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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Um sich vor schédlichen Einwirkungen durch Pathogene zu schiitzen, bedient sich der menschliche
Organismus des Immunsystems. Dieses bildet ein komplexes System, in dem zelluldre und humorale
Anteile zusammenwirken, um Eigen und Fremd zu unterscheiden und das als Fremd erkannte abzuweh-
ren.

Das Immunsystem griindet sich auf Organe, die in zentrale und periphere unterteilt werden. Zu den
zentralen Organen zdhlen das Knochenmark und der Thymus, in denen die Bildung und Entwicklung
der meisten Komponenten des Immunsystems stattfindet. Zu den peripheren Organen zéhlen vor allem
Milz, Lymphknoten und das lymphatische System der Schleimh&ute. Hier kommt es zur weiteren Ent-
wicklung der Immunzellen, vor allem aber zum Kontakt zwischen dem Immunsystem und Pathogenen.
Man unterscheidet zwei Arten der Immunantwort: die eine wird durch das angeborene Immunsys-
tem, die andere durch das erworbene Immunsystem getragen; beide setzen sich aus zelluldren und
humoralen Bestandteilen zusammen. Das angeborene oder auch nicht-adaptive Immunsystem ist die
Grundausstattung, die dem menschlichen Kérper von Geburt an mitgegeben ist, um sich schnell gegen
allgemeine pathogene Strukturen zu wehren. Zu diesem Teil des Immunsystems gehéren unter anderem
Phagocyten, natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) und Teile des Komplementsystems. Die erworbene oder
auch adaptive Immunitét zeichnet sich durch hohe Spezifitdt und ein sogenanntes ,immunologisches
Gedéchtnis® aus. Sie beruht auf der klonalen Selektion, durch die eine grofie Vielfalt ganz spezifisch
selektierter Zellen im Korper vorhanden ist, die auflerdem die Fahigkeit haben, Antigene, denen sie
bereits begegnet sind, wieder zu erkennen und daraufhin umso schneller zu reagieren. Zu den Haupt-
vertretern der adaptiven Immunitét zihlen einige antigenprisentierende Zellen (APC), die T- und die
B-Lymphocyten.

Zu den antigenprisentierenden Zellen werden Makrophagen, Dendritische Zellen (DCs) und B-Zellen
gezdhlt. Die B-Zellen produzieren weiterhin wichtige Komponenten des adaptiven Immunsystems, die
Antikorper, die zusammen mit einigen Teilen des Komplementsystems den humoralen Anteil der ad-
aptiven Immunitét bilden.

T-Zellen werden weiter unterteilt in T-Helferzellen (T g1 und T 52) und cytotoxische Killerzellen (CTL).
Die T-Helferzellen haben eine Vermittlerrolle im Immunsystem. Durch die Erkennung von Antigenen
auf APC werden sie dazu angeregt, wiederum andere Zellen zu aktivieren, indem sie beispielsweise
entsprechende Cytokine ausschiitten. Die Ty 1-Zellen aktivieren vor allem Makrophagen und CTL,
Tp2-Zellen aktivieren B-Zellen. CTL erkennen und lysieren Zellen, die fremde Proteine enthalten -

virale oder tumorspezifische Proteine.

1.1.1 MHC-Molekiile

Damit es zur Erkennung von Antigenen durch T-Zellen kommen kann, gibt es auf beinahe allen Korper-

zellen Molekiile, die den T-Zellen - beziehungsweise dem T-Zellrezeptor (TCR) - Antigene prisentieren.
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Im Gegensatz zu Antikorpern, die komplexe und auch nicht-proteinogene Stoffe erkennen, kénnen diese
MHC (major histocompatibility complex)-Molekiile nur Fragmente von Proteinen binden. Die Bezeich-
nung MHC beruht darauf, dass die MHC-Molekiile hauptverantwortlich fiir die Histokompatibilitét,
also die Vertriglichkeit von Gewebe- und Organtransplantaten sind [540]. Beim Menschen werden die
MHC-Molekiile auch HLA (Human leukocyte antigen), bei der Maus H2 (Histocompatibility antigen 2)
genannt.

Der MHC ist polygen und polymorph. Polygenie bedeutet, dass es mehrere Genloci fiir Molekiile der-
selben Funktion gibt. Polymorphismus bedeutet, dass es fiir jeden Genlocus in der Bevolkerung viele
verschiedene Allele gibt.

Man unterscheidet zwei Arten von MHC-Molekiilen, die sich in Struktur und Funktion unterscheiden:
MHC Klasse I- und MHC Klasse II-Molekiile.

1.1.1.1 MHC Klasse I-Molekiile

MHC Klasse I-Molekiile sitzen auf beinahe allen kernhaltigen Korperzellen. Sie bilden Heterodimere
aus einer schweren (45 kDa) und einer leichten Kette (12 kDa). Die schwere Kette unterteilt sich in
die drei Doménen aj-as. Die leichte Kette wird als (33-Mikroglobulin (82m) bezeichnet und ist nicht
kovalent mit der schweren Kette verkniipft. Die schwere Kette wird iiber einen Transmembran-Anteil
in der Zellmembran verankert. Die aq- und as-Doménen bilden zusammen eine Furche, in der die Anti-
genfragmente gebunden und présentiert werden. Dabei bilden 8 g-Faltblédtter den Boden dieser Furche
und jeweils eine a-Helix von jeder der Doménen den Rand [47].

MHC Klasse I-Molekiile prisentieren der Umgebung Peptide mit 8-10 AS Lange. Die Peptide liegen
meist in gestreckter Konformation in dieser Rinne. IThre Seitenketten und der C- und N-Terminus stehen
in Wechselwirkung mit der Bindungsfurche. C- und N-Terminus werden iiber invariante Positionen der
Bindungsfurche gehalten [57], die Seitenketten dagegen interagieren mit Bindungstaschen innerhalb der
Furche. Diese hochpolymorphen Taschen, die durch mehrere spezifische Aminoséuren gebildet werden
[156] [498], binden die sogenannten ,Ankerreste* der Peptide. Als Ankerreste werden kleine Gruppen
von nahe verwandten Aminosduren bezeichnet, die an der gleichen Position im Peptidliganden eines
MHC-Allels auftreten. Sie bilden die Grundlage fiir die groflie Variabilitéit der verschiedenen MHC I-
Allele und der dazu passenden Peptidliganden [447]. So ergibt sich aus den Taschen jedes Allels und den
Ankerresten seiner Liganden ein spezifisches Peptidmotiv, aufgrund dessen eine Vorhersage von MHC
I-Liganden moglich wird [446]. Die Bindungen zwischen den Taschen und den Ankerresten beruhen
auf nicht-kovalenten Wechselwirkungen (van-der-Waals-Kriifte, Wasserstoffbriickenbindungen, ionische
Wechselwirkungen) und auf der optimalen Grofle der Ankerreste fiir die Taschen. Erst durch die Ge-
samtheit der Wechselwirkungen zwischen MHC-Molekiil und Peptidligand entsteht ein stabiler ternarer
Komplex aus schwerer Kette, leichter Kette und Peptid.

Die Genloci fiir die schwere Kette liegen in der MHC Klasse I-Region; sie werden beim Menschen
mit HLA-A, -B und -C bezeichnet. Das Gen fiir fom liegt auflerhalb des MHC und ist invariant. Zur
Identifikation eines bestimmten Allels eines MHC-Locus wird eine vier- bis achtstellige Zahl angehéngt,
z.B. HLA-A*02010101.
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Abbildung 1.1: a Kristallstruktur des MHC Klasse I-Molekiils HLA-A*0201; das Proteinriickgrat wird als
ribbon-Diagramm dargestellt. Die Kristallstrukturen von MHC-Molekiilen haben Ahnlichkeit mit einem Elch-
kopf, wobei die die Bindungsfurche begrenzenden a-Helices das Geweih bilden. b Peptidbindungsfurche des
HLA-A*0201 aus Sicht des T-Zellrezeptors mit dem gebundenen Peptid als rotem stick-Modell. Die a-Helices
begrenzen die Bindungsfurche, das §-Faltblatt bildet den Boden der Bindungsfurche [nach Madden et al. [345]].

1.1.1.2 MHC Klasse lI-Molekiile

MHC Klasse II-Molekiile sitzen vor allem auf den APC, konnten aber auch auf Nierentumoren nach-
gewiesen werden [130, [666]. Sie setzen sich zusammen aus zwei etwa gleich schweren nicht kovalent
verbundenen Ketten, der 34 kDa schweren a-Kette und der 29 kDa schweren (-Kette. Beide Ketten
besitzen einen Transmembrananteil und lagern sich derart zusammen, dass die a1- und die 81-Doméne
dhnlich wie die a1- und as-Doménen der MHC Klasse I-Molekiile zusammen eine Furche fiir die Peptid-

bindung bilden, die allerdings im Gegensatz zur Furche der MHC Klasse I-Molekiile an beiden Enden
offen ist [545].

Abbildung 1.2: a Kristallstruktur des MHC Klasse II-Molekiils HLA-DR1 (DRA*0101/ DRB1*0101); das
Proteinriickgrat wird als ribbon-Diagramm dargestellt. Auch hier erkennt man leicht die Ahnlichkeit zu einem
Elchkopf. b Peptidbindender Spalt des HLA-DR1 aus Sicht des T-Zellrezeptors mit dem gebundenen Peptid
als rotem stick-Modell [nach Stern et al., [545]].
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MHC Klasse II-Molekiile binden Peptide mit ca. 9-25 AS Linge [448]. Auch hier liegen die Peptide
in gestreckter Konformation in der Bindungsfurche, was dazu fithrt, dass N- und C-Terminus iiber die
Enden der Bindungsfurche hinausragen.

Zwar enthalten MHC Klasse II-Molekiile auch polymorphe Bindungstaschen, die sich in Peptidmotiven
mit Ankeraminosduren niederschlagen, doch sind diese im Vergleich zu Klasse I-Motiven oft stark
degeneriert. Die Bindung zwischen MHC Klasse I1-Molekiilen und Peptiden findet daher hauptséchlich
zwischen dem Peptidriickgrat und der Bindungsfurche des MHC-Molekiils statt [545].

Die Genloci fiir die beiden MHC II-Ketten liegen in der MHC Klasse II-Region und werden beim
Menschen mit HLA-DP, -DQ, und -DR bezeichnet.

1.1.2 Antigenprozessierung

Die Peptide, die von MHC Klasse I- und II-Molekiilen présentiert werden, unterscheiden sich nicht
nur in ihrer Linge, sondern auch in ihrem Ursprung und ihrer Generierung. Wihrend MHC Klasse
I-présentierte Peptide aus cytosolischen Selbst-, viralen oder tumorassoziierten Proteinen stammen,
kommen MHC Klasse II-prasentierte Peptide aus intrazelluliren Vesikeln, die beispielsweise endocyto-
tisch aufgenommene Antigene oder parasitierende Organismen enthalten.

Ihrem unterschiedlichen Ursprung entsprechend werden MHC Klasse I- und II-Peptide auf verschiedene

Weise generiert - hier spricht man von Antigenprozessierung.

1.1.2.1 Antigenprozessierung fiir MHC Klasse I-Molekiile

Die Antigenprozessierung der MHC Klasse I-préisentierten Peptide geschieht im Cytosol durch das Pro-
teasom und cytosolische Proteasen. Das Proteasom ist ein multikatalytischer tonnenférmiger Komplex.
Der zentrale Baustein des Proteasoms besteht aus 4 Ringen mit je 7 Untereinheiten (a75767a7) [565].
Zwischen den Ringen liegen Hohlrdume. Die Hauptaktivitédt liegt im zentralen Hohlraum, denn hier
liegen die katalytischen Untereinheiten 1 mit proteolytischer Aktivitdt, die C-terminal nach sauren
Resten schneidet, f2 mit trypsinartiger Aktivitét (schneidet C-terminal nach basischen Resten) und fs
mit chymotrypsinartiger Aktivitit (schneidet C-terminal nach hydrophoben Resten). Genau diese drei
Untereinheiten werden unter Interferon, (IFN,)-Einfluss ausgetauscht durch MECL1 (fiir 8;), LMP2
(fiir B2) und LMP7 (fiir B5). IFN,, induziert unter anderem die Synthese einiger Produkte des MHC-
Genclusters. Dazu zdahlen auch die zwei Untereinheiten LMP2 und LMP7 und der PA28-Aktivator des
sogenannten Immunproteasoms (im Gegensatz zum konstitutiven Proteasom) [566]. Durch die Zusam-
menlagerung von Immunproteasom und PA28-Aktivator kommt es zur quantitativen und qualitativen
Steigerung der Peptid-Generierung durch das Proteasom [133], 201]. Die Léngenverteilung der gebil-
deten Fragmente entspricht einer Gauflverteilung mit einer deutlichen Préiferenz fiir Peptide mit einer
Lénge von 8 bis 11 Aminosiuren [149, 283] [630]. Die generierten Peptide weisen den C-Terminus der
anschlieBend MHC-prisentierten Peptide auf, werden N-terminal jedoch oft noch von weiteren Amino-
sduren flankiert [87],[549]. Noch im Cytosol kann es durch weitere Proteasen zur Spaltung der N-terminal
verldngerten Vorlduferpeptide kommen [521 [550]. Um die Peptide vor dem vollstindigen Abbau durch
cytosolische Proteasen zu schiitzen, werden sie von dem cytosolischen Chaperonin TRiC (TCP-1 ring
complex) gebunden [309].

Die Beladung der Peptide auf MHC Klasse I-Molekiile geschieht im endoplasmatischen Reticulum (ER).

Dazu werden die Peptide iiber einen Transporter associated with Antigen Processing (TAP) transpor-
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tiert, der zur Familie der ABC-Transporter gehort [317] und aus den 2 Untereinheiten TAP1 und TAP2
besteht. TAP wahlt Peptide bevorzugt nach bestimmten Lingen und Sequenzeigenschaften aus: Die
Peptide sollten unter anderem 8-16 AS lang sein und basische oder hydrophobe AS am C-Terminus
aufweisen [388]. Sobald sie im ER sind, werden die TAP-importierten Peptide durch die ER amino-
peptidase associated with antigen processing (ERAAP) auf ihre korrekte Linge getrimmt, soweit dies
nicht schon im Cytosol geschehen ist. Diese IFN,-induzierbare Aminopeptidase hat ein breites Spezi-
fitdtsspektrum, ist jedoch nicht in der Lage, N-terminale Aminoséduren, die von Prolin gefolgt werden,
abzuspalten, was zu dem héufigen X-Pro-Xn-Motiv fiihrt [528].

Im ER warten auf die Peptide die neu synthetisierten MHC Klasse I-Molekiile, die vom Chaperon
Calnexin an das TAP-assoziierte Chaperon Tapasin weitergegeben werden. Weiterhin gehéren diesem
Komplex die Chaperone Calreticulin und Erp57 an [406] 488]. Erst durch die Beladung mit einem Pep-
tid nehmen die MHC-Molekiile eine stabile Konformation an und kénnen nun iiber den Golgi-Apparat

an die Zelloberflache transportiert werden.

1.1.2.2 Antigenprozessierung fiir MHC Klasse Il1-Molekiile

MHC Klasse Il-priasentierte Peptide stammen von Antigenen, die iiber unspezifische oder rezeptor-
vermittelte Endocytose von APC aufgenommen werden und den endosomalen Abbauweg einschlagen:
durch steigende Ansduerung der Endosomen werden Proteasen aktiviert, die Proteine zu Peptiden ab-
bauen. Dabei geht man von mehreren Schritten aus, in denen zunéchst durch Endoproteasen, vor allem
durch die Cysteinprotease AEP (Asparaginendopeptidase), Proteine in kleinere Fragmente gespalten
werden, so dass es zur Entfaltung der Proteine und Bindung an MHC Klasse II-Molekiile kommt.
Sekundire Endoproteasen, unter anderem Cathepsin D und E, kénnen durch Spaltung dieser partiell
denaturierten Substrate weitere MHC Klasse II-Bindungsstellen freilegen und mit dem Trimmen der
bereits MHC-gebundenen Fragmente beginnen. Das Trimmen wird schliefilich durch die Aktivitéit von
Exopeptidasen wie z.B. Cathepsin B, H und C abgeschlossen [384, 385}, 623].

Damit MHC Klasse II-Molekiile mit diesen Peptiden beladen werden kénnen, miissen sie vom ER ins
Endosom transportiert werden [I88]. Dies geschieht mit Hilfe der invarianten Kette Ii, die sich mit je
einer neu synthetisierten a- und -Kette zusammenlagert und mit zwei weiteren solcher Komplexe ein
Nonamer («/3/1i)s bildet [113]1426]. Die Ii erfiillen dabei mehrere Aufgaben. Sie dienen als Chaperone
bei der korrekten Faltung der beiden schweren Ketten [I1], verhindern die falsche Beladung der MHC
Klasse II-Komplexe mit Peptiden im ER dadurch, dass sie selbst die Bindungsfurche belegen [470] und
kontrollieren den Transport ihrer Vesikel zu den sogenannten MHC Klasse II-Kompartimenten (MIIC)
[24, [427]. Durch selektiven partiellen Abbau der Ii bleiben schliefllich MHC Klasse II-Molekiile zuriick,
deren Bindungsgrube durch Klasse II-assoziierte li-Ketten-Peptide (CLIPs) besetzt sind. Diese CLIPs
werden unter dem Einfluss der Chaperone HLA-DM und -DO gegen stérker bindende Peptide aus dem
endosomalen Weg ausgetauscht. Dabei stabilisiert HLA-DM den peptidfreien Zustand des MHC Klasse
II-Molekiils [132]. HLA-DO inhibiert die Fahigkeit von HLA-DM zur Katalyse der Peptidbeladung bei
verschiedenen MHC Klasse II-Allospezifititen, so dass ein Selektionseffekt eintritt [305]. Sobald die
MHC Klasse II-Molekiile mit Peptid beladen sind, werden sie zur Zelloberflache transportiert [159].
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1.1.2.3 Kreuzprasentation

Mit den oben beschriebenen Mechanismen kann die Priasentation endogener Antigene auf Klasse I- und
exogener Antigene auf Klasse II-Molekiilen erklédrt werden. Es gibt jedoch zwei wichtige alternative
Mechanismen. Durch den Mechnismus der Kreuzprisentation konnen Peptide exogener Antigene auf
Klasse I-Molekiilen priisentiert werden. Im Gegensatz dazu kann Autophagie (s. zur Beladung von
Klasse II-Molekiilen mit Peptiden endogener Antigene fiihren.

Kreuzprisentation findet hauptséchlich auf DCs und Makrophagen statt [125, 145}, [432] 471]. Es gibt
verschiedene Theorien, die den Mechanismus der Kreuzprésentation erkldren. Zum einen konnte ein
Peptid-Austausch stattfinden, bei dem MHC Klasse I-Molekiile iiber Endocytose internalisiert werden
und durch Verschmelzung mit Lysosomen in Kontakt mit Peptiden exogener Antigene kommen, die
gegen die urspriinglichen Peptide ausgetauscht werden [94]. Einer anderen Theorie zufolge enthalten
frithe Phagosomen ER-Membranbestandteile, die sowohl Sec61 und andere Porenkomplexe enthalten,
iiber die Peptide ins Cytosol zu direkt assoziierten Proteasomen geleitet werden, als auch TAP und alle
weiteren Bestandteile des MHC Klasse I-Komplexes. Auf diese Weise wiirde die Antigenprozessierung
exogener Antigene im Phagosom analog zur Klasse I-Prozessierung im ER stattfinden. Alternativ kénn-
ten Phagosomen mit dem ER verschmelzen und damit exogene Antigene dem ER-Lumen und damit
der MHC Klasse I-Prozessierung freigeben [4], [114].

1.1.3 T-Zell-Antwort

Im Durchschnitt werden auf einer Zelle etwa 10* verschiedene Peptide auf etwa 10° bis iiber 106 MHC
Klasse I-Molekiilen prisentiert. Um die MHC-Peptid-Komplexe zu erkennen, brauchen die T-Zellen
spezielle Rezeptoren, die T-Zellrezeptoren (TCR). Diese bilden ein Heterodimer aus zwei schweren
Ketten, der 50 kD schweren a- und der 39 kD schweren 3-Kette.

Wiéhrend der T-Zellreifung werden die T-Zellen entscheidend geprégt: durch negative Selektion werden
diejenigen T-Zellen inaktiviert, die Selbstpeptide auf MHC erkennen, und durch genetische Umlagerun-
gen wird eine Variationsbreite von iiber 1000 verschiedenen TCR-Varianten unterschiedlicher Spezifitat
erreicht, wobei jede T-Zelle immer nur einen einzigen funktionellen TCR, exprimiert. Zur Erkennung
der MHC-Peptid-Komplexe dienen zum einen der TCR, der Peptid und Peptid-Bindungsregion der
MHC-Molekiile erkennt, und zum anderen die Corezeptoren CD4 oder CDS8, die konstante Regionen
der MHC-Molekiile binden. Durch diese Wechselwirkungen und mit Hilfe des CD3-Komplexes werden
schlieBlich Signale an das T-Zell-Innere weiter geleitet. Von T-Zellen erkannte MHC-Liganden, die zu
T-Zell-Aktivierung fiihren, werden T-Zellepitope genannt.

Sobald naive T-Zellen fremde Peptide auf MHC-Molekiilen durch ihren TCR erkennen (priming), pro-
liferieren und differenzieren sie zu Effektorzellen; MHC Klasse I-Molekiile werden durch CD8T T-Zellen
erkannt, die daraufhin zu CTL differenzieren, MHC Klasse II-Molekiile werden von CD4" T-Zellen er-
kannt, die zu T-Helferzellen differenzieren. Das priming kann nur zwischen naiven T-Zellen und profes-
sionellen APC stattfinden. Denn professionelle APC liefern fiir das priming bendtigte costimulatorische
Signale, u.a. die Rezeptoren CD80 und CD86, die mit CD28 auf den naiven T-Zellen wechselwirken.
Ohne diese costimulatorischen Signale werden die T-Zellen anergisch.

Die Einteilung der T-Helferzellen in T 1- und T f2-Zellen erfolgt unter anderem aufgrund ihrer Leitcy-

tokine [347,378]. Ty 1 schiitten besonders IFN+ aus und fithren unter anderem dadurch zur Aktivierung
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von Makrophagen iiber deren CD40-Liganden. Dies bewirkt vor allem die Bekdmpfung intrazellulédrer
Mikroorganismen und das Auftreten von Entziindungsreaktionen. T2 produzieren als typisches Cy-
tokin Interleukin (IL)-4. Dieses wiederum regt B-Zellen zur Antikorperproduktion an [476].

Neben den Ty1 und Tg2 gibt es eine weitere Subpopulation von CD4" T-Zellen, ndmlich die CD4"
CD25™ regulatorischen T-Zellen (T,¢,) [494]. Diese Zellen kénnen die Proliferation und Funktion den-
dritischer Zellen, naiver CD4™ und CD8™ und B-Zellen unterdriicken [77, 493]. Durch ihre inhibitorische
Wirkung leisten sie einen entscheidenden Beitrag zur Verhinderung von Autoimmunitét [236], 272]. An-
dererseits kénnen T,., auch wichtige Funktionen bei der Abwehr chronischer Krankheiten oder von
Tumor-Erkankungen hemmen [617].

CTL schliellich schiitten nach Antigenerkennung nicht nur Cytokine sondern vor allem Perforin und
Granzyme aus [536]. Wihrend Perforin die Membran der Zielzelle zerstort, 16sen Granzyme und die
Expression des Fas-Liganden [165] [554] die Apoptose der Zielzellen aus.

Die Grenzen zwischen ,Eigen“ und ,,Fremd“ sind fiir das Immunsystem nicht immer stringent. Dies
kann negative Folgen haben, wie zum Beispiel bei Autoimmunerkrankungen oder Allergien. Anderer-
seits kann diese Tatsache dazu genutzt werden, CTL gegen Tumorzellen zu aktivieren, die Selbstpeptide

in erhohten Mengen oder verdnderter Form auf MHC présentieren [268].

1.2 Tumorerkrankungen und Immuntherapie

1.2.1 Tumorentstehung

Karzinogenese ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem zunéchst in einer gesunden Zelle eine Mutations-
bedingte Verdnderung stattfindet (Tumorinitiation). Die daraus resultierende Tumorvorlduferzelle kann
daraufhin entweder den Weg des programmierten Zelltods einschlagen und abgebaut werden oder pro-
liferieren. Jede Tumorvorlauferzelle kann nun erneut Mutationen unterliegen, sich auf diesem Weg
schrittweise zu einer malignen Tumorzelle entwickeln und durch klonale Expansion zu einem komplet-

ten Tumorzellverband heranreifen.

Gesunde Zellen werden durch regulierende Kreislédufe, die die Zellproliferation und Homeostase steuern,
vor Entartung und malignem Wachstum geschiitzt. Im Falle eines Tumors sind diese Kreisldufe aufler
Kraft geraten. Es bestehen sechs bekannte Phidnomene, die als verantwortlich dafiir angesehen werden,
dass im intakten Zustand Tumorentstehung unterdriickt und bei genannter Veréinderung entartetes

Wachstum eintreten kann [214]:

e Selbstversorgung mit Wachstumssignalen
Unabhéingigkeit von der Versorgung mit Wachstumssignalen (Autarkie) z.B. durch die Produktion
von PDGF (platelet-derived growth factor) und EGFR (epidermal growth factor receptor) sowie
durch die Aktivierung des H-Ras Onkogens.

e Unempfindlichkeit gegeniiber inhibitorischen Wachstumssignalen
Die Steuerung der Proliferation durch antiproliferative Signale, wie z.B. durch das Retinoblastom-
protein pRb, entfillt. Dies geschieht durch Herunterregulation oder Verlust von Genen, die fiir
Signalproteine des Wachstumsfaktorsignalweges oder Zellzyklus-regulierende Proteine kodieren,

wie beispielsweise den Tumorsuppressorgenen p53 oder WT'1.
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e Umgehung des programmierten Zelltods (Apoptose)
Mutationen in dem Tumorsuppressorgen pb3 oder dem Onkogen bcl-2 fithren zum Verlust der

Apoptose-Fiahigkeit.

e Unbegrenztes replikatives Potential
Durch Proteiniiberexpression wird die Telomeraseaktivitédt erhoht, so dass eine andauernde Re-

plikation aufrecht erhalten wird.

e Anhaltende Angiogenese
Es besteht die Notwendigkeit verstidrkter Angiogenese, um dem wachsenden Gewebe geniigend
Nahrung zu verschaffen. Erhohte Expression von Angiogenesefaktoren wie VEGF (vascular endo-
thelial growth factor) und verminderte Expression von Angiogeneseinhibitoren wie Thrombospon-
din-1 sind die Folge.

e Gewebsinvasion und Metastasierung
Der Fahigkeit, in umliegendes Gewebe eindringen und metastasieren zu kénnen, dienen extra-
zelluldre Proteasen und Mutationen oder transkriptionelle Repression in Proteinen wie dem E-

Cadherin und B-Catenin, die Zell-zu-Umgebung-Interaktionen regulieren.

All diese Mechanismen stellen ein erfolgreiches Durchbrechen eines Anti-Krebs-Verteidigungsmechanis-

mus” dar, die nur in ihrer Gesamtheit zur Karzinogenese fithren.

1.2.2 Tumorantigene

Die genannten Tumorentstehungsmechanismen haben einen Einfluss auf die Proteinexpression. Es wer-
den qualitativ andere Proteine produziert; aber auch quantitative Unterschiede in der Expression nor-
maler Proteine entstehen aufgrund von verdnderter Transkription, Translation oder Abbauverhéltnis-
sen. Diese verdnderten Strukturen werden als Tumorantigene bezeichnet, die dem adaptiven Immun-
system auf MHC-Ebene prisentiert werden kénnen. Man unterscheidet bei Tumorantigenen zwischen
tumorspezifischen Antigenen, die nur auf Tumorzellen prisentiert werden und tumorassoziierten An-
tigenen (TAAs), die vermehrt auf Tumorzellen, aber auch in geringerem Umfang auf Zellen normalen
Gewebes présentiert werden. Im Idealfall kann das Immunsystem aufgrund der Tumorantigene zwischen
Normal- und Tumorgewebe unterscheiden und T-Zellantworten gegen den Tumor ausrichten [457, 600].

Tumorantigene werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Charakteristika wie folgt eingeteilt [546]:

e Cancer/Testis Antigene
Proteine, die ausschliefllich in Tumoren und in Stammzellen der Keimbahn exprimiert werden.
Dazu gehoren u.a. Mitglieder der MAGE-Familie [32], 282] [600] und NY-ESO-1 [251].

e Differenzierungsantigene
Antigene, die nur auf Tumorzellen und dem korrespondierenden Normalgewebe exprimiert werden.
Beispiele hierfiir sind das Prostataspezifische Antigen (PSA) [225], Melan-A [110], Tyrosinase [639)
und gpl00 [25] 111] aus Melanocyten.

e Antigene, die in Tumoren iiberexprimiert oder selektiv prisentiert sind

Antigene, die in Tumoren viel stidrker exprimiert oder préisentiert werden als in gesunden Ge-
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weben. Dies kann z.B. daran liegen, dass Antigene im Tumor anders prozessiert werden als im
Normalgewebe. Beispiele hierfiir sind MUC-1 [67, [135], Her2/neu [66], 167] und WT-1 [405].

e Antigene, die durch Mutation, Leserasterverschiebung oder Spleiivarianten entstanden sind
Punktmutationen kénnen die Aminoséduresequenz und -linge (bei Mutationen in Stop-Codon-
Bereichen) von Proteinen verdndern. Dies kann entweder Proteinvarianten hervorrufen, die spezi-
fisch fiir den einen Tumor sind, in dem sie entstehen, da die Wahrscheinlichkeit der entsprechenden
Mutation in anderen Geweben extrem gering ist. Beispiele hierfiir sind Punktmutationen in der
Sequenz von (-Catenin [467] oder CDK4 [640] oder im Stop-Codon von Caspase-8 [351]. Oder die
Mutation findet in Genen wie dem ras-Gen statt, die sogenannte hot spots enthalten, an denen
in vielen verschiedenen Tumorarten Punktmutationen nachgewiesen werden konnten [I75]. Eine
weitere Gruppe von Tumorantigenen kann durch posttranslationales Splicing entstehen, ein Me-
chanismus, der bisher nur selten in hoheren Eukaryonten, dort aber in einigen Tumorantigenen
beschriebenen wurde, wie zum Beispiel dem gp100 [607], FGF-5 [213]. Die Translation von In-
trons, alternativen offenen Leserastern oder die translationale Leserasterverschiebung wurde bei
den Antigenen TRP-2 [342], BING-4 [480], TGFBR2 [333], 490] und OGT [466] nachgewiesen.

e Virale Tumorantigene
Es gibt Viren, die in den von ihnen befallenen Zellen Onkogenese auslosen kénnen. Die ent-
sprechenden Tumorantigene sind virale Proteine, wie z.B. die Onkoproteine E6 und E7 aus dem

humanen Papillomavirus Typ 16 (HPV16) des Zervixkarzinoms [459].

Viele dieser Tumor-assozierten oder -spezifischen Antigene, v.a. die durch Mutation hervorgerufenen,
wéiren sehr geeignete Ziele fiir die Immuntherapie. Jedoch sind sie oft schwer zu detektieren oder nur
spezifisch fiir den einen Tumor bzw. eine Gewebeart innerhalb eines heterogenen Tumors, in dem sie

identifiziert wurden.

1.2.3 Identifizierung von T-Zellepitopen

Geht man davon aus, dass das Immunsystem Tumorzellen aufgrund von Tumorantigenen erkennen und
abwehren kann, liegt es nahe, nach den entsprechenenden T-Zellepitopen zu suchen.

Es gibt verschiedene Ansétze, T-Zellepitope zu identifizieren. Drei Methoden beruhen auf bereits exis-
tierenden tumorspezifischen T-Zellen. In einer werden Zellen mit Bibliotheken aus genomischer DNA
oder cDNA von Tumorzellen transfiziert und dann in Cytokin-Freisetzungs- oder Lyse-Assays mit den
Tumor-reaktiven T-Zellen analysiert [54, [539)]. Bei einer anderen Methode werden MHC-Liganden iso-
liert und chromatographisch in Fraktionen aufgetrennt. AnschlieBend werden mit diesen Fraktionen
beladene APC in T-Zell-Assays untersucht. Peptide aus den Fraktionen, die von T-Zellen erkannt
wurden, werden schlielich per Massenspektrometrie sequenziert [I11]. Die letzte Methode beruht auf
der in witro-Stimulation von Tumor-infiltrierenden Lymphocyten (TILs) mit autologen Tumorzellen
[611, 155 [185] 213, [435] 1477, [620].

Es konnten auch Tumor-assozierte MHC-Liganden identifiziert werden mit Hilfe von Tumorzelllinien,
die mit 16slichen MHC-Molekiilen transfiziert und deren Liganden anschlieBend massenspektrometrisch
analysiert wurden [35].

Oft finden sich im Serum von Tumorpatienten Antikoérper gegen TAA. 25-77% aller Nierenzellkarzi-
nompatienten entwickeln beispielsweise Antikorper gegen TAA [196]. Auf dieser Tatsache beruht das
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Prinzip von SEREX (Serological analysis of autologous tumor antigens by recombinant cDNA expression
cloning). Hier konnten bei der Durchsuchung von cDNA Expressionsbibliotheken aus menschlichem Se-
rum TA A-spezifische Antikorper identifiziert werden [294] [491]. Mittels SEREX, dem Serum Antikérper
Detektionsarray (SADA) oder der Proteomics-basierten Analyse SPEAR konnen weitere immunogene
Antigene detektiert werden, gegen die wahrscheinlich auch T-Zellreaktionen entwickelt werden kénnen,
wie bereits fiir das Melanom-assoziierte Antigen NY-ESO-1 gezeigt werden konnte [192, 252]. Dies
bedeutet, dass mit Hilfe der Analyse humoraler Bestandteile auch weitere T-Zellepitope identifiziert
werden konnen.

Eine weitere verbreitete Methode ist die sogenannte ,,Reverse Immunologie“. Hierbei nutzt man die Tat-
sache, dass fiir viele HLA-Allele Peptidmotive bereits sehr genau definiert sind. Darauf basierend kénnen
fiir die Proteinsequenzen interessanter Tumorantigene Ligandenvorhersagen gemacht werden [448]. Mit
den vorhergesagten synthetisierten Liganden werden in vitro-T-Zell-Stimulationen durchgefiihrt. An-
schliefend werden die stimulierten T-Zellen auf ihre Tumorreaktivitit untersucht [66} 90, 512, 5506, 610].
Ein alternativer Ansatz anhand von vorhergesagten T-Zellepitopen ist die ,,Predict, Calibrate, Detect-
Methode (PCD) [415], 506]. Hier werden zunichst auch T-Zellepitope vorhergesagt und synthetisiert.
In einem natiirlichen HLA-Peptid-Gemisch aus Tumorzellen kann spezifisch nach diesen Peptiden ge-
sucht werden, indem dieses Gemisch chromatographisch getrennt und koeluierende Peptide anschliefend
massenspektrometrisch sequenziert werden. Dazu wird zuvor das chromatographische System mit den
gesuchten Peptiden kalibriert.

