAISHF 9188
DTAGMILGWKF 55486
DTVKKIESF 5903
DVAEEIANY 6711
DVAEGDLIEHF 10949
DVIAQGIGKL 6181
DVIDNIMRL 7942
DVYSGTPTKV 7884
EAIGIISKM 9918
EASAAGLIRSF 10072
EAYNAVVRY 91010
EIRDIILGM 10594
EITESGRIGF 3689
EIYGGSDSRF 23451
EIYSKTTRF 5982
ELIAKIPNF 6418
ETFSGVYKKL 6201
ETIRNIPHL 55142
ETPRSVPGF 25885
ETRPAGDGTF 3105
ETVWRLEEF 3122
EVAEVKISHF 259266
EVAGHLRTY 23225
EVASNVPKV 51441
EVIDVVRTM 6872
EVIGASDLLLL 4976
EVIQWLAKL 10983
EVISHIGKL 53407
EVISSLEKY 9441
EVLRGLDITL 51297
EVNEWFTKY 51154
EVPSFLVERM 54903
EVSPNLVRY 4719
EVSSISSKF 23607
EVVAGIKEY 9643
EVVDVMVIGRL 10243
EVVELLIKY 2553
HFDLSVIEL 8318
HTADISSHF 1847

Sequenz GenelD
HTPAGAAVSAM 118
HVPAGLLALF 124491
IVADHVASY 3117
IWDLSITRL EST
LAADFEIGHF 4673
MTVSIIDRF 891
MVKDLINRM 3069
NVAEVDKVTGRF 6227
SIPDIKTAF 10139
SVIDARFNFF 27042
SVIEAVAHF 23304
TFDVAPSRL 23420
TVIDQIPFL 8493
TVIEEHLGKF 285855
VVFTDEMAHF 847
YVQDRVPSY 64844
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A. Anhang

A.7. HLA-A*2603 aus

C1R-A*2603
Sequenz GenelD
DIIDYFRKM 3937
DLIEHFSQF 10949
DLIEKLLNY 5441
DTISPYSRM 8560
DVIAQGIGKL 6181
DVIDNIMRL 7942
DVISSIRNF 401505
DVKDYLRNM 9236
DVMKDFEEM 1345
EAIGIISKM 9918
EIRDIILGM 10594
EITESGRIGF 3689
ELIAKIPNF 6418
ELIERIPEL 4171
ETAFCMRQ
ETFSGVYKKL 6201
ETIRNIPHL 55142
ETREAYANI 4261
ETVNLRSLGF 202
ETVWRLEEF 3122
EVAEHVQYM 51053
EVAPPRLVM 7297
EVFPDQFIHL 3074
EVFPLKVFGY 9204
EVFPPFRLM 23225
EVFTGHMGKL 506
EVGPKFRGV 25980
EVIDFSHGL 51104
EVIDVVRTM 6872
EVIFKALTGF 27348
EVIGLLGGRY 114803
EVIKELAQI 5496
EVIPALPRL 83696
EVIQGLLKKF 83593
EVIQWLAKL 10983
EVISKLYAV 10694
EVISQHLVSY 7175
EVISTLLEKM 4650
EVNPNTRVM 29095
EVPSFLVERM 54903
EVVERVLTF 26263
EVYPFGIVGM 7812

Sequenz GenelD
FFDPSLLHLL 94005
HVINTPLQTM 54903
ILDPHVVLL 4927
ITESGRIGF 3689
IWDLSITRL

LYDPVISKL 10445
SVIDGRFEGF 102
TFDDIVHSF 2194
TFDVAPSRLDF 23420
YFDPANGKF 1938
YVKDIYAYL 891

Sequenzen ohne GenelD sind nicht in
humanen Proteindatenbanken zu fin-
den, d.h. es handelt sich um ESTs oder
nicht-menschliche Proteine.
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A.8. Uberlappung von HLA-A*25 und HLA-A*26

A.8. Uberlappung von HLA-A*25 und HLA-A*26

Sequenz HLA Source(n)

DLIKEMRQF  A*25  Ma-Mel-8a (A*25, B*14)
A*2602 CIR-A*2602 (A*2602)
DTVKKIESF A*25  RCC103_T (A*11, A*25, B*15, B*44)
A*2602 C1R-A*2602 (A*2602)
DVAEGDLIEHF A*26  NCh361 (A*26, B*38)
A*25  RCC103_T (A*11, A*25, B¥15, B*44)
A*2602 CIR-A*2602 (A*2602)
DVIAQGIGKL A*25  Ma-Mel-8a (A*25, B*14)
A*26  NCh361 (A*26, B*38)
A*2603 CLR-A*2603 (A*2603)
A*2602 CIR-A*2602 (A*2602)
DVIRLIMQY A*25  Ma-Mel-8a (A*25, B*14)
A*25  RCC103_T (A*11, A*25, B*15, B*44)
A*26  MZ7 (A*03, A*26, B*07, B*38)
A*26  NCh361 (A*26, B*38)
A*26  RCC121_N (A*26, A*29, B*35, B*45)
A*26  RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
DVISSIRNF A*25  Ma-Mel-8a (A*25, B*14)
A*2603 C1R-A*2603 (A*2603)
DVKDYIQEY  A*25 RCCI103_T (A*11, A*25, B*15, B*44)
A*26  RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
EIAGHIMEF A*25  RCC103_T (A*11, A*25, B*15, B*44)
A*26  RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
EIIGKRGIIGY A*25  Ma-Mel-8a (A*25, B*14)
A*26  NCh361 (A*26, B*38)
A*26  RCCI121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
A*26  RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
ELIAKIPNF A*25  Ma-Mel-8a (A*25, B*14)
A*26  NCh361 (A*26, B*38)
A*26  RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B*45)
A*26  RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
A*2602 CI1R-A*2602 (A*2602)
A*2603 C1R-A*2603 (A*2603)
ELVKRILNF A*25  Ma-Mel-8a (A*25, B¥14)
A*26  NCh361 (A*26, B*38)
ETFDAGLQAF A*25 RCC103_T (A*11, A*25, B*15, B*44)
A*26  NCh361 (A*26, B*38)
ETVNLRSLGF A*25 RCCI103_T (A*11, A*25, B*15, B*44)
A*2601 MGAR
A*2603 CIR-A*2603 (A*2603)
EVFPLKVFGY A*25 RCC103_T (A*11, A*25, B*15, B*44)
A*26  RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
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A. Anhang

204

Sequenz HLA Source(n)
A*2603 C1R-A*2603 (A*2603)
EVIDLMIKEY A*25 RCC103_T (A*11, A*25, B*15, B*44)
A*26  NCh361 (A*26, B*38)
EVIDVVRTM A*25 Ma-Mel-8a (A*25, B*14)
A*2603 C1R-A*2603 (A*2603)
A*2602 C1R-A*2602 (A*2602)
GVIEKLLTSY A*25 Ma-Mel-8a (A*25, B*14)
A*26 MZ7 (A*03, A*26, B*¥07, B*38)
A*26  NCh361 (A*26, B*38)
SVIDGRFEGF A*25 Ma-Mel-8a (A*25, B*14)
A*2603 C1R-A*2603 (A*2603)




A.9. HLA-A*6601 aus LCL721.221-A*6601

A.9. HLA-A*6601 aus

LCL721.221-A*6601

Sequenz GenelD
AVVPFLPLQR 27433
DIIPNPQER 3326
DIIQRMHLR 2778
DIMDSSLTRR 2224
DLIGQDLNSR EST
DLVDFSPVYR 23233
DQNPDAALR 11316
DTIEIITDR 3181
DVRMGGSFR 10276
DVVSKFLNR 5500
EIFGTIGMR 3276
EIINEDIAKR 10130
EIPDRLQFR 5709
ELADFIRER

ELFAGKPVLR 81614
ELFHQQGTPR 4001
ELIQDITQR 4478
ELPIVTPALR 3838
ELPSWILMR 9551
EPVEVVAPR 142
ESFPGSFRGR 83879
ETAPRTIFQR 25814
ETIGEILKK 3190
ETIPGPDAKVR 84153
ETQLPVSFR 23020
EVAPGALGTR
EVAQLIQGGR 51660
EVCGFAPYER 25873
EVISLSQVTPK 4976
EVLKETVSQR 1639
EVQDTSGGTTALR 1642
EVSAEVRER 11130
EVSPPNLRGR 114134
EVTDYAIAR 4175
EVTDYAIARR 4175
EVVEDSLRQR 56255
EVVPEPVAR 1633
EVVTGVIGQR 2983
EVVYRFTAR 11004
EVYPVGIFQKR 10459
FVVEKVLDR 11335

Sequenz GenelD
HVYDGKFLAR 590
SLFAGGMLR 54732
STVGGWVSTR 8540
SVCSGLLGPR 64951
SVIDYQTHFR 51014
SVISTDPLKR 2175
TVFDAKRLIGR 3303
YIIGLLQQR 26234
YTITEGSLR 6375
YVITDLTQLR 3656
YVVEKVLDR 10951

Sequenzen ohne GenelD sind nicht in
humanen Proteindatenbanken zu fin-
den, d.h. es handelt sich um ESTs oder
nicht-menschliche Proteine.
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A.10. HLA-B*38

Sequenz GenelD Source
AHDDGRWSL 6624 NCh361 (A*26, B*38)
AHDQNSNLL 7052 RCC307_T (A*24, A*26, B*¥13, B*38)
AHPTLTGSAHP CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
AHSNEILIF 23588 RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
AHVDLIEKL 5441 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NCh361 (A*26, B*38)
DHDPVDKIVL 3181 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NCh361 (A*26, B*38)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
DHHQEVIGF 23196 NCh361 (A*26, B*38)
DHINDIIKI 8826 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NCh361 (A*26, B*38)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
DHIREILNI 717 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
DHMRFISEL 23191 NCh361 (A*26, B*38)
DRDGTIIHL 5777 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
EHAANDVSF 6772 RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
EHAGVISVL 10542 NCh361 (A*26, B*38)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
EHAHLIVVL 23457 NCh361 (A*26, B*38)
EHSLVIDTL 5202 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NCh361 (A*26, B*38)
FHNELLTQL 10458 NCh361 (A*26, B*38)
GHFEKPLFL 10908 NCh361 (A*26, B*38)
GHYEVAELL 8658 NCh361 (A*26, B*38)
HHGEEEVETF CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
HHHTDGAYF 1460 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
HHSDGSVSL 6892 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
HHSNILLTF 23224 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
HHSVPVEGF 3108 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
IHDDFVTTF 165 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NCh361 (A*26, B*38)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
IHDLDNISF 5690 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NCh361 (A*26, B*38)
IHDPTGLNVL 23166 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
IHETTFNSI 60 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
THIPINNII 23480 NCh361 (A*26, B*38)
THLIDPNTL 51068 NCh361 (A*26, B*38)
MHLRQYELL 2778 NCh361 (A*26, B*38)
MRFLAATFL 10577 RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
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A.10. HLA-B*38

Sequenz GenelD Source
NHEEEISTL 3880 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NKTAIGDYL 9266 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*¥40)
QHEGTVNIF 5803 NCh361 (A*26, B*38)
RHDDYLVML 51637 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
RHVEVFELL 8777 NCh361 (A*26, B*38)
SHDLTLVNL 80820 NCh361 (A*26, B*38)
SHFVSDVVI 10399 NCh361 (A*26, B*38)
SHIGDAVVI 5111 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NCh361 (A*26, B*38)
RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
SHLDYDITL 26043 NCh361 (A*26, B*38)
SHSDYLLTI 8835 NCh361 (A*26, B*38)
SHSPFGLDSF 51780 NCh361 (A*26, B*38)
SHSQLMQLI 11047 NCh361 (A*26, B*38)
THDDSHLVSL 256364 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
THDEAINVL 8777 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
THDEAVQAL 6641 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
THEQAILRL 6185 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
THHLFVIFF 1536 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
THSLPVVVI 6774 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NCh361 (A*26, B*38)
RCC307_T (A*24, A*26, B¥13, B*38)
THVDVSVVM CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
TRDELEWKL 79031 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
NCh361 (A*26, B*38)
TRDPLVIEL 51303 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
RCC307_T (A*24, A*26, B*¥13, B*38)
TRIPKIQQL 3309 RCC307_T (A*24, A*26, B*13, B*38)
VHILDTETF 23588 NCh361 (A*26, B*38)
VHLVRSCF 79778 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
YHGDSDLQL 7280 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
YQDLLNVKL 2670 NCh361 (A*26, B*38)
YQFTGIKKY 84833 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)

Nur B*38%" Sourcen sind beriicksichtigt. Sequenzen ohne GenelD sind nicht in
humanen Proteindatenbanken zu finden, d.h. es handelt sich um ESTs oder nicht-

menschliche Proteine.
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A.11. HLA-B*3801 aus

C1R-B*3801
Sequenz GenelD
AHFPINVVI 6133
DHDPVDKIVL 3181
DHHQEVIGF 23196
DHINDIIKI 8826
DHIRFISEL 26999
EHAGVISVL 10542
EHDPVGQMV 1434
EHDWPVHNNF 5597
EHINEGETAML 682
EHSLVIDTL 5202
ERFFSDKETF 83440
ERLQIDEQL 2332
FHDDSMKSFF 8208
FHDDWISSI 55759
FHDGFLLEV 79959
FHDHALMII 4513
FHDHALMIIF 4513
FHDPESAQQHF 26036
FHEGDVITL 6455
FHQDPPLMF 2990
FHVEPGLQRL 29128
GHDPHLLYTL 5876
HHDESVLTNVF 11124
HHIPDVITYL 2222
HHIYLEGTLL 226
HHSNILLTF 23224
IHDGMNLEL 59286
IHDLDNISF 5690
IHDMFPLHL 283373
ITHEPEPHIL 1163
IHEPEPHILLF 1163
IHETTFNSI 60
IHLIDPNTL 51068
MHIQDPASQRL 65220
MHLRQYELL 2778
MRLSLPLLL 51237
NHDKLIPLL 23420
NHDKLIPLLL 23420
NHDVQVILF 80153
NKTAIGDYL 9266
RHDDYLVML 51637

Sequenz GenelD
SHDDIVTEF 996
SHIGDAVVI 5111
SRDPVQLNL 7094
THDELIQLVL 80223
THDGSVYFW 26118
THFLQPIYL 103
THLDSVTKI 79184
THQDVHLGETL 51377
THSIPENTNF 4087
THVRDWVMW 2113
TRDELEWKL 79031
TRDPLVIEL 51303
YHDIAQQAF 8661
YHEDIHTYL 890
YHNEVEIEKL 8243
YHSDEYIKF 3066
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A.12. HLA-B*3901 aus C1R-B*3901