Der Screening-Ansatz XPRESIDENT, der in unserem Labor fiir Patienten-individuelle immunthera-
peutische Zwecke entwickelt wurde und durch den bereits mehrere RCC-assoziierte TAA und deren
HLA-Liganden identifiziert werden konnten [303], 304], kombiniert zwei Methoden [625] (s. Abbildung
: Aus Tumorgewebe werden HLA-Liganden biochemisch aufgereinigt und massenspektrometrisch
analysiert. Auflerdem wird vom Tumor- und autologen Normalgewebe mittels DNA-Mikroarray-Technik
eine Genexpressionsanalyse erstellt. Fiir jeden identifizierten HLA-Liganden wird anschlieffend das Gen-
expressionsprofil fiir das entsprechende Quellprotein im Tumor- und autologen Normalgewebe und mog-
lichst vielen weiteren gesunden Organen und Zelltypen ermittelt. Entspricht ein Ligand dem Kriterium
der Uber- oder idealerweise ausschlieSlichen Expression im Tumorgewebe, kommt er fiir die Immunthe-

rapie als T-Zell-Target in Frage.

Um die Reaktivitit peripherer CD8T T-Zellen gegen das identifizierte Tumorantigen zu testen, kénnen
verschiedene Methoden angewandt werden: die quantitative Polymerase Kettenreaktion (PCR) [265],
MHC-Peptid-Tetramer-Férbungen [7], Proliferationsassays mit Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimi-
dylester (CFSE)-Markierung [343] und ELISPOT- [119] oder intrazelluldre Cytokin-Férbungen (ICS)
[438].

Die komparative Genexpressionsanalyse eignet sich sehr gut fiir die Ermittlung der unterschiedlichen
mRNA-Expression potentieller T-Zellantigene in verschiedenen Geweben. Jedoch lisst der Nachweis von
Tumorantigenen mittels Genexpressionsanalysen einige Fragen offen: Fusions-, Antisense- oder mutierte
Proteine sowie Tumor-spezifische posttranslationale Modifikationen werden aufler Acht gelassen. Die
Lang- oder Kurzlebigkeit und damit der eigentliche Gehalt von Proteinen in den Zellen wird auch nicht
widergespiegelt. Gerade langlebige Proteine kénnten in Zellen vorhanden sein, die iiber Genexpressi-
onsanalyse nicht nachweisbar wéren. Auf diese Weise bestiinde die Gefahr, gegen vorhandene Proteine

durch Impfung T-Zellreaktionen hervorzurufen.
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Abbildung 1.3: Strategie zur Identifizierung patientenindividueller Tumorantigene fiir Peptidvakzinierungen
am Beispiel von Nierenzellkarzinomen (RCC). Aus der Untersuchung von Tumorgewebe, gesundem Gewe-
be und Blut mittels vergleichender Genexpressionsanalyse, HLA-Ligandenanalyse und T-Zell-Assays ergeben
sich komplementire Informationen beziiglich geeigneter Peptide fiir eine Vakzinierung (Darstellung nach T.
Weinschenk)

Vergleichende Genexpressions- und Proteomanalysen in Saccharomyces cerevisiae zeigen deutliche Ab-
weichungen zwischen mRNA- und Proteinexpression auf [207, [622]. Da die Interaktion zwischen T- und
Tumor-Zellen auf Ebene der HLA-Liganden stattfindet, und da diese im Grunde als Schaufenster fiir
das zelluldre Proteom jeder Zelle fungieren, miisste man annehmen, dass Proteomanalysen geeigneter
fiir die Auswahl von Tumorantigenen wéren als Genexpressionsanalysen.

Etwa 30% der MHC-Liganden gehen jedoch nicht aus nativen Proteinen sondern aus DRiPs (defec-
tive ribosomal products) hervor [455, 505 515, 659, 660]. Dies wiederum koénnte die Ableitung eines
T-Zellepitops von der Genexpression rechtfertigen. Wie jedoch gezeigt werden konnte [628], besteht
zwischen Transkriptom und HLA-Ligandom kaum eine Korrelation. Unterschiede in Transkriptionsef-
fizienz, Antigenprozessierung, Abbauprozessen und Halbwertszeiten der Proteine spielen hierbei eine
Rolle. Es bleibt nun abzuwarten, was Analysen iiber die Vergleichbarkeit von Proteom und HLA-
Ligandom ergeben.

Ein prominentes und im Hinblick auf das Nierenzellkarzinom relevantes Beispiel fiir die Einschrankun-
gen, die bei Genexpressionsanalysen gegeben sind, ist der Hypozia-inducible factor (HIF) bzw. seine
Untereinheit HIF1«. Auf die Funktion dieses Transkriptionsfaktors wird unter genauer ein-
gegangen. Hier von Bedeutung ist, dass HIF1a konstitutiv exprimiert wird und seine intrazellulire
Konzentration iiber seinen Abbau reguliert wird. Entsprechend konnten in unserem Labor keine Ver-
dnderungen im Genexpressionsprofil von HIF 1« festgestellt werden, stattdessen wurden jedoch bereits
zwei MHC-Liganden aus HIF1a auf zwei RCC-Geweben identifiziert, was auf eine abundante Présen-
tation dieser Liganden schlieflen ldsst.

Die klassische Proteomanalyse bietet die Moglichkeit, auch die nicht durch Genexpressionsanalyse er-

11
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fassbaren oben erwéhnten Antigenklassen zu detektieren. Auflerdem kénnte durch den Einsatz Isotope-
coded affinity tags (ICAT) eine relative Quantifizierung von Proteinen aus Tumor- versus Normalge-
webe vorgenommen werden [207]. Allerdings wére auch nach diesen Analysen eine Identifizierung von
T-Zellepitopen des entsprechend im Tumor iiberexprimierten Proteins, von denen das Mafl an HLA-
Oberflichenprisentation nicht bekannt ist, unerlisslich.

Eine ideale Alternative ist daher die differentielle HLA-Ligandom-Analyse der Tumor- und korrespon-
dierenden Normal-Gewebszellen [320]. Diese Methode bietet zwei wichtige Vorteile: Zum einen werden
mit dieser Methode gleichzeitig potentielle T-Zellepitope ermittelt und relativ quantifiziert, so dass sich
folgende Analysen zu Expressionsbedingungen auf Tumor- und Normalgewebe, wie sie in den zuvor be-
sprochenen Methoden nétig sind, eriibrigen (jedoch nicht die Expressionsanalysen aller anderen Gewebe,
die nétig sind, um Autoimmunitit durch Vakzinierungen auszuschlieen). Auflerdem wird hierbei im
Grunde direkt analysiert, was das Immunsystem ,sieht” - die differentielle Priisentation von Antigenen
auf Tumor- und Normal-Gewebszellen. Auf diese Weise umgeht man die Problematik der Abweichungen
theoretisch vorhergesagter von reellen Transkriptom-, Proteom- und Prozessierungs-Bedingungen und
eventuell weiterer unbekannter Faktoren [96, 371, [516], [580].

Zusammenfassend ldsst sich also der Schluss ziehen, dass fiir die Identifizierung potentieller neuer Tu-
morantigene auf Peptidebene die differentielle HLA-Ligandom-Analyse eine sehr attraktive Methode
ist. Zur Auswahl identifizierter Liganden fiir die Vakzinierung muss jedoch auch die Genexpressionsana-
lyse hinzugezogen werden, um auszuschliefen, dass die entsprechenden Quellproteine auch auf anderen

gesunden Geweben exprimiert werden.

1.2.4 Immuntherapie

Die klassischen Therapie-Ansétze gegen Krebs, Chemo- und Strahlentherapie, zielen gegen das entar-
tete Wachstum und die Vermehrung der Zellen. Da Wachstum an sich aber eine Eigenschaft aller, auch
der gesunden Zellen ist, werden dabei Unspezifitdt und damit verbunden schwere Nebenwirkungen in
Kauf genommen. Es besteht daher ein grofies Interesse, mit hoherer Spezifitit gegen Tumore bzw. deren
Wiederkehr nach operativer Entferung vorzugehen.

Als Grundlage fiir die gezielte Immuntherapie dienen unter anderem folgende Erkenntnisse: CTL kon-
nen Tumorzellen angreifen, die Selbstpeptide in hoherer Dichte préisentieren als gesunde Zellen [269].
Auflerdem konnte nachgewiesen werden, dass Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems,
beispielsweise TILs, in das Tumorgewebe eindringen kénnen [286] und dass das Tumorstroma zur Pha-
gocytose und Kreuzprisentation aufgenommener Tumorantigene in der Lage ist [218] [541].
Mittlerweile gibt es eine grofle Bandbreite an moéglichen immuntherapeutischen Ansétzen, von denen
einige hier genannt werden. Allen gemeinsam ist das Prinzip, eine humorale und/ oder zellulédre Immu-
nantwort gegen die TAA als Angriffsobjekte auszulosen. Dazu werden entweder direkt TA A-spezifische

T-Zellen oder Antikoper eingesetzt oder durch Vakzinierung Immunantworten induziert.

e Vakzine aus Tumorzellen
Allogene und autologe Tumorzellen werden in vitro expandiert, bestrahlt, um weiteres Wachstum
zu verhindern, und dem Patienten infundiert [93, 146, (158 209, 259| 375, 376, (37, 568, 605].

e Vakzine aus Nucleinsduren

Fiir Tumorabstoungsgene kodierende Nukleinsduren werden alleine oder assoziiert mit z.B. vi-

12
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ralen Transportsystemen eingesetzt [55, [84), 85], 278, [329] 501, 542, 592, 593].

e Vakzine aus Peptiden
Peptide aus Tumorantigenen werden meist in Kombination mit Adjuvantien, wie GM-CSF [172,
502, (03], IL-2 [172, 479], dem inkompletten Freund’schen Adjuvans (IFA) Montanide ISA 51
[495], 5911, 616], Keyhole limpet Hemocyanin (KLH) [503], und tumorassoziierten oder artifiziellen
MHC Klasse II-Liganden [191] verabreicht.

e Vakzine aus Hitzeschockproteinen
Das Hitzeschockprotein gp96 kann unter anderem immunogene Tumorpeptide binden und damit
eine T-Zellreaktion induzieren. Vom autologen Tumor isoliertes gp96 wird direkt eingesetzt [39,
88, [355].

e Vakzine aus Tumorantigen-beladenen DCs
DCs werden mit TAA-codierenden Nukleinsduren [222], 223] 553, [613], Peptiden [91}, 410}, 633], oder
Tumorzelllysaten [190, 235], 352] B91] transfiziert bzw. beladen oder mit Tumorzellen fusioniert
[22, 23, [193)].

e Adoptive Immuntherapie
Allogene oder autologe immunkompetente oder tumorspezifische Zellen werden ex vivo expandiert
und anschlieffend wieder in den Tumorpatienten transferiert [71], [100] 162} 163}, 1463, [464], 475] [582].

e Antikorper-basierte Immuntherapie
Antikorper gegen TAA oder gegen allgemeine Antigene, die in der Tumorbiologie eine besonde-
re Rolle spielen wie beispielsweise Wachstumsfaktoren und Angiogenesemarker, werden entweder
eingesetzt mit dem Ziel, beispielsweise als einfache oder bispezifische Antikérper Effektormecha-
nismen zu induzieren, oder sie konnen gekoppelt an Toxine oder radioaktive Komponenten selbst
direkt als Angriffsmolekiil wirken [48|, 49, 151, 210}, 240, 380, [465] 483] [655].

Die grole Bandbreite an Vakzinen wird durch die grofie Zahl an Vakzinierungsprotokollen ergénzt.
Dazu miissen unter anderem Anzahl und H&aufigkeit der Vakzinierung, Art und Ort der Injektion und
die Menge der Vakzine pro Injektion in Betracht gezogen werden.

Ein Vorteil der aus autologem Tumorgewebe gewonnenen Vakzine ist die grofle Zahl an Tumorantige-
nen, die in ihnen enthalten ist und die potentiell eine Immunantwort induzieren kann. Dadurch nimmt
die Wahrscheinlichkeit eines Entkommens des Tumors aufgrund des selektiven Drucks durch das Im-
munsystem stark ab. Allerdings besteht in diesem System die Gefahr, dass die Menge der in solch
einem Vakzin enthaltenen Tumorantigene zu gering ist, um eine Immunantwort zu induzieren oder um
eine induzierte Immunantwort experimentell zu verfolgen. Weitere Nachteile eines autologen Impfstof-
fes sind die enthaltenen Selbstantigene, die das Risiko von Autoimmunitét oder Toleranz steigern, das
limitierte Material, mit dem nur geimpft werden kann, und vor allem auch die Tatsache, dass in dem
Material eine Immunabwehr gegen bisher unbekannte Antigene stattfindet, die auf diese Weise gar nicht
detektiert werden.

Molekular definierte T-Zellepitop-Vakzine bieten dagegen den Vorteil, gezielt gegen die Tumorantigene
vorzugehen. Auflerdem stellt in diesem Fall die Herstellung gréoerer Mengen kein Problem dar. Dadurch

ist erstens die Wahrscheinlichkeit der Induktion einer gezielten Immunantwort durch Einsatz optimaler
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Konzentrationen hoher. Zweitens stellt die Verfiigbarkeit fiir wiederholte Impfungen, wenn nétig iiber

Jahre hinweg, kein Problem dar. Da in diesem Fall die Art und Anzahl der Zielmolekiile iiberschaubarer

ist als in einem undefinierten Gemisch aus Tumorgewebe, ist auch ein Monitoring gezielter durchfiihrbar.

Abgesehen von einzelnen individuellen Vor- und Nachteilen, die bereits erwdhnt wurden, unterliegt die

vielversprechende grofle Anzahl an immuntherapeutischen Ansétzen einigen allgemeinen Limitationen,

die den Erfolg dieser Ansétze erschweren. Dazu zdhlen:
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e Heterogenitdt des Tumorgewebes

Tumorgewebe kann sich aus Zellen sowohl histologisch als auch genetisch verschiedenster Her-
kunft zusammensetzen. Einzelne Tumorantigene kénnen gleichzeitig fiir einen Zelltyp eines Tu-
mors hochspezifisch und fiir einen anderen Zelltyp des gleichen Tumors véllig unspezifisch sein.
Durch die groflie Varianz der genetischen und molekularen Zusammensetzung der Tumorgewebe,
nicht zuletzt die unterschiedliche HLA-Typisierung, besteht die Notwendigkeit, Therapieanséitze

individuell zu gestalten.

Fluchtmechanismen

Unter dem immuntherapeutischen Selektionsdruck kénnen Tumorzellen verschiedene Fluchtme-
chanismen (immune escape) entwickeln. Dazu zihlt die Ausbildung ,,immunresistenter Klone®, die
die Fahigkeit verloren haben, das entsprechende T-Zellepitop zu préasentieren, oder die generell
die MHC-Prisentation herunterregulieren. Andere Mechanismen sind die Inhibition von T-Zellen
durch direkte Anergie-Induktion oder Ausschiittung immunsuppressiver Faktoren, die Resistenz
gegen verschiedene proapoptotische Signale oder die Induktion apoptotischer Kaskaden in den
Immunzellen [79] 82], 137, 150, 203], 429, 523| 578, 612}, 672].

Regulatorische T-Zellen (T;.q)

Treg wurden in erhohten Mengen im Blut und in Tumoren von Patienten mit verschiedenen
Tumorarten nachgewiesen, meist assoziiert mit negativen Prognosen [118, 638, [642]. TA A-spezifi-
sche T,y kénnen innerhalb von Tumorgeweben auftreten und sind dort an der Inhibition lokaler
Effektor-Lymphocyten beteiligt [619].

Geschwichter Immunstatus
Viele Patienten befinden sich zum Zeitpunkt des Therapiebeginns bereits in fortgeschrittenen

Stadien mit stark geschwéchtem Immunsystem.

Aufwand der Therapie-Entwicklung

Um moglichst viele Tumorantigene eines Tumors anzugreifen und die Wahrscheinlichkeit damit
auflerdem zu verringern, dass der Tumor durch seine Fluchtmechanismen allen eingesetzten Ziel-
strukturen entgeht, miissen moglichst fiir den Tumor essentielle, Patienten-individuelle Vakzine
eingesetzt und zuvor Patienten-individuelle Expressionsanalysen durchgefiihrt werden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Notwendigkeit eines die Therapie begleitenden Immunmo-
nitorings, von dem die Effizienz der Vakzinierung abzulesen ist. Dabei kristallisiert sich heraus,
dass fiir ein aussagekriftiges umfassendes Ergebnis mehrere Tests zur Frequenz, Funktionalitéit
und Lokalisation induzierter bzw. stimulierter T-Zellen im Kreislauf und im Tumor-Zielgewebe
notig sind [64].
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All diese Faktoren sind mit einem grofien Kosten-, Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden.

1.2.5 Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom (renal cell carcinoma, RCC) ist eine maligne Neoplasie der Niere epithelialen
Ursprungs. Sein Ursprung liegt im tubuldren System der Niere. Von allen Neoplasien der Niere stellt das
RCC 80-90%. 3% aller malignen Geschwiilste des Menschen sind RCCs. Im Jahr 2007 wurden in den
USA 51190 Neuerkrankungen und 12890 Nierenkrebs-assoziierte Todesfille geschétzt, wobei etwa zwei
Fiinftel der Erkrankungen Frauen betraf, drei Fiinftel Ménner [254]. In Deutschland erkranken jéhrlich
ungefihrt 6-7 pro 100000 Einwohner, die Inzidenzraten sind jedoch iiberall meist steigend [411], [645].
Bei der Erstdiagnose sind die meisten Frauen ca. 70, Ménner ca. 65 Jahre alt [6§].

Histologisch teilt man das Niernzellkarzinom in verschiedene Phénotypen ein. Sie unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Héufigkeit und ihrem Krankheitsverlauf [I69]. Die Klassifikation von RCC erfolgt
gemiB der histologischen Klassifikation renaler Tumoren der Union Internationale Contre le Cancer
(UICC) und des American Joint Committee on Cancer (AJCC) [551] sowie nach der ,Heidelberger
Klassifikation“ [298]. Danach werden 5 Phénotypen unterschieden:

1. Conventional (clear cell) renal carcinoma
Das klarzellige Nierenzellkarzinom ist mit 70-80% der hiufigste histologische Subtyp aller RCCs.

Seinen Ursprung hat es aus den Epithelzellen des proximalen Tubulus.

2. Papillary renal cell carcinoma
Das papillire oder chromophile Nierenzellkarzinom ist mit 10-15% der zweithiufigste histologische

Subtyp. Auch dieser Subtyp entstammt den Epithelzellen des proximalen Tubulus.

3. Chromophobe renal carcinoma
Das Chromophobe Nierenzellkarzinom stellt 5% aller RCCs. Es hat seinen Ursprung im distalen
Tubulus.

4. Collecting duct carcinoma
Das Sammelrohr- oder Ductus Bellini-Karzinom ist mit weniger als 1% aller RCCs ein sehr seltener

Subtyp. Es entsteht, wie der Name schon sagt, im Sammelrohr-Epithel.

5. Renal cell carcinoma, unclassified

Das unklassifizierbare Nierenzellkarzinom stellt 3-5% aller RCCs dar.

Der histologische Phanotyp korreliert mit der Prognose fiir den Krankheitsverlauf, wobei eine chromo-
phobe Histologie mit einer vergleichsweise guten Prognose verbunden ist, die Uberlebensraten sinken
in der Reihenfolge papillires-, klarzelliges-, unklassifizierbares Nierenzellkarzinom [9].
Nierenzellkarzinome werden wie andere solide Tumoren auch entsprechend ihrer histologischen Bestim-
mung des Entdifferenzierungsgrades, dem ,, grading, und entsprechend ihrer klinischen Beurteilung des
Krankheitsstadiums, dem , TNM-staging®, nach dem von der UICC/AJCC vorgeschlagenen System
eingeteilt [199]. Dabei steht ,,G“ fiir , histological grade* ,T* fir Primértumor, ,N* fiir Lymphknoten-
metastasen und ,,M“ fiir Fernmetastasen. Die einzelnen Ausprigungen der TNM-Klassifikation wurden
fir das Nierenzellkarzinom zu vier Krankheitsstadien zusammengefasst. Die Klassifikationen und Sta-
dieneinteilung sind in Tabelle und [1.2] wiedergegeben.
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Tabelle 1.1: TNM-Klassifikation des Nierenzellkarzinoms nach UICC/AJCC [199]

Grading UICC 2002 Definition

G = Histologischer Krankheitsgrad

Gx Ein Entdifferenzierungsgrad kann nicht angegeben werden
G1 Gut differenziertes Nierenzellkarzinom

G2 Moderat differenziertes Nierenzellkarzinom

G3-4 Schlecht bis undifferenziertes Nierenzellkarzinom

TNM UICC 2002 Definition

T = Priméartumor

Tx Priméartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt auf Primartumor

T1 Tumor durchmisst maximal 7 cm in seiner gréfiten Ausdehnung, ist begrenzt auf die
Niere

Tla Tumor durchmisst maximal 4 cm in seiner grofften Ausdehnung

T1b Tumor durchmisst mehr als 4 cm, jedoch maximal 7 cm in seiner grofiten Ausdehnung

T2 Tumor durchmisst mehr als 7 cm, ist jedoch auf die Niere begrenzt

T3 Tumor infiltriert perirenale Strukturen, jedoch durchbricht er nicht die Gerota-Faszie

T3a Tumor infiltriert die Nebenniere oder perirenales Fettgewebe

T3b makroskopische Ausbreitung in Nierenvene(n) oder Vena cava caudal des Zwerchfells

T3c Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Vena cava cranial des Zwerchfells

T4 Tumor durchbricht die Gerota-Faszie.

N = regionédre Lymphknoten

Nx Regionére Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionédren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in einem regionédren Lymphknoten

N2 Metastasen in mehr als einem regiondren Lymphknoten

M = Fernmetastasen

Mx Vorhandensein von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen vorhanden
M1 Fernmetastasen vorhanden
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Tabelle 1.2: TNM-Staging des Nierenzellkarzinoms

UICC-Stadium  UICC 2002 TNM-Klassifikation

I T1 NO MO
II T2 NO MO
II1 T1 N1 MO
T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO

v T4 NO, N1 MO
Jedes T N2 MO

Jedes T Jedes N M1

Mit steigender Stadieneinteilung sinkt die Fiinfjahresiiberlebensrate rapide: Wahrend im Stadium I
und IT noch 95% bzw. 90% aller Patienten die ersten fiinf Jahre nach Diagnose iiberleben, sinkt diese
Zahl im Stadium IIT bereits auf 63% und in Stadium IV sogar auf 28% [160]. Die Hélfte aller Patienten
entwickelt metachrone Metastasen, also Metastasen, die frithestens 6 Monate nach Erstdiagnose detek-
tiert werden [196]. Da gerade in frithen Stadien das RCC kaum zu &uferlich bemerkbaren Symptomen

fithrt, wird es meist erst diagnostiziert, wenn es bereits weiter fortgeschritten ist.

Die klassische Therapie des Nierenzellkarzinoms ist die radikale Nephrektomie [468, [469]. Die Behand-
lung hoherer metastasierter Stadien ist jedoch schwierig, da sie auf Chemo- und Strahlentherapie nur
selten ansprechen [164] 215l 261], 285 631 [651]. Daher greift man meist auf immuntherapeutische An-
sitze zuriick, wie beispielsweise die Behandlung mit Interleukin 2 (IL-2) und Interferon o (IFN-«),
oft auch in Kombination mit Chemotherapeutika [20} 211, 70} 161}, 166, B89]. Daneben gibt es weitere
Therapieansétze wie unter anderem die Inhibition von Tyrosinkinasen und der Angiogenese. Seit 2006
zugelassen sind die beiden Multityrosinkinaseinhibitoren Sorafenib, (Handelsname: Nexavar, Bayer)
und Sunitinib (Handelsname: Sutent, Pfizer) [154] 381l 462, [513].

Neben dem Melanom z#hlt das RCC zu den immunogensten Tumoren, d.h. hier findet eine hohe Rate
immunspezifischer Prozesse gegen den Tumor statt. Diese Einstufung ist unter anderem auf die Entwick-
lung von RCC in immunsupprimierten Patienten [420] als auch auf seltene Félle spontaner Metastasen-
Riickbildung [338] zuriickzufiithren. Vor allem aber beruht sie auf der Tatsache, dass im Tumorgewebe
meist TILs nachgewiesen werden konnen, vor allem CD8' und auch NK-Zellen [12] 126, [386]. Diese
TILs weisen oft ein reduziertes cytotoxisches Potential auf. Effektorfunktionen, wie Cytokin-Sekretion
und das Abtoten autologer Tumorzellen kénnen aber nach in wvitro-Stimulation regeneriert werden
[12, 126], d.h. sie werden zwar durch Interaktion mit den Tumorzellen aktiviert, sind aber funktionell
eingeschriankt. Trotzdem konnte eine Korrelation zwischen klinischer Reaktion und Infiltration des Tu-
morgewebes durch aktivierte T-Zellen und DCs bereits nachgewiesen werden [136] [606].

Tumorantigene, die in RCCs beschrieben wurden und von denen T-Zellepitope bekannt sind, kénnen

in vier Kategorien eingeteilt werden [196]:
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e Antigene, die auf mehreren Tumorarten iiberexprimiert gefunden wurden, z.B. Telomerase [514],
Survivin [10, 231}, 456], Mucin-1 (MUC1) [67] und Her2/neu [292] [421]

e Antigene, die von den meisten RCC exprimiert werden, aber kaum oder gar nicht im Normalge-

webe, z.B. G250/ Carboanhydrase IX (CA-9) [197]

e Antigene, die manchmal von RCC oder anderen Tumoren exprimiert werden, z.B. Adipophilin
[511], MAGE-A3 [109, 516], RAGE-1 [400]

e Antigene, die aus Mutationen oder Leserasterverschiebungen resultieren, z.B. FGF-5 [213], M-
CSF [435], Hsp-70 [61]

1.3 Autophagie

Wiéhrend der Abbauweg iiber das Proteasom vor allem regulatorischen Zwecken dient und dazu haupt-
séchlich Proteine mit regulatorischen Funktionen und missgefaltete 16sliche Proteine einschliefit, findet
der Abbau von ganzen Organellen, langlebigen Proteinen und Proteinen, die missgefaltet in Aggregaten
vorliegen, vor allem in Lysosomen iiber den Prozess der Autophagie mit dem Zweck des Nahrungsre-
cyclings statt [277, 288, 289]. Beide Abbauwege dienen auflerdem der Entgiftung nicht-funktionaler,
missgefalteter Proteine [134]. Damit eroffnet sich, wie unter bereits angedeutet, eine weitere
Ausnahme der iiblichen Antigenprozessierungswege. Denn durch den Mechanismus der Autophagie ge-
langen cytosolische Proteine iiber den lysosomalen Abbauweg auf MHC Klasse II-Proteine [63], 129, [393].
Der Begriff ,,Autophagie® leitet sich von ,Selbst“ (griech.: auto) und ,Essen* (griech.: phagein) ab. Es
gibt verschiedene Formen der Autophagie, unter anderem die Chaperon-induzierte, die Mikro- und die
Makroautophagie [325], [349] [661]. Im Folgenden wird der Begriff Autophagie stellvertretend fiir Makro-
autophagie eingesetzt.

Zum ersten Mal wurde Autophagie Anfang der 60er Jahre beschrieben [I8| [37, [143]. Kurze Zeit spé-
ter wurde sie als programmierter Zelltod vom Typ II (PCD II) als Gegenstiick zur Apoptose (PCD
I) definiert [106, 517, [671]. Mittlerweile wird Autophagie allerdings in gleichem Mafl die Rolle als
Uberlebens-Mechanismus in zelluliren Stress-Situationen zugesprochen [326].

Das Spektrum der Funktionen, die Autophagie erfiillt, ist breit gefichert [325, 857, 661]. Als kon-
stitutiver Prozess erfiillt sie regulatorische Funktionen in der Zell-Homdsostase, indem sie sowohl den
Stoffwechsel langlebiger Proteine als auch die generelle Zusammensetzung des Cytoplasmas kontrolliert.
Gleichzeitig kann sie induziert werden durch interne sowie externe Stress-Situationen, wie Anhédufung
missgefalteter Proteine, Nahrungsknappheit, oxidativem Stress, Bestrahlung oder hormonellen Einfliis-

sen. Generell erfiillt Autophagie folgende Funktionen:

e Anpassung an sich verdndernde Bedingungen
Autophagie fordert das Recycling von Aminoséduren bei Nahrungs-, Energie- und Sauerstoffmangel
[53, 374, [430, [433] sowie unter Stressbedingungen wie hoher Populationsdichte oder Temperatur
[194], B11).

o Zelluldre Umstrukturierung wéihrend der Entwicklung und Differenzierung
Autophagie ist am Abbau von Geweben und Zelltypen im Lauf der Entwicklung beteiligt [234]
248 (312, [325].
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e Beeinflussung der Lebensspanne
Autophagie baut iiberfliissige oder defekte Organellen oder Molekiile ab. So werden zum Beispiel
Mitochondrien mit vermindertem Membranpotential und erhohter Produktion reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS), Molekiile mit altersabhéingiger Peroxidierung oder toxische Aggregate miss-
gefalteter Proteine eliminiert [40] 12T], 318] [325].

e Unterstiitzung des Immunsystems
Autophagie ist sowohl am Abbau als auch der Présentation pathogener Antigene beteiligt [138),
200, 383, [409], 492}, (508, [510].

Alle vier Eigenschaften kénnen je nach Kontext im gesunden wie im kranken Zustand sowohl positive

als auch negative Auswirkungen haben [117, [534]. Darauf wird unter genauer eingegangen.

1.3.1 Molekulare Mechanismen der Autophagie

Autophagie beschreibt die Abfolge mehrerer Schritte, angefangen bei der Bildung der ,Isolations-
membran“ oder ,Phagophore* bzw. in Hefe der perivakuolidren pre-autophagosomalen Struktur (PAS)
[157, [452]. Dabei stiilpt sich die Isolationsmembran derart um cytoplasmatischen Inhalt, dass beim
Verschmelzen der aufeinander zuwachsenden Enden ein Organell mit Doppelmembran entsteht - das
Autophagosom. Dieses verschmilzt mit einem Lysosom zum Autolysosom, wobei die innere Einzelmem-
bran als autophagisches Kérperchen vom Lysosom aufgenommen und abgebaut wird [452, [614], 632, [661].
Die Identifizierung der konservierten Gene, auf denen die molekularen Mechanismen der Autophagie
beruhen, war essentiell fiir die Aufkliarung Autophagie-bezogener Prozesse [579, [687]. Diese werden in
Hefe autophagie-related genes (Atg) genannt. Seit 2003 gibt es eine einheitliche Nomenklatur fiir Or-

ganismen von Hefe bis zu héheren Eukaryonten [290].

Autophagie kann selektiv und unselektiv sein. Wahrend selektive Autophagie durch intrazellulire Si-
gnale wie beispielsweise Interaktion zwischen bestimmten Atg-Proteinen und Bakterien ausgelost wird
und damit zum selektiven Abbau dieser Pathogene fiihrt [206, [393] [409], 451], erhilt unselektive Auto-
phagie Signale indirekt iiber duflere Faktoren wie Nahrung oder Cytokine [206], 341l [452] [534].

Viele Stimuli von Tyrosinkinaserezeptoren [233] iiber MAP-Kinasen [216), [402] bis hin zu Calcium [195]
wurden als potentielle Induktionsfaktoren fiir die Autophagie-Signalkaskade in Betracht gezogen. Je-
doch ist bei all diesen Einfliissen immer nur eine indirekte Wirkung nachweisbar gewesen. Ein Faktor,
bei dem sich all diese Einfliisse vereinen, ist mTOR (mammalian target of rapamycin). Denn mTOR
ist sowohl Sensor fiir Aminosduren und ATP als auch Verarbeitungsstelle hormoneller Signale iiber den
Klasse I PI3K/ PKB-Signalweg [14, [13T], B53| 474]. All diese Faktoren beeinflussen die Autophagie-
Aktivitit einer Zelle [372, 373, 431l 504, 519, [604]. Die hemmende Wirkung eines Aminoséureangebots
sowie weitere inhibitorische Effekte konnen jedoch durch Rapamycin aufgehoben werden [51]. Das
bedeutet: wenn Nahrungs- und Energiequellen ausreichend vorhanden sind, ist mTOR aktiviert und
inhibiert damit die Autophagie und andersherum.

In Saccharomyces cerevisiae konnte auerdem gezeigt werden, dass mTOR eine inhibitorische Wirkung
auf die Genexpression an der Autophagie beteiligter Gene, wie zum Beispiel dem Atg8 aufweist [3].

Da mTOR - wie der Name schon sagt - Zielmolekiil von Rapamycin ist und zentraler Punkt der oben
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genannten Signalwege, liegt es nahe, dieses Molekiil als direkte inhibitorische Schaltstelle fiir die Auto-

phagie einzustufen.

Der Einfluss von mTOR auf die folgende Autophagie-Signalkaskade scheint durch eine indirekte Inter-
aktion mit dem Atgl-Homolog ULKI, einer Serin-Threonin-Kinase, und weiteren Proteinen vermittelt

zu werden. Die genaue Reaktionsfolge dieser Interaktionen ist jedoch noch nicht bekannt [325] [357].

Das Membranwachstum zur Phagophore wird durch zwei Konjugationssysteme eingeleitet, die an das
Ubiquitin-Konjugationssystem erinnern und aufeinander abgestimmt sind [325], 390} 559, [570]. In dem
ersten Konjugationssystem entspricht Atg7 dem Ubiquitin-Aktivierungs-Enzym E1 und Atgl0 dem
Ubiquitin-Konjugations-Enzym E2 [535], 569]. Dabei kommt es zur Konjugation des Ubiquitin-dhnlichen
Proteins (Ubl, ubiquitin-like protein) Atgl2 mit Atg5, die nicht-kovalent an Atgl6 binden, woraufhin
es zur Membran-assoziierten Multimerisierung kommt [363H365]. Diese Atgl2-Atgh-Atgl6-Multimere
bilden iibergangsweise einen Mantel um die sich bildende Autophagosomenmembran, die daher wahr-
scheinlich ihre Kritmmung erhélt [325, 452]. Kurz vor dem Ringschluss zum fertigen Autophagosom
scheinen die Komplexe jedoch abzufallen [3606, [367].

Auch im zweiten Konjugationssystem nimmt Atg7 die Rolle von E1 ein. In diesem Fall wird das Ubl
Atg8 mit Phosphatidylethanolamin (PE) iiber das E2-Homolog Atg3 konjugiert [244]. Zuvor wird von
der Cysteinprotease Atg4 das C-terminale Arginin (Argl17) gespalten, um fiir die Konjugation mit PE
Glycinl16 freizusetzen [217]. Im Gegensatz zu den Atgl2-Atgh-Atgl6-Komplexen kann Atg8 sowohl in
der Phagophoren-Membran als auch dem fertigen Autophagosom detektiert werden bis zur Fusion mit
dem Lysosom, wo es mit dem restlichen Autophagosomeninhalt abgebaut wird [281].

Beide Systeme sind in Hefe und Séugetierzellen konserviert [364]. Eines von mehreren menschlichen Ho-
mologen zu Atg8 ist MAP1LC3 (microtubule-associated protein light chain 3). Es liegt in drei verschie-
denen Isoformen vor, MAP1LC3A, MAP1LC3B, MAP1LC3C. Diese drei Isoformen unterscheiden sich
nicht nur in ihren Sequenzen, sondern auch in ihrere Gewebsspezifitét [217]. Wahrend MAP1LC3A vor
allem in Herz, Gehirn, Leber, Skelettmuskel und Niere exprimiert wird, findet man diese Isoform weder
im Thymus noch in peripheren Blutlymphocyten (PBL). In PBL kommt nur die Isoform MAP1LC3B
vor. Die MAP1LC3C-Expression dagegen ist in allen untersuchten Geweben sehr viel niedriger als die

der beiden anderen Isoformen.