A.12. HLA—B*3901 aus Sequenz GenelD
C1R-B*3901 HRFPTVAV 3613
HRVEEEHVIL 3658

Sequenz GenelD THAGQPVKV 9343
IHDGFGFML 3930

AHAEEKLQL 10460 IHEPEPHIL 1163
AHCPKAEVL 24148 IHHPTPIQI 51428
AHDDGRWSL 6624 IHINIGALEL 1655
AHDVDPIEL 6130 [HSPVVNEL 51602
AHFDGLIFV 80204 KHDVGAYML 5591
AHFPHPPQC 23065 LHYGLPVVV 1499
AHFPINVVI 6133 LRDAVLLVF 375
AHVSGRVVM 1173 LRSGVIVRL 23165
AQCPIVERL 6193 MRDPIRILV 1973
ARDETEFYL 6165 MRFLGLVVC 3988
DHASIQMNV 6227 MRLGSIFGL 5708
DHDRFWVL 1314 MRLSLPLLL 51237
DHFSRPVGL 54849 MRPLDIVEL 93621
DHIRFISEL 26999 MRVPAQLL 3514
DHTVGFIL 23511 MRVPAQLLGL 3514
DRMVGQVL 1968 MRYNEKELQAL 55111
EHDPHVLLA 24148 NHFDLSVIEL 8318
EHDPVGQMV 1434 NRDISILQC 10434
EHINEGETAML 682 NRHYYSITI 10213
EHSLPTLGL 1889 QHEEFVTSL 10523
ERADLIAYL 54205 QHQSGIVQL 14
ERIPDVAAL 10159 QHSDKIIRL 7272
ERLGLPGLAL 9420 QRDVVIMLL 326624
ERNDLIVFL 81533 RHAEPGFSL 9088
ERSLPLCL 10437 RHVDAHATL 9908
FHDDWISSI 55759 SHIGDAVVI 5111
FHDGFLLEV 79959 SHITPSTQQHL 7009
FHDHALMIIFL 4513 SHLEVAKSL 23089
FHTTPNTSL 699 SHLVATVTV 23225
FRDSGLLGL 159491 SHSFVVNIL 6713
FRNIPGITL 6124 SHSHVGYTL 84941
GHLEKAVVL 8553 SHSSVILKM 904
GHSDLVRCL 23246 SHVQIPVML 5305
GRAPGGLSL 3726 SRAGLQFPV 3012
HHFDRIAQM 126308 SRDELLQVL 11261
HHGRFIMSL 6713 SRLGLPLLL 79042
HHIPDVITYL 2222 SRMPGELVL 113251
HHMGGMAGL 6729 THAGAHLDL 10946
HHYSGNNIEL 6156 THAGVRLYF 9631
HKDMIRWIL 23304 THDLLDICL 642
HRDLPIKL 2058 THLDSVTKI 79184
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Sequenz GenelD
THTTPVLL 2002
THVDSHGHNVF 4171
TRALLLPLL 4811
TRATEGMVVA 5695
TRDELEWKL 79031
TRDPLVIEL 51303
TRDQFLDTL 9918
TREEGTPLTL 26155
TRLPTPVLL 64210
TRYLGDLSGGQVL 3162
VHCGIIEPLM 3838
VHMPKHPEL 6204
WHDSDWIL 79009
YKDGTELEL 3930
YKIEKIETI 51430
YRDWFSSQL 9415




A.13. HLA-B*3902 aus C1R-B*3902

A.13. HLA-B*3902 aus

C1R-B*3902

Sequenz GenelD
AKFSRPAQL 7317
AKIDEKTAEL 83540
AKIHIPITA 201595
AKLRDFITL 124930
FKIHQPYTL 11218
FKSKIMSEL 55752
FKVKPFVV 10525
FQDEINWRL 8237
GKFLKPLLI 9415
GQDVGRYQV 6748
GQWKKGFVL 26135
IKFPLPHRV 6142
KKEEQVISL 6208
KKFENEIIL 1794
KKFGDFITL 6713
KKGDVVIVL 5315
KKIENLEAL 5510
KKIGDILRL 24148
KKIKDLPSL 4939
KKLETAVNL 7416
KKLPPLPSL 55004
KKSDVETIF 22913
KKTDEIVAL 984
KQFGNILIL 6611
LQDHPWLL 47
MKLHYVAVL 57045
QKESTLHLVL 6233
QQDYFPKAL 5905
RKADVEEEFL 4288
RKDGVFLYF 9349
RKDLYANTVL 60
RKFDIDIRL 5287
RKFGAQFKL 11273
RKFLETVEL 4736
RKFSLKTVL 1453
RKMGVPYCII 6130
RKPDIYERL 4173
RKQMVIDVL 6229
RKSDGIYII 3921
RKSSLLTEL 8409
RLDDAIHVL 6925

Sequenz GenelD
RQAPPHIEL 11217
SKFPTQISL 8805
SQDARFYAL 811
VKELVQNLL 6874
VQCPHPQIL 1380
YKDHQTITI 4172
YKLDKQHTF 8662
YKLDNQFEL 6734
YKVDLESKL 153527
YQLELRTTL 3119
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A.14. Der HLA-B44-Supertyp

Sequenz GeneID Source(n)

HLA-B*18

DEMNVKVL 4637 RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
DEVKFLTV 307 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
EERADLIAY 54205 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
HELPLPHSV 2034 RCC100_N (A*02, A*03, B*07, B*18)
HLA-B*1801

AETHIVLLF 84061 RCC098 T (A*01, A*03, B*0702, B¥1801)
DDFHIYVY 10927 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
DEAAFLERL 800 RCCO001_T (A*02, A*68, B¥18, B*44)
DEAPVLDVRY 23186 RCC189_T (A*02, B¥*0702, B*¥1801)
DEDVLRYQF 23759 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DEEKFITIF 308 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DEFEKEETF 22820 RCC189_T (A*02, B*0702, B*¥1801)
DEFHNPLAY 9785 RCC189_T (A*02, B*0702, B*¥1801)
DEFIHKITL 91860 RCC189_T (A*02, B¥*0702, B*¥1801)
DEFKIGELF 5591 CCAO060_T (A*24, B*18, B*44)
DEFKVVVV 22820 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
DEFLHINDF 8672 RCC189 T (A*02, B¥0702, B¥1801)
DEFLWREQF 54461 RCCO098_T (A*01, A*03, B*¥0702, B*¥1801)
DEFTHLYTL 811 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DEGKVIRF 51663 RCCO01_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
DEGRLVLEF 6646 CCAO060_T (A*24, B*¥18, B*44)
DEHHFVAV 60496 RCC189_T (A*02, B*0702, B*¥1801)
DEHIYPYMY 4221 RCC189_T (A*02, B¥0702, B¥1801)
DEHLITFF 23020 RCCO098_T (A*01, A*03, B¥0702, B*¥1801)
DEHLQLISL 5984 RCC189_T (A*02, B*0702, B¥1801)
DEHYILTF 114883 RCC098 T (A*01, A*03, B*0702, B¥1801)
DEIGLPKIFY 8826 RCC098_ T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
DEIVRINGY 10083 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B¥1801)
DEKLLYDTF 10262 RCCO098_T (A*01, A*03, B*¥0702, B¥1801)
DEKSIITY 5339 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
DELEIIEGMKF 3329 RCC098 T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
DELELHQRF 10771 RCCO01_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
DELEQKRAL 6470 RCC189_T (A*02, B*0702, B*¥1801)
DELHYLEVY 55737 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
DELIVQHY 60412 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DELQQPLEL 6773 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
DEMKVLVL 6711 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
DEMLSRGF 1973 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
DENELKEFF 9908 RCC189_T (A*02, B*0702, B¥1801)
DENILWLDY 5315 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
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A.14. Der HLA-B44-Supertyp

Sequenz GenelD Source(n)

DENLMHISY 445 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DEPLLKHWEF 3117 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
DEQALEDHF 5935 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DERKLRTFY 6194 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DERKMAEQY 4629 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DERLVYTSF 771 RCC189_T (A*02, B¥0702, B*1801)
DETEAVKRY 51593 RCC189_T (A*02, B¥0702, B*1801)
DETLVHSSF 10106 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DEVDIKSRAAY 79068 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
DEVELIHF 11198 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
DEVFHDIAY 8671 RCC189_T (A*02, B¥0702, B¥1801)
DEVKFLTVL 307 RCCO098_T (A*01, A*03, B*¥0702, B*¥1801)
DEVKLPAKL 284119 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B¥44)
DEVQVVRGHY 6154 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
DEVRTLTY 3276 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
DEWLKPELF 51071 RCC098 T (A*01, A*03, B*0702, B¥1801)
DEYDFYRSF 5394 RCC189_T (A*02, B*0702, B¥1801)
DEYIYRHFF 9236 CCAO060_T (A*24, B*18, B*44)
DEYLIPQQGF 1956 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DEYQFVERL 740 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
DEYSLVREL 7094 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
EEAPVLMHY 5742 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
EEASLLHQF 6711 RCC103_T (A*11, A*25, B¥15, B*44)
EEFELLGKAY 8663 Awells (A*0201, B*4402)