Ein weiteres wichtiges Protein bei der Autophagie-Induktion ist die Klasse III Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3K) oder auch ,,human vacuolar protein sorting 34* (hVps34). PI3Ks sind mit dem Adapterprotein
p150 assoziiert. P150 und das Reaktionsprodukt von PI3K, Phosphatidylinositol-3-Phosphat (Ptd-
Ins3P), rekrutieren Membranproteine an die Phagophore, die fiir das Wachstum zum Autophagosom
wichtig sind [392]. Der Klasse III PI3K/p150-Komplex ist beim Menschen mit dem Tumorsuppressor-
protein Beclin-1 assoziiert [275]. Unter Aminosidure-Mangelbedingungen wird dieser Beclin-1-assoziierte
Komplex und damit die Induktion zur Autophagie aktiviert [76], 394, 573]. Sowohl 3-Methyladenin
(3-MA), das PI3K durch Interaktion mit der regulatorischen Unterheinheit inhibiert [520], als auch
Wortmannin und LY294002, zwei Inhibitoren der katalytischen Untereinheit der PI3K, verhindern die
Autophagie-Induktion. Dies unterstreicht die Funktion der Klasse III PI3K bei der Regulation von
Autophagie [652].
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Viele weitere Einflussfaktoren und Atg-Proteine sind auf dem Weg zwischen Autophagie-Induktion und
vollstédndiger Autophagosomen-Bildung bekannt, auf die hier jedoch nicht weiter eingegangen wird. Das
Andocken an das Lysosom beruht schliellich auf bereits bekannten Mechanismen der Membranfusion
iiber SNAPs (soluble NSF attachment proteins) und SNAREs (soluble NSF attachment receptors). So-
bald die Membranen von Autophagosom und Lysosom miteinander zum Autophagolysosom verschmol-
zen sind, wird die innere Membran als autophagisches Koérperchen ins Lysosomen-Lumen freigesetzt.
Mit Hilfe des sauren lysosomalen pHs und Proteinase B wird schliefllich das autophagische Korper-
chen und sein Inhalt abgebaut [661]. Erst mit diesem letzten Schritt ist der Prozess der Autophagie

vollstdndig abgeschlossen.

1.3.2 Nachweismethoden der Autophagie

Der Nachweis von Autophagie ist bis heute nicht hinreichend und zufriedenstellend gekldrt. Hinzu
kommt, dass es in den meisten Fillen auch nicht so sehr darum geht, {iberhaupt autophagosomale
Strukturen zu detektieren; da jede normale Zelle ein basales Level an Autophagie aufweist, wére es
verwunderlich, keine Autophagosomen zu finden. Vielmehr muss der Anstieg Autophagie-assoziierter
Prozesse in einer grofien Anzahl von Zellen aufgezeigt werden, um eine Autophagie-Induktion nachzu-

weisen.

Es gibt allerdings die Moglichkeit, statt eines Nachweises von im Vergleich zur Kontrolle erhéhter
Autophagie im untersuchten System die Autophagie im Vergleichssystem zu hemmen. Dies geschieht
entweder mit Null-Mutanten oder siRNA gegen essentielle Atg-Gene, z.B. Atgh [307, [668], oder durch
Inhibitoren, wie beispielsweise 3-Methyladenin (3-MA) [520], Wortmannin und LY294002 [52]. Diese
genannten Inhibitoren gelten zwar allgemein als Autophagie-spezifisch [291]. Allerdings hemmen sie
als Inhibitoren der Klasse III PI3K-Signalkaskade nicht nur Autophagie-assoziierte Prozesse. 3-MA
beispielsweise beeinflusst sowohl generell den Membranverkehr [224] [439], die Phosphorylierung von
JNK und p38, zwei Schliisselfaktoren Stress-induzierter Apoptose [649] als auch weitere zelluléire Pro-
zesse [83] [650]. Wortmannin hemmt auflerdem auch weitere MAP-Kinasen [141] und ist zusammen
mit LY294002 an der Regulation der Klasse I PI3K beteiligt. Inhibitoren des lysosomalen Abbaus,
wie Chloroquin, das die lysosomale Ansduerung hemmt, oder E64d und Pepstatin A, zwei Inhibitoren
lysosomaler Proteasen, resultieren bei Autophagie-Induktion in einer Akkumulation von Autophago-
lysosomen und Autophagosomen-spezifischen Markern [15, 509]. Allein die Zugabe von Aminoséduren
oder Serum kann auch zu Autophagie-Inhibition fithren [173] 296 518].

Obwohl Autophagie bereits in den 60erJahren beschrieben wurde, wurde erst ab den 90er Jahren inten-
siv daran geforscht. Eine Nachweismethode aus dieser Zeit ist der Monodansylcadaverin (MDC)-Assay
von Biederbick et al. [42]. Dieser Publikation zufolge firbt der fluoreszierende Cadaverinfarbstoff subzel-
luldre Fraktionen an, in denen zwar lysosomale Enzyme, jedoch keine frithen oder spéten endosomalen
Marker enthalten waren. Darauthin wurde MDC lédngere Zeit als spezifischer Autophagosomen-Marker
eingesetzt.

Jedoch konnte 2001 von Munafo und Colombo gezeigt werden, dass die MDC-gefiarbten Strukturen in

mikroskopischen Assays mit spéten endosomalen und lysosomalen Markern kolokalisieren und vor allem
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um den Kern herum zu finden waren, wihrend Autophagosomen iiber das gesamte Cytoplasma verteilt
sind [382]. Hinzu kommt, dass MDC nur saure Kompartimente anfiarbt [362], so dass MDC-Férbungen,
wenn sie denn mit autophagosomalen Strukturen zusammenfallen, lediglich die Autophagolysosomen
markieren.

Eine Notlésung fiir diese Einschrinkungen fanden Dengjel et al. [129], indem sie nicht nur mikrosko-
pische Assays mit MDC machten, sondern zusétzlich mittels Fluoreszenzspektroskopie den Fluores-
zenzgehalt der Zellen nach MDC-Farbung ermittelten. Dabei konnte unter Autophagie-induzierenden
Bedingungen eine deutliche Steigerung der intrazelluldren Fluoreszenz nachgewiesen werden, was auf
eine erhohte Abbaurate zuriickzufiihren ist. Einschrinkend ist dazu jedoch zu bemerken, dass diese

Abbaurate sowohl durch autophagosomale als auch endosomale Aktivitdten bedingt sein kann.

Eine Alternative ist der Autophagie-Nachweis mittels MAP1LC3 (im Folgenden nur noch LC3 ge-
nannt). Es gibt verschiedene Nachweismoglichkeiten mit diesem Marker, da dieses Molekiil einerseits
Autophagie-spezifisch prozessiert wird und damit als Bandenverschiebung im Western Blot nachweis-
bar ist [262], andererseits von den ersten Schritten der Phagophorenbildung bis zum Verschmelzen mit
dem Lysosom am Autophagie-Signalweg beteiligt ist. Dieses Phéinomen kann mikroskopisch gut verfolgt
werden [281].

Aufgrund der posttranslationalen C-terminalen Modifzierung von LC3 kann man die cytoplasmatische
Form von der Autophagosomen-Membran-gebundenen Form von LC3 im Western Blot unterscheiden.
Allerdings muss dabei bedacht werden, dass es von LC3 drei Isoformen gibt. Es konnte gezeigt werden,
dass nur zwei dieser Isoformen, LC3A und LC3C, eine Bandenverschiebung von 18 kD (LC3A-I) nach
15 kD (LC3A-II) bzw. von 16 kD (LC3C-I) nach 15,5 kD (LC3-II) zeigten, wihrend die dritte Isoform,
LC3B nur eine Bande bei 16 kD ergab. Auch in mikroskopischen Untersuchungen konnten nur LC3A
und LC3C als Autophagosomen-assoziiert detektiert werden [217].

Es besteht die Moglichkeit, dass LC3-1I in Immunoblot-Assays aufgrund seiner héheren Hydrophobizi-
tét oder verdnderten Konformation mit grofierer Sensitivitiat nachgewiesen werden kann als LC3-1 [263].
Dadurch wére eine Quantifizierung der Autophagie-Rate aufgrund des LC3-II- zu LC3-I-Verhéltnisses
nicht moéglich. Eine weitere wesentliche Einschréinkung erfihrt das LC3-Nachweisverfahren mittels Ban-
denverschiebung durch die eingeschrinkte Zahl spezifischer Western Blot-tauglicher Antikorper.

Im Gegensatz dazu gibt es mehrere mikroskopische Nachweismoglichkeiten mittels LC3. Sowohl Fu-
sionskonstrukte beispielsweise mit dem griinen fluoreszierenden Protein (GFP) oder seinen Derivaten
als auch die Detektion mit Hilfe von LC3-spezifischen Antikérpern liefert iiberzeugende Ergebnisse
[366, 509]. Mit GFP-LC3-Konstrukten ist selbst die zeitliche Verfolgung des Autophagie-Signalweges
in lebenden Zellen sowie der Nachweis von Autophagie in vivo moglich [362, [368]. Der Nachteil ist die
Notwendigkeit des GFP-LC3-Gentransfers. Die transiente Lipofectamin-Transfektion kann die Auto-
phagierate beeinflussen und zu Autophagie-unspezifischen LC3-Aggregaten fithren [308]. Daher miissen
stabile Transfektionen durchgefiihrt werden [362]. Bei der Auszihlung der GFP-markierten Strukturen
muss zusétzlich bedacht werden, dass nicht jedes GFP-LC3-positive Signal auf eine autophagosomale
Struktur hinweist; die Behandlung mit Saponin oder anderen Detergenzien bei der Zellfixierung kann
bei GFP-LC3-Konstrukten zur Autophagie-unabhéngigen Aggregatbildung fithren [105], und auch LC3
alleine kann in nicht-Autophagie-assoziierten Proteinaggregaten vorkommen [308] 437]. Daher muss im

Zweifel zuséatzlich zur Autophagosomen-Detektion auf die Zahl und Lage der Lysosomen geachtet wer-
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den. Hinzu kommt, dass lediglich Phagophoren und Autophagosomen, jedoch kaum Autolysosomen
detektiert werden. Die lysosomale Umsetzungsrate von LC3-II spiegelt daher eher die Autophagie-

Aktivitit einer Zelle wider als die Markierung der transient Membran-gebundenen Form [571].

Ein weiteres Molekiil, das sich als zukiinftiger Autophagie-Marker herausstellen kénnte, ist das WD-
repeat protein Interacting with Phospho-Inosides (WIPI)-1(WIPI49/Atgl8), im Folgenden als WIPI1
bezeichnet. Als WD-repeat Protein bietet WIPI1 eine Plattform fiir Protein-Protein-Interaktionen [603]
und spielt durch die Verbindung mit Phospholipiden vor allem eine Rolle bei der Zusammenlagerung
von Proteinkomplexen an Membranen [140), 253, 552]. Auerdem kolokalisiert WIPI1 nach Autophagie-
Induktion mit LC3 und lagert sich an grofle gekriimmte und vesikelartige cytoplasmatische Gebilde.
Diese Phanomene konnten durch den PI3K-Inhibitor Wortmannin aufgehoben werden [436], sind al-
lerdings von Zelltyp zu Zelltyp unterschiedlich stark ausgeprégt [437]. Die durch Aminosduremangel
ausgeloste Aktivierung des Beclin-1-assoziierten Klasse IIT PI3K /-Komplexes kénnte WIPI1 also als
Signalmolekiil fiir die Autophagie-Induktion nutzen [395].

Der Autophagienachweis fiir WIPI1 funktioniert analog zum mikrokopischen Nachweis von LC3 vor
allem iiber Konstrukte wie GFP-Fusionsproteine. Eine wichtige Einschréankung besteht: WIPI1 konnte
bisher nicht an kompletten Autophagosomen nachgewiesen werden [437]. Da es bisher kaum weitere
Publikationen {iber WIPI1 gibt, die die Autophagie-Spezifitéit dieses Markers bestdtigen, muss dieser

Marker zunichst noch mit Vorsicht behandelt werden.

Eine letzte hier beschriebene Nachweismethode ist die Elektronenmikroskopie. Autophagosomen weisen
eine Doppelmembran auf. Damit sind sie von den meisten anderen Organellen theoretisch gut zu dif-
ferenzieren. Abgesehen davon, dass Elektronenmikroskopie an sich aber bereits sehr aufwindig ist und
ein hohes Mafl an Erfahrung bei der Interpretation verschiedener zelluldrer Strukturen fordert, werden
die Nachweismoglichkeiten mit Hilfe dieser Methode eingeschrénkt dadurch, dass andere Strukturen -
nicht nur das Mitochondrium - je nach Schnittebene mehrere Membranen aufweisen kénnen. So erschei-
nen Zellausstiilpungen, die in benachbarte Zellen eindringen, bei senkrechter Schnittebene genauso als
Doppelmembran wie auch Phagosomen-Vesikel mit entsprechend aufgenommenem membranhaltigem
Inhalt [362]. Verbindet man jedoch die Elektronenmikroskopie mit der Verwendung der oben genannten

Marker, ergibt sich daraus eine iiberzeugende Nachweismethode [262] [366].

Viele weitere Nachweismethoden fiir Autophagie wurden im Laufe der Zeit etabliert [291], auf die jedoch
hier nicht weiter eingegangen werden soll, da sie im Kontext dieser Dissertation nicht von entscheidender

Bedeutung sind.

1.3.3 Autophagie und Tumorentwicklung

Die vielen Aufgaben, die Autophagie erfiillt, fithren dazu, dass die Rolle, die Autophagie im Kontext
der Onkogenese als auch im Rahmen der Krebstherapie spielt, nicht geklért ist.

Im Grunde erfiillt Autophagie bereits die Aufgabe der Krebspravention durch den Abbau von Prote-
inaggregaten missgefalteter Proteine und die Eliminierung von ROS-Quellen, die fiir die Zelle toxisch
sind. Auch das Gleichgewicht zwischen Proteinsynthese und -abbau, das durch Autophagie gewéhrleis-

tet wird, ist ein wichtiger Faktor, der Zellen vor dem entarteten Wachstum bewahrt.
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Die Prisentation endogener Proteine durch Autophagie-vermittelte HLA-Peptid-Prasentation auf HLA
Klasse II-Molekiilen kann einen wichtigen Aspekt der Tumorbekdmpfung durch das Immunsystem dar-
stellen.

In ihrem Anfangsstadium, wenn die gesteigerte Angiogenese noch nicht eingesetzt hat und es an Nah-
rung und Sauerstoff mangelt, konnen Tumorzellen durch die Aktivierung von Autophagie besser iiber-
leben. Auch spéter unter Chemo- oder Radiotherapie kann Autophagie einen Schutzmechanismus fiir
Tumorzellen darstellen. Denn durch den Abbau von ROS-Quellen oder defekter DNA und missgefal-
teten Proteinen kann auch Tumorzellen ein Uberleben erleichtert werden. Andererseits kann eine auf
diese Weise gesteigerte Induktion von Autophagie, wenn sie ein bestimmtes Limit iiberschreitet, ebenso
dazu fithren, dass die Zellen sich selbst auffressen und damit in den programmierten Zelltod iibergehen.
Im gesunden System fithrt metabolischer Stress nach 24-48 Stunden zur Apoptose [122, 267, 354].
Weist eine Zelle Defekte in Autophagiefunktionen auf, kann sich dieser Prozess enorm beschleunigen
[59]. Weist eine Zelle Defekte in Apoptosefunktionen auf, kann der durch Autophagie eingeleitete Zell-
tod sich um Wochen verzdgern oder aber durch Autophagie-unterstiitztes Recycling iiberlebenswichtiger
Metabolite ganz umgangen werden, wobei sich die Zellgrofle drastisch verringert [122] 267, [341), 354]. Im
Falle sowohl defekter Apoptose als auch defekter Autophagie schlagen Zellen den nekrotischen Zelltod
ein [258]. Dieser Zelltod ist verbunden mit DNA-Schéiden, 16st eine inflammatorische Immunantwort
aus und im chronischen Fall auch erhohte Angiogenese und Tumorwachstum [26], 27), 208, 596].

In vielen Krebsarten findet man Deletionen von Autophagie-spezifischen Genen. Tumorsuppressorgene
wie Beclin-1, p53 oder PTEN [14] 324], die oft Mutationen in Krebszellen aufweisen, aktivieren Au-
tophagie, withrend Gene, die in Krebszellen aktiviert sind, wie Klasse I PI3K oder AKT [425] 533],
Autophagie inhibieren.

Alle genannten Einfliisse der Autophagie auf das Tumorwachstum lassen diesen Mechanismus als sehr

ambivalent erscheinen und fiir die Krebstherapie bis jetzt keine Schlussfolgerung dariiber zu, ob Auto-

phagie zur Tumorbekédmpfung geférdert oder unterdriickt werden sollte.
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1.4 Zielsetzung

Ein Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung neuer Tumorantigene fiir die Immundiagnostik und Immun-
therapie. Dazu werden im Rahmen zweier klinischer Studien mit Stage III- und Stage IV-Nierenzellkar-
zinompatienten die auf den Tumorgeweben prisentierten HLA-Liganden biochemisch aufgereinigt und
massenspektrometrisch analysiert. Aulerdem wird die Proteinexpression ausgewéhlter Tumorantigene
in den Tumorgeweben mehrerer Nierenzellkarzinome mittels Mikroarray-Expressionsanalyse untersucht.
Zusétzlich wird das HLA-Ligandom aller bisher in unserer Abteilung analysierter RCC-Gewebe auf der
Suche nach allgemeinen RCC-spezifischen Liganden vergleichend betrachtet, vor allem auch im Hinblick
auf die Tauglichkeit der einzelner Peptide als Impfkandidaten.

Dazu wird sowohl die HLA-Ligandenprasentation als auch die Proteinexpression mit den jeweiligen

Genexpressionsdaten, soweit vorhanden, verglichen.

Ein weiteres Projekt ist die Aufklarung grundlegender Fragen zur Autophagie bei der Antigenprozes-
sierung. Nachdem die Verdnderungen des MHC Klasse II-Ligandoms als Reaktion auf Autophagie-
Induktion bereits aufgezeigt worden waren [129], sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob
sich Autophagie-induzierte Verdnderungen auch im MHC Klasse I-Ligandom niederschlagen. Dies wird
an zwei unterschiedlichen Zelllinien untersucht, einer B-Zelllinie und einer Zelllinie aus dem Tumorge-
webe eines Nierenzellkarzinoms. Auch hierfiir werden die HLA-Liganden biochemisch aufgereinigt und
massenspektrometrisch analysiert.

Desweiteren soll vor dem Hintergrund eines fehlenden uneingeschriankt einsetzbaren Autophagienach-
weissystems nach Autophagie-induzierbaren Verdnderungen in der Proteinexpression von solchen Pro-
teinen gesucht werden, die im Verlauf des Autophagie-Signalweges eine Rolle spielen.

Gleichzeitig wird untersucht, ob sich durch verschiedene Arten der Autophagie-Induktion die Protein-
expression bzw. die Aktivierung ausgewahlter Proliferationsmarker und Tumorantigene verdndern.
Fiir das Screening sowohl nach potentiellen Autophagie-Markern als auch nach den Proliferationsan-
tigenen wurden wiederum die beiden oben genannten Tumor- und B-Zellinien und die Methode der

Mikroarray-Expressionsanalyse eingesetzt.
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2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Soweit nicht anders angegeben, stammen alle Glaswaren von der Firma Schott (Mainz), alle Chemikalien
(p.a. Qualitdt) von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Miinchen).

RPMI 1640-Medium

L-Glutamin

[-Mercaptoethanol

Penicillin-Streptomycin Mix, je 10 mg/ml
100x nicht-essentielle Aminoséuren

Fotales Kilberserum (Fetal calf serum, FCS)
Trypsin

Rapamycin

Chloroquin

Concanamycin A

Trypanblaulésung (0,05% w/v)

Phosphate buffered saline (PBS)
Gewebekulturflaschen 100, 250 und 550 ml, steril
6- und 96-well-Platten

0,5 ml-, 1,5 ml-, 2 ml-Reaktionsgefafie

2 ml-Polypropylen-Einfrierrohrchen mit
Schraubverschluss

15 und 50 ml-Réhrchen

8-well LabTec Kammerdeckgléser

0,2 pm-Sterilfilter

0.2 pm-Sterilfilter Sartolab-P20
0,65 pm-Sterilfilter
Einmalspritzen

Pasteurpipette, 230mm
Protein A-Sepharose, CL-4B

CNBr-activated Sepharose 4B

3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammoniol-
propansulfonat (CHAPS)
Proteaseinhibitor "complete”

Trifluoro acetic acid (TFA)
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Gibco, Karlsruhe
PAA Laboratories, Colbe
Roth, Karlsruhe
PAA Laboratories,Colbe
Sigma-Aldrich, Miinchen
PAA Laboratories, Colbe

Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien
LC Laboratories, Woburn, MA, USA

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Gibco, Karlsruhe

Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien

greiner bio-one, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

greiner bio-one, Frickenhausen

greiner bio-one, Frickenhausen
Nunc, Thermo Fisher Scientific,
Wiesbaden

Millipore, Schwalbach
Sartorius, Gottingen

Sartorius, Gottingen

Becton Dickinson, Heidelberg
Fortuna, Wertheim

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Applied Biosystems, Darmstadt
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Centricon-10 Zentrifugen-Filtereinheiten
Quarzkiivette, Schichtdicke 10 mm, Zentrum 15 mm
Cryorohrchen

CLB1 Lysepuffer

CSBL Druckpuffer

384-well-Platten PP Masterblock V shape

Alexa Fluor 647 Monoclonal Antibody Labeling Kit
Bradford Reagenz Coomassie Plus

NuPAGE Gelelektrophorese-System Komponenten
XCell II Blot Module Komponenten

0,2 pm-Nitrozellulosemembranen

Filterpapier

Enwicklungslosung, SuperSignal West Pico

1H4- und 2D4-NicNHS-Ester

pH-Indikatorstibchen pH-Fix 0-14
O-Methyl-Isoharnstoff-Hemisulfat 94%

Spinsdulen Peptide Cleanup C-18 Spin Tubes

100 pl-Spritze Hamilton Gastight Syringe Type 1710N
Glaskapillaren, GC120F-10 Clark

Picotips, 360/20 pm OD, 10 pum ID Auslasséffnung,
1P-4P Beschichtung

2.2 Gerate und Zubehor

Sterilbank Technoflow

37°C Inkubator, 7,5% COy Begasung Forma Scientific
Lichtmikroskop Leica DMIL

Zahlkammer Neubauer, Tiefe 0,1 mm
Einfrierbehélter "Cryo Freezing Container”
Wasserbad Thermomix BM-S

Tischkiihlzentrifuge Biofuge fresco
Tischkiihlzentrifuge Megafuge 1.0R

Kiihlzentrifuge RC 5C Plus, Rotor SLA 3000
Ultrazentrifuge L-80 Ultracentrifuge, Rotor Ti45,
Rotor Ti70

Rotanta Zentrifuge

Tischzentrifuge 5415D

Easy Load Peristaltische Pumpe

Easy Load Pumpschlauch, Auflendurchmesser 6 mm,
Innendurchmesser 3 mm

pH-Meter 765

UV-Spektrometer Ultrospec 3000

Millipore, Schwalbach

Hellma, Miillheim

Nalgene, Neerijse, Belgium
Zeptosens, Witterswil, Schweiz
Zeptosens, Witterswil, Schweiz
greiner bio-one, Frickenhausen
Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Pierce, Rockford, IL, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Protran, Blackburn North, Australien
Whatman, Dassel

Pierce, Rockford, IL, USA

Weik, S., Universitéit Tiibingen
Macherey-Nagel, Diiren

ACROS Organics, New Jersy, USA
Agilent, Boblingen

Mascom, Bremen

BMI, Zollnitz

New Objective, Wobum, MA, USA

Integra Biosciences, Fernwald
Labotect, Gottingen

Leica, Bensheim

LO - Laboroptik, Friedrichsdorf
Nalgene, Houghton le Spring, UK
Braun Biotech, Go6ttingen
Heraeus-Instruments, Hanau
Heraeus-Instruments, Hanau
Sorvall Langenselbold

Beckman Coulter, Krefeld

Hettich, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg
Millipore, Schwalbach
Millipore, Schwalbach

Knick, Berlin

Amersham Pharmacia Biotech,
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Quarzkiivetten, Schichtdicke 10mm, Zentrum 15 mm
Magnetriihrer RCT basic

Vortexer Minishaker MS 1

Thermomixer 5436

Pumpen Pharmacia P1 peristaltic pump

Mixer Model 32BL79 mit 250ml Edelstahlbecher

Potter RZR 2020, mit spitz zulaufendem Glasgefafl und

Teflonpistill

Ultraschallgerét Sonifier 250, Schallkopf Typ 102-C
Lyophilisieranlage Vaco5

Rotator Model LD-28

Schiittler Duomax 1030

UV-Spektrometer, Pharmacia Ultrospec 3000
Spektrometer Fluostar OPTIMA

NuPAGE Gelelektrophorese-System

XCell IT Blot Module

Gel- & Membran-Auslesestation Kodak Image Station

440 CF, Software Kodak Digital Science 1D
Orbital Schiittler KL-2

Taumelroller RM5

Thermomixer Comfort

Mikrodismembrator, Einsatz fiir 4 Cryogefafe,
Edelstahlkugeln (9 mm Durchmesser)
Pipettier-Roboter Genesis Gemini 100,
Steuerungssoftware Gemini 3.5

Mikroarrayer Nanoplotter NP 2

Auslesegerit fiir planare Wellenleitertechnologie
ZeptoREADER, Software ZeptoVIEW
Waérmeschrank BF115

Ultraschallvernebler Blocking Station
ZeptoCARRIER, Flusszellen
Absaugvorrichtung Vacuboy
Edman-Sequencer ABI "Procise”’494A Protein
Sequencer, Chemikalien zum Edman-Abbau
C-18 Séule Spheri-5 PTH 5 p, 220 x 2,1 mm
Vorsdulen C-18-Material, 300 ym, 10 mm
fused-silicia-Mikrokapillarsidule

(5 pm C-18-Material, ID 75 pm, Linge 250 mm)
Vorsdulenpumpe ABI 140D Delivery System

Probentransfer auf Vorsdule 112A Oven/Injector
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Freiburg

Hellma, Miillheim

IKA, Staufen

IKA, Staufen

Eppendorf, Hamburg

GE Healthcare, Miinchen
Waring Commercial, Torrington, CT,
USA

Heidolph, Schwabach

G. Heinemann, Schwébisch Gmiind
ZIRBUS, Bad Grund

Labinco BV, Breda, Niederlande
Heidolph, Schwabach

GE Healthcare, Miinchen

MWG Biotech, Ebersberg

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Kodak Eastman, Rochester, NY, USA

Edmund Biihler GmbH, Hechingen
Karl Hecht KG, Sondheim
Eppendorf, Hamburg

Sartorius, Gottingen

TECAN, Hombrechtikon, Schweiz

GeSiM, Groflerkmannsdorf, Deutschland

Zeptosens, Witterswil, Schweiz

BINDER GmbH, Tuttlingen
Zeptosens, Witterswil, Schweiz
Zeptosens, Witterswil, Schweiz

IBS Integra Biosciences, Fernwald
Applied Biosystems, Foster City, USA

Applied Biosystems, Foster City, USA
Dionex, Germering

Dionex, Germering

Perkin Elmer, Boston, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
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pKapillar-LC-System Ultimate

NanoL.C 2D System
Q-Tof-Massenspektrometer Q-Tof I,
MassLynx 4.0 Software
Laser-Scanning-Mikroskop LSM510
Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 100 M

Dionex, Germering
Eksigent Technologies, Dublin, CA, USA

Micromass, Manchester, UK

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

2.3 Zelllinien
Zelllinie  Zelltyp MHC-Typisierung Referenz
Awells EBV-transformierte humane A*0201, B*4402, Cw*0501, IHW 9090

DPB1*0401, DPB1*1401,
DQA1*03, DQB1*0301,
DQB1*0401, DRB1*0401

lymphoblastoide Zelllinie

RCC68 immortalisierte Zelllinie aus dem A*02, A*29, B*1501, B*4501 C. Goutte-
Tumorgewebe von Patient fangeas
RCC068

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kultivierung der Zelllinien

Die Zelllinien wurden bei 37°C und 7,5 % COs in feuchtigkeitsgesittigter Atmosphire gehalten. Als Zell-
kulturmedium wurde RPMI 1640 mit folgenden Zusétzen verwendet: NaHCOs3 (2g/1), HEPES (2,4 g/1),
L-Glutamin (2 p/1), 8-Mercaptoethanol (50 pmol/1), Penicillin (50 U/ml), Streptomycin (50 ug/ml),
10% FCS, pH 7,2. Um groflere Mengen von Zellen zu kultivieren, wurden die Zellkulturen in 21-
Glasflaschen tiberfiihrt. Diese Rollerkulturen wurden bei 37°C und 1,5 Umdrehungen pro Minute auf
Rollergestellen gehalten.

2.4.2 Passagieren der Zellen

Adhérente Zellen wurden durch Entferen des Kulturmediums, einmaligem Waschen in PBS und an-
schliefender Inkubation entweder in 0,05% EDTA in PBS bzw. Trypsin fiir etwa 10 min bei 37°C
abgelost. Nach Zugabe von PBS bzw. Medium wurden die gelosten Zellen durch Zentrifugation (1500
rpm, 3 min, RT, Megafuge 1.0R) pelletiert und in frischem Kulturmedium aufgenommen. Bei Suspen-

sionszellen wurde die vorhandene Suspension lediglich mit neuem Kulturmedium verdiinnt.

2.4.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde je nach erwarteter Dichte der Zellen mit Trypanblau-Losung
verdiinnt und auf die Neubauer-Ziahlkammer aufgetragen. Die ungefiarbten Zellen aus 2 x 16 Kleinqua-
draten multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor und dem Faktor 10* ergaben die Lebendzellzahl pro

ml.
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2.4.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden Zellen mit einer Konzentration von 10° Zellen/ml in sterilfiltriertem Einfrierme-
dium (90 % FCS, 10 % DMSO) aufgenommen. Dann wurden 1 ml Aliquots in Einfrierrohrchen iiberfiihrt
und zunéichst in Isopropanol-gefiillten Behéltern auf -70°C gekiihlt. Fiir die langerfristige Lagerung wur-
den die Rohrchen in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

Eingefrorene Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Danach wurden die Zellen in 5 ml vorge-
legtem Zellkulturmedium resuspendiert und abzentrifugiert (1500 rpm, 3 min, RT, Megafuge 1.0R). Das
Zellpellet wurde in 5 ml Zellkulturmedium gewaschen und erneut zentrifugiert. Dieses Pellet wurde in
2 ml Zellkulturmedium resuspendiert. In einer 6-well-Platte wurden in drei wells je 5 ml, 3 ml und 2 ml
Zellkulturmedium vorgelegt. Die 2 ml Zellen wurden im ersten well resuspendiert, 1,5 ml davon wurden

ins zweite well {ibertragen und resuspendiert, 750 ul davon wurden im dritten well resuspendiert.

2.4.5 Zellernte

Fiir die MHC-Prézipitation von Suspensionszellen wurden die Zellsuspensionen aus Rollerkulturen in
500 ml-Zentrifugenbechern zentrifugiert (1600 rpm, 10 min, 4°C, Sorvall RC 5C Plus, Rotor GS-3).
Adhirente Zellen wurden nach Abnahme der Zellsuspension aus dem Uberstand fiir 10 min mit 0,05 %
EDTA in PBS bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen von der Flaschenwand abgeklopft,
mit den Zellen aus dem Uberstand vereint oder getrennt aufgefangen und abzentrifugiert. Die Uber-
stdnde aus der Zentrifugation wurden verworfen, die Zellpellets in eiskaltem PBS pH 7,2 gewaschen, in
50 ml-Rohrchen vereinigt und erneut zentrifugiert (1600 rpm, 20 min, 4°C, Megafuge 1.0R). Der Uber-
stand wurde erneut verworfen und die Zellpellets bei -70°C gelagert. Fiir die Generierung von Zellpellets
fiir Immunoassays wurde das Protokoll auf kleinere Mafistiibe angepasst; Zellen wurden aus Zellkul-
turflaschen gewonnen, in 50 ml-Rohrchen abzentrifugiert (1600 rpm, 20 min, 4°C, Megafuge 1.0R) und
anschlieend mit geringen Mengen an PBS in 1,5 ml-Reaktionsgeféfie iiberfiihrt, erneut abzentrifugiert
(1600 rpm, 20 min, 4°C, Biofuge fresco).

2.4.6 Autophagie-Induktion

Zur Autophagie-Induktion wurde dem normalen Kultiviermedium Rapamycin in einer Endkonzentrati-
on von 0,2 ug/ml zugesetzt oder Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, 0,185 g/1 CaCly*2 Hy0, 0.4 g/1
KCl, 0,06 g/1 KHoPOy, 0,1 g/1 MgCly*6 H20, 0,1 g/1 MgSO4*7 Hy0O, 8 g/1 NaCl, 0,35 g/l NaHCO3,
0,048 g/1 NagHPOy, 1 g/l Glucose, 2,38 g/1 Hepes, pH 7,4) verwendet. Zuvor wurden die Zellen fiir
mindestens eine Woche bei einer Dichte unter 2 - 10° gehalten, um das konstitutive Autophagie-Level
moglichst gering zu halten. Vor dem Mediumwechsel wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen
(1500 rpm, 3 min, Megafuge 1.0R) und anschlieend in frische Zellkulturflaschen iiberfiihrt, um Serum-
freiheit bei der HBSS-Behandlung zu garantieren.

Zur Anreicherung von Autophagosomen durch Inhibition des lysosomalen Abbaus wurden entweder 40

pM Chloroquin oder 2nM Concanamycin eingesetzt.

2.4.7 Fluoresenzmikroskopie

Fiir den Autophagie-Nachweis mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden zwei verschiedene Marker ein-
gesetzt: Monodansylcadaverin (MDC) und ein LC3-Antikérper (Maus-anti-LC3, MabLC3-5F10, na-
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noTools, Teningen, 1:200). Beim MDC-Nachweis wurden die Zellen im Anschluss an die Autophagie-
Behandlung fiir 10 min mit 0.05 mM MDC inkubiert. Die Féarbung wurde durch dreimaliges Waschen
mit eiskaltem PBS gestoppt und die Zellen direkt in 8-well Kammerdeckgldser iiberfiihrt und mikrosko-
pisch analysiert. Beim LC3-Nachweis wurden die Zellen im Anschluss an die Autophagie-Behandlung
zweimal mit filtriertem PBS gewaschen (1500 rpm, 3 min, Megafuge 1.0R), bevor sie mit 3,7% Formal-
dehyd fixiert wurden (20 min, -20°C). Die fixierten Zellen wurden erneut einmal mit filtriertem PBS
gewaschen. Danach wurden sie erst fiir 30 min bei RT mit 1% BSA blockiert und anschlieend fiir
15 min bei RT mit Saponinpuffer (0.1% Saponin, 0.1% BSA in filtriertem PBS) permeabilisiert. Die
Primérantikorper-Inkubation fand fiir 1 h bei RT statt. Danach wurden die Zellen zweimal mit filtrier-
tem PBS gewaschen und dann mit dem Sekundérantikérper (Alexa Fluor 546 goat-anti-mouse, Invi-
trogen, Carlsbad, CA, USA, 1:500) fiir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem Waschen
wurden die Zellen iiberfiihrt in 8-well Kammerdeckgléiser. Diese waren im Fall von Suspensionszellen
zuvor fiir 6 h mit Poly-L-Lysin-Hydrobromid (MW 70.000-150.000) inkubiert und direkt vor Befiillung

dreimal mit filtriertem PBS gespiilt worden.

Aufnahmen wurden sowohl mittels Epifluoreszenz- als auch Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) ge-
macht. Fiir die Epifluoreszenzmikroskopie wurde ein Axiovert 100 M zusammen mit der mitgelieferten
Software Axiovision 3.2 verwendet. Die Bildaufnahme erfolgte mit Hilfe einer Sensicam 1200, als Licht-
quelle diente eine Quecksilberdampflampe. Zusétzlich wurden zu der Software Metamorph kompatible
Softwaremodule fiir automatische Positionierung, Bilderfassung und Einscannen eingesetzt (entwickelt

von Frau Regina Bohnert, Arbeitsgruppe PD Brock, Tiibingen).

Filtersétze Anregungsfilter Strahlteiler Emissionsfilter
Rhodamin HQ548/10 Q565LP HQ610/75
DAPI HQ470/40 Q495LP HQ525/50
Objektive

5-fach Plan Neofluar 5 x NA 0,15

10-fach Plan Neofluar 10 x NA 0,3 (DIC I)

Zur konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) wurde ein invertiertes LSM510 Laser-Scanning-Mi-
kroskop verwendet. Fiir die Anregung der Fluorophore wurden ein HeNe-Excimer-Laser und ein Argo-

nionenlaser eingesetzt.

Filtereinstellungen

Rhodamin HFT UV/488/543 Strahlteiler in Kombination mit einem
NFT 545 Strahlteiler und einem LP 560 Langpassfilter

Objektive

20-fach Plan Neofluar 20 x NA 0,5 (DIC II)

40-fach C-Apochromat 40 x NA 0,75 (DIC II)

63-fach Plan-Apochromat 63 x NA 0,1,4
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2.5 Immunologische und biochemische Methoden

2.5.1 Antikorperreinigung

Hybridomzellsuspensionen wurden mit Natriumazid (0,02 % Endkonzentration) versetzt und der pH-
Wert der Losungen mit 5 M NaOH auf pH 8,0 eingestellt. Zum Absetzen der Zellen wurde die Zellsus-
pension daraufhin mehrere Tage bei 4°C gelagert. AnschlieBend wurde der Hybridomzelliiberstand mit
Hilfe einer peristaltischen Pumpe iiber einen 0,65 pm-Membranfilter filtriert.

Die Aufreinigung des Antikérpers aus dem klaren, partikelfreien Uberstand erfolgte iiber eine Protein
A-Sepharose-Affinitatssidule. Zur Priaparation der Sdule wurden 1,2 g Protein A-Sepharose in 10 ml HoO
aufgenommen und 15 min bei RT auf dem Schiittler gequollen. Nach dem anschliefenden Absetzen der
Protein A-Sepharose wurde der Uberstand abgenommen. Das Séulenmaterial wurde in PBS aufgenom-
men und in eine Sdule gepackt. Nach dem erneuten Absetzen des Séulenmaterials wurde das Gelbett
30 min mit PBS gewaschen. Der Hybridomiiberstand wurde bei 4°C iiber die Sdule geschickt und im
Anschluss wieder 30 min mit PBS gewaschen. Eluiert wurde der Antikérper mit 8 ml Zitratpuffer (50
mM Zitronensdure, pH 3,0), wobei die ersten 1,0 ml als Vorlauf verworfen wurden. Die restlichen 7
ml Eluat wurden direkt in 23 ml Kopplungspuffer (0,1 M NaHCOs; 0,5 M NaCl; pH 8,3) aufgefangen.
Alle Wasch- und Elutionsschritte wurden mittels Schwerkraft mit Sicherheitsschleife durchgefiihrt (in
der Regel 3 ml/min). Zwischen den einzelnen Schritten wurde das Sdulenmaterial mit Pasteurpipette
aufgeschlammt.

Die Quantifizierung des Antikorpers erfolgte anhand der UV-Absorption bei 280 nm. Eine Absorption

von 1,0 ODggp entspricht einer Antikérperkonzentration von 0,7 mg/ml.

2.5.2 Sadureextraktion von MHC-Liganden nach Immunprézipitation
2.5.2.1 Herstellung der Saule fiir die Immunprazipitation

Antikérper wurde im Verhéltnis 1:40 (w/v) an CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt. Die Kopplung des
Antikorpers an CNBr-aktivierte Sepharose beruht auf einer nukleophilen Substitutionsreaktion, wobei
das Bromid-Anion als Abgangsgruppe fungiert. Als angreifende Nucleophile dienen der Aminotermi-
nus bzw. die e-Aminogruppen von Lysin-Resten. Die Reaktion muss im Basischen stattfinden, da die
Aminogruppen nicht protoniert vorliegen diirfen. Vor der Antikorper-Kopplung wurde die Sepharose
in 40 ml 1 mM HCI 30 min auf dem Rotator bei RT gequollen und aktiviert. Anschlielend wurde
sie abzentrifugiert (300 rpm ohne Bremse; 4°C; 2 min, Megafuge 1.0R) und der Uberstand durch die
Antikorperlosung in 40 ml Kopplungspuffer ersetzt. Diese Mischung wurde etwa 1 h bei RT auf dem
Rotator inkubiert. Vor und nach erfolgter Kopplung wurden zur Bestimmung der Kopplungseffizienz
200 pl der Sepharose-Antikorpermischung entnommen, die Sepharose abzentrifugiert (13000 rpm; RT; 2
min, Biofuge fresco) und der Uberstand in ein neues Eppendorfgefif iiberfiihrt. Die Kopplungseffizienz
ergab sich aus dem Verhéltnis der ODggp am Anfang und am Ende der Kopplungszeit. Anschlieflend
wurden die noch unbesetzten reaktiven Gruppen der Sepharose durch Zugabe von 40 ml 0,1 M Glycin
abgeséttigt, die 30 min auf dem Rotator inkubiert wurde. Zum Abschluss wurde die Sepharose mit 40
ml PBS gewaschen und in eine Séule gepackt und nochmals fiir 30 min mit PBS bei einer Flussrate

von 1,0 ml/min gewaschen. Folgende Antikérper wurden zu Immunprizipitation eingesetzt:
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Antikérper Isotyp, Spezies MHC-Spezifitit Referenz

1243 IgGogq, Maus HLA-DR Lampson and Levy, 1980 [313]
W6/32 IgGo,, Maus HLA-A, -B, -C Barnstable et al., 1978 [36]

2.5.2.2 Verwendetes Gewebe fiir die Immunprazipitation

Zelllysate wurden aus den Zelllinien RCC68 oder Awells (s. oder aus Gewebe von soliden Nieren-
zellkarzinomen gewonnen. Die Gewebeproben wurden bei Nephrektomien aus dem Tumorgewebe und
dem autologen gesunden Nierengewebe entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur
weiteren Verarbeitung wurden die Gewebeproben bei -70°C gelagert. Zur HLA-Typisierung wurden
jeweils 10 ml EDTA-Blut abgenommen.

2.5.2.3 Herstellung des Zelllysats fiir die Immunprazipitation

Das gefrorene Zellpellet oder schockgefrorene Gewebe wurde mit dem gleichen Volumen 2-fach kon-
zentriertem Lysispuffer (PBS, 0,6 % CHAPS, 3 Tabletten Proteaseinhibitor ,complete* pro 200 ml)
versetzt und unter langsamem Riihren bei 4°C aufgetaut bzw. im Fall von Gewebe mit Hilfe von Mixer
und Potter homogenisiert. Nach dem Auftauen wurden weitere 1-3 Volumen 1-fach konzentrierter Ly-
sispuffer hinzugefiigt und die Zellsuspension fiir weitere 60 min bei 4°C geriihrt. Anschlieffend wurde
das Lysat mit Ultraschall behandelt. Dazu wurde das eisgekiihlte Lysat dreimal bei maximaler Leistung
beschallt (Arbeitsschritt 20 sek, Ruheschritt 20 sek). Anschlieend wurde das Zelllysat zuerst abzentri-
fugiert (4000 rpm; 4°C; 20 min; Megafuge 1.0 R) um grobe Zelltriimmer, wie Zellkerne, Mitochondrien
und Teile des Cytoskeletts vom Uberstand abzutrennen. Dann wurde der Uberstand ultrazentrifugiert
(40.000 rpm; 4°C; 1 h; L-80 Ultracentrifuge, Ti45 oder Ti70 Rotor). Die Pellets wurden verworfen, der
Uberstand fiir die weitere Verwendung sterilfiltriert (0,2 zm).

2.5.2.4 Affinitdtschromatographie

Das Zelllysat wurde mit einer Flussrate von 2,0 ml/min auf die vorbereitete Antikérperséule aufge-
tragen. Anschlieend wurde die Sdule erst 30 min mit PBS, dann 1 h mit HoO gewaschen. Fiir die
Saureextraktion wurde das Gelbett trockenlaufen gelassen und dann fiir 30-60 min mit jeweils 10 ul
10 % TFA und soviel 0,125 % TFA inkubiert, wie notig war, um das Gelbett damit zu bedecken. Das
Eluat wurde im Anschluss direkt von der Siule in ein zuvor zweimal mit 0,1 % TFA gespiiltes 10
kDa-Zentrikon gepumpt. Das Extraktionsverfahren wurde noch siebenmal jedoch ohne die 10 % TFA
wiederholt, die Eluate moglichst im gleichen Zentrikon vereinigt, und ein Aliquot von je 2% des Ge-
samtvolumens zur Edman-Sequenzanalyse entnommen. Die Zentrikons wurden zur Abtrennung der
HLA-Liganden von den HLA-Molekiilen bei 4000 rpm (Megafuge 1.0 R) bei 4°C solange zentrifugiert,
bis die gesamte Fliissigkeit filtriert war. Das Filtrat wurde anschliefend zur dauerhaften Lagerung im

gefrorenen Zustand lyophilisiert.

2.5.3 Proteinbestimmung

10 pl Zelllysat (in einer Verdiinnung von 1:20 bis 1:50 in CLB1) sowie jeweils 10 pul der BSA-Standard-
Probenreihe (von 0 bis 1 mg/ml BSA in CLB1) und des CLBI1-Verdiinnungspuffers wurden jeweils in
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Duplikaten in einer 96-well-Platte vorgelegt. Diese wurden mit 300 ul Bradford Reagenz versetzt und 15
min bei RT inkubiert. Anschlieend wurde gegen die CLB1-Proben als Nullwert die Absorption bei 595
nm im Spektrometer Fluostar OPTIMA gemessen. Mit Hilfe der gerdteeigenen Software wurden anhand
der iiber die BSA-Verdiinnungsreihe geeichten optischen Dichte der Proben die Proteinkonzentrationen

ermittelt.

2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur analytischen Auftrennung von Proteinen wurden Apparatur, Puffer und Gele des
NuPAGE-Elektrophorese-Systems (Invitrogen) eingesetzt. Auf Bis-Tris 4-12%-Gradienten-Gele (Dicke
1lmm, 1 well, 2D) wurden 400 ug Protein bzw. auf 10% Bis-Tris-Gele (Dicke 1mm, 15 wells) 15ug
Protein jeweils 1:4 verdiinnt mit 4x LDS-Ladepuffer aufgetragen, nachdem sie fiir 10 min bei 70°C
denaturiert worden waren. Als Groflenreferenz wurden 5 pl der Eichprobe SeeBlue Plus2 Pre-Stained
Standard (4 - 250 kDa) eingesetzt. Die Elektrophorese wurde bei konstanten 200 V und 70-125 mA fiir
ca. 45 min durchgefiihrt. Als Laufpuffer wurde 50 mM MES, 50 mM Tris, 0,1% SDS, 1 mM EDTA in
H>O bidest. pH 7.3, eingesetzt.

2.5.5 Western Blot

Zur elektrophoretischen Ubertragung der mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf Nitrocellulo-
semembranen wurden Apparatur und Puffer der Blot-Apparatur XCell II Blot Module (Invitrogen)
eingesetzt. Der Transfer erfolgte bei folgendem Aufbau: Kathodenplatte - 3-4 Schwidmme - 1 Filterpa-
pier - Gel - Nitrocellulosemembran - Filterpapier - 3-4 Schwimme. Zuvor wurde alles auler dem Gel

in Transferpuffer getrinkt. Der Transfer fand bei konstanten 30 V, ca. 170 mA fiir 60 min statt.

2.5.5.1 Ponceau S-Farbung von Proteinen auf Western-Blot-Membranen

Im Anschluss an den Protein-Transfer wurden die Nitrocellulosemembranen fiir 5 min bei RT in Ponceau
S-Losung (0,1% (w/v) in 5% Essigséure-Losung) inkubiert und dann fiir mindestens weitere 5 min mit
H>0O gewaschen. Die dadurch sichtbar gewordenen Proteinbanden des Markers und oberes und unteres
Ende der Membranen wurden markiert, bevor die Membranen an der Kodak Image Station ausgelesen
wurden. Anschlieend wurde der Farbstoff fiir ca. 20 min durch Inkubation mit TBST (10 mM Tris-
Hydrochlorid, 150 mM NaCl in H2O pH 7.4, 0,1% Tween-20) entfernt.

2.5.5.2 Antikorper-Inkubation auf Western-Blot-Membranen

Zunichst wurden die Membranen 1 h bei RT auf dem Taumelroller mit 50 ml Blockierlésung (TBST,
3% BSA) inkubiert, um unspezifische Bindungen zu blockieren. Anschlieflend wurden die Blots bis zur
Antikorper-Inkubation bei RT an der Luft getrocknet und lichtgeschiitzt aufbewahrt. Blot-Membranen
von 1-well-2D-Gelen wurden, sobald sie getrocknet waren, der Lidnge nach in 2 mm breite Streifen
geschnitten und mit Streifen von Blots anderer Proben fiir vergleichende Antigen-Analysen zu soge-
nannten ,Pseudoblots” zusammengefiigt. Die Inkubation der Membranen bzw. ,,Pseudoblots* erfolgte in
der gewihlten Primérantikorper-Losung (in 2,5 ml TBST, 1% BSA) tiber Nacht bei 4-8°C. Im Anschluss
wurden die Membranen 6x fiir 5 min mit 5 ml Waschlosung (TBST, 1% BSA) gewaschen und dann fiir
1 h bei RT mit der entsprechenden Sekundérantikorper-Losung (in 2,5 ml TBST, 1% BSA) inkubiert.
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Nach erneutem sechsmaligem Waschen wurden die Membranen fiir 5 min mit Entwicklungslosung be-
handelt, bevor sie ausgelesen wurden. Das resultierende Bild wurde mit der geréteeigenen Software
Kodak Digital Science 1D analysiert. Im Folgenden (s. Tabelle werden die eingesetzten

Antikorper und ihre Verdiinnungen aufgefiihrt.

Tabelle 2.3: Fiir Inmunoassays verwendete PrimarAK

Antigen Spezies Hersteller/ Referenz
Actin Kaninchen Sigma-Aldrich
Adipophilin Maus PROGEN
Apolipoprotein 1 Kaninchen SantaCruz Biotechnology
Atgl2 Kaninchen Abgent

Atgl2 Kaninchen Zytomed

Atg3 Kaninchen Abgent

Atgd Kaninchen Abgent

Atgh Maus Abnova

Atg7 Kaninchen Abgent

Atg7 Kaninchen Rockland

Atg8 Maus Medical & Biological Laboratories
Atg8 Kaninchen Abgent

Beclin-1 Kaninchen Cell Signaling Technology
$-2-Mikroglobulin Kaninchen DakoZytomation
Carboanhydrase IX (CA9) Kaninchen SantaCruz Biotechnology
cMET Kaninchen Cell Signaling Technology
Cyclin D1 Maus Cell Signaling Technology
EGFR Kaninchen Cell Signaling Technology
Erk, p44/42 MAP Kinase Kaninchen Cell Signaling Technology
GAPDH Kaninchen Abcam

Guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3 Ziege SantaCruz Biotechnology
Harmonin Ziege SantaCruz Biotechnology
Histone deacetylase Kaninchen Cell Signaling Technology
Histone H3 Kaninchen Cell Signaling Technology
HLA-A (HCA2) Maus H.L.Ploegh, USA
HLA-B, -C (HC10) Maus H.L.Ploegh, USA
HLA-DR (L243) Maus ATCC HB-55

IGFBP3 (H-98) Kaninchen SantaCruz Biotechnology
JNK/SAPK Kaninchen Cell Signaling Technology
Ki67 Kaninchen SantaCruz Biotechnology
Matrix Metalloprotease 7 (Matrilysin) Kaninchen LabVision

Matrix Metalloprotease 7 (Matrilysin) Maus R&D

Matrix Metalloprotease 7 (Matrilysin) Maus oncogene

Matrix Metalloprotease 7 (Matrilysin) Maus US Biological

mTOR Kaninchen Cell Signaling Technology
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Tabelle 2.3 — Fortsetzung

Antigen Spezies Hersteller/ Referenz
Muc-1 Maus Chemicon

Nicotinamide N-methyltransferase Maus Abnova

phospho-ERK Kaninchen Cell Signaling Technology
phospho-JNK Kaninchen Cell Signaling Technology
phospho-mTOR (Ser2448) Kaninchen Cell Signaling Technology
phospho-mTOR (Ser2481) Kaninchen Cell Signaling Technology
RecQL1 (H-110) Kaninchen SantaCruz Biotechnology
Regulator of G-protein signalling 1 Kaninchen SantaCruz Biotechnology
Regulator of G-protein signalling 5 Ziege SantaCruz Biotechnology
SAP130 Ziege Abcam

Survivin Maus Cell Signaling Technology
Ubiquitin D Kaninchen Chemicon

Vimentin Maus Chemicon

WIPI Maus Abnova

WIPI Kaninchen Tassula Proikas-Cezanne
Zytokeratin-18 Maus Chemicon

Tabelle 2.4: Fiir Immunoassays verwendete Sekundérantikorper

Spezifitit Spezies Konjugation Hersteller Anwendung
(Isotyp)
Kaninchen IgG Ziege (IgG) HRP Jackson Dianova Western Blot
Maus IgG Ziege (IgG) HRP Jackson Dianova Western Blot
Ziege IgG Esel (IgG) HRP Jackson Dianova Western Blot
Kaninchen IgG Ziege (IgG)  Alexa 647 Molecular Probes Protein-Mikroarray
Maus IgG Ziege (IgG)  Alexa 647 Molecular Probes Protein-Mikroarray
Ziege IgG Ziege (IgG)  Alexa 647 Molecular Probes Protein-Mikroarray
Tabelle 2.5: Fiir Immunoassays eingesetzte Antikorperkonzentrationen
Verdiinnung/
Verdiinnung/ )
. Konzentration
Antigen Konzentration .
Protein-
Western Blot .
Micorarray
Primérantikorper
Actin 1:1000
Adipophilin 1:1000 1:500

Apolipoprotein 1
Atgl2, Abgent
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Tabelle 2.5 — Fortsetzung

Verdiinnung/
Verdiinnung/ )
Antigen Konzentration Konze.:ntratlon
Western Blot Pr.oteln-
Micorarray
Atgl2, Invitrogen 1:100 1:100
Atg3 1:500 1:250
Atgd 1:500 1:250
Atgh 1:1000 1:500
Atg7, Abgent 1:500
Atg7, Rockland 1:2000
Atg8, Abgent 1:100 1:250
Atg8, MBL 1:1000 1:500
Beclin-1 1:1000 1:500
BoMikroglobulin 1 pg/ml
Carboanhydrase IX (CA9) 1:200
cMET 1:200
Cyclin D1 1:2000 1:1000
EGFR 1:500
Erk 1:500
GAPDH 1:20000
Guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3 1:1000
Harmonin 1:200
Histone deacetylase 1:1000 1:1000
Histone H3 1:1000
HLA-A (HCA2) 0,2 ug/ml
HLA-B, -C (HC10) 1 pg/ml
HLA-DR (L243) 1:200
IGFBP3 (H-98) 1:200
JNK 1:500
Ki67 1:200
Matrix Metalloprotease 7 (R&D) 1:500
Matrix Metalloprotease 7 (oncogene) 1:1000
Matrix Metalloprotease 7 (USBiological) 1:1000
Matrix Metalloprotease 7 (Labvision) 0,5 pg/ml
mTOR 1:1000 1:500
Muc-1 1:100 1:200
Nicotinamide N-methyltransferase 1:500
phospho-ERK 1:500
phospho-JNK 1:500
phospho-mTOR (Ser2448) 1:1000 1:500
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Tabelle 2.5 — Fortsetzung

Verdiinnung/
Verdiinnung/ )
Antigen Konzentration Konzc—.:ntratlon
Protein-
Western Blot .
Micorarray
phospho-mTOR (Ser2481) 1:1000
RecQL1 (H-110) 1:500
Regulator of G-protein signalling 1 1:200, 1:1000 1:500
Regulator of G-protein signalling 5 1:1000 1:500
SAP130 1:500
Survivin 1:500
Ubiquitin D 1:1000
Vimentin 1:1000 1:1000
WIPI, Abnova 1:1000 1:500
WIPI, T. Proikas-Cezanne 1:5000
Zytokeratin-18 1:500
Sekundirantikorper
anti-Kaninchen IgG-HRP 1:2000
anti-Maus [gG-HRP 1:5000
anti-Ziege IgG-HRP 1:5000
anti-Kaninchen IgG (Fc-spezifisch)-Alexa 647 1:500
anti-Maus IgG (Fc-spezifisch)-Alexa 647 1:500
anti-Ziege IgG (Fc-spezifisch)-Alexa 647 1:500

2.5.6 Protein-Mikroarray-Technologie

Im Vergleich zu DNA-Mikroarray-Technologien gibt es einige Faktoren, die die Entwicklung von Pro-
tein-Mikroarray-Technologien erschweren: 1. Proteine sind strukturell und funktionell komplexer, 2.
Proteine zeigen eine groflere Interaktionsbandbreite auf, 3. Proteine kénnen nicht wie DNA verviel-
faltigt werden, 4. Proteine sind zum groflen Teil co- oder posttranslational modifiziert. Trotzdem ist
es mittlerweile moglich, mit den etablierten Technologien in einem einzigen Experiment gleichzeitig
mehrere Parameter im Hochdurchsatz-Verfahren und bei gleichzeitig sehr geringen Mengen an einge-

setzter Probe zu untersuchen. Die Protein-Mikroarray-Technologie dient sowohl der Expressions- und

funktionellen Analyse als auch der Quantifizierung von Proteinen.

Es gibt zwei unterschiedliche Arten von Protein-Mikroarrays: Forward- und Reverse-Phase-Protein-

Mikroarrays.
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e Bei Forward-Phase-Protein-Mikroarrays (FPPMs) werden hochaffine Fangermolekiile (z.B. Anti-
korper) auf einer festen Phase (z.B. auf einer modifizierten Glasoberfliche) immobilisiert und mit
der zu analysierenden Probe inkubiert. Die Fluoreszenz-basierte Detektion wird mit Hilfe eines

zweiten Fangermolekiils gegen den gleichen Analyten durchgefiihrt. Vorteil dieser Methode ist die

grofle Analytenmenge, die in der eingeschrinkten Probenmenge analysiert werden kann.
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Forward-Phase-Protein-Mikroarray:
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Reverse-Phase-Protein-Mikroarray:
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Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau von Forward-Phase- und Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays. Protein-
Mikroarrays konnen in zwei unterschiedlichen Formaten aufgebaut werden. Bei Forward-Phase-Protein-
Mikroarrays werden Féngermolekiile (z.B. Antikérper) auf Substraten (auch Glasobjekttriger genannt) immo-
bilisiert und mit der zu untersuchenden Probe inkubiert. Der Detektionsschritt erfolgt durch Verwendung eines
zweiten Antigen-spezifischen Antikorpers, der mit einem Fluoreszenz-basierten Detektionssystem gekoppelt
ist und unter Ausbildung eines Immunosandwich die Erkennung des Analyts ermoglicht. Bei Reverse-Phase-
Protein-Mikroarrays werden die Proteinlosungen direkt auf das Substrat aufgebracht und der Analyt iiber
ein Antigen-spezifisches Féangermolekiil untersucht. Die Detektion erfolgt hier iiber einen Spezies-spezifischen,

Fluorophor-gekoppelten Sekundirantikérper. Abbildung nach Stefan Kramer [299]

e Bei den Reverse-Phase-Protein-Mikroarrays (RPPMs) werden die zu analysierenden Proben auf
der festen Phase immobilisiert und dann mit den Fangermolekiilen inkubiert. In diesem Fall erfolgt
die Detektion iiber Fluorochrom-markierte Fangermolekiile, die gegen die priméren Féngermo-
lekiile gerichtet sind. Vorteil dieser Methode ist die grofle Probenmenge, die untersucht werden

kann und der Einsatz nur eines einzigen Analyt-spezifischen Fangermolekiils.

In Abbildung [2.7] ist schematisch der Aufbau beider Formate dargestellt.
Eingesetzt wurden in dieser Doktorarbeit RPPMs.

2.5.6.1 Verwendetes Gewebe fiir Proteinmikroarrays

Zelllysate wurden aus den gleichen Zelllinien und Geweben gewonnen wie unter [2.5.2.2] erwéhnt.

2.5.6.2 Herstellung des Zelllysats fiir Proteinmikroarrays

Die Lyse der schockgefrorenen Gewebe erfolgte unter stéindiger Kiihlung aller Materialien durch fliissi-
gen Stickstoff. Mit Hilfe von Morser und Pistill wurden von den Gewebeproben Bruchstiicke mit einer
Masse von 8 - 80 mg abgeschlagen, in vorgekiihlten Kryorshrchen eingewogen und in fliissigem Stickstoff
bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt. Die Gewebepulverisierung erfolgte im Mikrodismembrator. Da-
zu wurde jedem Gewebestiick im Kryorohrchen eine Edelstahlmahlkugel zugegeben. Die Kryorohrchen

wurden in den vorgekiihlten Mikrodismembratoreinsatz eingesetzt und darin fiir 1,5 min bei 2000 rpm
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im Mikrodismembrator geschiittelt. Anschliefend wurde den Proben CLB1-Lysepuffer zugegeben. Die
pl-Menge an Lysepuffer ergab sich aus der Masse der Bruchstiicke multipliziert mit dem Faktor 8. Die
Lyse erfolgte fiir 30 min bei RT auf einem Taumelroller. Nach Uberfithrung der Lysate in neue Reak-
tionsgefifle wurde zur Entfernung von Zell-/ Gewebetriimmern zentrifugiert (13000 rpm; RT; 5 min,
Eppendorf Centrifuge 5415R). Sowohl Pellets als auch Uberstand-Aliquots wurden bei -70°C gelagert.
Zur Lyse der Zellpellets wurde eine ungefihre Proteinkonzentration von 0,2 ng Protein/ Zelle vorausge-
setzt. Es wurde jeweils soviel CLB1-Lysepuffer eingesetzt, dass eine theoretische Proteinkonzentration
von 8-12 mg Protein/ml Lysat erreicht wurde. Die weiteren Lyseschritte erfolgten analog zur Gewebe-

lyse.

2.5.6.3 Herstellung von Protein-Mikroarrays

Zelllysate wurden bei RT mit CLB1-Lysepuffer in einer 96-well-Platte jeweils auf eine Konzentration von
4 mg/ml verdiinnt. Mit Hilfe eines Pipettierroboters wurden die Proben 1:10 mit CSBL1-Druckpuffer
verdiinnt. Anschliefend wurden die Proben in eine 384-well-Platte (Greiner) transferiert, wobei jede
Probe mit CLB2 (10% CLB1, 90% CSBL1, Zeptosens) in 4 Verdiinnungen mit den Konzentrationen
0,4 - 0,252 - 0,159 - 0,1 pg/ml jeweils in 25 ul-Duplikaten iiberfithrt wurde. Anschlielend wurden die
Proben in der 384-well-Platte fiir 30 min bei 20°C mit 1400 rpm auf dem Thermomixer inkubiert, bevor
sie bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert wurden.

Alexa647-markierte BSA-Referenzen wurden fiir jeden Druck frisch angesetzt aus 14 pl CLBI1-Lyse-
puffer, 4 ul acetyliertem BSA (10 mg/ml in HoO), 180 ul CSBL1-Druckpuffer und 2 ul BSA-Alexa647
(1:1000 verdiinnt mit PBS, 0.005% NaN3). Jeweils 30 pl der Referenz wurden in zwei leere wells der
384-well-Probenplatte pipettiert.

Alle folgenden Schritte fanden unter Reinraumbedingungen (Klasse 100) bei konstant gehaltener Luft-
feuchtigkeit (65%) und 20°C statt. Die 384-well-Probenplatte sowie die gewiinschte Anzahl an Zepto-
sens-Mikroarray-Substraten wurde in das Nanoplotter-System eingesetzt. Dieses Nanoplotter-System
ist ein piezoelektrisches Mikrodosiersystem, ein sogenannter Mikroarrayer, mit dessen Hilfe die Proben
in der in Abbildung festgelegten Probenanordnung auf die Tréger gespottet wurden. Der Spot-
Durchmesser betrug 160 pym und umfasste ca. 0,4 nl Probenvolumen. Der Abstand zwischen den ein-
zelnen Spots betrug in x-Dimension 280 pm und in y-Dimension 300 pm. Es waren entweder 40 Proben
in sechs identischen Subarrays oder 80 Proben in 3x zwei identischen Subarrays angeordnet, wobei jede
Probe in Duplikaten mit 4 Verdiinnungsstufen mit konstantem Verdiinnungsfaktor gespottet wurde.
Die Signale aller acht Spots wurden zur Auswertung einer Probe herangezogen und miteinander ver-
rechnet. Zusétzlich wurden in jedem Subarray drei Spalten mit der Referenz fiir die Verrechnung der
Laserlicht- Abschwichung bei der Fluoreszenzdetektion gespottet. Das Prinzip der planaren Wellenlei-
tertechnologie, bei der die Laserlicht-Abschwichung auftritt, wird in Abschnitt erlautert. Zur
Beobachtung der Druckqualitdt wurde weiterhin ein mit Gelbpapier bedeckter Triger bedruckt.

Im Anschluss an den Druck wurden die Zeptosens-Mikroarray-Substrate fiir 1 h bei 37°C gelagert, bevor
sie mit Hilfe eines Ultraschallverneblers fiir 30 min bei RT blockiert wurden. Die Mikroarray-Substrate,
die fiir die Antikoérper-Inkubation bestimmt waren, wurden mit Zeptosens-Blockierungspuffer (ZSBB,
3% (w/v) BSA in ZSAB (Zeptosens-Assaypuffer, 50 mM Imidazol, 0,15 M NaCl, 0,005% NaAzid,
pH 7,4) benebelt. Die Mikroarray-Substrate, die zur Proteinbestimmung herangezogen werden sollten,
wurden mit ZSBB(T20) (1% (v/v) Tween20 in ZSAB) blockiert. AnschlieBend wurden die bedruckten
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Abbildung 2.2: Probenanordnung der in dieser Arbeit untersuchten Proteinlésungen auf einem Zeptosens-
Mikroarray-Substrat. Ein Mikroarray-Substrat (in der Abbildung links als Chip dargestellt) beinhaltet 6 Sub-
Arrays, in denen 40 Proben angeordnet werden. Jede Probe wird in Duplikaten in 4 verschiedenen Verdiin-
nungsstufen (Konzentrationen im rechten, oberen Teil der Abbildung angegeben) immobilisiert. Die in rot
dargestellten Spots (,Ref*) représentieren die BSA-Cy5-haltigen Referenzspots zur Berechnung der Abschwi-
chung des Laserlichts im evaneszenten Feld. Abbildupg nach Stefan Kramer [299]

und blockierten Triger mit HoO gespiilt, mit N9 trockengeblasen und bis zur weiteren Verwendung

lichtgeschiitzt und trocken bei 4°C gelagert.

2.5.6.4 Anfarbung von Proteinen auf Mikroarray-Substraten

Die Proteinbestimmung und die Antikérper-Inkubation der Zeptosens-Mikroarray-Substrate wurde bei
RT in speziellen Halterungsvorrichtungen (ZeptoCARRIER) durchgefiihrt. In den Carriern konnten
immer jeweils sechs Tréager gleichzeitig behandelt werden. Auf die bedruckte Seite der Triger wurden
Flusszellen gelegt, an deren Unterseite O-Ringe jeden der Mikroarray-Subarrays dicht abschloss, so
dass jeder Subarray iiber Offnungen in der Flusszelle individuell mit Puffern und Antikérper-Losungen
befiillt werden konnte.

Um auf Mikroarray-Substraten immobilisierte Proteine mit einem Fluorophor zu markieren, wurde jede
Inkubationskammer mit je 100 pl NHS-Alexa647 (0,83 mg/ml) fiir 30 min bei RT unter Lichtausschluss
inkubiert. Zuvor wurden die Subarrays mit je 100 ul ZSBB(BSA,T20) (5% BSA, 0.1% Tween in ZSAB,
pH 7.4) gewaschen und rehydriert. Uber eine Absaugvorrichtung wurde der Puffer wieder entfernt. Mit
dem gleichen Puffer wurde nach der Inkubation mit dem NHS-Alexa647-Farbstoff je 3x mit 100 ul

gewaschen, bevor die Trager ausgelesen wurden.
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2.5.6.5 Assaysysteme auf Mikroarray-Substraten

In einem ersten Schritt wurde den Subarrays je 100 pul ZSBB(BSA,T20) zur Rehydrierung zugegeben
und gleich wieder abgesaugt. Anschliefend wurden die Kammern mit 120 pl Primirantikorper-Losung
(Verdiinnungen s. in ZSBB(BSA,T20)) befiillt und iiber Nacht bei RT unter Lichtausschluss inku-
biert. Danach wurden die Subarrays zweimal mit je 100 ul ZSBB(BSA,T20) gewaschen, wobei zwischen
allen Schritten die Losungen wieder abgesaugt wurden. Die Sekundérantikérper-Inkubation verlief mit
anschlieBendem Waschen analog zur Primérantiképer-Inkubation, jedoch nur fiir 45 min. Zum Schluss
wurden alle Subarrays zum Auslesen mit je 100 pl ZSBB(BSA,T20) befiillt.