EEFGQAFSF 3113 LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)
EEFRHVIAW 2117 RCC189_T (A*02, B*0702, B¥1801)
EEHEVAVL 8519 RCC189_T (A*02, B¥0702, B¥1801)
EEIEGFRY 54606 RCC098_T (A*01, A*03, B¥0702, B*¥1801)
EEIFNLKF 2969 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
EELEQKYTY 6772 RCC189_T (A*02, B¥0702, B¥1801)
EELFARKF 1213 RCC189_T (A*02, B¥0702, B*1801)
EELQQKVSY 6774 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
EEMEFQRF 54107 RCC189_T (A*02, B¥0702, B*1801)
EERIVELF 6774 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
EERVINEEY 5928 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
EEVLIPDQKY 26224 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
FEAPIKLVF 81502 CCA060_T (A*24, B*¥18, B*44)
HEALLYYVL 23231 RCCO098_T (A*01, A*03, B¥0702, B*¥1801)
HETAHNAAF 8560 RCC189_T (A*02, B¥0702, B¥1801)
HEMIILKL 57674 RCCO098 T (A*01, A*03, B*0702, B¥1801)
HERTFLLEY 58533 RCC098 T (A*01, A*03, B*¥0702, B¥1801)
IDQTALAVY 7174 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
LEHEYIQNF 22919 RCC189_T (A*02, B¥*0702, B*1801)
LERKVESL 7431 RCC110_N (A*02, B*18, B*27)
LETGQLIIM 8237 RCC189_T (A*02, B¥0702, B¥1801)
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Sequenz GenelD Source(n)

MEHAMETMMF 6281 RCCO098_ T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
MEKIWHHTF 58 RCC098 T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
MENLFINRF 240 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
NEADVHGIYF 1356 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B¥1801)
NEFEATQKL 4783 RCC098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
NEFLTREL 6188 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
NEFPVPEQF 10487 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
NEFSLKGVDF 2113 RCCO01_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
NEITIPVTF 3315 LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)
NENDIRVMF 10659 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
NEVEAVKV 5034 RCC189_T (A*02, B¥0702, B*1801)
NEVEKTMEY 83861 RCC098 T (A*01, A*03, B*¥0702, B¥1801)
NEVLTKTY 4673 RCC189_T (A*02, B¥0702, B*1801)
NEVTTEIRF 1293 RCC189_T (A*02, B¥0702, B¥1801)
NEVVTREY 6160 RCC115_ T (A*02, A*03, B*15, B*18)
NEYESRSLW 114883 RCC189_ T (A*02, B*0702, B*1801)
NEYPSRVAF 10652 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
SEEEIREAF 801 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
SEELLREHY 4832 RCCO098_T (A*01, A*03, B¥0702, B*¥1801)
SEFTGVWKY 10016 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
SEIELFRVF 23020 Awells (A*0201, B*4402)

SELISTRF 51646 RCC189_T (A*02, B¥0702, B*¥1801)
SEREAIEVF 2633 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
SETELKDTY 5708 RCC189_T (A*02, B*¥0702, B*1801)
SEVESTEY 4076 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
SEVILHHEY 23020 Awells (A*0201, B*4402)

TEETLKESF 4691 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
TEFRNFIVW 51637 LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)
TEKVLAAVY 226 RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
TELLLKEGF 27044 RCCO098_ T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
TENDIRVMF 10658 RCCO001_T (A*02, A*68, B*¥18, B*44)
TERELKVAY 25959 RCCO001_T (A*02, A*68, B¥18, B¥44)
TERIIAVSF 7145 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
TEVKSVEM 1915 RCC189_T (A*02, B*0702, B*1801)
VEAIFSKY 3183 RCCO001_T (A*02, A*68, B*¥18, B*44)
VEFSSGLKGMSL 498 RCC115_T (A*02, A*03, B*¥15, B*18)
YEYKFGFEL 10628 RCCO098_T (A*01, A*03, B*0702, B*1801)
HLA-B*37

ADQLRFSYL 5770 CCA136_T (A*01, A*30, B*37, B*49)
ADSLRLQQL 6709 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
ADVLKVEVF 3692 CCA136_T (A*01, A*30, B*37, B*49)
AELERAAAL 163033 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
AELLRGLSL 26234 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
AEMLRSISF 1477 CCA136_T (A*01, A*30, B*37, B*49)




A.14. Der HLA-B44-Supertyp

Sequenz GenelD Source(n)

FELQRNFQL 51147 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
GDHQRFSTF 114899 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
HDFLKYDFF 6836 RCC116_T (A*01, A*02, B*¥27, B*37)
HDFPRALIF 90634 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
HDYMKQMTF 116496 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
IESKIYKM 1453 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
KDFLPAGYLL 10343 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
KDFLRIAGL 122786 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
KDLPHWNKL 50484 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
KDVLSVAF 10399 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
KEALPKAAF 3550 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
KENPLQFKF 5962 RCCO01_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
KESEVFYEL 3091 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
KESPLLFKF 4478 RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44 supertype)
LDLQRNYIF 375387 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
MDLLHKNM 3493 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
QDLNRIFPL 5552 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
QDVARVLGF 9240 RCC116_T (A*01, A*02, B*¥27, B*37)
RDALHLGF 678 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
RDFNHINV 6133 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
RDLSHILGI 57714 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
RDSIINDF 9879 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
RDSIVAEL 11316 RCC116_T (A*01, A*02, B¥27, B*37)
RDTYVSSF 6917 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
RDVKVSLF 28978 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
REGLIVGF 738 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
RELPAWVSF 23344 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
RELYHVISF 5430 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
RENLRIAL 3105 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
RETNLDSLP 7431 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
SDDATCRLF 2782 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
SDHIHIIAL 55611 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
SDLERVTSL 79618 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
SDLKRINGF 26355 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
SDLKRSLGF 84647 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
SDMPRAHSF 6452 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
SELIRNVTL 9343 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
SEYARPHVM 473 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
TDGKVFQF 6152 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
TDLIRELSL 246721 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
TDLMRLKEI RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
TDNQRILEF 5034 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
TDNQRKLFF 7145 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
TELERKLTF 9236 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
TELLRYYML 27131 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
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Sequenz GenelD Source(n)

VDDFKKAF 284119 CCA136_T (A*01, A*30, B*37, B*49)
VDISLTGDP 1071 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
VELPHINLL 54707 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
VESLLQKF 56339 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
WENPRVLSF 4940 RCC231_T (A*24, B*35, B*37)
YDLLRNTNF 1859 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
YDSIIYRM 10159 RCC116_T (A*01, A*02, B*27, B*37)
YEVSQLKD 55748 RCC115_T (A*02, A*03, B*15, B*18)
HLA-B*40

REKIVEVMF 10097 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
TELLIRKL 3020 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
HLA-B*4001

AEDPLGAIHL 5341 Awells (A*0201, B*4402)
AEEDHVDLSL 1026 EMJ (A*0201, A*0301, B*¥4001)
AEELLRIGL 10694 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
AEERWEVVL 2968 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
AEFKEAFQL 4637 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
AEIRHVLVTL 4637 BM15 (A*0101, B*4901)
AEPEEVEVL 11335 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
AEPLEIILHL 4809 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
FEMPYVVRL 10419 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
GEDSSFLVVRL 4927 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
GEFAKVLEL 5518 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
GEGDFLAEGGGV 2243 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
GEHEIDYILL 3422 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
GEITGEVHM 2317 RCCO75_T (A*03, B*0702, B*4001)
GEITGEVRM 2316 CCA172_T (A*02, A*03, B*38, B*40)
GEPIGRGTKVIL 3326 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
GESDDSILRL 6227 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
GEVLDILTRL 10211 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
GEVQDLLVRL 11176 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
HEDKIRVVL 10938 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
HELLERIGL 54440 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
IEHLLPLFL 5518 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
IEQEIRILL 10730 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
IEVDGKQVEL 387 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
IEVDPDTKEML 6218 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
KEEGAGLGFSL 3603 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
KEFNEDGALAVL 10492 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
KEFNFPEEAVL 22870 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
KEIAEAYDVL 3337 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
KEIDEVGDLLQL 9517 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
KEIFLRELI 3320 Awells (A*0201, B*4402)