2.5.6.6 Verfahren zur Fluoreszenzdetektion von planaren Protein-Mikroarrays

Fiir das Auslesen wurde der ZeptoCARRIER in den ZeptoREADER eingelegt. In diesem Gerét wurden
die Mirkoarray-Substrate mit Hilfe der planaren Wellenleitertechnologie (Planar Waveguide (PWG)
oder Evaneszent-Feld-Technologie) ausgelesen. Bei dieser Technologie wird monochromatisches Licht
iiber ein Beugungsgitter in eine 150 - 300 nm diinne, transparente und hochbrechende Schicht aus
Tantalpentoxid (TasOs) eingekoppelt, die auf einem Mikroarray-Substrat aus Glas (niedrigerer Bre-
chungsindex) aufgebracht ist [144) [417]. Alle Biomolekiile (Antigen + Primérantikorper + Fluorophor-
gekoppelter Sekundédrantikorper), die sich auf der Trager-Oberfliche innerhalb des evaneszenten Feldes
befinden, werden vom Laserlicht angeregt. Zur Fluoreszensanregung ist der ZeptoREADER mit La-
serlichtquellen bei 635 nm (,rot“) und 532 nm (,griin“) ausgestattet. Ausgelesen wurde bei jedem
Subarray zunichst ein Kontrollbild ohne Anregung bei einer Graufiltereinstellung von 0,01 und einer
Belichtungszeit von 0,3 sek. Anschlieend wurden mehrere Bilder bei 635 nm mit Graufilterstufen von
0,5 bis 1 und einer schrittweisen Verdopplung der Belichtungszeiten von 0,5 - 16 sek gemacht. Die
Fluoreszenz-Signale wurden als Vollbild durch eine CCD-Kamera im ZeptoREADER, aufgenommen
und als 16-bit-Tiff-Datei abgespeichert.

2.5.6.7 Datenanalyse und statistische Verfahren

Die Bildanalyse und Auswertung erfolgte mit der Auswertungs-Software ZeptoVIEW. Zur Erleichte-
rung der bildhaften Analyse wurden zu jedem Subarray Falschfarbenbilder generiert. Dazu wurden die
16-bit Tiff-Dateien auf 8-bit Tiff-Dateien komprimiert und auf eine Falschfarben-Skala bezogen (siehe
Abbildung [2.4).

Fiir jeden Analysepunkt (Spot) wurde der Mittelwert der relativen Fluoreszenzeinheiten (MFU, median
fluorescence units) gebildet. Dann wurde mit Hilfe der Referenz-Signale die Laserlicht-Abschwichung
bei der Fluoreszenzdetektion berechnet und dieser Faktor auf die Probensignalwerte umgerechnet. An-
schlieffend wurden die Mittelwerte der referenzierten Signalwerte von allen acht Spots einer Probe
gebildet. Diese Berechnungen wurden fiir die Protein- als auch fiir die Antikoérper-Detektionssignale
aufgestellt, bevor zum Schluss die Antikérper-Detektionssignale auf die dazugehorigen Protein-Detek-

tionssignale normiert werden konnten.

2.5.6.8 Bestimmung der Fehlerfortpflanzung

Bei der Bestimmung der proteinnormierten Signale der Zell- oder Gewebeproben wurden verschiedene

fehlerbehaftete Groflen miteinander verrechnet. Deshalb war es notwendig, den resultierenden Fehler
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Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau eines Diinnschichtwellenleiters mit Verlauf des Laserstrahls (PWG-
Technologie). Das iiber ein Beugungsgitter auf der linken Seite des Zeptosens-Mikroarray-Substrats einge-
koppelte Laserlicht lduft in einem sich bildenden, evaneszenten Feld in einer wellenleitenden Schicht (Dicke
ca. 100-300 nm) aus Tantalpentoxid zum rechten Beugungsgitter und wird dort ausgekoppelt (linker Teil der
Abbildung). Nur Erkennungselemente (Fluorophore), die innerhalb des evaneszenten Feldes lokalisiert sind,
werden vom Laserlicht angeregt und {iber eine geriiteinterne CCD-Kamera (im ZeptoREADER, Zeptosens)
gemessen (rechter Teil der Abbildung). (Abbildung veréndert nach Pawlak et al. 2002) [418]

Signalstarke
schwach stark

Abbildung 2.4: Falschfarbenskala. Die Ubersetzung starker Assay-Signale in eine so genannte Falschfarbe ergibt

weile bzw. rote Farben, schwache Signale ergeben blaue bzw. griine Farben.
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durch die Fehlerfortpflanzung zu ermitteln. Um den Einfluss einer fehlerbehafteten Grofle x auf das
Endergebnis zu ermitteln, wird das Endergebnis als Funktion der fehlerbehafteten Grofie betrachtet,

nach dieser abgeleitet und mit dem absoluten Fehler der fehlerbehafteten Grofle multipliziert:

- Ax

dy
= A =
y=y(z) = Ay o

Sobald mehrere fehlerbehaftete Groflen x; auf das Endergebnis einwirken, miissen deren Einfliisse qua-

dratisch addiert werden:

n 2 n 2
y = y(x1, 29, ..., 2,) = Ay? = Z (5) CAx? = Ay = \JZ <y> - Az?
i=1 7 i=1 7t
Bei dieser Berechnung wird allerdings davon ausgegangen, dass die Fehler der verschiedenen Gréflen x;

sich nicht gegenseitig beeinflussen.

2.6 Modifizierung von Peptiden

Um mittels Massenspektrometrie (s. Abschnitt eine relative Quantifizierung der analysierten
Peptide vornehmen zu kénnen, wurden die a-Aminogruppen der Peptide mit NicNHS-Ester modifiziert
(s. Abbildung . Es konnten immer nur zwei Peptidgemische miteinander vergleichen werden, von
denen das eine mit 'Hy-NicNHS-Ester (NIC), das andere mit 2Dy4-NicNHS-Ester (ANIC) modifiziert
wurde. Auf diese Weise wiesen Peptide der einen Gruppe immer eine Massendifferenz von 4 Da zu
identischen Peptiden der anderen Gruppe bei gleicher Retentionszeit in der vorgeschalteten HPLC auf.
Damit bei der Modifizierung der a-Aminogruppen nicht auch gleichzeitig die e-Aminogruppen von

Lysinresten nicotinyliert wurden, mussten diese zuvor mit einem Guanidin-Rest versehen werden.

2.6.0.9 Selektive Guanidierung der ¢-Aminogruppe von Lysinresten in Peptiden

Die zu guanidinylierenden lyophilisierten Peptide wurden zunichst in 500 ul HoO aufgenommen, und
die Peptidlosung mittels 10 M NaOH auf pH 10,5 gebracht. Der pH wurde mit pH-Papier iiberpriift.
Dann wurden 92 pul GUA-Reagenz (100 mg O-Methyl-Isoharnstoff-Hemisulfat in 102 ul ddHO; End-
konzentration 1,1 M) zugegeben. Die Guanidierung fand fiir 10 min bei 65°C statt. Gestoppt wurde

die Reaktion durch pH-Reduzierung auf pH 3-4 mit 11 pl konzentrierter Ameisensaure.

2.6.0.10 Nicotinylierung der a-Aminogruppe von guanidinylierten Peptiden

Die N-terminale Nicotinylierung der guanidinylierten Peptide fand auf zentrifugentauglichen Sdulchen
statt, die mit C-18-reversed-phase-Séulenmaterial gefiillt waren. Nach jedem der im folgenden genann-
ten Schritte wurden die Sdulchen bei RT mit 2000 rpm fiir 15 sec zentrifugiert (Biofuge fresco). Das
Sédulenmaterial wurde zunéchst je dreimal mit 200 pl Elutionslésung (50% AcN, 1% Ameisensiure) ak-
tiviert und dann je dreimal mit 200 pl ddH20, 0,1% TFA (v/v) &quilibriert. Anschliefend wurden die
guanidinylierten Peptide in drei 200 pl-Portionen auf die Sdulchen geladen. Nach dem Laden der Probe
wurden die Saulchen je dreimal mit 200 pl ddH2O gewaschen, bevor die eigentliche Nicotinylierung
stattfand. Diese wurde durch Zugabe von 500 pul der jeweiligen 'Hy- bzw. 2D4-NicNHS-Ester-Losung

durchgefiihrt, wobei - anstelle des Zentrifugationsschrittes - die Sdulchen auf gekappte 1 ml-Spritzen
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Abbildung 2.5: a) Modifizierung von Lysin mit O-Methyl-Isoharnstoff. b) Strukturformel von (d)NIC. Abbil-
dung nach A. Weinzierl [626]

gesteckt wurden und mit Hilfe des Kolbens alle 1,5 min je 50 ul Losung aus den Saulchen gesaugt wur-
den. Danach fanden wieder drei Waschgénge statt. Um eventuelle Bindungen zwischen dem Nic-Ester
und Tyrosinresten zu losen, wurden erneut je 500 ul 50%ige Hydroxylamin-Losung auf die Sdulchen
gegeben und wieder mit Hilfe der Spritzen-Konstruktion in 1 min-Schritten eluiert. Nach weiteren drei
Waschgéngen wurden die modifizierten Peptide je viermal mit 50 pl Elutionslosung eluiert und die
Eluate gepoolt.

Fiir die massenspektrometrische Analyse wurden jeweils frisch modifizierte Peptide eingesetzt. Damit
eine relative Quantifizierung durch den Vergleich zweier Proben moglich war, mussten die Proben in
gleichen Verhiltnissen eingesetzt werden. Die dazu notige Konzentrationsbestimmung fand durch Ab-

sorptionsmessung bei 260 nm statt.

2.7 Analytische Methoden

2.7.1 Sequenzanalyse und Quantifizierung von Peptiden durch Edman-Abbau

Der Edman-Abbau ist eine zyklische Reaktionskette zur Sequenzierung und Quantifizierung von Pepti-
den und Proteinen. Dazu wird pro Reaktionszyklus eine Aminosiure vom N-Terminus abgespalten und
detektiert. Der Edman-Sequenzierung liegen folgende drei Reaktionen zu Grunde: Kupplung, Spaltung
und Konvertierung [14§].

Bei der Kupplung kommt es zu einem nukleophilen Angriff der a-Aminogruppe des N-Terminus am
positivierten Kohlenstoff der Isothiocyanatgruppe von Phenylisothiocyanat; es entsteht ein PTC-Peptid
(Phenylthiocarbamoylpeptid). Damit das Elektronenpaar des N-terminalen Stickstoffs in freier, unpro-

tonierter Form vorliegt, muss diese Reaktion unter alkalischen Reaktionsbedingungen stattfinden. Unter
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Abbildung 2.6: Reaktionsschema der Edman-Sequenzierung. PTC: Phenylthiocarbamoyl, ATZ: Anilinothiazo-
linon, PTH: Phenylthiohydantoin. Darstellung nach A. Weinzierl [626]
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Absenkung des pH-Wertes mit Hilfe von wasserfreier TFA kommt es zu einem intramolekularen nukleo-
philen Angriff des Schwefels an der Carbonylgruppe der ersten Peptidbindung und damit zum zweiten
Schritt, der Abspaltung. Es resultieren eine um eine Aminosiure gekiirzte Peptidkette und eine ATZ
(Anilinothiazolinon)-Aminoséure, die durch hydrophobe Extraktion vom Restpeptid abgetrennt wird.
Im dritten Schritt, der Konvertierung, wird mit wéssriger Séure die instabile ATZ-Aminoséure zur sta-
bilen PTH-Aminosdure konvertiert. Die restliche Peptidkette steht einem erneuten Abbau-Zyklus zur
Verfiigung.

Im Anschluss an die Konvertierung werden die PTH-Aminoséuren chromatographisch getrennt (hier
iiber Reversed-Phase-HPLC) und ihre Absorption bei 269 nm gemessen. Im Vergleich mit den Retenti-
onszeiten einer Referenzprobe, die die PTH-Derivate aller bekannten Aminoséduren enthélt, werden die
PTH-Aminosduren identifiziert und iiber die Peakhohe ihrer Absorption quantifiziert. Die Nachweis-
grenze bei Edmansequenzierungen liegt im Picomolbereich.

Prinzipiell ist eine Quantifizierung der PTH-Aminoséuren durch Integration des zur Aminoséure ge-
hérenden UV-Absorptions-Peaks und durch Verrechnung der Hintergrund-Signale vorheriger Abbauzy-
klen moglich. Jedoch muss dabei bedacht werden, dass Aminosduren mit funktionellen Gruppen in der
Seitenkette durch Nebenreaktionen bei der PTH-Aminosaure-Erzeugung schlechtere Ausbeuten erzie-
len als Aminosduren mit aliphatischen Seitenketten. Andererseits konnen Hintergrundsignale und der

,Lag-Effekt durch unsynchrone Reaktionsschritte die Quantifizierung verfilschen.

2.7.2 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie dient der Bestimmung von Molekiilmassen. Dafiir werden bei allen massen-
spektrometrischen Methoden die folgenden drei Schritte durchlaufen: Ionisierung der Proben in der
Ionenquelle, Auftrennung der Ionen im Hinblick auf ihr Masse/ Ladungsverhiltnis (m/z) im Mas-
senanalysator und Detektion der Ionen im Detektor, der die Informationen in ein Massenspektrum
umwandelt.

Um von groflen, nicht fliichtigen Biomolekiilen Ionen zu bilden, ohne sie dabei zu zerstéren, braucht
man besonders schonende Ionsisierungsmethoden. Dazu zdhlen die Matriz-Assisted Laser Desorption/
Ionisation (MALDI), bei der die Probe mit Photonen beschossen wird, oder die Electrospray Ionisati-
on (ESI), die Ionen durch Verspriithen der Probe im elektrischen Feld erzeugt. Diese beiden Methoden
sind die am h&ufigsten eingesetzte Ionisierungstechniken bei der Peptid- und Proteinanalytik in der
Massenspektrometrie.

Die Auftrennung der Ionen im Analysator kann wiederum durch verschiedene Methoden erfolgen. Qua-
drupolinstrumente beispielsweise trennen Ionen im Hochfrequenzfeld. Hier stehen vier stabférmige Me-
tallelektroden parallel zueinander und bilden einen Massenfilter, indem sie ein kombiniertes Wechsel-
und Gleichspannungsfeld aufbauen, durch das nur Ionen definierter m/z-Verhéltnisse zum Detektor
durchgelassen werden. Time of flight(TOF )-Instrumente dagegen trennen Ionen nach ihrer Flugzeit im
Hochvakuum eines Messrohres auf. Dazu werden die Ionen zuvor auf die gleiche kinetische Energie be-
schleunigt, bevor sie in eine feldfreie Driftstrecke eintreten, in der sie aufgrund verschiedener m/z-Werte
verschiedene Geschwindigkeiten erreichen.

Zur Detektion werden Sekundirelektronenvervielfacher eingesetzt. Hier erzeugt der auf die Konversi-
onsdynode auftreffende Ionenstrom einen Sekund#rionenstrom, der seinerseits durch eine Elektronen-

kaskade an weiteren Dynoden verstarkt wird.
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Im Gegensatz zur Edman-Sequenzierung liegt die Nachweisgrenze massenspektrometrischer Verfahren

im Femtomolbereich oder darunter.

2.7.2.1 Elektrospray-lonisation

Bei der Elektrospray-Ionisation wird die Analytlosung durch eine enge Kapillare kontinuierlich in ein
elektrisches Feld verspriiht. An die Kapillare wird ein hohes Potential (1000-2000 V) angelegt, das
fiir eine Potentialdifferenz zwischen der Kapillare und dem Eingang des Massenspektrometers sorgt.
Durch das starke elektrische Feld wird die Analytlosung in ein Spray aus kleinen geladenen Tropfchen
umgewandelt, die entlang des Potential- und Druckgradienten durch einen senkrecht zur Flugrich-
tung stehenden geheizten Stickstoffstrom (curtain gas) in den Analysator des Massenspektrometers
wandern. Das curtain gas hat die Aufgabe, eine Zone hohen Drucks aufzubauen, wodurch verhindert
werden soll, dass auch Neutralteilchen in das Hochvakuum des Massenspektrometers gesaugt werden.
Durch Lésungsmittelevaporation und ,,Coulomb-Explosionen* werden die Tropfchen auf dem Weg zum
Analysator immer kleiner [28, 270, [635]. Der Ubergang der Tonen in die Gasphase beruht auf vier Schrit-
ten: der Bildung kleiner geladener Tropfchen aus Elektrolyten, der Zunahme an Ladungsdichte auf der
Tropfchenoberfliche durch Verdampfen des Losungsmittels, dem spontanen Zerfall der Tropfchen in
Mikrotropfchen (Coulomb-Explosion) und der Desolvatisierung der Analytmolekiile beim Eintritt in
das Massenspektrometer [247, [507]. Charakteristisch fiir die durch Elektrospray erzeugten Ionen ist das
Auftreten von unterschiedlichen Ladungszustéinden einer Molekiilart.

Zwei Techniken wurden bei der Elektrospray-Ionisation eingesetzt: die von Wilm und Mann entwickelte
Nanoflow-Elektrospray-Methode [636] und der Mikroflow-Modus.

e Der Nanoflow-Modus wurde bei offline-Messungen angewandt. Hier wurden wenige Mikroliter
Probe in speziell mit Metall beschichtete diinne ausgezogene Glaskapillaren gefiillt und mit Fluss-

raten im Bereich von 20-50 nl/min im elektrischen Feld verspriiht.

e Der Mikroflow-Modus wurde bei online-Messungen eingesetzt, also wenn ein HPLC-System an die
Tonenquelle gekoppelt wurde. In diesem Fall wurden die Proben mit Flussraten von 5-1000 nl ver-
spriiht, was bei gleicher Analytkonzentration Flussraten von 5-1000 pl/min in der herkémmlichen
Elektrosprayionisation entspricht, da der Ionenstrom im Elektrosprayprozess mit der Probenkon-
zentration und nicht mit dem Losungsmittelvolumen korreliert. Verwendet wurden dazu in der
ESI-Quelle goldbeschichtete Glaskapillaren, sogenannte ,,Picotips®. Weitere Ausfithrungen iiber
die online-Messungen s. Abschnitt [2.7.2.3]

2.7.2.2 Q-TOF-Massenspektrometer

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proben an einem Q-Tof-Massenspektrometer gemessen, einem
»Hybrid-Quadrupol-Tof-Massenspektrometer®, das aus zwei funktionellen Einheiten, MS1 und MS2 be-
steht (sieche Abb. . Die an der Z-Spray-lonenquelle durch Elektrospray gebildeten Ionen gelangen
durch die unabhéngig evakuierte Ionenoptik in den Quadrupol-Analysator MS1. Im konventionellen MS-
Experiment durchqueren die Ionen den Quadrupol-Analysator und dabei auch die unter Hochvakuum
stehende Hexapol-Kollisionszelle ohne Verdnderung. Im Falle einer Fragmentierung, dem Tandem-MS-

Experiment, werden von den vorgeschalteten Quadrupolen nur Ionen bestimmter m/z-Werte bis zur
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Kollisionszelle durchgelassen. Diese ist nun mit einem inerten Gas, z.B. Argon, gefiillt. Durch Zusam-
menstoBe zwischen den Ionen und den Gasmolekiilen kann es aufgrund der iibertragenen Energie zur
Fragmentierung kommen (collisionally induced decomposition, CID). Abhéngig von der Art des Kol-
lisionsgases, der Molekiilzusammensetzung und den Druckverhéltnissen kann es allerdings zusétzlich
notwendig sein, kurz vor Stofaktivierung eine zusétzliche Beschleunigungsspannung (Kollisionspan-
nung, 20-60 V) anzulegen [212] 242, [413].
Am Ende der MS1-Einheit werden die Ionen iiber eine Hexapol-Transferlinse auf den ,,Pusher” fo-
kussiert. Der ,,Pusher® lenkt mit maximaler Frequenz von 20 kHz den Ionenstrahl ab in Richtung
des orthogonal angeordneten Reflektron-Tof-Massenspektrometers (MS2). Bei Flugzeitmassenspektro-
metern (Time-of-flight-/TOF-Analysatoren) wird das Masse/ Ladungsverhiltnis (m/z) der Ionen im
Hochvakuum (p=3,8-10~8mbar) bestimmt. Dazu wird die Flugzeit t gemessen, die die Ionen brauchen
vom Verlassen des Pushers durch die feldfreie Driftstrecke (L) bis zum Auftreffen auf den Detektor.
Die Quelle stellt das elektrische Feld (E) dar, in dem die Ionen auf die gleiche kinetische Energie be-
schleunigt werden. Die Beschleunigungsspannung U liegt bei ungefahr 28 kV. Bei gleicher kinetischer
Energie erreichen Ionen verschiedener m/z-Werte im feldfreien Raum verschiedene Geschwindigkeiten
v. Das (m/z)-Verhéltnis der Ionen ergibt sich also aus den unterschiedlichen Geschwindigkeiten und
ihrer Elementarladung e und ist proportional zum Quadrat der Flugzeit.

1 o m-L

Ekinzf'm'v =

2 2z eV

2-¢-U-t?
mi=
Die maximale Auflosung dieses Geriits liegt bei R = m/Am = 5000. Dabei ist m die Masse des verwen-
deten monoisotopischen Peaks im unteren Massenbereich und Am seine Halbwertsbreite (FWHM ( Full
width at half mazimum)). Ab einem Wert von 2000 FWHM im Massenbereich der Peptidionen kénnen
damit einzelne Isotopenpeaks voneinander unterschieden werden. Der analysierbare Massenbereich liegt
zwischen 2 und 4000 Da. Durch die Mehrfachladung der auftretenden Ionen kénnen jedoch auch sehr
viel groflere Molekiile gemessen werden. Wahrend der Ionenstrom aus MS2 am MCP gemessen wird,
konnen die Ionen zur Optimierung des Ionenstroms aus MS1 am Punktdetektor analysiert werden.
Die Steuerung des Q-Tof-Massenspektrometers sowie die Datenaufnahme und Prozessierung erfolgte
itber die PC-Software MassLynx 4.0, iiber die auch die Datenaufnahme und Prozessierung stattfand.
Als Integrationszeiten fiir den TOF Analysator wurden 1 s bzw. 4 s bei Tandem-MS-Experimenten und
Interscanverzogerungen von 0,1 s eingestellt. Der Wechsel zwischen Ubersichts-Modus und Fragmen-
tierung der Vorliuferionen [M+2H]?* erfolgte automatisch durch entsprechend eingestellte Parameter
in der MassLynx 4.0 Software. In allen Liufen wurden bei Tandem-MS-Experimenten jeweils die vier

Peptide mit der hochsten Intensitit im Ubersichtsscan zur Fragmentierung ausgewiihlt.

2.7.2.3 Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LCMS)-Kopplung

Zur Reduktion der Probenkomplexitéit kénnen Proben vor dem Verspriithen im elektrischen Feld iiber
eine HPLC-S#ule getrennt werden. Dabei wird die HPLC direkt (online) an die Elektrospray-Quelle ge-
koppelt (Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LCMS)-Kopplung). Diese Anordnung ermdoglicht

die kontinuierliche Aufnahme der Massenspektren aller von der HPLC eluierten Substanzen. Aufgrund
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Abbildung 2.7: Schematischer Aufbau des verwendeten Massenspektrometers. RF-Lens: radio frequency-Linse,
MCP-Detector: multi channel plate-Detektor. Abbildung aus dem Q-Tof Handbuch, Micromass.

ihrer Masse konnen auf diese Weise gesuchte Peptide zu einer bestimmten Elutionszeit im komplexen
Gemisch detektiert, selektiv aus dem HPLC-Lauf heraus fragmentiert und somit charakterisiert werden.
Auflerdem werden die Peptide durch die Elution in relativ kleinen Volumina in konzentrierter Form

analysiert, so dass hohe Sensitivitidten erreicht werden kénnen.

2.7.2.4 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)-Systeme

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei verschiedene HPLC-Systeme eingesetzt, das UltiMate Micro
Pump and Detection Module (Dionex) und das NanoL.C-2D-System (Eksigent).

e Das Ultimate HPLC-System wurde mit einer Flussrate von etwa 150 - 200 pl/min betrieben. Ein
integriertes Splitsystem verringerte den Fluss noch vor der Probenschleife auf ca. 300 nl/min. Zur
Beladung der Mikrokapillarséule wurden die Proben mit einem Volumen von maximal 150 ul zu-
néchst in eine 200 pl Probenschleife eingespritzt, die in ein Pumpensystem integriert war. Von dort
wurde die Probe fiir 30 min mit einer Flussrate von 20 pl/min auf die in der HPLC-Probenschleife
integrierte Vorsdule zur Volumenreduktion und Entsalzung geschickt. Nach dem Ladeprozess wur-
de die Vorsdule zur Peptidtrennung in den Fluss der Sdule geschaltet. Die gebundenen Peptide

wurden dann mittels eines Gradienten auf die Kapillarsaule eluiert und aufgetrennt.

e Im NanoL.C-2D-System ist der Probentransfer integriert. Die Proben wurden iiber das Injekti-
onsventil in die Probenschleife an Pumpe 1 gespritzt. Diese transportierte die Probe wie im o.g.

Pumpensystem fiir 30 min mit einer Flussrate von 20 ul/min auf die Probenschleife an Pumpe 2,
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in der die Vorsidule eingebaut war. Die maximale Flussrate der Pumpe 1 betrug 20 ul/min (high
flow), die der Pumpe 2 1000 nl/min (nanoflow).

Der Gradient wurde in beiden Systemen gebildet aus folgenden beiden Losungsmitteln: A: 4 mM NH Ac
in HoO, B: 2 mM NHyAc in 80% Acetonitril, 30% H2O, beide Losungsmittel wurden auf pH 3,0 mit
Ameisensiure eingestellt. Insgesamt wurde vor jeder Elution das gesamte HPLC-System 20 min mit
100% Losungsmittel B gewaschen, bevor jeweils 30-40 min mit dem Ausgangsgradienten dquilibriert und
anschliefend weitere 30-40 min die in Losungsmittel A geloste Probe unter Aquilibrierungsverhéltnissen
geladen wurde. Zur Elution wurden Gradienten von 12-15% bis 45-55% iiber 100-200 min eingestellt,

gefolgt von einem ca. 20-miniitigen letzten Waschschritt mit 100% Losungsmittel B.

2.7.2.5 Interpretation der Tandem-MS-Spektren von Peptiden

Bei der Elektrospray-lonisation kann es oft zu mehrfach geladenen Ionen kommen, die zunéichst nicht
fragmentiert werden, da bei der Verdampfung des Losungsmittels ihre innere Energie durch Abkiihlung
nachlisst. Die verschieden geladenen Ionen eines Molekiils bilden eine Serie von Ionensignalen mit m/z
= (M+nH™)/n, wobei n Werte von 1 bis zur maximalen Ladungszahl einnehmen kann. Die Basizitét
der Seitenketten von Arginin, Histidin und Lysin ist in der Gasphase so stark, dass die Protonen an
diesen Stellen sogar bei Stoflaktivierung fixiert bleiben. Die Protonen, die an den N-terminalen Amino-
gruppen anlagern, kénnen hingegen zu jeder der Peptidbindungen wandern (Migration durch interne
Solvatisierung), wo sie an den Carbonylsauerstoff anlagern. Aus identischen Peptidmolekiilen entsteht
auf diese Weise eine heterogene Population von Ionen, die sich hinsichtlich der der Lage der Protonen
an den Amidbindungen unterscheiden [646].

Beim CID kommt es vor allem an den protonierten Stellen zur Fragmentierung, gefolgt von einem zykli-
schen Intermediat, das entweder in zwei einfach geladene oder je ein doppelt geladenes und ein neutrales
Produkt-Ion zerfillt. Da die Fragmentierung durch die Protonierung beeinflusst wird, entstehen aus je-
der Subpopulation von Vorldufer-Ionen Serien unterschiedlicher Produkt-Ionen. Die Gesamtheit der
verschiedenen Fragmente eines Vorldufer-Ions ergibt die Peptid-Sequenz [242] 280)].

Die Sequenzierung der Peptide durch Interpretation der CID-MSMS-Spektren wird also dadurch er-
moglicht, dass die Fragmentierung der Peptide hauptséchlich an den Peptidbindungen (siehe er-
folgt [396], 585, [653]. Geladene N-terminale Fragmente werden a-, b- oder c-Ionen genannt, geladene
C-terminale Fragmente gehoren zur x-, y- oder z-Serie [43, 472]. Im Massenspektrum sind nur die
geladenen Fragmente sichtbar. Ein Index gibt die Zahl der Aminoséurereste in einem Fragment-Ion
an. Je hoher die Kollisionsenergie desto mehr weitere Fragmentierungen auflerhalb der Peptidbindung
sind moglich. Der Verbleib der Ladung und die bevorzugten Fragmentierungsstellen sind von der Zu-
sammensetzung und der Reihenfolge der einzelnen Aminosiduren eines Peptids abhingig. Die b- und
y-lonen bilden meist sehr starke Signale. Das a-Ion, das durch den Verlust von Kohlenmonoxid (CO,
Am = -28 Da) entsteht, tritt auch hiufig auf. Genauso sieht man oft begleitende Serien durch Massen-
verluste von Am = -18 Da (Verlust von Wasser bei Aspartat, Glutamat, Serin, Threonin und von b-
bzw. y-Fragmenten), Am = - 17 Da (Verlust von Ammoniak bei Arginin, Glutamin und Lysin) und -
seltener - Am = - 64 Da (Verlust von Methylsulfensédure, HSOCHjz bei oxidiertem Methionin). Einige
Aminosduren tendieren stark dazu, Immoniumionen (HoN=CHR) zu bilden, die durch Bruchkombi-

nation des a-Typs und des y-Typs entstehen. Dazu gehtren Histidin, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin,
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Abbildung 2.8: Nomenklatur von Peptidfragment-Ionen nach Roepstorff und Fohlman und nach Biemann
[44, [472], indiziert ist jeweils die Anzahl an Aminoséduren, die im Fragment enthalten sind. a) Nomenklatur der
durch Briiche im Peptidriickgrat entstehenden Fragment-Ionen, b) Vereinfachte Struktur fiir b- und y-Ionen,

¢) Immoniumion der zweiten Aminoséure. Abbildung nach A. Weinzierl [626].

Prolin, Tryptophan und Tyrosin und, weniger stark, Glutamin, Lysin, Methionin, und Valin. Zusétzlich
gibt es auch immer eine Reihe von Signalen aus internen Fragmenten, die durch zwei Briiche des Pep-
tidriickgrat innerhalb des Molekiils entstehen. Der Abstand zwischen benachbarten Peaks einer Serie
entspricht einer Aminosdure, deren Identitdt mit Hilfe der Differenz der fiir jede Aminosiure spezifi-
schen m/z-Werte ermittelt werden kann. Immoniumionen geben zwar keinen Aufschluss iiber die Lage
aber iiber die Gegenwart einer Aminoséure innerhalb einer Sequenz. In Tabelle sind die Massen der
iiblichen Aminosdurereste und Immonium-Ionen aufgelistet.

Die vollstandige de novo-Sequenzierung unbekannter natiirlicher Peptide durch die manuelle Auswer-
tung von Tandem-MS-Spektren kann sowohl komplex als auch zeitaufwendig sein. Aber meist reichen
wenige Informationen eines Spektrums, wie die Gesamtmasse des Peptids, kurze Sequenzabschnitte
(iiber die b- oder y-Serie) und enthaltene Aminosduren (iitber Immoniumionen), um mit im Internet
frei verfiigbaren Programmen (z.B. dem MASCOT-Programm, http://www.matrixscience.com) ver-
schiedene Protein- und Nukleotid-Datenbanken durchsuchen zu lassen und so eine Peptidsequenz und
die Zuordnung zu ihrem Quellprotein zu ermitteln [422]. Zur eindeutigen Verifizierung der Sequenz
konnen die untersuchten Spektren mit Spektren analoger synthetischer Peptide verglichen werden. Zur
Ermittlung der Quell-Sequenz der identifizierten Peptide wurden zwei Datenbanken herangezogen: die
NCBInr- (National Center for Biotechnology Information, non-redundant, http://www.ncbi.nih.gov/)
und die EST-Datenbank (Expressed Sequence Tags, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST /index.html).

Zur differentiellen Quantifizierung von Peptiden wurden die Informationen aus drei LC-MS-L&ufen
verwertet: ein Ubersichtslauf, in dem die Gesamtpeptidkonzentration zweier zu vergleichender Pro-
ben im Verhéltnis 1:1 vorlag. Dieser diente der eigentlichen relativen Quantifizierung durch Vergleich
der Signalintensitéiten identischer Peptide, die zwar zur gleichen Zeit eluierten, jedoch aufgrund ei-
ner 4 Da-Massendifferenz ihrer jeweiligen Probe zuzuordnen waren. Fiir die Quantifizierung wurden
die Signalintensititen eines Molekulionenpeaks im Ubersichtsspektrum nach Abzug des Hintergrundes
herangezogen. Dazu wurde ein Massenchromatogramm fiir die Masse des Molekiilions erstellt, dann
wurden die Spektren all der Zeiten aufsummiert, in denen das Molekiil eluierte. Als Hintergrund wurde
ein gleichgrofles Zeitintervall moglichst dicht vor bzw. nach der Elution des Molekiils gewahlt, in dem

keine anderen Molekiilionen gleicher Masse wie der des relevanten Molekulions enthalten waren. Zur
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Identifizierung der Peptidsequenzen wurde jeweils ein Tandem-MS-Lauf der beiden einzelnen Proben
durchgefiihrt.

Tabelle 2.6: Massen natiirlicher und modifizierter Aminoséurereste in MS/MS-Spektren

Aminosiure Ein-Buchstaben- Masse Masse
Code Aminosiurerest Immoniumion

Alanin A 71 44
Arginin R 156 129
Asparagin N 114 70
Aspartat D 115 71
Cystein C 103 76
Glutamat E 129 102
Glutamin Q 128 101
Glycin G 57 30
Histidin H 137 110
Isoleucin I 113 86
Leucin L 113 86
Lysin K 128 101
Lysingra Kaua 170 153
Methionin M 131 104
Phenylalanin F 147 120
Prolin P 97 70
Serin S 87 60
Threonin T 101 74
Tryptophan W 186 159
Tyrosin Y 163 136
Valin A% 99 72

2.7.3 Genexpressionsanalysen von Oligonukleotid-Mikroarrays

Die Generierung biotinylierter gesamt-RNA-Proben aus RCC-Gewebe zum Beladen von Oligonukleotid-
Mikroarrays fiir die Genexpressionsanalyse wurde durch Oliver Schoor und Mathias Schuler durch-
gefiihrt. Die gesamt-RNA gesunder Gewebe wurde kommerziell von verschiedenen Firmen (Ambion,
Clontech, Stratagene) erworden.

Die Beladung und Datengenerierung fand in der Microarray Facility Tiibingen nach Affymetrix-Pro-
tokollen (GeneChip Expression Analysis Techical Manual) statt. Die Rohdaten-Verarbeitung und die
statistische Auswertung erfolgte mit der Software Affymetrix Microarray Suite 5.0 (MAS5). An dieser
Stelle sei Herrn Dr. Bonin von der Microarray Facility in Tiibingen fiir die Zusammenarbeit gedankt.
Bei den Proben RCC044, RCC068, RCC070, RCC073, RCCO75, RCC098, RCC103, RCC112, RCC115
und RCC116 wurde der Human Genome U133A-Array (Affymetrix) eingesetzt, bei allen anderen Pro-
ben und der Probe RCC068 zur Vergleichbarkeit der Daten beider Chips der Human Genome U133Plus
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2.0-Array (Affymetrix). Diese Arrays tragen ca. 54000 verschiedene DNA-Probensétze aus 38500 hu-
manen Genen. Pro Probensatz sind 11 verschiedene perfect match 25mer-DNA-Sonden iiber die Ar-
rayflache verteilt. Zusétzlich existiert zu jeder perfect match- eine mismatch-Sonde, in der jeweils das
mittlere Nukleotid verdndert ist und die zur statistischen Auswertung entsprechend hinzugezogen wird.
Auflerdem enthélt der Array weitere Kontroll-Sonden bakterieller Transkripte. Sind die Werte der mis-
match-Sonde im Verhéltnis zu den Werten der perfect match-Sonde zu hoch, werden die jeweiligen
Expressionswerte als ,not detected” oder ,,absent“ angegeben.