A.14. Der HLA-B44-Supertyp

Sequenz GenelD Source(n)

KEIYDDLQAL 55813 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
KEMDLSVVRL 4790 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
KEPDRIVGEFL 6713 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)

KEPEINTTL 221154 RCCO075_T (A*03, B¥0702, B*4001)
KESTLHLVL 6233 Awells (A*0201, B*4402)

KETEAWDFL 56160 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)

LESLDQLEL 9532 RCCO075_T (A*03, B¥0702, B¥4001)
NEFPEPIKL 7879 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)

RECLPLIIFL 6191 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
REFNEEGALSVL 10236 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)

REIFLSQPILL 5499 BM15 (A*0101, B*4901)

REIITSILL 2185 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
REINDCIGGTVL 26156 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)

REKLQEEML 7431 RCCO075_T (A*03, B*¥0702, B*4001)
REVELDPDIQL 84056 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
REWGEELQAVL 50628 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)

SEDKKNIIL 1072 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
SEIDQLFRIF 983 Awells (A*0201, B*¥4402)

SESPIVVVL 23478 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)

SEVQDRVML 51646 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
TEARFGAQL 3880 RCCO075_T (A*03, B¥0702, B¥4001)
TEHGVEVVL 10044 RCCO075_T (A*03, B*0702, B¥4001)
TEIDEKEYISL 10197 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)

TEITHAVVI 8663 BM15 (A*0101, B*4901)

TESGLNVTL 5093 RCCO075_T (A*03, B¥0702, B*4001)
YEELVRMVL 4637 RCCO075_T (A*03, B*0702, B*4001)
YEIDDVERL 26153 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)

HLA-B*4101

AEAAVVAVA 280636 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
AEAIRILAA 30968 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
AEHPIVIVC 57647 WIL-JON (A*02, A*29, B¥1503, B*4101)
AEIKDIKDEIA 121457 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
IEEDKWRVA 134429 WIL-JON (A*02, A*29, B¥1503, B*4101)
KEAIETIVA 2778 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
KEAPAPPKA 6147 NNO026__ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
KEDKPPLAP 11273 LCL026__ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
KEEDVLKFLAA 3921 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
KEFEKEISA 1062 LCLO026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
KEIEGIFHA 6566 LCLO026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
KELEKTYSA 4000 LCLO026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
KEMPVKVEA 10526 LCL026__ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
KEYDLPDA 83538 RCC026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
KEYERFSKY 7919 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
NEDLRSWTA 3105 RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
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A. Anhang

218

Sequenz GenelD Source(n)

REAPPVVPP 699 LCL026__ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
REAQSFISA 140890 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
REAQSLISA 9295 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
RECTIEATA 7555 WIL-JON (A*02, A*29, B*1503, B*4101)
REEFPTLQA 7916 WIL-JON (A*02, A*29, B*1503, B*4101)
REIAGSLEA 22796 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
REIEELLAEA 83892 LCLO026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
REIFLSQPILL 5499 BM15 (A*0101, B*4901)

REILTELEA 90678 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
REIQEATAVA 54870 WIL-JON (A*02, A*29, B*1503, B*4101)
RELEVQHPA 10694 LCL026__ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
RETETVFVP 9632 WIL-JON (A*02, A*29, B*1503, B*4101)
REVLRTVET 57217 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
SEAKPAAVAA 7094 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
SEYLRYEDTL 10628 WIL-JON (A*02, A*29, B*1503, B*4101)
TEIEKSISA 608 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
VEVPETPKA 10916 RCC263_T (A*02, B*15, B*50)

WEDEGVRAC 2778 BM15 (A*0101, B*4901)

YEDRQVPEA 1731 WIL-JON (A*02, A*29, B*1503, B*4101)
YEEGPGKNLP 1350 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
YEQISYIIP 203102 WIL-JON (A*02, A*29, B*1503, B*¥4101)
YEQNDRLTP 4478 WIL-JON (A*02, A*29, B*1503, B*4101)
HLA-B*44

EEASLLHQF 6711 RCC103_T (A*11, A*25, B*¥15, B*44)
EEIDLRSVGW 81622 RCC130_T (A*02, A*24, B*07, B*44)
HLA-B*4402

AEAAGLHKVF 7155 Awells (A*0201, B*4402)

AEADKTIKVY 5356 Awells (A*0201, B*4402)

AEAERVGLHKVF 7153 Awells (A*0201, B*4402)

AEAFEAIPRAL 10694 Awells (A*0201, B*4402)

AEAIRKIGF 196743 Awells (A*0201, B*4402)

AEAIYVTRHLF 348995 Awells (A*0201, B*4402)

AEDLNTRVAYW 51014 Awells (A*0201, B*4402)

AEDMETKIKNY 1340 Awells (A*0201, B*4402)

AEDPLGAIHL 5341 Awells (A*0201, B*4402)

AEEKAIVQQW 9521 Awells (A*0201, B*4402)

AEEKATGKLF 57118 Awells (A*0201, B*4402)

AEEKQTKSF 3069 Awells (A*0201, B*4402)

AEELFARKF 1213 Awells (A*0201, B*4402)

AEELPHIHAF 552900 Awells (A*0201, B*4402)

AEESDLSRQY 2975 Awells (A*0201, B*4402)

AEFKEAFQLF 4637 Awells (A*0201, B*4402)

AEFKQIRSI 2185 Awells (A*0201, B*4402)




A.14. Der HLA-B44-Supertyp

Sequenz

GenelD

Source(n)

AEGIHTGQFVY
AEGPPRLAI
AEHDVTVKY

AEIGEGAYGKVF

AEIIRFLTNY
AEIISRRGF
AEINNIIKI
AEIPADPKLY
AEIRITPAKKY
AEIRSLVTW
AEITDKLGLHSL
AEKAPTNIVY
AEKEVKGAVY
AEKLITQTF
AELDRQIKSF
AELEGKLRVF
AELMQTLRF
AEMAQNAVRL
AEMGKGSFRY
AEPYGKIKNY
AESLIAKKI
AESLLTMEY
AESRRVLLL
AETPDIKLF
AETPQAKKI
AEVDNRSPQKF
AEVLDLRRLY
AEVLGLILRY
AEYNSDLHQF
DEALIGKKF
DEIERKFDKW
DENSVIKSF
DEQTPIHISW
EDWIRGVEW
EEAEIRKY
EEAQFETKKLY
EEDAALFKAW
EEFDARWVTY
EEFELLGKAY
EEFGQAFSF
EEFGRAFSF
EEFGRFASF
EEFQKELSQW
EEIAFLKKL
EEIAIILSKKL

6132
8079

135293

1021
3071
103
7153
81704
1718
3433
375
6118

Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B¥4402)

LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)

Awells (A*0201, B*4402)

LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)

Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)

LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)

Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)

LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)

Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
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A. Anhang
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Source(n)

Sequenz GenelD
EEIAIIPSKKL 6218
EEIAIIPSQKL
EEIREAFRVF 801
EEKSIDLIQKW 5130
EELDAQFPEGY
EELGFRPEY 142
EELPHIHAF 552900
EEMPATKGGFSF 9972
EENTNILKF 29766
EEPTVIKKY 27131
EEQKNLHFF 29959
EEQSHPARLY 10641
EESLLSLIRNW 161176
EEVHDLERKY 4673
EEVRQGLKAY 10539
EEWLPRELW 4913
FEQVLQFGCSA
GEASRLAHY 3017
GEAVVNRVF 5698
GEWASGGVRSF 25824
GEWIRQNGGW 597
HEAEVLKQL 3925
HEIEALKSF 4898
IEDPQIQAHW 9440
IEHGIITNW 58
IENPALLRW 4710
KEIFLRELI 3320
KESTLHLVL 6233
LEGNPDTHSW 9898
MEPSTAARAW 1650
MEQVIFKYL 10096
NEDNGIIKAF 6124
NEIEDTFRQF 9296
NEILGSLRW 23195
NEITIPVTF 3315
NELNIIHKF 26121
NENPLRALY 5058
QEAASLLGKKY 4678
QEAGIKTAF 10606
QEDLRTFSW 10146
QEGHLEVTQY 83715
QEHVKSFSW 6653
QEKNPLPSKETI 7114
QELDSTDGAKVF 6729
QELIGKKEY 55320

Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)

LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)

Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)

LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)

Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B¥4402)
Awells (A*0201, B*4402)

LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)

Awells (A*0201, B*4402)
Awells (A*0201, B*4402)




A.14. Der HLA-B44-Supertyp

Sequenz GenelD Source(n)

QELQEINRVY 302 Awells (A*0201, B*4402)
SEAGSHIIQRMY 3106 Awells (A*0201, B*4402)

SEAPSGESRKF 8663 Awells (A*0201, B¥4402)

SEASRLAHY 8340 Awells (A*0201, B*4402)

SEDNRILLW 79084 Awells (A*0201, B*4402)

SEEAEIIRKY 142 Awells (A*0201, B*4402)

SEFELLRSY 8723 Awells (A*0201, B*4402)

SEFFRSGKY 2023 Awells (A*0201, B*4402)

SEFIDSQRVW 10594 Awells (A*0201, B*4402)

SEGYPGKRYY 6472 Awells (A*0201, B*4402)

SEIDQLFRIF 983 Awells (A*0201, B*4402)

SEIEAKVRY 7094 Awells (A*0201, B*4402)

SEIELFRVF 23020 Awells (A*0201, B*4402)

SEINKPNFY 30836 Awells (A*0201, B*4402)

SEMPAAKRL 2962 Awells (A*0201, B*4402)

SENLLGKQF 4288 Awells (A*0201, B*4402)

SENPAKRLY 114049 Awells (A*0201, B*4402)

SEPDFVAKF 55017 Awells (A*0201, B*4402)

SEPDFVAKFY 55017 Awells (A*0201, B*4402)

SEPESIRKW 1211 Awells (A*0201, B*4402)

SEPIHVRKY 9156 Awells (A*0201, B*4402)

SESAQSKML Awells (A*0201, B*4402)

SESLLRGIYAY 1973 Awells (A*0201, B*4402)

SESPIVVVL 23478 EMJ (A*0201, A*0301, B*4001)
SETDMVRQI 738 Awells (A*0201, B*4402)

SEVDLTRSF 51292 Awells (A*0201, B*4402)

SEVILHHEY 23020 Awells (A*0201, B*4402)

TEAAHPIRLF 10594 Awells (A*0201, B*4402)

TEFRNFIVW 51637 LCL721.220-Tapasin /B44-WT (B*4402)
TELPKAEKW Awells (A*0201, B*4402)

TEVTGHRW 682 Awells (A*0201, B*¥4402)

VEDELVKKY 9031 Awells (A*0201, B*4402)

VEIYDRREY Awells (A*0201, B*4402)

YEILATHPTW 23420 Awells (A*0201, B*4402)

HLA-B*45

EEAKKFLAP 7520 RCC121_T (A*26, A*29, B*35, B¥45)
HLA-B*4501

AEAIRILAA 30968 LCLO026_ZL (A*0201, A*3301, B*4101, B*5101)
AEAVFRAITIA 1400 RCCO068_ ZL (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
AELATRALP 3728 RCC068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
AEMPQNYRP 7706 RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
EEHPTLLTEA 58 RCCO068 T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
EEMPQVHTP 4172 RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
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A. Anhang
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Source(n)

RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCC068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_ZL (A*02, A*29, B*¥1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)
RCCO068_T (A*02, A*29, B*1501, B*4501)

Sequenz GenelD
EENARLFHP 6470
EENFAVEA 7431
EENKLIYTP 23568
EERPPTLSA 56672
EERPWLWVV 821
GEPRFISVGY 3106
KEYERFSKY 7919
LEEDSAREI

MEDIKILIA 3091
MEEHLEEP 10146
MEENFAVEA 7431
METVWTILP 4513
NEDLRSWTA 3105
NEIKDSVVA 1938
QEGVEVRVA 80146
QENSSDFQSNIA 3187
QEQSFVIRA 3689
REAEFTKSIA 9789
REHAPFLVA 57104
VEHPSLTSP 3123
VEPDHFKVA 3958
VEREVEQV
HLA-B*4701
ADRILDVGF 8886
GEHGLIIRV 4898
HDKEIFFHY 7812
IDFLSHHL 8660
IDIKGPSL 79026
KDKLKDATERY 23499
KDLLTRHKL 51719
KDLTSVMRL 6711
LDFLWHNM 10607
MDMRVPAQL 3514
RDFEFPSEM 54102
RDFLFPHL 25782
RDFTLELKL 115361
RDLALEYYV 8540
RDLKAVKY 998
RDLLHPSL 51065
RDLLIRTHM 10801
RDLMLMSHL 8663
RDLQAPLGQSF 968
RDMDIIMKL 83732
RDMMANFHL 22980

RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
BM15 (A*0101, B*4901)

RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)




A.14. Der HLA-B44-Supertyp

Sequenz GenelD Source(n)

RDVALQIHF 1647 RCC135_T (A*02, A*03, B¥4701, B*5101)
RDVYLTYML 80305 RCC135_T (A*02, A*03, B¥4701, B*5101)
REIFLSQPILL 5499 BMI15 (A*0101, B*4901)

YDFLIREGY 6871 RCC135_T (A*02, A*03, B*¥4701, B*5101)
YDLGLTTKM 4332 RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
YDYPSIAHL 3688 RCC135_T (A*02, A*03, B*4701, B*5101)
HLA-B*49

FEYDFLLQRI 4321 CCA136_T (A*01, A*30, B*37, B*49)
GEFIIGRVI 3987 CCA136_T (A*01, A*30, B*37, B*49)
GEHTLLVTV 389541 RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
REANLQALI 29978 RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
REFLFNAI 6241 RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
RESFPMILV 22808 RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
RESFSLVQV 7917 RCC2733_ZL (A*01, A*02, B*07, B*49)
REYQDLLNV 1674 CCA149_T (A*01, A*24, B*08, B*49)
TENPGSIRI 7286 CCA136_T (A*01, A*30, B*37, B*49)
HLA-B*4901

AEAQQLITI 1314 BM15 (A*0101, B*4901)

AEAYLGKKV 3309 M18 (A*2902, B*¥4901)

AEAYLGKTV 3312 BM15 (A*0101, B*4901)

AEAYVLFY 23032 BM15 (A*0101, B*4901)

AEDFYDCRV 3113 BM15 (A*0101, B*4901)

AEDPAGLKV 8458 BM15 (A*0101, B*4901)

AEFIKFTVI 2969 BM15 (A*0101, B*4901)

AEFKQIRSI 2185 Awells (A*0201, B*4402)

AEFQELLKV 131076 BMI15 (A*0101, B*4901)

AEGTFPGKI 1340 BM15 (A*0101, B*4901)

AEHIKSLLI 65123 BM15 (A*0101, B*4901)

AEIAQLMSL 3320 BM15 (A*0101, B*4901)

AEIEHFIHI 476 BM15 (A*0101, B*4901)

AEIIKQLKI 56254 BM15 (A*0101, B*4901)

AEINNIIKI 7153 Awells (A*0201, B*4402)

AEIPGVRSV 51015 BM15 (A*0101, B*4901)

AEIRHVLVT 4637 BM15 (A*0101, B*4901)

AEIRHVLVTL 4637 BM15 (A*0101, B*4901)

AEIRRFSSV 84058 BM15 (A*0101, B*4901)

AEIVTKTI 23020 BM15 (A*0101, B*4901)

AEKLDEIYV 10492 BM15 (A*0101, B*4901)

AEKLGGSAVI 1072 BM15 (A*0101, B*4901)

AELSEFTTV 7378 M18 (A*2902, B*4901)

AERIFSEV 996 BM15 (A*0101, B*4901)

AERWIVNLI 3646 BM15 (A*0101, B*4901)

AESDKPVVI 202 BM15 (A*0101, B*4901)
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Sequenz GenelD Source(n)