Das MAS5-Programm ermittelt nach Verrechnung der Signalintensitéten aller Sonden die Signalinten-
sitdt fiir jeden einzelnen Probensatz. Zusétzlich gibt es dabei an, ob ein Gen als detektiert oder nicht
detektiert gilt. Die Werte verschiedener Probensitze eines Gens kénnen sowohl in ihrer Signalintensitét
als auch ihrer Detektierbarkeit stark variieren.

Da die Signalintensitéiten verschiedener Tumore und Gewebe keiner Normalverteilung unterliegen, wur-

de bei gemittelten Werte-Angaben immer der Median angegeben:

Fiir n = ungerade Anzahl an Messwerten: £ = xn+1
2

fiir n = gerade Anzahl an Messwerten: 7 = 1 - (X2 + Xnt1).

2
Der gesamte Datensatz wurde in allen Féllen gegen den Wert der Normalniere (als 1 definiert) normiert.
Nur Uberexpression um den Faktor 3 oder grofier wurde bei dem Vergleich Tumor- zu Normalgewebe

als relevant eingestuft.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 HLA-Liganden-Analyse von Tumorgeweben im Kontext der individuellen
Peptidvakzinierung von Nierenzellkarzinom-Patienten

Im Rahmen einer klinischen Studie wurden von der Klinik fiir Urologie des Universitéitsklinikums Tii-
bingen (Prof. Dr. Stenzl) Nierenzellkarzinome (RCC) aquiriert. In unserem Labor fand die Analyse der
Gewebe in bezug auf HLA-Ligandenprésentation, Gen- und Protein-Expression (s. auch statt. Au-
Berdem wurden hier individuell abgestimmte Peptidvakzine synthetisiert. Stage III-Patienten wurden
von der urologischen Abteilung im Studienarm ,,URO“, Stage IV-Patienten von der himatologischen
Abteilung (Prof. Dr. Brossart) im Studienarm ,ONCO“ mit den jeweiligen Peptidvakzinen geimpft.
Néhere Erlduterungen zu den beiden Studien finden sich im Abschnitt

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neun verschiedene RCC-Gewebe analysiert. Fiir die allgemeine Dis-
kussion der auf RCC-Geweben identifizierten HLA-Liganden, ihrer zugrundeliegenden Quellproteine
und deren Genexpression erschien es dagegen sinnvoller, das gesamte in dieser Abteilung bisher unter-
suchte RCC-Ligandom hinzuzuziehen. Bei der Besprechung der fiir die klinische Studie ausgew#hlten
Peptidvakzine wurde zum Schluss jedoch wieder nur auf die neun im Rahmen dieser Arbeit analysierten
RCC-Gewebe eingegangen. Zur besseren Ubersichtlichkeit dieser Unterteilungen dient Abbildung
Eine detailierte Beschreibung der jeweils hinzugezogenen Gewebe findet sich zu Beginn der Abschnitte

3. 1.1 und 3.1.2.11

3.1.1 Eingesetzte Tumorgewebe und experimentelle Analysen zur Isolierung von HLA-Liganden

Die Analyse des Gewebes und die Auswahl patientenspezifischer Vakzine erfolgten nach dem in Ab-
schnitt beschriebenen Screening-Ansatz XPRESIDENT. Im Verlauf dieser Dissertation wurden
insgesamt neun RCC-Gewebe bearbeitet. Die Aufbereitung der Gewebe erfolgte durch Gitsios Gitsiou-
dis, Bjorn Kramer, Martin Kreutz, Anna Missiou und Margret Miiller. HLA-Liganden wurden mittels
online ESI-MS identifiziert. An der Daten-Aufnahme und -Auswertung waren beteiligt Florian Alten-
berend, Jorn Dengjel, Nina Hillen, Martin Kreutz, Verena Meyer, Margret Miiller, Toni Weinschenk
und Andreas Weinzierl. Die mRNA-Genexpressionsanalysen erfolgten mit der Affymetrix Mikroarray-
Technologie durch Oliver Schoor und Mathias Schuler in Zusammenarbeit mit der Microarray Facility

in T{ibingen unter Herrn Dr. Bonin.

In Tabelle sind alle im Rahmen dieser Arbeit analysierten RCC-Gewebe aufgefiithrt. Es wurden die
Gewebe von zwei Frauen und sieben Ménnern untersucht. Bei den meisten RCCs handelte es sich um
klarzellige Tumore, einer der Tumore war eosinophil und zwei weitere Tumore zeigten ein zu jeweils
50% klarzelliges und papillires Erscheinungsbild. Die wihrend des operativen Eingriffs ermittelten

Tumorgroéflen waren sehr unterschiedlich.
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Ergebnisse und Diskussion

ca. 400 RCC-Gewebeproben

40 RCC-Gewebeproben

(daraus 40 Tumor-,
20 autologe Normal- und
1 autologes Metastasengewebe

HLA-Ligandenanalyse —> Abschnitt 3.1.2
Genexpressionsanalyse (Quellproteinanalyse)
—
o Einteilung der Quellproteine nach
r— g P
— / \
—
= Gewebespezifitit: Tumorassoziation:
— RCC-spezifisch Selbstproteine
Primargewebe-spezifisch | etablierte Tumorantigene
‘ universell potentielle Tumorantigene

9 RCC-Gewebeproben

(daraus 9 Tumor- und
5 autologe Normalgewebe)

HLA-Ligandenanalyse Abschnitt 3.1.1
Genexpressionsanalyse ::> Besprechung der Ausbeuten
von HLA-Molekilen und HLA-Liganden

Abschnitt 3.1.3
—>

Besprechung ausgewabhlter Peptidvakzine

Abbildung 3.1: Zum Zeitpunkt des Abschlusses dieser Dissertation lagen unserer Abteilung an die 400 RCC-
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Gewebeproben (meist jeweils Tumor- und autologes Normalgewebe) vor, wobei von den meisten Proben jeweils
ein Tumor- und ein autologes Normalgewebestiick vorhanden waren. Von diesen Proben waren 40 im Hinblick
auf ihre HLA-Ligandenprisentation und/ oder ihre Genexpression analysiert worden. Die Analyse von neun
dieser 40 Proben fand im Rahmen dieser Arbeit statt. Die Ausbeuten der HLA-Molekiile und HLA-Liganden
dieser neun Proben werden im Abschnitt dargestellt und besprochen. Zur ausfiihrlichen Analyse des ge-
samten RCC-Ligandoms und seiner Quellproteine erscheint die Analyse eines groeren Datensatzes angebracht.
Daher werden hierfiir im anschlieenden Abschnitt die Daten aller 40 in unserem Labor analysierten RCC-
Gewebe hinzugezogen. Zum Abschluss des Abschnittes wird schliellich unter auf den Einsatz von
HLA-Liganden tumorassoziierter Antigene im Rahmen der Peptidvakzinierung eingegangen. Hierzu werden

beispielhaft erneut nur die Datensiitze der im Rahmen dieser Arbeit analysierten Gewebe hinzugezogen.
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Tabelle 3.1: Nierenzellkarzinom-Gewebe, die im Rahmen dieser Dissertation analysiert wurden. (Zur Erldute-
rung der Staging-Angaben s. Abschnitt und [3.1.3])

. . . . Tumorgrofe

RCC-ID HLA-Typisierung m/w Histologie Staging fom]

RCC103 A*11 A*25 B*15 B*44 w klarzellig T3c NO M0 G2 3,3

RCC180 A*01 A*31 B*18 B*55 m klarzellig T1b G1 6,0
DRB1*13 DRB1*14 DRB3

RCC182 A*03 A*30 B*07 B*40 m klarzellig T3b G2 12,0
DRB1*01 DRB1*13 DRB3

RCC186 A*11 A*24 B*15 m klarzellig T2 Nx M1 G3 9,0
DR4 DR11 DRB3 DRB4

RCC193 A*01 B*08 B*35 m klarzellig T3b Nx M1 G3 7,0
DRB1*03 DRB1*13 DRB3

RCC195 A*24 A*35 B*35 B*44 m klarzellig T3b M0 G2-3 10,0
DRB1*04 DRB1*07 DRB4

RCC211 A*03 B*13 B*35 w 50% klarzellig, T3c G2 9,8
DRB1*07 DRB1*08 50% papilldr

RCC231 A*24 B*35 B*37 m 50% klarzellig, T3a NO G2 n.d.
DRB1*01 DRB1*15 DRB5 50% papillar

RCC307 A*24 A*26 B*13 B*38 m klarzellig/ T3b Nx M0 G2 6,5
DRB1*01 DRB1*15 DRB5 eosinophil

Tabelle 3.2: Ausbeuten der Nierenzellkarzinom-Gewebe, die im Rahmen dieser Dissertation analysiert wurden.

Alle Angaben zu Liganden und Quellproteinen beziehen sich auf die Analyse des Tumorgewebes. Die Ausbeuten

der HLA-Molekiile wurde mittels Edman-Sequenzierung ermittelt. n.d. = nicht determiniert.

RCC103 RCC180 RCC182 RCC18 RCC193 RCC195 RCC211 RCC231 RCC307
Tumorgewebe-Masse [g] 10,0 4,15 5,4 33,0 4,72 60,0 20,65 6,32 1,6
Normalgewebe-Masse [g] 0 0 1,65 3,0 2,38 0 0,4 0 2,7
HLA Klasse I Molekiile 3745 n.d. n.d. 0 850 0 2100 380 400
auf Tumorgewebe [pmol]
HLA Klasse II Molekiile n.d. n.d. n.d. 0 500 100 500 0 300
auf Tumorgewebe [pmol]
HLA Klasse I Molekiile n.d. n.d. n.d. 0 500 n.d. 0 n.d. 200
auf Normalgewebe [pmol]
HLA Klasse II Molekiile n.d. n.d. n.d. 0 200 n.d. 0 n.d. 100
auf Normalgewebe [pmol]
Klasse I Liganden 95 0 7 28 82 9 119 185 85
Klasse II Liganden n.d. 4 0 4 n.d 0 40 56 31
Liganden insgesamt 95 4 7 32 82 9 159 241 116
Klasse I Quellproteine 91 0 7 25 78 8 106 159 79
Klasse IT Quellproteine n.d. 2 0 2 n.d. 0 24 34 15
ESTs 2 0 0 3 0 5 8 2
Quellproteine insgesamt 91 2 7 27 78 8 130 193 94
Quellproteine mit mehreren 2 0 0 3 4 1 9 12 4
Klasse I-Liganden
Quellproteine mit mehreren n.d. 2 0 2 n.d. 0 7 12 7
Klasse II-Liganden
Quellproteine mit mehreren 2 2 0 3 4 1 15 23 10

Klasse I- und Klasse II-
Liganden
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Ausbeuten nach Analyse der Tumorgewebe. Bild A zeigt die
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Ausbeuten der HLA-Molekiile, Bild B die Ausbeuten der identifizierten HLA-Liganden. Bei RCC180 und
RCC182 fand keine Ermittlung der HLA-Ausbeuten statt, in RCC186 und RCC195 konnten keine HLA Klasse
I-Molekiile und in RCC186 und RCC231 keine HLA Klasse II-Molekiile detektiert werden. In RCC103 und
RCC193 wurde keine Analyse der HLA Klasse II-Liganden vorgenommen, in RCC180 konnten keine HLA
Klasse I-Liganden identifiziert werden, in RCC182 und RCC195 keine HLA Klasse II-Liganden. n.d. = nicht

determiniert.
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Wie aus Tabelle und der zusammengefassten Darstellung der Tumorgewebe-Ausbeuten in Abbil-
dung zu ersehen ist, variierten die analysierten Tumormassen sehr stark und auch die detektierba-
ren Mengen an HLA-Molekiilen und HLA-Liganden, die aus den Geweben gewonnen wurden. Wichtige
Einflussfaktoren sind in diesem Zusammenhang vor allem die Aufarbeitung des Tumorgewebes, die ein-
gesetzten HLA-spezifischen Antikorper bei der Immunprézipitation und die individuell unterschiedlich
stark ausgepriagte HLA-Expression.

Aus einem 10 g schweren Tumorgewebe konnten fast 4 nmol HLA Klasse I-Molekiile isoliert werden
(RCC103) und selbst ein 1,6 g grofles Tumorgewebestiick ergab noch eine Ausbeute von 400 pmol
(RCC307). Im Gegensatz dazu konnten nach der Aufarbeitung eines 60 g groflen Gewebestiicks gar
keine HLA Klasse I-Molekiile nachgewiesen werden (RCC195), und auch iiber 6 g Tumormaterial lie-
ferten eine Ausbeute unter 400 pmol (RCC231). Nur der Nachweis geringerer Mengen an HLA Klasse
II-Molekiilen im Gegensatz zu HLA Klasse I-Molekiilen, vor allem auch auf Normal- im Vergleich zu
Tumorgewebe war ein generelles Phdnomen.

Weder aus den Gewebemassen noch aus den detektierten HLA-Molekiil-Ausbeuten lief3 sich die Ausbeu-
te an detektierbaren HLA-Liganden ableiten. Beispielsweise ergab die Analyse von etwa 20 g Tumor-
material (RCC211) iiber 2 nmol HLA Klasse I-Molekiile und 108 identifizierte HLA Klasse I-Liganden,
dagegen lieferte die Auswertung von etwa 6 g Tumormaterial (RCC231) zwar weniger als 400 pmol
HLA Klasse I-Molekiile, dafiir aber eine Ausbeute von 175 HLA Klasse I-Liganden.

Die geringe Korrelation zwischen der analysierten Tumormasse bzw. der Ausbeute an HLA-Molekiilen
und der Anzahl der identifizierten HLA-Liganden lésst sich, neben versuchstechnisch bedingten Ein-
fliissen, auf mehrere Ursachen zuriickfithren. Ein wichtiger Faktor liegt in der HLA-Typisierung. Die
Peptide tragen Allel-spezifische Ankerpositionen, und damit unterliegen die Peptidsequenzen gewissen
restriktiven Vorgaben. Dies wiederum hat einen Einfluss auf ihre Detektierbarkeit im Massenspektro-
meter. Peptide mit geladenen Aminosédureresten lassen sich beispielsweise besser nachweisen als Peptide
mit hauptséchlich hydrophoben Aminoséiuren. Dieser Effekt kann verstirkt oder aufgehoben werden
dadurch, dass bestimmte Allele verschieden stark exprimiert und auf der Zelloberfliche prisentiert wer-
den.

Auch die Tatsache, dass ein Tumor so grofl werden kann, wie beispielsweise im Fall von RCC195, lisst
darauf schlieflen, dass der Tumor effektive Fluchtmechanismen entwickelt hat, um einer Erkennung
und Bekdmpfung durch das Immunsystem zu entgehen. Dazu zéhlt unter anderem die Herunterregu-
lation der Oberflichenprisentation der HLA-Molekiile. Entsprechend ist es nicht verwunderlich, wenn
bei solch grofler Gewebemasse so niedrige Ausbeuten an HLA-Molekiilen nachweisbar sind. Es konnten
jedoch auch groflere HLA-Molekiil-Ausbeuten auf groflen Tumoren erzielt werden, wie zum Beispiel bei
RCC211. In solch einem Fall kénnen andere Faktoren bewirken, dass der Tumor sich der Immunab-
wehr entzieht. Dazu zdhlen sowohl alternative Formen von Fluchtmechanismen des Tumors als auch
Faktoren auf Seiten des Immunsystems, wie regulatorische T-Zellen oder ein allgemein geschwéchter

Immunstatus.

Nachdem sowohl histologisch als auch durch biochemische Aufreinigung und massenspektrometrische
Analysen gezeigt werden konnte, dass auch Tumorzellen HLA Klasse II-Molekiile exprimieren und

Klasse II-Liganden prisentieren [130], wurde ebenfalls eine Analyse des Klasse II-Ligandoms des Tu-
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mormaterials standardméfig durchgefithrt. Nur die Gewebe von RCC103 und RCC193 bilden hierbei
eine Ausnahme.

Das Ligandom der Normalgewebeproben wurde in keinem der Fille analysiert. Hierzu wire eine ver-
gleichende Paaranalyse nach dem Prinzip der relativen Quantifizierung sinnvoll gewesen [320]. Dies soll

in Zukunft standardméfig durchgefiihrt werden.

3.1.2 Diskussion des RCC-Ligandoms und seiner Quellproteine

3.1.2.1 Eingesetzte Tumorgewebe und Bedingungen, die der Quellprotein-Analyse zugrunde

liegen

Wie in Abschnitt dargestellt, ist der Bedarf an der Identifizierung neuer T-Zellepitope fiir den
Einsatz in der Immuntherapie immer noch sehr groff. Dazu ist eine ausfiihrliche Analyse des HLA-
Ligandoms notwendig. Zur Betrachtung des durch HLA-Liganden préisentierten Proteoms von RCC-
Geweben wurden sowohl Liganden- als auch Genexpressionsdaten aller zum Zeitpunkt dieser Dissertati-
on in unserem Labor untersuchten Nierenzellkarzinome herangezogen, um allgemeingiiltigere Aussagen
treffen zu konnen. In fritheren Arbeiten wurden bereits Liganden und die sich dahinter verbergenden
Quellproteine in RCC-Geweben analysiert. Die Aufarbeitung der hierbei zugrundeliegenden Gewebe
wurde zus#tzlich zu den in Abschnitt aufgefithrten Personen von Ute Eberle, Maik Héntschel,
Tobias Kriiger, Christian Reichle, Juliane Stickel und Florian Obermayr durchgefiihrt. Die Datensétze
dieser Analysen wurden ausfiihrlich vor allem in den Dissertationen von Claudia Lemmel, Tobias Krii-
ger und Toni Weinschenk besprochen 302, 319]. Hier sollen die Datensitze dieser fritheren Arbeiten
mit aufgenommen und zusammen mit den Datensétzen dieser Arbeit vergleichend analysiert werden.

In Tabelle [3.3] werden alle hierfiir untersuchten Gewebe und die entsprechenden Analysen, die mit
ihnen durchgefiihrt wurden, aufgelistet. Ein Faktor, der die Vergleichbarkeit der aufgezeigten Daten
einschriankt, ist die Tatsache, dass die HLA-Liganden-Analysen fiir die Gewebe der Patienten RCC001
- RCCO075 mittels offline-MS durchgefiihrt wurden, d.h. die chromatographische Trennung der Peptid-
gemische wurde nicht direkt an die massenspektrometrische Analyse gekoppelt (genauere Ausfithrungen
dazu in der Dissertation von Claudia Lemmel [319]). Alle folgenden Analysen fanden mittels online-MS

statt.

Tabelle 3.3: Zur Quellprotein-Analyse hinzugezogene Gewebe von Nierenzellkarzinom-Patienten. Die Gewebe-
masse bezieht sich auf das fiir HLA-Ligandenanalysen eingesetzte Material. (T = Tumorgewebe, N = Gewebe
der gesunden autologen Niere, NNM = Nebennieren-Metastase, n.d. = nicht determiniert, % = keine Angabe).
*Peptide wurden mittels offline-MS analysiert, **Peptide wurden in Gewebepaarvergleichen mittels relativer

Quantifizierung nach Lemmel et al. [320] analysiert.

RCC.ID HLA-Typisierung m/w Histologie Gewebe- Klasse I Klasse II Gen
masse [g] Peptide Peptide Chip
RCCO001T* A*02; A*68; B18; B44 w klarzellig % 78 n.d.
RCCO013T* A*02; A*24; B*07; B*40 m klarzellig % 21 n.d.
RCCO38T* A*01, A*68, B*08, B*44 % % 6.70 5 n.d.
RCC044T* A*03, A*11, B*27 w papillir 20.00 17 n.d. +
RCC044N A*03, A*11, B*27 w +
RCCO068T* A*02; A*29; B*1501; B*4501 m klarzellig 20.00 101 n.d. +
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Tabelle 3.3 — Fortsetzung

RCC-ID HLA-Typisierung m/w Histologie Gewebe- Klasse I Klasse II Gen
masse [g] Peptide Peptide Chip
RCCO068N A*02; A*29; B*1501; B*4501 m T
RCCo070T A*01, A*02, B*07, B*08 m klarzellig 8.30 +
RCCO70N A*01, A*02, B*07, B*08 m +
RCCO73T* A*02, A*03, B*07, B*57 m Klarzellig 10.00 8 n.d. T
RCCO073N A*02, A*03, B*07, B*57 m +
RCCO75T* A*03; B¥0702; B¥4001 m papillér 16.00 101 n.d. +
RCCO075N A*03; B¥0702; B*4001 m +
RCC098T A*01; A*03; B*0702; B*1801 m klarzellig 21.10 135 n.d. +
RCC098N A*01; A*03; B*0702; B*1801 m +
RCC099T** A*02, B*¥27, B*57 m klarzellig 7.70 175 n.d.
RCCO099N** A*02, B¥27, B*57 m 12.40 134 n.d.
RCC100T** A*02; A*03; B*07; B*18 w klarzellig 8.00 51 n.d. +
RCC100N**  A*02; A*03; B*07; B*18 w 12.60 38 n.d. +
RCC103T A*11; A*25; B*15; B*44 w Klarzellig 10.00 94 n.d. +
RCC103N A*11; A*25; B¥15; B*44 w +
RCC110T** A*02; B*¥18; B*27 w klarzellig 7.00 52 n.d. +
RCC110N**  A*02; B*18; B*27 W 4.90 50 n.d. +
RCC112T A*01, A*31, B*08, B*27 w NNM eines 4.10 84 n.d. +
klarzelligen
RCCs

RCC115T A*02; A*03; B*15; B*18 m klarzellig 27.20 112 n.d. +
RCC116T A*01; A*02; B*27; B*37 m klarzellig 15.81 98 n.d. +
RCC119T** A*02; A*24; B*07 w klarzellig 7.80 51 n.d. +
RCC119N**  A*02; A*24; B*07 w +
RCC121T** A*26; A*29; B*35; B*45 m klarzellig 10.40 27 n.d.
RCC121N** A*26; A*29; B*35; B*45 m 6.20 3 n.d.
RCC130T A*02; A*24; B*07; B*44 m klarzellig 6.00 61 n.d. +
RCC130N A*02; A*24; B*0T; B*44 m +
RCC133T A*02, A*24. B*15, B*44 W Klarzellig 4
RCC133N A*02, A*24. B¥15, B*44 w +
RCC135T A*02; A*03; B*4701; B*5101 m klarzellig 3.00 59 n.d. +
RCC135N A*02; A*03; B*4701; B*5101 m 4.50 T
RCC146T A*11, A*24, B*39, B*40 w klarzellig +
RCC146N A*11, A*24, B*39, B*40 w +
RCC149T A*02, A*33, B¥14, B*44 m klarzellig % 4 8 +
RCC155T A*01, B*¥07, B*08, m klarzellig 3.15 n.d. 29

DRB1*02, DQB1*03,

DRB1*03, DRB1*04, DRB3,

DRB4
RCC157T A¥25, A*32, B*52, B*57, w Klarzellig 8.10 n.d. 32

DRB1*07, DRB1¥16, DRBA,

DRB5
RCC157N A*25, A*32, B*52, B*57, w 3.00 n.d. 4

DRB1*07, DRB1*16, DRB4,

DRB5
RCC158T A*03, A*26, B*07, B*39, w klarzellig 1.00 n.d. 13

DRB1*01, DRB1*16, DRB5
RCC163T A*24, A*33, B*13, B*14, m Klarzellig 17.80 n.d. 11

DRB1*07, DRB1*13, DRB3,

DRB4
RCC178T A*02, A*24, B*13, B*4403, m Klarzellig +

DRB1*07, DRB4
RCC180T A*01, A*31, B*18, B*55, m Klarzellig 4.15 0 4 +

DRB1*13, DRB1*14, DRB3
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Tabelle 3.3 — Fortsetzung

RCC.ID HLA-Typisierung m/w Histologie Gewebe- Klasse I Klasse II Gen
masse [g] Peptide Peptide Chip

RCC180N A*01, A*31, B*18, B*55, m +
DRB1*13, DRB1*14, DRB3

RCC182T A*03, A*30, B*07, B*40, m klarzellig 1.65 8 0 +
DRB1*01, DRB1*13, DRB3

RCC182N A*03, A*30, B*07, B*40, m +
DRB1*01, DRB1*13, DRB3

RCC186T A*11, A*24, B*15, DR4, m Klarzellig 3.00 28 4
DR11, DRB3, DRB4

RCC189T A*02; B*0702; B*1801 m klarzellig % 92 n.d.

RCC190T A*02; A*23; B*2707; B*5001 m klarzellig/ 14.80 9 52 +

papillar

RCC190N A*02; A*23; B*2707; B*5001 m +

RCC193T A*01, B*08, B*35, m klarzellig 4.72 83 n.d. +
DRB1*03, DRB1*13, DRB3

RCC195T A*24, A*35, B*35, B*44, m Klarzellig 60.00 9 0 +
DRB1*04, DRB1*07, DRB4

RCC211T A*03, B¥13, B*35, w klarzellig/ 20.65 122 39 +
DRB1*07, DRB1*08 papillar

RCC226T A*01, A*03, B*07, B*15, w klarzellig 6.79 n.d. 24
DRB1*01, DRB1*15, DRB5

RCC231T A*24, B*35, B*37, m klarzellig/ 6.32 184 57
DRB1*01, DRB1*15, DRB5 papillar

RCC307T A*24, A*26, B*13, B*38, m Klarzellig 1.60 87 32
DRB1*01, DRB1*15, DRB5

RCC399T** A*01, A*02, B*08, B*50, m klarzellig 13.80 77 n.d.
DRB1*03, DRB3

RCC399M** A*01, A*02, B*08, B*50, m klarzellig 1.00 2 n.d.

DRB1*03, DRB3

Eine Schwierigkeit, die bei der Auswertung der Quellproteine auftritt, besteht darin, dass nicht je-
der Ligand nur einem Quellprotein zugeordnet werden kann. In seltenen Fiéllen kann ein und dieselbe
Peptidsequenz in zwei vollig verschiedenen Proteinen vorkommen, meist resultieren jedoch mehrere
Quellprotein-Zuordnungen aus dhnlichen Proteinen. Zu letzteren zéhlen entweder verschiedene Isofor-
men eines Proteins oder verschiedene Proteine mit d&hnlicher Funktion, Lokalisation oder Struktur wie
beispielsweise verschiedene ATPasen oder ribosomale Proteine. Um den Fehler bei der Vernachlissi-
gung alternativer Quellproteinvarianten konsistent zu halten und eine sinnvolle Auswertung der Daten
vorzunehmen, wurde grundsétzlich als Quellprotein dasjenige mit der kleinsten GenelD in der NCBI
Datenbank Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) [348] ausgew&hlt.

Bei der Auswertung der Genexpressionsdaten wurde dhnlich verfahren. Hier stehen fiir einige Gene
mehrere probesets zur Auswahl (s. Kapitel . Zum Teil enthalten die probeset-IDs ein ,s“, falls
Spleifivarianten des entsprechenden Gens in dem probeset enthalten sein konnen, oder ein ,x“, falls
die probeset-Sequenz auf Kreuzreaktivitit bzw. Ahnlichkeit mit dem entsprechenden Gen beruht. Es
wurden mit absteigender Prioritéit probeset-IDs ohne Zusatz, mit dem Zusatz ,,s“ oder dem Zusatz ,,x“
und immer jeweils mit der niedrigsten probeset-ID ausgewihlt.

Zur Genexpressionsanalyse soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass Signalwerte fiir ge-
sunde Gewebe durch kommerziell erhéltliche gesamt-RNA-Proben generiert wurden. Auf den Wert der

hierbei eingesetzten ,Normalniere* wurden alle weiteren Signalwerte normiert. Dies wurde zur besseren
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Vergleichbarkeit auch in den Fallen so durchgefiihrt, in denen eine RNA-Probe des autologen gesunden
Nierengewebes eines Patienten vorlag. Von einer potentiellen Tumorassoziation eines Antigens wurde in
den Fillen ausgegangen, in denen das entsprechende Genprodukt im Tumorgewebe eine Uberexpression
um mindestens den Faktor 3 iiber der ,Normalniere“ aufwies und gleichzeitig in den weiteren gesunden
Geweben keine relevante Uberexpression nachzuweisen war.

Auf den 61 untersuchten Geweben wurden insgesamt 2530 Liganden mit 1675 verschiedenen Sequenzen
identifiziert. 1998 der Liganden konnten eindeutig einem Klasse I-Allel zugeordnet werden, 279 einem
Klasse II-Molekiil, und 253 Liganden konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. (Aufgrund der Iden-
tifizierung einiger Liganden sowohl auf HLA Klasse I- als auch HLA Klasse II-Molekiilen ergibt die
Summe der einzelnen Angaben nicht die der Gesamtligandenzahl.)

Nicht jeder Ligand resultiert aus einem anderen Quellprotein. Hinter den 1675 verschiedenen Peptid-
sequenzen verbergen sich nur 1053 verschiedene Quellproteine und weitere 48 verschiedene ESTs. Zum
Teil kann dies dadurch erklért werden, dass bei HLA Klasse II-Liganden mehrere Léngenvarianten ei-
nes Proteinfragments prasentiert werden. Langenvarianten kommen zwar auch bei Klasse I-Liganden
vor. Allerdings kann man in diesem Fall eher davon ausgehen, dass eine Fragmentierung einer langeren
Peptidvariante entweder bei der Probenvorbereitung oder in der Quelle des Massenspektrometers zur
Verkiirzung gefithrt hat. Dies kann auch bei Klasse II-Léngenvarianten vorkommen, doch durch die
Promiskuitit der HLA Klasse II-Molekiile ist eine natiirliche Varianz der Fragmentléngen eines Peptids
auf den Klasse II-Molekiilen gegeben, die den Klasse I-Liganden fehlt.

In den meisten Fillen kann die Diskrepanz zwischen Liganden- und Quellprotein-Anzahl jedoch auf
komplett unterschiedliche Peptidsequenzen aus einem Protein zuriickgefithrt werden. Dies liegt vor al-
lem daran, dass die gleichen Quellproteine auf Geweben mit verschiedenen HLA-Typisierungen und
damit unterschiedlichen Liganden-Priferenzen présentiert werden. Aber auch auf ein- und demsel-
ben Gewebe koénnen verschiedene Abschnitte eines Quellproteins auf MHC-Molekiile geladen werden.
Verdeutlicht wird dies durch die Betrachtung der 71 Quellproteine, die mehrfach in einem oder auch
mehreren Geweben nachgewiesen wurden. Zum Teil lagen von den gleichen Quellproteinen sowohl
Léngenvarianten als auch komplett verschiedene Peptidsequenzen innerhalb der Gruppe der sie repré-
sentierenden Liganden vor. Insgesamt resultierte die Mehrfachprésentation in nur 29 Féllen aus einer
oder mehreren Langenvarianten und in 4 Féllen aus Fragmenten, dafiir aber 55 mal aus Liganden mit

verschiedenen Peptidsequenzen.

In bezug auf ihre Gewebespezifitdt kann man die Quellproteine der auf RCC detektierten HLA-Liganden
in verschiedene Gruppen einteilen: die Gruppe der Proteine, die bisher nur durch einen Liganden
auf einem einzigen Gewebe prisentiert wurden, die Gruppe der RCC-spezifischen, die Gruppe der
Primérgewebe-spezifischen und die Gruppe der universell auf verschiedenen Geweben und Zelltypen
vorkommenden Quellproteine. Zu Primérgeweben zéhlen in diesem Fall Gewebeproben aus Glioblas-
tomen, Oncocytomen, Colon-, Pancreas- und Urothelkarzinomen. Von 492 Quellproteinen konnte nur
jeweils ein Ligand aus einem einzigen RCC-Gewebe detektiert werden, 141 Quellproteine wurden auf
mehreren, jedoch ausschlieflich RCC-Geweben identifiziert, 58 Quellproteine wurden auf mehreren, je-
doch nur Priméargeweben identifiziert und Liganden der restlichen 362 Quellproteine wurden von vielen
verschiedenen Gewebetypen prisentiert. Unter die letztgenannten Quellproteine fielen 62 Quellprote-

ine, deren auf RCC-Geweben identifizierte Liganden zwar RCC-spezifisch waren, von denen jedoch
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weitere Liganden anderer Sequenzabschnitte auf weiteren Geweben nachgewiesen worden waren. Eine
Auflistung der nach den Kriterien RCC-spezifisch oder Primérgewebe-spezifisch eingeteilten Peptide
und ihrer Quellproteine findet sich in den Tabellen und im Listenanhang.

Bei all diesen Angaben darf nicht iibersehen werden, dass mit den eingesetzten Methoden nur abundan-
te Peptide detektiert werden und die Tatsache, dass ein Peptid nicht detektiert wird, nicht bedeutet,
dass es nicht préasentiert wird.

Von den 560 Quellproteinen, die durch mehrere Liganden préasentiert wurden, waren 7 Proteine, die
mehrfach in nur einem Gewebe nachgewiesen wurden, 53 Proteine, die auf mehreren Geweben, zum
Teil auch mehrfach préasentiert wurden, und 500 Proteine, die auf mehreren Geweben, auf den darin
eingeschlossenen RCC-Geweben aber jeweils nur einmal vorkamen. Sechs der 48 EST-Sequenzen konn-
ten auf mehreren Geweben, und zwar in allen Féllen auch nicht-RCC-Geweben, identifiziert werden.
Bei der Peptid-Analyse aller Proben wurde das Massenspektrometer so eingestellt, dass ein Peptid,
das bereits detektiert worden war, fiir 60 Sekunden nicht erneut fragmentiert wurde. Damit sollte
verhindert werden, dass ein Peptid mit besonders hohen Signalwerten und einem breiten Retentions-
zeitpeak dauernd zur Fragmentierung ausgewé&hlt wiirde und andere Peptide mit weniger intensiven
Signalen dadurch nicht fragmentiert bzw. detektiert wiirden. Die Tatsache, dass einige Peptide trotz
dieser Einstellungen mehrfach auf einem Gewebe nachgewiesen wurden, spricht dafiir, dass es beson-
ders abundante Liganden waren. Man geht davon aus, dass ohnehin nur ein Bruchteil der Peptide,
die tatséichlich préisentiert werden - schitzungsweise 10.000 verschiedene HLA-Liganden [547] mit einer
Kopienzahl von 1-10.000, mit den eingesetzten Methoden und Gerédten detektiert werden kann. Dazu

zéhlen vor allem die besonders stark préasentierten Peptide mit hoher Kopienzahl.

3.1.2.2 Aligemeine Analyse der Hauptquellproteine

Die Interpretation der bei der Betrachtung der identifizierten Liganden und ihrer zugrunde liegenden
Quellproteine aufgeworfenen Fragen und Erkenntnisse ist entscheidend bei der Suche nach neuen Pep-
tidvakzinen. Aber auch grundlegende Informationen zu den Zusammenhingen zwischen Ligandom und
Proteom sowie Gewebespezifititen konnen dariiber gewonnen werden. Fragen, die in diesem Kontext
auftauchen, sind beispielsweise: Welches sind die Haupt-Quellproteine, die wiederholt in einem oder
verschiedenen Geweben auftauchen, und gibt es Gemeinsamkeiten in ihrer Funktion oder Lokalisation?
Werden diese Haupt-Quellproteine bei gleicher Typisierung durch die gleichen oder durch verschie-
dene Liganden prisentiert? Gibt es Auffilligkeiten in den Sequenzabschnitten der Quellproteine, die
durch Liganden présentiert werden bzw. die gerade nicht prisentiert werden? Lasst sich also aufgrund
von Quellproteinsequenzen vorhersagen, ob ein Protein prasentiert werden wird oder nicht? Oder wird
die Prisentation einiger Quellproteine durch bestimmte HLA-Typisierungen und die dadurch vorbe-
stimmte Ligandenauswahl eingeschrankt oder bevorzugt? Werden also beispielsweise sonst abundant
prasentierte Quellproteine auf anderen Geweben aufgrund deren HLA-Typisierung gar nicht présen-
tiert? Wird bei mehreren Liganden pro Quellprotein die gesamte Proteinsequenz oder eine bestimmte
Region, beispielsweise der N- oder C-Terminus, ein aktives Zentrum, Bereiche, die posttranslational
modifiziert werden oder mit Bindungspartnern interagieren, abgedeckt? Werden die Quellproteine auf
Klasse I- oder Klasse II-Molekiilen oder sogar auf beiden prisentiert? Kann man aufgrund verglei-
chender Analysen aller in unserem Labor bekannten HLA-Liganden einen gewebespezifischen Pool an

Liganden bzw. Quellproteinen feststellen? Weisen Gewebe mit einer groflen Zahl an gemeinsamen iden-
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tischen Quellproteinen noch weitere Gemeinsamkeiten auf, die sie von anderen Geweben unterscheiden,
gibt es also eine Korrelation zwischen dem Ligandom bzw. dem durch das Ligandom présentierten
Proteom und weiteren Zell-spezifischen Eigenschaften? Weisen Quellproteine, die mehrfach auftreten,
prominente Funktionen im Zellstoffwechsel oder im Kontext der Tumorimmunologie auf? Finden sich
Tumor-assoziierte Antigene unter den Quellproteinen und - wenn ja - befinden sie sich in der Gruppe
der mehrfach oder der individuell priasentierten? Gibt es Tumor-assoziierte Antigene unter den Quell-
proteinen, die aufgrund ihres Genexpressionsprofils fiir eine Impfung in Frage kommen?

Nicht alle diese Fragestellungen werden hier erschépfend bearbeitet und geklart, zumal die statistische
Analyse aufgrund der unterschiedlichen Ausbeuten und kleinen Anzahl zugrundeliegenden Gewebes mit
verschiedenen histologischen Subtypen und HLA-Typisierungen erschwert wird. Einige der grundlegen-
den Fragen, vor allem in bezug auf die Antigenprisentation, wurden ohnehin bereits ausgewertet und
fithrten zu der Erstellung von Vorhersagematrices, die in der Dissertation von S. Tenzer ausfiihrlich be-
sprochen wurden [575] und in Datenbanken wie SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de/) eingegangen

sind. Auf andere Fragen wird im Verlauf der folgenden Diskussion beispielhaft eingegangen.

Tabelle 3.4: Universelle RCC-Hauptquellproteine. Quellproteine, die auf 10 oder mehr verschie-
denen Geweben von RCC-Patienten (aber auch nicht-RCC-Geweben oder Zelllinien) présen-
tiert wurden. Aufgefithrt sind die Namen und Abkiirzungen aus der FEntrez Gene Datenbank
(http://www.ncbinlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) [348] und ihr Genexpressionsprofil fiir die in die-
sem Labor untersuchten RCC-Gewebe (M = Median, R, = Range).

RCC-
universelle RCC-Hauptquellproteine Entrez Gewebe-
GenelD
Anzahl

hemoglobin, beta (HBB) 3043 25
(M 0,1; R 0,0 - 0,5)

vimentin (VIM) 7431 23
(M 3,5; R 0,2 -6,5)

adipose differentiation-related protein (ADFP) 123 21
(M 3,0; R 0,1 -6,5)

major histocompatibility complex, class I, A (HLA-A) 3105 19
(M 1,0; R 0,5 - 2,1)

actin, beta (ACTB) 60 14
(M 1,6; R 0,6 - 4,3)

major histocompatibility complex, class I, B (HLA-B) 3106 13
(M 2,6; R 0,5 - 5,3)

spectrin, beta, non-erythrocytic 1 (SPTBN1) 6711 13
(M 0,3; R0,0-1,7)

ribosomal protein S27a (RPS27A) 6233 12
M1,1;R0,8-1,7)

aldolase A, fructose-bisphosphate (ALDOA) 226 11
(M 1,5, R 04 - 3,2)

coatomer protein complex, subunit gamma (COPG) 22820 11
(M 0,8 RO0,2-1,3)

signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response factor) (STATS3) 6774 11
(M 0,6; R 0,3-1,1)

keratin 18 (KER18) 3875 11
(M 0,8; R0,3-3,0)

myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and non-muscle (MYL6) 4637 11

(M 0,7; R 0,3 - 1,5)
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Tabelle 3.4 — Fortsetzung

RCC-
Ent
universelle RCC-Hauptquellproteine nrez Gewebe-
GenelD
Anzahl
clathrin, heavy polypeptide (Hc) (CLTC) 1213 11
(M 1,2; R 0,8 - 2,0)
protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha isoform (PPP1CA) 5499 10
(M0,7R04-1,1)
EH-domain containing 2 (EHDZ2) 30846 10

(M 3,0; R 0,6 - 19,7)

Tabelle 3.5: Spezielle RCC-Hauptquellproteine. Quellproteine, die auf 5 oder mehr verschiedenen Geweben
von RCC-Patienten priisentiert wurden. Peptide aus diesen Proteinen konnten bisher auf keinem weiteren
Gewebe detektiert werden. Aufgefithrt sind die Namen und Abkiirzungen aus der Entrez Gene Datenbank
(http://www.ncbinlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) [348] und ihr Genexpressionsprofil fiir die in diesem La-
bor untersuchten RCC-Gewebe (M = Median, R = Range).

RCC-

spezielle RCC-Hauptquellproteine Entrez Gewebe-
GenelD

Anzahl
annexin A4 (ANXA4) 307 7
(M 2,8 R 0,5 - 6,5)
N-myc downstream regulated gene 1 (NDRG1 ) 10397 6
(M 1,3; R0,2-1,9)
solute carrier family 3 cystine, dibasic and neutral amino acid transporters, 6519 6
activator of cystine, dibasic and neutral amino acid transport, member 1 (SLC3A1)
(M 0,5, R0,1-1,5)
caldesmon 1 (CALD1) 800 5
(M 0,8 R04-1,7)
complement component 1, q subcomponent, B chain (C1QB) 713 5
(M 9,8; R 0,8 - 55,7)
EF-hand domain family, member D1 (EFHD1) 80303 5
(M 0,1; R0,0-0,7)
major histocompatibility complex, class II, DO alpha (HLA-DOA) 3111 5
(M 1,6; R 0,4 - 5,7)
plexin B2 (PLXNB2) 23654 5
(M 0,3; R0,1-0,7)
Sec61 alpha 1 subunit (S. cerevisiae) (SEC61A1) 29927 5
(M 0,9; R 04 -2,3)
src family associated phosphoprotein 2 (SKAP2) 8935 5
(M 2,0; R 0,5 - 4,6)
transmembrane protein 66 (TMEMG66) 51669 5

(M 1,4; R 0,7 - 3,5)

In der Tabelle sind exemplarisch jeweils die Hauptquellproteine, die auf 10 oder mehr verschiedenen
RCC-Geweben, zum Teil aber auch noch weiteren Geweben préisentiert wurden, dargestellt. Sie werden
im folgenden ,universelle Hauptquellproteine* genannt. In Tabelle sind Quellproteine angegeben,
aus denen Peptide auf 5 oder mehr verschiedenen RCC-Geweben, aber keinen anderen Gewebe- oder
Zelltypen identifiziert wurden. Auf sie wird im folgenden als ,,RCC-spezifische Hauptquellproteine“ Be-
zug genommen. In den Tabellen und im Listenanhang finden sich die Listen der nur auf RCC-

oder Primérgewebe identifizierten Peptide und der dazu gehorigen Quellproteine.
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Um die Frage zu beantworten, ob die Quellproteine der identifizierten Peptide RCC-spezifische Be-
sonderheiten aufweisen, wurde die Datenbank Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID) 2007 (http://david.abee.nciferf.gov/home.jsp) [179], Rubrik Gene Ontology einge-
setzt. Dabei wurde untersucht, an welchen funktionellen Kategorien basierend auf dem Gene Ontology
(GO) Klassifizierungssystem [17] die untersuchten Quellproteine im Vergleich zu allen menschlichen
Proteinen verstérkt beteiligt sind und in welchen zelluldren Kompartimenten man sie besonders vorfin-
det. Hierfiir wurden alle 91 auf mehr als 2 verschiedenen RCCs identifizierten Proteine der universellen
Hauptquellproteine und alle 88 RCC-spezifischen Hauptquellproteine, die auf mehr als 2 verschiedenen
RCCs présentiert wurden, herangezogen. Zur Auswertung wurde immer dasjenige Level (nach einer
vom Gene Ontology Consortium aufgestellten Pseudo-Hierarchie) ausgesucht, bei dem aus beiden Lis-
ten jeweils mehr als 80% aller Proteine in die sich ergebenden Funktions- oder Lokalisations-Kategorien
fielen. Betrachtet wurden nur statistisch signifikante Ergebnisse mit einem p-Wert < 0,05. Dabei ergab
sich eine einzige RCC-Quellprotein-spezifisch hochregulierte Eigenschaft: eine erhohte RNA-Polymerase
IT Transkriptionsfaktor-Aktivitét.

Setzt man demgegeniiber die Liste sémtlicher auf mindestens zwei Geweben aller in unserem Labor
identifizierten Quellproteine als Referenzpopulation ein und untersucht daraufhin die hochregulierten
Eigenschaften der RCC-spezifischen Hauptquellproteine, kann kaum eine signifikante Hochregulation
biologischer Prozesse und auch keine deutliche RCC-abhéngige Kompartimentverteilung der Quellpro-
teine festgestellt gestellt werden. Zumindest konnten in den Kategorien Biological Process und Cellular
Compartment nie mehr als 80% aller RCC-spezifischen Proteine in eine der genannten Gruppenei-
genschaften einbezogen werden. Allerdings wiesen die Kategorien Biological Process und Molecular
Function jeweils eine deutliche Tendenz zu Ionentransport- und Ionenbindungsprozessen auf und die
kompartimentelle Verteilung einen deutlichen Schwerpunkt zu Membranverankerung.

Setzt man dagegen die Liste aller auf mindestens drei RCCs identifizierten universellen Hauptquell-
proteine als Vergleichspopulation zur RCC-spezifischen Quellproteinliste ein, kann eine Hochregulation
folgender biologischer Prozesse festgestellt werden: die DNA-abhéingige Transkriptionsregulation, die
DNA-abhéngige Transkription und die Transkription des RNA Polymerase II Promotors. Allerdings
wurden bei der Analyse der biologischen Prozesse hochstens 77% aller RCC-spezifischen Proteine in
die Ergebnisaufstellung aufgenommen.

Insgesamt kann sich - wenn iiberhaupt - damit nur eine leichte Tendenz erhohter Transkriptions- und
wahrscheinlich auch Signalkaskaden-Aktivitédt, an denen membranverankerte Proteine und lonen als
Signalmolekiile beteiligt sind, in RCC-Geweben herleiten lassen. Diese Ergebnisse wiirden sich mit den
Proteomanalysen einer RCC-Zelllinie von Seliger et al. [525] decken, bei denen 48% aller Quellpro-
teine an der Expressionskontrolle beteiligt sind. Auch in diesem Fall wurden die Quellproteine durch
die Elution und MS-Analyse MHC-gebundener Peptidliganden identifiziert. Die Ergebnisse klassischer
Proteomanalysen von Tumorbiopsien und Serumproben aus RCC-Patienten, die in derselben Grup-
pe durchgefithrt wurde, wies jedoch eine weitaus andere Verteilung der Funktionen der identifizierten
Quellproteine auf.

Dies zeigt vor allem die Abhéngigkeit der Ergebnisse von der eingesetzten Methode zur Identifizie-
rung der Quellproteine, aber auch der eingesetzten Auswerteprogramme und Datenbanken auf. Ein
weiterer wichtiger Faktor, der bei der Auswertung der Ergebnisse von Seliger et al. bedacht werden

muss, ist die stark eingeschrénkte Vergleichbarkeit der verschiedenen Ursprungsgewebe. Wie bereits in
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der Dissertation von Tobias Kriiger beschrieben [302], konnten bei der Analyse einer Zelllinie und des
entsprechenende Tumorgewebes weniger als ein Viertel der identifizierten Liganden in beiden Geweben
identifiziert werden. Ein weiterer limitierender Faktor ist die relativ geringe Reproduzierbarkeit der
in dieser Arbeit eingesetzten massenspektrometrischen Analyse. Denn nach Untersuchungen von Nina
Hillen ergeben zwei massenspektrometrische Léaufe derselben Probe mit dem in dieser Arbeit eingesetz-
ten Gerdt nur 50 - 60% identische Peptidsequenzen [227].

Betrachtet man beispielhaft die kleine Gruppe der im Rahmen dieser Dissertation bearbeiteten Gewebe,
wird ersichtlich, dass ein weiterer Punkt bedacht werden muss, nidmlich die stark schwankenden Aus-
beuten der untersuchten Gewebe. In den Geweben RCC180, RCC182 bzw. RCC195 konnten insgesamt
jeweils nur zwei, sieben bzw. neun Quellproteine identifiziert werden. Unter dieser geringen Ausbeute
befand sich in allen drei Féllen hemoglobin, beta (HBB, Entrez GenelD: 3043) RCC182 teilte sich au-
Berdem mit vier weiteren der neun Gewebe das Quellprotein vimentin (VIM, Entrez GenelD: 7431).
RCC195 prisentierte auflerdem unter seinen wenigen Quellproteinen die Hauptquellproteine actin, be-
ta (ACTB, Entrez GenelD: 60) (neben weiteren Aktin-Proteinen) und adipose differentiation-related
protein (ADFP, Entrez GenelD: 123; im Folgenden als ,,Adipophilin® bezeichnet).

In diesem Sinne war es eher auffillig, wenn in einem Gewebe eines der Hauptquellproteine nicht nach-
gewiesen wurde. In dieser kleinen Gewebegruppe konnte nur in RCC186 kein Hamoglobin nachgewiesen
werden. Trotz der hohen Ligandenzahlen konnten in RCC231 und RCC307 kein Adipophilin-Ligand
detektiert werden, und in RCC211 und RCC307 war kein Aktin nachweisbar. Dies findet seine Ursache
wohl vor allem darin, dass bei groflen Peptidausbeuten die Zahl weiterer abundanter Peptide steigt
und damit schwichere Ligandensignale im Massenspektrometer durch Signale abundanter Ligenden
iiberlagert werden.

Die Présentation eines Quellproteins auf mehreren Geweben bzw. die fehlende Detektion seiner Ligan-
den auf anderen Geweben wird dariiber hinaus sehr stark durch die HLA-Typisierung bedingt. Denn
die HLA-Typisierung beeinflusst durch die Préferenz bestimmter Ankerreste die Auswahl an mdglichen

Liganden mit entsprechender Bindungsaffinitdt zu den jeweiligen HLA-Allelen.

Auf den 21 verschiedenen RCC-Geweben, in denen Adipophilin nachgewiesen werden konnte, war es
durch 9 verschiedene Peptide auf 7 verschiedenen HLA Klasse I-Allelen prisentiert. Aber auch die RCC-
spezifischen Hauptquellproteine waren meist durch mehrere Liganden und auf mehreren verschiedenen
HLA-Allelen représentiert. Von signal transducer and activator of transcription 8 (acute-phase response
factor) (STAT3; Entrez GenelD: 6774) konnten beispielsweise auf jeweils 4 verschiedenen HLA-Allelen
4 verschiedene Liganden nachgewiesen werden.

Die Kenntnis mehrerer Liganden eines Quellproteins ist im Kontext der Peptid-basierten Immunthera-
pie von besonderem Interesse, vor allem, wenn die Liganden verschiedene HLA-Allelen-Restriktionen
aufweisen. Denn so kénnen Patienten mit verschiedenen HLA-Typisierungen mit Peptiden aus den glei-
chen Quellproteinen geimpft werden.

Es gab aber auch Fille unter den RCC-spezifischen Hauptquellproteinen, bei denen nur jeweils eine
einzige Sequenz auf einem einzigen HLA-Allel detektiert werden konnte. Dazu zéhlten caldesmon 1
(CALD1; Entrez GenelD: 800), EF-hand domain family, member D1 (EFHD1; Entrez GenelID: 80303)
und Sre family associated phosphoprotein 2 (SKAP2; Entrez GenelD: 8935), obwohl alle drei Proteine
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auf jeweils fiinf verschiedenen Geweben présentiert wurden. Dies fiihrt zu der Uberlegung, ob etwa
bestimmte Quellproteine Sequenzen aufweisen, die die Préasentation auf einer breit gefdcherten Gruppe
von HLA-Allelen einschrinken. Mit den in dieser Arbeit eingesetzten Mitteln und Probenzahlen war
diese Frage in keiner statistisch relevanten Form zu klidren. In den meisten Féllen deckte sich jedoch die
Zahl der verschiedenen Peptidsequenzen mit der Zahl der verschiedenen HLA-Allele, auf denen diese
Sequenzen prisentiert wurden. Nur in einem einzigen Fall, bei dem Quellprotein HLA-DOA, wurde die
gleiche Peptidsequenz auf drei verschiedenen HLA-Allelen (HLA-A*03, -A*11 und -A*31) prisentiert.
Viele der bisher in unserem Labor analysierten RCC-Gewebe tragen ein oder auch mehrere identische
HLA-Allele. Man kénnte also davon ausgehen, dass alle Gewebe mit Allelen, auf denen Liganden der
RCC-spezifischen Hauptquellproteine detektiert wurden, diese Liganden auch prisentieren. Betrachtet
man jedoch die Auswertung der RCC-spezifischen Hauptquellproteine und der HLA-Allele, auf denen
die entsprechenden Liganden prisentiert wurden, so fillt auf, dass in fast nie mehr als 30% aller Gewe-
be mit den entsprechenden HLA-Allelen die darauf identifizierten RCC-spezifischen Liganden gefunden
wurden bzw. fast nur in Féllen kleiner Fallgruppen mit nur zwei oder drei Geweben der gleichen Typ-
sierung mehr als die Halfte der Gewebe die entsprechenden Liganden présentiert. Es ist naheliegend,
dass bei Aufsummierung aller ein Quellprotein priasentierender Liganden und damit Vergréfierung der
Gruppe der prisentierenden HLA-Allele die Gewebeabdeckung besser wird. Aber auch hier werden nur
die drei Proteine annexin A/, caldesmon 1 und transmembrane protein 66 durch mehr als 50% aller
aufgrund ihrer Typisierung in Frage kommenden Gewebe prisentiert.

Wie bereits erwéihnt, heifit die Tatsache, dass ein Ligand nicht detektiert wurde, nicht, dass er nicht
priasentiert wurde. Daher miissen diese Betrachtungen mit Vorsicht interpretiert werden. Allerdings
weist die Tendenz der geringen Gewebeabdeckung trotz gleicher Typisierung darauf hin, dass auch
die Zugehorigkeit zu den Hauptquellproteinen nicht den Schluss zulésst, dass ein Protein in jedem der
Gewebe abundant prisentiert wird. Vielmehr ldsst sich damit verdeutlichen, wie wichtig eine Patienten-

individuelle Analyse des Gewebematerials zur Erstellung von Peptid-“Impfcocktails® ist.

3.1.2.3 Besprechung einzelner Quellproteine

In Anlehnung an die Dissertation von Tobias Kriiger [302] werden in der folgenden Besprechung indi-

vidueller Quellproteine die identifizierten Peptide bzw. ihre Quellproteine in drei Gruppen eingeteilt:
1. “Selbstproteine®
2. , Etablierte Tumorantigene®
3. ,Potentielle Tumorantigene*

Vorweg sollen jedoch noch zwei Ausnahmefille angefiithrt werden, die nicht in diese drei Gruppen ein-
geordnet werden.

Das am oftesten detektierbare Quellprotein war hemoglobin, beta (HBB). Dies entspricht allgemeinen
Daten aus unserem Labor. Danach steht Himoglobin mit 28 verschiedenen Peptidsequenzen an Position
8 aller bisher identifizierten Quellproteine. In iiber 40% der untersuchten RCC-Gewebe konnte dieses
Protein nachgewiesen werden. Es wurde durch 24 verschiedene Peptidsequenzen identifiziert, sieben da-
von als Klasse I- und 21 als Klasse II-Ligand, wobei in beiden Gruppen Léngenvarianten vorkamen. Die

Gesamtdatenbank aller in unserem Labor identifizierten Peptide weist Himoglobin-assoziierte Peptide
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fast ausschliefllich auf Primérgewebe auf. Das Genexpressionsprofil von HBB zeigte bei den untersuchten
Geweben keine erhohten Expressionswerte (Median 0,1; Range 0,0 - 0,5; Median- und Range-Angaben
beziehen sich hier und im Folgenden immer nur auf die untersuchten RCC-Gewebe und nicht auf die
gesunden.). Daher ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um eine Kontamination handelt, die durch
das stark durchblutete Tumorgewebe leicht zu erklaren ist.

Dasselbe konnte auch fiir die Peptide aus Complement Faktoren gelten. Denn alle in unserem La-
bor bisher identifizierten Peptide aus den diversen Complement Proteinen kommen ausschliefllich auf
Primérgeweben, also nicht auf Zelllinien oder Suspensionszellen vor. Allerdings unterscheiden sich die
Hémoglobin- von den Complement Proteinen deutlich darin, dass zum Beispiel das Genexpressionspro-
fil von complement component 1, q subcomponent, B chain (C1QB; Entrez GenelD: 713) eine starke

Uberexpression in Tumorgeweben aufweist (Median 9,8; Range 0,8 - 55,7).

3.1.2.3.1 “Selbstproteine” sind Proteine des allgemeinen Zellstoffwechsels, die meist konstitutiv in
den meisten Zelltypen exprimiert werden und daher im Rahmen der tumorbasierten Immuntherapie

keine Rolle spielen.

In Krebszellen ist die Expression von MHC-Molekiilen oft herunterreguliert, eine Eigenschaft, die mit
aggressiverem Wachstum korreliert [182) 226, 284]. In der Literatur wurde dieses Phénomen in 15 -
35% der Fille beschrieben [75) 184] 284]. Bei den in unserer Abteilung untersuchten Geweben lagen
die Genexpressionwerte nie hoher als in weiteren untersuchten Normalgeweben (HLA-A: Median 1,0;
Range 0,5 - 2,1. HLA-B: Median 2,6; Range 0,5 - 5,3. HLA-C Median 1,1; Range 0,7 - 2,3). Doch bei
HLA-B fillt auf, dass die Expressionswerte in den Tumorgeweben in den meisten Féllen etwa zwei-
bis drei-fach héher sind als im autologen Normalnierengewebe. Wie in den Tabellen und zu se-
hen ist, gehtren HLA-Molekiile aulerdem in den hier beschriebenen Analysen zu den haufigsten durch
HLA-Liganden prasentierten Quellproteinen. Es ist nicht auszuschlielen, dass dies auch an der Frag-
mentierung der eluierten MHC-Molekiile wihrend der Aufarbeitung der Gewebe liegen kann. Denn
MHC-Molekiile gehoren auch auf allen anderen in unserem Labor analysierten Geweben zu den am
h#ufigsten identifizierten Quellproteinen und belegen mit den drei Allelen B, A und C Platz 1-3 aller
iiber HLA-Liganden identifizierten Quellproteine: major histocompatibility complex, class I, B mit 85
verschiedenen Peptiden, major histocompatibility complex, class I, A mit 60 Peptiden und major hi-
stocompatibility complex, class I, C mit 57 Peptiden. Auch histologische Untersuchungen zeigten, dass
selbst HLA Klasse II-Molekiile abundant auf Tumorzellen exprimiert und préisentiert werden kénnen
[130].

Alle detektierten MHC Molekiile zusammen wurden durch 54 verschiedene Klasse I- und durch 22
verschiedene Klasse II-Liganden auf insgesamt 28 RCC-Tumorgeweben présentiert. Es kann nicht aus-
geschlossen werden, dass die MHC-Molekiile bereits direkt nach ihrer Synthese und ihrem Transport
ins ER dort oder auch im Lysosom abgebaut und ihre Fragmente auf weitere MHC-Molekiile beladen
wurden. Hauptursache wird jedoch die Aufnahme geloster extrazellulirer MHC-Fragmente sein; die
Halbwertszeit von MHC-Molekiilen auf der Zelloberflache betréigt einige Stunden und wird durch die
Bindung mit dem Liganden und durch Interaktionen mit dem T-Zellrezeptor beeinflusst; 16st sich der

Ligand vom MHC-Molekiil, so verringert sich auch dessen Stabilitét, und es dissoziiert von der Zel-
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loberfliche [92]. Daneben kann ein anderer Mechanismus die Aufnahme Membran-verankerter MHC-
Molekiile durch Endocytoseprozesse sein. Dies kann unspezifisch geschehen oder gezielt beispielsweise
als Flucht-Mechanismus [266], 356, 461, 524].

Ein weiterer Faktor, der zur Prisentation von MHC-Molekiilen beitrégt, ist die Prédsentation durch
HLA-E. HLA-E ist ein nicht-klassisches MHC Klasse I-Molekiil, welches von den NK Zell-Rezeptoren
NKG2A (inhibierend) und NKG2C (aktivierend) sowie iiber den T-Zellrezeptor (TCR) erkannt wird.
Es bindet vor allem Peptide aus der Signalsequenz anderer MHC Klasse I-Molekiile [316]. Liganden
aus der MHC-Signalsequenz MAVMAPRTLLLLLSGALALTQTWA (Sequenz aus HLA-A*01010101,
leichte Abweichungen einzelner Aminoséuren in den verschiedenen Allelen sind moglich) werden da-
her mit grofler Wahrscheinlichkeit auf HLA-E préasentiert. Dazu zéhlten in diesem Fall 4 Liganden auf
14 verschiedenen Geweben, die mit VMAPRT- begannen, vier Liganden, die mit APRT- begannen
und auf vier verschiedenen Geweben présentiert wurden, der Ligand APRALLLLL auf zwei und RV-
MAPRALL auf vier Geweben, wobei jedoch die Moglichkeit besteht, dass diese Liganden auch von
klassischen MHC-Molekiilen priasentiert wurden.

Interessanterweise findet sich unter den RCC-Hauptquellproteinen auch das HLA-DO Protein major
histocompatibility complex, class II, DO alpha (HLA-DOA, Entrez GenelD: 3111). Dieses Protein ist ein
negativer Regulator der HLA-DM-vermittelten Peptid-Beladung von MHC Klasse II-Molekiilen [602].
Es ist unwahrscheinlich, dass diese vermehrte Prisentation von HLA-DO auf einer erhthten Konzen-
tration beruht. Das Genexpressionsprofil weist jedenfalls keine erhohte Expression auf (Median 1,6;
Range 0,4 - 5,7). AuBlerdem wiirde bei erhthter Konzentration, wie von van Ham et al. beschrieben,
auch die Priisentation von CLIPs (class-II-associated invariant chain peptide) ansteigen [602]. Es ist
daher wahrscheinlicher, dass es zu einem verstirkten Abbau von HLA-DO in RCC kommt.
Beta-2-microglobulin (B2M, Entrez Gene ID: 567) féllt fast unter die Gruppe der in unserem Labor
meist identifizierten Quellproteine - mit 23 Peptiden steht es an Position 11 aller Quellproteine unserer
Datenbank - und gehort damit zu den ,,Selbstproteinen“. Allerdings konnte keines der auf sechs ver-
schiedenen RCC identifizierten Peptide bisher auf anderen Zell- und Gewebetypen detektiert werden.
B2M zeigt Wachstums-stimulierende Aktivitdt [484] und ist als 16sliches Protein in Serum und Urin
bei verschiedenen Krebsarten in erhchter Konzentration nachgewiesen und als prognostischer Faktor
identifiziert worden [2, [72] [450]. Es ist nicht nur an der Antigenprisentation in Zusammenhang mit
MHC-Molekiilen beteiligt. B2M stimuliert auch das Uberleben und das Zellwachstum in RCC durch
die Aktivierung von PKA/ CREB, als Signalmolekiil fiir VEGF und iiber weitere Signalwege wie den
PI3K/ Akt- und MAPK-Signalweg [397]. In RCC wurde laut Literaturangaben eine verstirkte B2M-
Expression nachgewiesen [75, [184]. Dies konnte mit Genexpressionsanalysen aus unserem Labor jedoch
nicht bestétigt werden (Median 1,0; Range 0,7 - 1,9).

Unter den ,,Selbstproteinen* kénnen sich auch Proteine finden, die als Tumormarker bekannt sind. Ein
prominentes Beispiel hierfiir ist eines der universellen Hauptquellproteine vimentin (VIM, Entrez Gene
ID: 7431). Es wurde auf 23 der 61 untersuchten Gewebe identifiziert.

Vimentin ist ein Protein des Cytoskeletts und sowohl als diagnostischer und prognostischer Marker beim
Nierenzellkarzinom [276] [370), 428, 538, [666] als auch als Autoantigen bei der Rheumatoiden Arthritis
[31, 358 bekannt. Bei den hier untersuchten Geweben wurde Vimentin durch 24 verschiedene Liganden,
darunter 2 Klasse II-Peptide prisentiert. Die Sequenz FGGPGTASRPSSS wurde sowohl auf Klasse I-
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als auch auf Klasse II-Molekiilen detektiert, und die zweite Klasse II-Sequenz YASSPGGVYATR wurde
als langere Variante SLYASSPGGVYATR zwei mal als HLA-Klasse I-Ligand in zwei verschiedenen Ge-
weben detektiert. Von der Sequenz FGGPGTASRPSSS liegen auflerdem kiirzere Lingenvarianten vor,
die Klasse I-Liganden FGGPGTASRPSS und FGGPGTASRPS. Die meisten Langenvarianten wurden
auf RCC186 identifiziert. Dabei ist jedoch aufgrund der Peptidlange die Frage, ob es sich bei den Klas-
se I-Liganden nicht eher um eine Klasse II-Kontamination der Klasse I-Probe handelt, was bei der
gemeinsamen Lyophilisierung der Proben im Anschluss an die Immunprézipitation vorkommen kann.
Eine relativ grofle Zahl an langen Peptiden in dem Lauf der Probe RCC186 legen diese Vermutung
nahe.

Das Genexpressionsprofil von Vimentin zeigte in den untersuchten Proben eine Uberexpression im
Vergleich zur Normalniere (Median 3,5, Range 0,2 - 6,5). Aber auch vor allem dendritische Zellen, arte-
rielles Gewebe und weitere Organe und Gewebe wiesen &hnlich hohe Werte auf (s. Abbildung[3.1.2.3.1)).

Weitere Proteine unter den abundant présentierten universellen Hauptquellproteinen, die zu den ,,Selbst-
proteinen“ gehoren, waren Transkriptions- und Translations-assoziierte Proteine, wie das ribosomal
protein S27a (RPS27A, Entrez Gene ID: 6233) und signal transducer and activator of transcription 3
(acute-phase response factor) (STAT3, Entrez Gene ID: 6774), aulerdem Proteine, die an zellulidren
Membran- und Transport-assoziierten Prozessen beteiligt sind, wie clathrin, heavy polypeptide (Hc)
(CLTC, Entrez Gene ID: 1213), der coatomer protein complex, subunit gamma (COPG, Entrez Gene
ID: 22820) und EH-domain containing 2 (EHD2, Entrez Gene ID: 30846) und vor allem Proteine des
Cytoskeletts, wie actin, beta (ATCB, Entrez GenelD: 60), spectrin, beta, non-erythrocytic 1 (SPTBNI,
Entrez GenelD: 6711) oder myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and non-muscle (MYL6,
Entrez Gene ID: 4637).

Das ribosomal protein S27a (RPS27A) wird zuniichst als ein Fusionsprotein mit Ubiquitin synthetisiert
und erst posttranslational gespalten. Danach wird es zum Bestandteil der 40S-Unterheit des Ribosoms.
Laut Literaturangaben konnte eine Uberexpression des Fusionsproteins bei Darmkrebs festgestellt wer-
den [33],[641]. In der Expressionsanalyse der hier beschriebenen Gewebe war jedoch keine RCC-abhingig
erhohte Expression feststellbar (Median 1,1; Range 0,8 - 1,7) und auch die abundante Présentation (10
verschiedene HLA-Liganden auf 30 verschiedenen Geweben und Zelllinien), die in unserem Labor nach-

gewiesen wurde, weist auf keine Tumorassoziation hin.

Clathrin heavy polypeptide (CLTC) ist zwar bekannt fiir seine Wirkung auf die Internalisation des T-
Zellrezeptors (TCR) in T-Zellen [116], jedoch ist nicht beschrieben, ob gleiches beispielsweise auch fiir
den MHC:Peptid-Komplex in den Zielzellen gilt. Die Hauptfunktion von Clathrin ist in jedem Fall die
Endocytose-Induktion iiber die coated pit- bzw. coated vesicle-Bildung [170}, [419], wodurch natiirlich
auch MHC:Peptid-Komplexe internalisiert werden kénnen. Dies wiirde die Tatsache erklédren, warum
in den Zellen, in denen Clathrin so haufig identifiziert werden kann, auch mehr als in anderen Zellen
MHC-Molekiile zum Liganden-Pool beitragen. Laut Literaturangaben konnte Clathrin auch im Zellkern
nachgewiesen werden [152]. Dort entfaltet CLTC keine Endocytose-Funktionen, sondern beeinflusst po-
sitiv die p53-abhéingige Transkription. Ein verstarkter Abbau von CTLC in den Tumorzellen kénnte

diese Funktion unterbinden.
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Actin, beta (ACTB) steht mit 35 Peptiden an Position 4 und ist nach den MHC-Molekiilen das zweithédu-
figstes Quellprotein aller in unserem Labor identifizierten Peptidliganden. Es ist eines von zwei Aktin
Proteinen, die zu den nicht-muskuléren cytoskelettalen Aktinen gehéren. Weder aus der Literatur noch
aus den Genexpressionsprofilen ist eine Tumorassoziation ersichtlich. Vielmehr gehort actin, beta zu

den konstitutiven Strukturproteinen wie Vimentin, Spektrin und Myosin.

Auch das Glykolyse-Enzym aldolase A, fructose-bisphosphate (ALDOA, Entrez Gene ID: 226) befand
sich unter den universellen Hauptquellproteinen. Es wird vor allem in der Leber, der Niere und im
Diinndarm exprimiert. Erhchte Expression scheint aber auch ein Biomarker fiir Karzinome zu sein, da
ALDOA zusammen mit anderen Glykolyseenzymen im Serum eines Xenograftmodells mit menschlichen
Prostatakarzinomzellen identifiziert werden konnte [599] und auch in Seren von RCC-Patienten erhohte
Mengen von ALDOA detektiert wurden [563]. Ebenso wurden Antikérper gegen ALDOA in Seren von

Lungenkrebspatienten nachgewiesen [205].