AETGKVVII 23225 BM15 (A*0101, B*4901)
AEVDDQLTI 55746 BM15 (A*0101, B*4901)
AEVGRVLQV 51603 BM15 (A*0101, B*4901)
AEVLEAHTI 57169 BM15 (A*0101, B*4901)
AEVRALLGV 9284 BM15 (A*0101, B*4901)
AEVYRILSV 25926 BM15 (A*0101, B*4901)
AEYDNFFQHL 23332 BM15 (A*0101, B*4901)
AEYGEIKNI 9939 MI18 (A*2902, B*4901)
FEDGQKIVV 5573 BM15 (A*0101, B*4901)
FEHHGQVRL 2066 BM15 (A*0101, B*4901)
FEIPVIKI 23586 BM15 (A*0101, B*4901)
FERDAFDTL 29780 BM15 (A*0101, B*4901)
FESLPATHI 9219 BM15 (A*0101, B*4901)
FESPNILRI 197259 BM15 (A*0101, B*4901)
FETIVKQQI 4599 BM15 (A*0101, B*4901)
FEVILTRI 23191 BM15 (A*0101, B*4901)
FEWENKVTV 1315 BM15 (A*0101, B*4901)
GEAVGARLI 10528 BM15 (A*0101, B*4901)
GEHGLIIRV 4898 BM15 (A*0101, B*4901)
GEIRTITV 55696 BM15 (A*0101, B*4901)
GEISTIDKV 5033 M18 (A*2902, B*4901)
GELPEHAKI 1964 BM15 (A*0101, B*4901)
GESKDLLFI 1642 BM15 (A*0101, B*4901)
GEWPDQPRI 222194 BM15 (A*0101, B*4901)
GEYPKLLRL 10466 BM15 (A*0101, B*4901)
HEAEPVRTL 253461 BM15 (A*0101, B*4901)
HECASINRI 5499 BM15 (A*0101, B*4901)
HEEDFFLYI 11337 BM15 (A*0101, B*4901)
HEGDIILKI 9414 BM15 (A*0101, B*4901)
HEGFVRGI 25879 BM15 (A*0101, B*4901)
HEHIEILTV 28985 BM15 (A*0101, B*4901)
HELPEFNLI 5822 BM15 (A*0101, B*4901)
HELPKYGVKV 6125 BM15 (A*0101, B*4901)
HESGASIKI 3190 BM15 (A*0101, B*4901)
IEDDRAAMVI 23347 BM15 (A*0101, B*4901)
IEDGKVVTV 10726 BM15 (A*0101, B*4901)
IEDRPMPKL 701 BM15 (A*0101, B*4901)
IEHVIIPRI 51382 BM15 (A*0101, B*4901)
IEIERILSV 4643 BM15 (A*0101, B*4901)
IELPNIQKV 8237 BM15 (A*0101, B*4901)
IENGHIFTV 8452 BM15 (A*0101, B*4901)
IESKHEVTI 7328 BM15 (A*0101, B*4901)
IEYAKPTRL 3191 BM15 (A*0101, B*4901)
IEYQFVERL 7188 BM15 (A*0101, B*4901)
KEAELRTWI 1265 BM15 (A*0101, B*4901)




A.14. Der HLA-B44-Supertyp

Sequenz GenelID Source(n)
KEDVRILKV 2185 BM15 (A*0101, B*4901)
KEFDGKSLV 3326 BM15 (A*0101, B*4901)
KEFDGKSLVSV 3326 BM15 (A*0101, B*4901)
KEFEGKTLV 3320 BM15 (A*0101, B*4901)
KEFSPFGTI 26986 BM15 (A*0101, B*4901)
KEIEELTKI 10579 BM15 (A*0101, B*4901)
KEIFLRELI 3320 Awells (A*0201, B*4402)
KEIGDIAGV 2959 BM15 (A*0101, B*4901)
KEKVPGITI 54901 BM15 (A*0101, B*4901)
KELEHLSHI 80145 BM15 (A*0101, B*4901)
KELKLLQTI 1063 BM15 (A*0101, B*4901)
KEMVANWDSL 51520 M18 (A*2902, B*4901)
KEVFLAQPV BM15 (A*0101, B*4901)
LEDRGIRKI 51602 BM15 (A*0101, B*4901)
LEEQASRQI 11004 BM15 (A*0101, B*4901)
LEHIFRAI 23180 BM15 (A*0101, B*4901)
LELEAPLKI 5499 BM15 (A*0101, B*4901)
LELLFQHPV 60676 BMI15 (A*0101, B*4901)
LESHWFVWV 9415 BM15 (A*0101, B*4901)
LESPRPALV 9368 BM15 (A*0101, B*4901)
LEVDHIRTI 6646 BM15 (A*0101, B*4901)
LEVIPRTLI 7203 BM15 (A*0101, B*4901)
LEVIVDRPL 9752 BM15 (A*0101, B*4901)
MEDGGVKLL 51622 BM15 (A*0101, B*4901)
MEFKAVQQV 51371 BM15 (A*0101, B*4901)
QEALNLFKSI 2778 BM15 (A*0101, B*4901)
QEIEELTKI 6867 BM15 (A*0101, B*4901)
QEIFERILFI 55633 BMI15 (A*0101, B*4901)
QEKLGLTRI 382 BM15 (A*0101, B*4901)
QETELSQRI 29781 BM15 (A*0101, B*4901)
QETSVIHKI 55279 BM15 (A*0101, B*4901)
QEVDLQQLI 1687 BM15 (A*0101, B*4901)
QEVFEKATFI 4691 BM15 (A*0101, B*4901)
QEWDGLVRI 27292 BM15 (A*0101, B*4901)
QEYAQVIKM 1964 BM15 (A*0101, B*4901)
QEYPDLIHI 6672 BM15 (A*0101, B*4901)
READFFWSL 8837 BM15 (A*0101, B*4901)
REAEDMVQKYV 8379 BM15 (A*0101, B*4901)
REAEFTKSI 9789 M18 (A*2902, B*4901)
REAESFTQL 25871 M18 (A*2902, B*4901)
REAPSPLMI 23476 BM15 (A*0101, B*4901)
REDQINRLI 6129 BM15 (A*0101, B*4901)
REFDKRFTSV 171586 BM15 (A*0101, B*4901)
REFGNLTRM 27089 BM15 (A*0101, B*4901)
REFQTSAI 518 BM15 (A*0101, B*4901)
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Sequenz GenelD Source(n)
REGDLLFTV 8668 BMI15 (A*0101, B*4901)
REHHEPVMI 1612 BM15 (A*0101, B*4901)
REHTALLKI 6165 BM15 (A*0101, B*4901)
REIFLSQPILL 5499 BM15 (A*0101, B*4901)
REIGGGEAGAVI 4170 BM15 (A*0101, B*4901)
REIGTLATV 51225 BM15 (A*0101, B*4901)
REIQTAVRL 3017 BM15 (A*0101, B*4901)
RELPLTLWV 8809 BMI15 (A*0101, B*4901)
REMIPFAVV 10801 BM15 (A*0101, B*4901)
REMLQQSKI 3320 BM15 (A*0101, B*4901)
RESVDHLTI 3376 BM15 (A*0101, B*4901)
REYIEIITSSI 55845 BM15 (A*0101, B*4901)
SEALEAARI 6134 BMI15 (A*0101, B*4901)
SEEELKTHI 2547 BM15 (A*0101, B*4901)
SEFDFFERL 64218 BM15 (A*0101, B*4901)
SEFKAMDSI 1495 BM15 (A*0101, B*4901)
SEGGPPLRI 23013 BM15 (A*0101, B*4901)
SEGGQLRSI 81609 BM15 (A*0101, B*4901)
SEIDQINKV 984 BM15 (A*0101, B*4901)
SEIDQLFRI 983 BM15 (A*0101, B*4901)
SEIESVKI 79682 BM15 (A*0101, B*4901)
SEIRHLLTL 57050 BM15 (A*0101, B*4901)
SEMHSFIQI 3428 BM15 (A*0101, B*4901)
SENPVPLTV 57470 M18 (A*2902, B*4901)
SETDTSLI 908 M18 (A*2902, B*4901)
SETPTFAKV 81620 BM15 (A*0101, B*4901)
TEALPVKLI 6241 BM15 (A*0101, B*4901)
TEDSPGLKV 10952 BM15 (A*0101, B*4901)
TEDVPMILV 5906 BM15 (A*0101, B*4901)
TEFRSLVI 4683 BM15 (A*0101, B*4901)
TEIDEKEYI 10197 M18 (A*2902, B*4901)
TEIREIITSI 2185 BM15 (A*0101, B*4901)
TEITHAVVI 8663 BM15 (A*0101, B*4901)
TEIVNPLRI 1540 BM15 (A*0101, B*4901)
TEKQYIATI 23165 BMI15 (A*0101, B*4901)
TELGVKTLD 7337 BM15 (A*0101, B*4901)
TEVDKILKV 51202 BM15 (A*0101, B*4901)
VEDLSLIFTRV 64434 BM15 (A*0101, B*4901)
VEDPVRKV 8669 BM15 (A*0101, B*4901)
VEFRDFLKI 6793 BM15 (A*0101, B*4901)
VEGPSQAKI 2316 BM15 (A*0101, B*4901)
VEGRDVVALI 3099 BM15 (A*0101, B*4901)
VEIEEGGVKYV 1731 BM15 (A*0101, B*4901)
VEIQTPKI 1615 BM15 (A*0101, B*4901)
VEKIDFDSV 27335 BM15 (A*0101, B*4901)




A.14. Der HLA-B44-Supertyp

Sequenz GenelD Source(n)

VENLPRTVI 51255 BM15 (A*0101, B*4901)

VESIISPKV 5885 BM15 (A*0101, B*4901)

VESPVICKI 27248 BM15 (A*0101, B*4901)

VETSRVVHI 9782 BM15 (A*0101, B*4901)

VEVGRVAYV 9045 BM15 (A*0101, B*4901)

WEDEGVRAC 2778 BM15 (A*0101, B*4901)

WEMDNMLIQI 93621 BM15 (A*0101, B*4901)

YEDISRGL 973 BM15 (A*0101, B*4901)

YEELVRMV 4637 BM15 (A*0101, B*4901)

YEERVQAVV 6711 M18 (A*2902, B*4901)

YEETRGVLKV 8294 BM15 (A*0101, B*4901)

YEITEQRKI 6128 CCA136_T (A*01, A*30, B*37, B*49)
YEMEVSQRL 83752 BM15 (A*0101, B*4901)

YENPVVSRI 5033 BM15 (A*0101, B*4901)

YETPTGIKV 58485 BM15 (A*0101, B*4901)

YEYDRKWGI 4065 BM15 (A*0101, B*4901)

HLA-B*50

AELRHVMTNL 801 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
AEWVIKSKP 93663 RCC263_T (A*02, B*15, B*50)
KEAPPMEKP 6209 RCC399_T (A*01, A*02, B*¥08, B*50)
KEFPGFLEN 6281 RCC399_M (A*01, A*02, B*08, B*50)
QEISHLIEP 7094 RCC263_T (A*02, B¥15, B*50)
REHAPFLVA 57104 RCCO068_T (A*02, A*29, B¥1501, B*4501)
REHPLWQAA 54863 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
REIVHLQA 10382 RCC399_T (A*01, A*02, B*08, B*50)
VEVPETPKA 10916 RCC263_T (A*02, B*15, B*50)
HLA-B*5001

AEAAVVAVA 280636 LCL026_ZL (A*0201, A*3301, B*¥4101, B*5101)
AEVDAAMAA 3181 RCC190_T (A*02, A*23, B*2707, B*5001)
FEQEMATAA 60 RCC190_T (A*02, A*23, B*2707, B*5001)
GEFGGFGSV 5928 RCC190_T (A*02, A*23, B*2707, B*5001)
HEYPWILSA 1314 RCC190_T (A*02, A*23, B*¥2707, B*5001)
IESRTLAIA 123 RCC190_T (A*02, A*23, B*2707, B*5001)
LEYEDHKSA 10236 RCC190_T (A*02, A*23, B*2707, B*5001)
TEVSKTPEA 10916 RCC190_T (A*02, A*23, B*2707, B*5001)
VEEEPRPAA 2037 RCC190_T (A*02, A*23, B*2707, B*5001)

unbekannter Allotyp des HLA-B44-Supertyps

DEINFLRAL
DEINFLRALY
DERTFHIFY
EEIAFLKKL
EEIKEILRF

3853
3853
4628
7431
6519

CCA060_T (A*24, B¥18, B*44)
CCA060_T (A*24, B*18, B*44)

RCCO01_T (A*02, A*68, B*18, B*44)

Awells (A*0201, B*4402)

RCC119_T (A*02, A*24, B*07, B44-Supertyp)
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Source(n)

Sequenz GenelD
EEIREAFRVF 801
EEVKLIKKM 2512
IETIINTF 6280
LEGLTVVY 22818
NELPTVAF 54552
NENSLFKSL 1213
NEQDLGIQY 1495
SEAGSHTLQW 3106
SEVKFTVTF 3957
VESPLSVSF 64777
VEVLLNYAY 10625
VEYRIKISF 396

Awells (A*0201, B*4402)

RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
RCCO001_T (A*02, A*68, B*18, B*44)
CCA060_T (A*24, B¥18, B*44)

A.15. Halbwertszeiten von
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Quellproteinen

Symbol/ Name

GenelD Peptide Referenz

Klasse 1

AMD1 262 0

FOS 2353 0

IRF7 3665 0

MYCN (N-myc) 4613 0

MYOD1 4654 0

MAPK4 (ERK3) 5596 0

MYC 4609 1

Sgkl 6446 1 [Arteaga et al| (2006
TP53 7157 1 -
cirra a1 2
ODC1 4953 2

CCND1 595 4

Klasse 2

ADRA2C 152 0 1;
AKT1 207 0 1[(2006)
BCL2 596 0

G6PD 2539 0

GCK 2645 0

GGT1 2678 0

BRF1 2972 0

HMGCR 3156 0

INSR 3643 0

IRF3 3661 0 y] (2006)
MRE11A 4361 0 Xu et al| (2004)
PCK1 5105 0

PTGS2 (COX-2) 5743 0

RAF1 5894 0 Xu et al (2003)
SLC2A1 (GLUT1) 6513 0 Pw <t aT] (2005)




A.15. Halbwertszeiten von Quellproteinen

Symbol/ Name GenelD Peptide Referenz
SLC2A3 (GLUT3) 6515 0

SLC10A2 6555 0
TAT 6898 0

TDO2 6999 0

TK1 7083 0

Sgk2 10110 0

IL24 (MDA-T7) 11009 0

pl185erbB2 0

CAD 790 1

CENPE 1062 1

NQO! s
NR3C1 2908 1

7 s 1
MCL1 4170 2

SDS 10993 2

HSPAI1A 3303 3

"polymerase (RNA) I polypeptide" 3

Klasse 3

ARG2 384 0

ATP2A3 489 0

CTSB 1508 0

DPP4 1803 0

FH 2271 0

GPT 2875 0

MAOA 4128 0

OAT 4942 0

RAF1 5894 0 Schumacher et al.| (1998)
Rab9 9367 0 (2006)
calpains 0

GAPDH 2597 1

IRF3 3661 1 (2006)
CAT 847 2

PKM2 5315 2

"protein disulfide isomerase" 3

ALDOA 226 10

"tubulin” 12

dctins" 19

"proteasome” 31

Klasse 4

ARSA 410 0

CPS1 1373 0

CTSD 1509 0

LOC341651 341651 0

"troponin" 0

CAD 790 1
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Anhang

Symbol/ Name GenelD Peptide Referenz

GUSB 2990 1
"cytochrome b" 3
"tropomyosin" 3
"hemoglobin" 8
"histone" 24
"myosin" 31

Ist keine Referenz angegeben, stammen die Informationen zur HWZ aus
(11996))

Diein Anfﬁhrungszeichen aufgefiihrten Begriffe wurden anstelle einzelner GenelDs
zur Suche in der internen Datenbank verwendet.
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