Signal transducer and activator of transcription (STAT)-Proteine dienen als Transkriptionsaktivato-
ren, die auf Cytokine und Wachstumsfaktoren reagieren. STAT3 ist vor allem an zelluldren Prozessen
wie Wachstum und Apoptose beteiligt. In verschiedenen Krebsarten konnte ein erhthtes Invasions- und
Metastaserisiko auf erhthte STAT3-Expression zuriickgefiihrt werden [58| [344] [441]. Daher wird STAT3
auch als Onkogen eingestuft [65] und ist damit ein potentielles Tumorantigen fiir die Immuntherapie.
Auch in RCC wurde STAT3 als urséchlich fiir erh6hte IL-6-bedingte Proliferation beschrieben [237]. In
unseren Analysen konnten STAT3-Peptide bisher nur auf Primirgewebe, nicht jedoch auf einer Zelllinie
oder anderen Gewebetypen detektiert werden. Die Expressionswerte wiesen jedoch in keinem Fall eine

Verdnderung im Vergleich zur Normalniere auf (Median 0,6; Range 0,3 - 1,1).

Auch unter den RCC-spezifischen Hauptquellproteinen gehorten die meisten Proteine zu den ,,Selbstpro-
teinen“ und wiesen eine dhnliche Funktionsbandbreite auf wie die universellen RCC-Hauptquellproteine.
Vor allem eine Assoziation mit Membranen und Transportfunktionen konnten nachgewiesen werden,
zum Beispiel bei annexin A4 (ANXA4, Entrez GenelD: 307), solute carrier family 3 cystine, dibasic
and neutral amino acid transporters, activator of cystine, dibasic and neutral amino acid transport,
member 1 (SLC3A1, Entrez GenelD: 6519), transmembrane protein 66 (TMEMG66 Entrez GenelD:
51669) und Sec61 alpha 1 subunit (SEC61A1 Entrez Gene ID: 29927). Die Proteine EF-hand domain
family, member D1 (EFHD1 Entrez GenelD: 80303), Src family associated phosphoprotein 2 (KAP2,
Entrez GenelD: 8935) und das N-myc downstream regulated gene 1 (NDRG1 Entrez GenelD: 10397)
weisen Signalfunktionen auf. Nur ein Protein, caldesmon 1 (CALD1, Entrez Gene ID: 800), stellte ein

weiteres Protein des Cytoskeletts dar.

Liganden aus annexin A4 (ANXA4) konnten bisher nur auf den Geweben von RCCO001, RCC098,
RCC100, RCC110, RCC189 und RCC307 identifiziert werden, jedoch auf keiner weiteren Zelllinie und
keinem anderen Gewebe.

Die genaue Funktion der Annexine ist noch nicht ganz geklart. Die meisten scheinen in Membran-
abhingigen Prozessen, wie Endo- oder Exocytose, involviert zu sein. Uber ANXA4 ist zusiitzlich be-

kannt, dass es fast nur in Epithelzellen exprimiert wird. Eine Uberexpression wurde in RCC und auch in
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Abbildung 3.3: Exemplarische Darstellung der Genexpressionsprofile eines Selbstproteins (Vimentin), eines
etablierten Tumorantigens (Cyclin D1) und eines potentiellen Tumorantigens (Ubiquitin D). In Abbildung A
(linke Seite) sind die Normalgewebe, in Abbildung B (rechte Seite) die Tumor- und autologen Normalnieren-

gewebe dargestellt. Fortsetzung s. Folgeseite.
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In beiden Abbildungen sind zum Vergleich die Werte der Referenz-Normalniere eingeschlossen. Es wurden zwei

verschiedene Chips, U133A und U133APlus, eingesetzt. Zur Vergleichbarkeit der Daten wurde die Expression
von RCCO068 auf beiden Chips analysiert. Alle Werte rechts der zweiten RCC068-Werte wurden auf U133APlus,

alle anderen auf U133A gemessen.
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anderen Tumorarten bereits beschrieben [529, 530, [674]. Dies konnte in einigen RCC-Geweben, vor al-
lem bei RCC070, RCC149, RCC178 und RCC211, bestitigt werden (Median 2,8; Range 0,5 - 6,5). Auch
die Gewebe, aus denen Liganden isoliert und Genexpressionsanalysen durchgefithrt wurden - RCC098,
RCC100 und RCC110, zeigen erhohte Expression sowohl gegeniiber der ,Normalniere“ als auch ihrem
autologen gesunden Nierengewebe. Von den Geweben RCC100 und RCC110 wurden jeweils Paarver-
gleiche bei der HLA-Ligandenanalyse mittels relativer Quantifizierung durchgefiihrt. Dabei wurde der
Ligand DEVKFLTV, der aus RCC001, RCC100 und RCC110 im Tumorgewebe isoliert wurde, auch
auf dem Normalgewebe von RCC100 detektiert.

Unter den gesunden Geweben liegen erhohte Expressionswerte nur in der Harnblase (6,1) und Bauch-

speicheldriise (2,8) vor.

Sec61 alpha 1 (SEC61A1) ist involviert in den Proteintransport in das ER. Wihrend fiir SEC61G in
unserem Labor eine Tumorassoziation im Glioblastom besprochen wurde [454], kommt SEC61A1 auf-

grund seiner niedrigen Expressionwerte (Median 0,9; Range 0,4 - 2,3) dafiir nicht in Frage.

N-myc downstream regulated gene 1 (NDRG1) wird vor allem unter Stress- und Zellwachstumsbedin-
gungen hochreguliert. Dabei steht es unter anderem unter dem Einfluss von Tumorsuppressoren wie
p53 und PTEN [30, 543, 588], HIF1 [496] und Androgenen [594]. Eine Uberexpression wurde bereits in
mehreren Krebsarten beschrieben [30)}, [80] sowie eine negative Korrelation zwischen Tumorinvasivitét
und -Metastasierung und NDRG1-Expression [29, B0]. In den hier analysierten Geweben konnte eine

Uberexpression nicht nachgewiesen werden (Median 1,3; Range 0,2 - 1,9).

Caldesmon 1 (CALD1) ist ein negativer Regulator der Podosomenbildung und damit von Zellinvasion
[664]. In RCC wurde eine Uberexpression von CALD1 beschrieben [567], die jedoch in unserem Labor
nicht bestétigt werden konnte (Median 0,8; Range 0,4 - 1,7).

Auch wenn viele dieser Proteine im Kontext von Zellproliferation und Invasion als {iberexprimiert oder
als Markerprotein in diversen Krebsarten beschrieben wurden, so stellen sie doch in ihrer Gesamtheit
ein Netzwerk dar, das fiir die Homoostase und den allgemeinen Stoffwechsel der Zelle notwendig ist.

Dadurch kommen sie fiir den Einsatz in der Peptid-basierten Immuntherapie nicht in Frage.

3.1.2.3.2 ,Etablierte Tumorantigene” sind Tumor-assoziierte Antigene, die bereits als Quellen im-

munogener Peptide beschrieben wurden.

In Tabelle [3.6] werden alle bislang bekannten Tumor-assoziierten Antigene, die in RCC von T-Zellen
erkannt wurden, aufgefiithrt. Eine ausfiihrliche Auflistung aller Tumor-assoziierten Antigene mit bekann-
ten T-Zellepitopen findet sich in der hier zugrundeliegenden Quelle, der ,, Peptide Database” des Journals
Cancer Immunity http://www.cancerimmunity.org/peptidedatabase/potential.htm und in den entspre-
chenden Referenzen von Novellino et al. und Parmiani et al. [398] [414] [60T].

Im Folgenden werden einige der hier genannten Tumorantigene beispielhaft besprochen.
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Tabelle 3.6: Etablierte Tumorantigene. Aufgefiihrt sind die Namen und Abkiirzungen aus der Entrez Gene

Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) [348] und ihr Genexpressionsprofil fiir die in

diesem Labor untersuchten RCC-Gewebe (M = Median, R = Range). *diese T-Zellepitope wurden in unserem
Labor als HLA-Liganden detektiert.

Anzahl in unserem

Labor identifizierter

RCC-assoziierte Entrez HLA- bekannte T-Zellepitope Literatur HLA-Liganden

Tumorantigene GeneID Restriktion (RCC-Gewebe, auf denen
TAA-Liganden
identifiziert wurden)

v-abl Abelson murine 25 A*02 SSKALQRPV [665] 1

leukemia viral oncogene B*08 GFKQSSKAL [665]

homolog 1 (ABL1) DR4, DR9  ATGFKQSSKALQRPVAS [350, [574]

(M 0,5; R 0,2 - 0,9)

actinin, alpha 4 (ACTN4) 81 A*02 FIASNGVKLV [147] 3 (RCC116)

(M 0,8; R 0,4 -1,7)

adipose differentiation- 123 A*02 SVASTITGV* 5111 10 (RCC001, RCC098,

related protein (ADFP) RCC099, RCC100,

(M 3,0; R 0,1 - 6,5) RCC103, RCC110,
RCC112, RCC115,
RCC186, RCC190,
RCC195, RCC211,
RCC399)

baculoviral IAP 332 A*02 ELTLGEFLKL [612]

repeat-containing 5

(survivin) (BIRCS5)

(M 0,8; R 0,1 -9,2)

cancer /testis antigen 1B 1485 A*0201 SLLMWITQC [251]

(CTAG1B)

(M 0,7; R 0,4 - 2,6)

cancer /testis antigen 2 30848  A*02 MLMAQEALAFL o 1

(CTAG2) u.v.a.

(M 0,4; R 0,3 - 0,9)

carbonic anhydrase IX 768 A*02 HLSTAFARV [608] 2 (RCC130)

(CA9) A*24 EYRALQLHL 591]

(M 4,6; R 0,2 - 34,3) A*24 AYEQLLSRL [591]

A*24 RYFQYEGSL [591]
DR EIHVVHLSTAFARVDEALGR [609]

carboxylesterase 2 8824 B*07 SPRWWPTCL [a77]

(CES2)

(M 0,5, R0,1-1,6)

catenin, beta 1 1499 A*24 SYLDSGIHF [467] 7 (RCC068, RCC099,

(CTNNB1) RCC112, RCC193,

(M0,7; R0,2-1,2) RCC399)

cell division cycle 27 996 DR4 FSWAMDLDPKGA [621] 3

homolog (CDC27)

(M 0,4; R 0,3 - 0,9)

chondroitin sulfate 1464 DR11 VGQDVSVLFRVTGALQ [153] 1 (RCC100)

proteoglycan 4 (CSPG4)

(M 1,1; R0,1-9,2)

cleavage and 29894  A*02 KVHPVIWSL [346]

polyadenylation specific A*02 LMLQNALTTM [346]

factor 1 (CPSF1)

(M 0,4; R 0,3 - 0,9)

colony stimulating factor 1435 B*35 LPAVVGLSPGEQEY [435]

1 (CSF1)
(M 1,6; R 0,5 - 16,0)
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Tabelle 3.6 — Fortsetzung

Anzahl in unserem
Labor identifizierter
RCC-assoziierte Entrez HLA- HLA-Liganden
bekannte T-Zellepitope i
Tumorantigene GenelD Restriktion pitop Literatur (RCC-Gewebe, auf denen
TAA-Liganden

identifiziert wurden)

cyclin D1 (CCND1) 505  DRA4 NPPSMVAAGSVVAAV* [128] 5 (RCC001, RCC149)
(M 2,1; R 0,2 - 10,6) A*02 RLTRFLSRV [=9]

A*02 LLGATCMFV
cyclin-dependent kinase 4 1019 A*02 ACDPHSGHFV [640] 1 (RCCO075)
(CDK4)
(M 0,9; R 0,5 - 1,5)
DEK oncogene (DNA 7913 DR53 TMKQICKKEIRRLHQY [350] 2 (RCCO75)

binding) (DEK)

(M 0,4; R 0,3 - 0,9)

doublecortin domain 51473  B*07 LPRWPPPQL [155]

containing 2 (DCDC?2)

(M 2,8 R 04 - 14,9)

elongation factor Tu GTP 9343 A*03 KILDAVVAQK [321] 4 (RCC116)
binding domain

containing 2 (EFTUD2)

(M 0,7; R 0,3 - 2,0)

EPH receptor A3 2042 DR11 DVTFNIICKKCG [99]

(EPHAS3)

(M 0,4; R 0,3 - 0,9)

eukaryotic translation 1938 A*68 ETVSEQSNV [232] 13 (RCC068, RCCOT75,
elongation factor 2 RCC099, RCC110,
(EEF2) RCC193, RCC211,

(M 0,7; R 0,5 - 1,0) RCC231)

fibronectin 1 (FN1) 2335  DR2 MIFEKHGFRRTTPP [618] 8 (RCC211)

(M 2,0; R 0,2 - 97)

folate hydrolase 1 2346 A*24 NYARTEDFF [235] 2 (RCC099, RCC199)

(prostate-specific

membrane antigen)

(FOLH1)

(M 0,9; R 0,1 - 10,6)

glycoprotein nmb 10457  A*03 TLDWLLQTPK [321] 1 (RCC112)

(GPNMB)

(M 0,4; R 0,3 - 0,9)

heat shock 70kDa protein 3306 A*02 SLFEGIDIYT [185] 14 (RCCO068)

2 (HSPA2)

(kein Probeset)

insulin-like growth factor 3486 DR HSKIIITKKGHAK* [130] 5 (RCC098, RCC190)

binding protein 3

(IGFBP3)

(M 6,1; R 1,0 - 13,9)

keratin 18 (KRT18) 3875 A*02 ALLNIKVKL* [625] 13 (RCC001, RCC013,

(M 0,8 R 0,3 - 3,0) RCC073, RCC099,
RCC100, RCC110,
RCC119, RCC231,
RCC307)

matrix metallopeptidase 7 4316 DR SQDDIKGIQKLYGKRS* [130] 4 (RCCO075, RCC098)

(matrilysin, uterine)

(MMPT)

(M2,1; R02- 18,4)

melanoma antigen family 4100 A*01 EADPTGHSY [6584] 2

A, 1 (MAGEA1) wv.a.

(M 0,4; R 0,3 - 0,9)
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Tabelle 3.6 — Fortsetzung

RCC-assoziierte

Entrez

HLA-

Anzahl in unserem

Labor identifizierter

HLA-Liganden

Tumorantigene GenelD Restriktion bekannte T-Zellepitope Literatur (RCC-Gewebe, auf denen
TAA-Liganden
identifiziert wurden)

melanoma antigen family 4103 A*01 EVDPASNTY [293] 1

A, 4 (MAGEA4) A*02 GVYDGREHTV [142]

(M 0,7; R 0,2 - 8,6) A*24 NYKRCFPVI [359, [407]

B*37 SESLKMIF [673]

met proto-oncogene 4233 A*02 YVDPVITSI* [500] 1 (RCC001, RCC013)

(MET)

(M 13,0; R 0,7 - 32,0)

mucin 1, cell surface 4582 DR3 PGSTAPPAHGVT [228] 1 (RCC121N)

associated (MUC1) DR PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA [255]

(M 0,3; R0,0-1,7) A*02 LLLLTVLTV* [67]

A*0201 STAPPVHNV* 13, [67]

myosin IB (MYO1B) 4430 A*03 KINKNPKYK [675] 1

(M 0,4; R 0,3 - 0,9)

O-linked 8473 A*02 SLYKFSPFPL [466] 3 (RCCO98T)

N-acetylglucosamine

transferase (OGT)

(M 0,9; R 0,5 - 2,1)

peroxiredoxin 5 (PRDX5) 25824  A*02 LLLDDLLVSI [527] 1

(M 0,6; R 0,4 -1,2)

preferentially expressed 23532 A*02 SLLQHLIGL 2711

antigen in melanoma A*02 ALYVDSLFFL [271]

(PRAME) A*02 VLDGLDVLL 271)

(M 0,4; R 0,3 - 0,9) A*02 SLYSFPEPEA [271]

A*02 LYVDSLFFL [245]

regulator of G-protein 8490 A*02 LAALPHSCL* [56] 3 (RCCO075, RCCO098,

signaling 5 (RGS5) A*03 GLASFKSFLK* [56] RCC115)

(M 0,4; R 0,3 - 0,9)

renal tumor antigen 5891 A*02 LKLSGVVRL [400]

(RAGE) A*02 PLPPARNGGL [00]

(M 0,4; R 0,1 - 1,6) B*08 PASKKTDPQK [168]

B*07 SPSSNRIRNT [186]

small nuclear 6632 B*38 SHETVIIEL [321] 1

ribonucleoprotein D1

polypeptide 16kDa

(SNRPD1)

(M 0,9; R 0,4 - 1,5)

SRY (sex determining 6663 A*02 AWISKPPGV [273] 1

region Y)-box 10 (SOX10) A*02 SAWISKPPGV 273

(M 0,6; R 0,1 - 2,0)

tumor-associated calcium 4072 A*24 RYQLDPKFI [560]

signal transducer 1

(TACSTD1)

(M 0,4; R 0,3 - 0,9)

tumor protein p53 (TP53) 7157 A*02 VVPCEPPEV [249] 1 (RCC307)

(M 1,2; R 0,3 -2,6) u.v.a.

ubiquitin protein ligase 23352 B*07 RPHVPESAF [321] 3

E3 component n-recognin

4 (UBRA4)

(M 0,8; R 0,2 - 4,6)

WD repeat domain 46 9277 A*02 CQWGRLWQL [480] 2

(WDRA46)
(M 0,4; R 0,3 - 0,9)
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Tabelle 3.6 — Fortsetzung

Anzahl in unserem
Labor identifizierter
RCC-assoziierte Entrez HLA- HLA-Liganden
bekannte T-Zellepitope i
Tumorantigene GenelD Restriktion pitop Literatur (RCC-Gewebe, auf denen
TAA-Liganden

identifiziert wurden)

WT1 7490  A*24 CMTWNQMNL [203]

(M 0,2; R 0,0 - 2,0) DP5 LSHLQMHSRKH [204]
DR4 KRYFKLSHLQMHSRKH [174]
A*02 RMFPNAPYL [139, [408)
A*01 TSEKRPFMCAY [16]

Ein prominentes Beispiel fiir ein ,etabliertes Tumorantigen“ ist das RCC-Hauptquellprotein adipose
differentiation-related protein (ADFP, Entrez Gene ID: 123). Es wurde auf 16 der 61 untersuchten
Gewebe identifiziert.

Adipophilin ist ein Membran-gebundenes Protein, das an die Oberfliche von Lipidtrépfchen bindet
[485] [572], ist an der Adipocyten-Differenzierung beteiligt [62], 256] und wird generell mit Lipidakku-
mulation und -metabolismus assoziiert [62, [180], [181] 221]. Auch die laktierende Mamma weist erhohte
ADFP-Expressionswerte auf [220]. Seine Expression kann durch Sauerstoffmangel induziert werden
[487], und es stellt einen potentiellen diagnostischen und prognostischen Biomarker fiir das klarzellige
Nierenzellkarzinom dar [657]. Genexpressionsanalysen in unserem Labor weisen keine relevant erhohten

Werte im gesunden Gewebe, dafiir aber in den meisten Tumorgeweben auf (Median 3,0; Range 0,1 - 6,5).

ADFP kommt auffillig oft als HLA-Ligand vor. In unserem Labor konnten neun verschiedene ADFP-
Peptide auf den HLA-Allelen A*02, A*03, A*31, A*68, B*07, B*27 und B*50 identifiziert werden. Auf
RCCO001 und auf RCC098 wurden jeweils drei der neun insgesamt identifizierten Liganden aus Adi-
pophilin detektiert. Wahrend jedoch die drei Liganden aus RCC001, MAGDIYSVFR, MTSALPIIQK
und SVASTITGYV, auf keinem weiteren Gewebe nachgewiesen werden konnten, teilt sich RCC098 seine
drei Liganden (IARNLTQQL, SLLTSSKGQLQK und TSALPIIQK) mit mehreren anderen Geweben.
Nur in RCC112 konnte ein Ligand, VQKPSYYVR, gefunden werden, der seither nicht mehr nachge-
wiesen wurde. Die beiden weiteren Liganden, IESRTLAIA und VRLGSLSTK, wurden mindestens auf
zwei Geweben nachgewiesen. Es ist bemerkenswert, dass das Adipophilin-Peptid TARNLTQQL einer
von nur neun verschiedenen nachweisbaren Liganden auf RCC195 war. Auch auf einer Metastase eines
RCC (RCC399M) konnte ein Adipophilin-Ligand gefunden werden, sowie auf dem korrespondierenden
Tumorgewebe.

All diese Phidnomene sprechen dafiir, dass Adipophilin duflerst abundant auf der Zelloberflache prisen-
tiert wird und hiermit trotz der Expression auch in gesunden Geweben ein geeignetes Tumorantigen
fiir die Peptidvakzinierung darstellt.

Bisher wurden in unserem Labor fiinf Tumor- und Normalgewebe von RCC-Patienten in Paarver-
gleichen mittels relativer Quantifizierung analysiert. In zwei dieser fiinf Gewebepaare, RCC099 und
RCC110, konnte der Adipophilin-Ligand VRLGSLSTK sowohl in Tumor- als auch im korrespondie-
renden Normalgewebe identifiziert werden, jedoch in keinem weiteren Gewebe. Ein weiterer Ligand,
SLLTSSKGQLQK, konnte in einer weiteren solchen Gewebepaaranalyse von RCC100 nur auf dem Tu-

morgewebe, aber nicht im dazugehorigen Normalgewebe identifiziert werden. Eine Korrelation zwischen
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Genexpressions- und Peptidprésentations-Verhéltnissen lag in keinem der Fille vor [628], jedoch wies
das autologe Normalnierengewebe von RCC099 eine deutlich erhohte Expression auf.

Eine weitere Einschrankung in der Fignung fiir die Peptidvakzinierung erfahrt Adipophilin dadurch,
dass auf einer EBV-transformierten B-Zelllinie in unserem Labor ein weiteres Peptid aus Adipophilin
mit der Sequenz QKIQDAQDKLY gefunden werden konnte. Dieser Ligand wurde auf keiner weite-
ren Zelllinie und keinem weiteren Gewebe detektiert. Es besteht die Frage, ob die Prasentation von
Adipophilin auf einer B-Zelllinie daraus resultiert, dass Adipophilin ein im normalen Zellstoffwech-
sel der Ursprungszellen bendttigtes Protein ist, oder aber aufgrund von Verdnderungen, die mit der
EBV-Transformation oder Zellkultivierung einhergehen, erst in dem artifiziellen System der Zelllinie
exprimiert wird.

Alle Sequenzen, ob die der B-Zelllinie, diejenige, die auf Tumor- und Normalgewebe oder die, die nur
von einem einzigen RCC-Gewebe prisentiert wurden, finden sich vollig zufallsbedingt in der Gesamt-
proteinsequenz. Es kann also nicht davon ausgegangen werden, dass hier verschiedene Proteinberei-
che in verschiedenem Gewebekontext prisentiert werden. Eine vollig uneingeschrinkte Fignung als
Vakzinierungsantigen kann dem Adipophilin damit nicht zugeschrieben werden. Bereits beschriebene
T-Zellantworten gegen Peptid-beladene Zielzellen sowie ADFP-exprimierende Tumorzellen mit dem T-
Zellepitop SVASTITGV [511], selbst im Fall einer Vakzinierung gegen andere Tumorantigene [634],

unterstiitzen jedoch wiederum die Auswahl einzelner Peptide zur Impfung.

Vergleicht man das ,,Selbstprotein® Vimentin und das ,etablierte Tumorantigen“ Adipophilin, so sind
hiermit zwei Beispiele abundant préasentierter Quellproteine genannt, die beide eine deutliche Tumoras-
soziation aufweisen, jedoch aufgrund ihrer Genexpressionsprofile unterschiedlich in ihrer Eignung als
Vakzinierungsantigene eingestuft wurden. Dieser Unterschied wird auflerdem dadurch unterstrichen,
dass die Ligandenanalyse aller in unserer Abteilung untersuchten Gewebe Vimentin an Platz sechs der
Quellproteine nach den MHC Klasse I- und zwei Aktin-Proteinen setzt. Identifiziert wurde es auf diver-
sen Zelllinien und Primérgeweben. Wéahrend von Vimentin 33 verschiedene Peptidsequenzen detektiert
werden konnten, wurden von Adipophilin 10 verschiedene Sequenzen identifiziert. Adipophilin kommt
damit an Platz 63 aller iiber 3500 zum Zeitpunkt dieser Dissertation in unserer Abteilung identifizierten
Quellproteine. Dies ist unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass Adipophilin fast ausschliefilich auf
RCC-Gewebe vorkommt, beachtlich.

Unter den universellen RCC-Hauptquellproteinen fand sich ein weiteres Antigen, das bereits als Tumor-
assoziiert und aus dem ein T-Zellepitop beschrieben wurde: keratin 18 (KRT18, Entrez Gene ID: 3875).
Wiéhrend Vimentin vor allem in mesenchymalen Zellen vorzufinden ist, gehéren Cytokeratine zu den
Intermediérfilamenten von Epithelzellen. Die Koexpression dieser beiden Filamente fithrt zu verstérk-
ter Zellbeweglichkeit und damit erhohtem Metastaserisiko [104]. Wéhrend normale Zellen vor allem
KRT5, KRT6, KRT7, KRT14 und KRT17 exprimieren, zihlen KRT8, KRT18 und KRT19 zu den
Tumorzell-spezifischen Cytokeratinen [583]. Sie werden von vielen Karzinomarten exprimiert und frei-
gesetzt [548), 598]. Ein Fragment aus KRT18 ist das Tumorantigen Tissue-polypeptide-specific antigen
(TPA) [46], 486, 624], das in Seren von Karzinompatienten zirkuliert. Vor allem in apoptotischen Zel-
len steigt die Konzentration von KRT18-Fragmenten, die durch erhthte Caspaseaktivitit entstehen
[89, B06]. Aber auch in proliferierenden Zellen liegt vermehrt 1sliches KRT18 vor [I02]. Uber einen
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allgemein bekannten Expressions- oder Konzentrationsanstieg von KRT18 in RCC ist keine Angabe
in der Literatur zu finden. Dafiir konnten in unserem Labor KRT18-spezifische T-Zellen im normalen
CD8 T-Zellrepertoire identifiziert werden [625].

Peptide aus diesem Protein konnten bisher nur auf Primérgewebe, einer aus RCC068 abgeleiteten Zell-
linie und einer mit einem li-Keratin 18-Fusionsprotein transfizierten B-Zelllinie detektiert werden. In-
teressanterweise befanden sich die drei Liganden ALLNIKVKL, RLLEDGEDFNL und RYALQMEQL,
die nur auf RCC-Geweben und der RCC068-abgeleiteten Zelllinie préasentiert wurden, in dem Bereich,
aus dem das TPA-Fragment resultiert (ca. Position 284-396), wiithrend die beiden anderen Liganden,
RLASYLDRYV und SHYFKIIEDLRAQI, die jeweils zusétzlich bzw. ausschliefilich auf der mit dem Ke-
ratin 18-Ii-Fusionsprodukt transfizierten Zelllinie identifiziert wurden, auflerhalb dieses Bereiches lagen.
All diese Phénomene lieflen die Keratin 18-Liganden, die auf RCC identifiziert wurden, als geeignete
Vakzinierungspeptide fiir die Immuntherapie erscheinen, doch die Ergebnisse der Genexpressionsana-
lyse boten keine eindeutige Grundlage fiir die Auswahl von Keratin 18 als Vakzinierungsantigen. Alle
erzielten Werte wiesen ein ,absent” auf, was bedeutet, dass die Expressionswerte der jeweiligen mis-
match-Sonden des Mikroarrays im Vergleich zu den perfect match-Sonden zu hoch waren, um die
generierten Werte als spezifisch anzuerkennen. Betrachtet man gleichwohl das Ergebnis, so zeigten nur
vier der analysierten Tumorgewebe Expressionswerte iiber denen der Normalniere (Median 0,8; Range
0,3 - 3,0). Im Gegensatz dazu konnte eine deutliche Uberexpression in einigen autologen Normalnieren-
geweben und auch folgenden gesunden Geweben nachgewiesen werden: Leukocyten (13,0), Milz (9,8),
Diinndarm (7,5), Luftréhre (6,1) und Harnblase (5,7).

Die Membran-gebundene carbonic anhydrase IX oder auch G250 (CA9, Entrez Gene ID: 768) wird
seit einiger Zeit als spezifischer Marker fiir RCC eingestuft. Dabei wird diesem Antigen sowohl in
prognostischer und diagnostischer als auch in therapeutischer Sicht eine wichtige Rolle zugesprochen
[69, B330% 590]. In Maus-Experimenten wurde bereits erfolgreich mit Peptiden gegen RCC geimpft [532].
Auch in der Antikorper-basierten Immuntherapie wurden monoklonale G250-Antikérper in mehreren
klinischen Studien eingesetzt [120, [310]. Der Einsatz CA9-Peptid-gepulster Dendritischer Zellen war
bisher jedoch nicht erfolgreich [50].

In unserem Labor konnten bisher nur zwei HLA-Liganden aus CA9 isoliert werden, von denen einer,
der Ligand QSPVALRPL, auf einer LCL-Zelllinie, der andere, der Ligand SPRAAEPVQL, auf RCC130
identifiziert wurde. Unsere Genexpressionsdaten decken sich mit in der Literatur bereits beschriebenen
[310], wonach eine starke Tumor-spezifische Uberexpression, jedoch auch eine Hochregulation in Epi-

thelzellen der Magenschleimhaut nachgewiesen werden kann.

Catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa (CTNNBI, Entrez Gene ID: 1499) hat zahlreiche
Interaktionspartner und Funktionen, als Zelladh&sionsmolekiil vor allem aber auch in Zusammenhang
mit dem Wnt-Signalweg [229, [336],577]. Dabei kann 3-Catenin als Transkriptions-Cofaktor auch onkoge-
ne Eigenschaften einnehmen [589]. All diese Eigenschaften erklidren unter anderem den Zusammenhang
von (-Catenin-Aktivitdten und der Onkogenese beim Nierenzellkarzinom [95, [424], 531], [586].

Sieben HLA-Liganden konnten aus (-Catenin in unserem Labor isoliert werden, vier davon auf RCC-
Geweben. Dabei war der Ligand AQNAVRLHY der einzige, der nur auf einem Tumorgewebe (RCC068)
identifiziert werden konnte. Der Ligand TTSRVLKVL wurde sowohl auf Normal- als auch Tumorgewebe
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von RCC099 nachgewiesen. Die Liganden TVGLIRNL und VGLIRNLAL wurden jeweils aus verschie-
denen RCC-Geweben und Zelllinien, alle weiteren Liganden auf weiteren Zelllinien oder Primérgeweben
isoliert. Die Tatsache der universellen Liganden-Prisentation spiegelt sich auch im Genexpressionsprofil
von CTNNBI wider. Hier kann weder in gesunden Geweben noch in RCC-Geweben eine Uberexpression

nachgewiesen werden.

Cyclin D1 (CCND1, Entrez Gene ID: 595) reguliert vor allem den Ubergang von der G1- in die S-
Phase [458]. Dabei interagiert es auch mit dem Tumorsuppressorprotein Rb und kann auf diese Weise
die Zellproliferation verstirken [211), 257]. Eine Uberexpression ist demzufolge ein hiufig beobachtetes
Phénomen auch in RCC [219].

Insgesamt wurden in unserem Labor bisher fiinf HLA-Liganden aus CCND1 isoliert. Die zwei HLA-
Liganden DRVLRAML und ETIPLTAEKL konnten ausschliefilich jeweils auf RCC149 und RCC001
identifiziert werden. Der Ligand NPPSMVAAGSVVAAV wurde auf einer mit dem [i-CCND1-Fusions-
konstrukt transfizierten B-Zelllinie nachgewiesen. Mit diesem Ligand wurden in unserem Labor auch
erfolgreich T-Zell-Stimulationen durchgefiihrt [128]. Zwei weitere Liganden fanden sich auf einem Glio-
blastom und einer Melanomzelllinie. Viele der untersuchten Tumorgewebe wiesen im Genexpressions-
profil eine deutliche Uberexpression auf. In fast allen Féllen lag die Expression iiber der des autologen

Normalnierengewebes. In den gesunden Geweben konnte keine Uberexpression nachgewiesen werden (s.

Abbildung [3.1.2.3.1)).

Eukaryotic translation elongation factor 2 (EEF2, Entrez Gene ID: 1938) ist, wie der Name schon an-
deutet, an der Proteinbiosynthese und damit an universellen Zellprozessen beteiligt. In einigen Féllen
wurde jedoch eine Assoziation mit verschiedenen Krebsarten beschrieben [107, 327]. Unter Sauerstoff-
mangel wird unter anderem die Translation von EEF2 herunterreguliert [335]. Bei der Genexpressi-
onsanalyse wiesen weder die gesunden noch die Tumor- oder autologen Normalnierengewebe einen
Expressionswert iiber 1,3 auf. Die Tatsache, dass HLA-Liganden aus EEF2 auf 8 RCC-Geweben nach-
gewiesen wurde, resultiert unter anderem wohl daraus, dass es eine zentrale Aufgabe in den meisten

Zelltypen hat, denn auch auf 17 weiteren Zelllinien konnten EEF2-Liganden nachgewiesen werden.

Insulin-like growth factors (IGFs) stimulieren die Zellteilung und -differenzierung und haben damit auch
einen Einfluss auf die Carcinogenese [200], 449]. Thre Aktivitdt kann reguliert werden durch Bindepro-
teine (IGFBPs). Es wurde mehrfach beschrieben, dass erhohte Expression von IGF1 und verminderte
Expression von Insulin-like growth factor binding protein 8 (IGFBP3, entrez Gene ID 3486) mit ver-
starktem Krebsrisiko bei Prostata-, Brust-, Lungen-, Leber- und colorektalen Karzinomen einherging
[177, 243, [670]. In RCC-Zellen wurde dagegen eine erhohte IGFBP3-Expression nachgewiesen [98] [562].
Dies deckt sich mit dem Genexpressionsprofil, das mit den hier untersuchten Geweben erstellt wur-
de. Danach weist IGFBP3 in fast allen untersuchten Tumorgeweben eine deutliche Uberexpression
iiber dem autologen Normalnierengewebe auf sowie gegeniiber den meisten gesunden Geweben. Nur in
der Placenta konnte eine relevante Uberexpression (8,6) gegeniiber Normalnierengewebe nachgewiesen
werden. Die starke Hochregulierung dieses Antigens geht allerdings nicht mit einer deutlich vermehr-
ten HLA-Présentation einher. Von vier insgesamt in unserem Labor identifizierten HLA-Liganden aus
IGFBP3 konnten bisher nur zwei auf RCCs nachgewiesen werden: der HLA Klasse II-Ligand HPLHS-
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KIIIIKKGHAK auf RCC190 und der Ligand RPTLWAAAL auf RCC098, der von RCC068 abgeleiteten
und einer B-Zelllinie. Zwei weitere Léngenvarianten des HLA Klasse II-Liganden wurden auf einem Uro-

thelkarzinom identifiziert.

Matrix Metalloproteinasen (MMPs) sind wichtige Faktoren beim Abbau extrazelluldrer Matrix und
damit auch bei Invasionsvorgingen von Tumorzellen [287]. Matriz metallopeptidase 7 (MMP7, Entrez
Gene ID: 4316) wird als Reaktion auf Sauerstoffmangel oder mikrobielle Produkte von Zellen des an-
geborenen Immunsystems ausgeschiittet [74]. Neben dem angeborenen Immunsystem wurde es bisher
hauptséchlich in Krebszellen nachgewiesen [637]. In den Krebsarten, in denen vermehrt IGF1 vorliegt,
konnte MMP?7 als Ursache dafiir durch den verstirkten Abbau von IGFBP3 identifiziert werden [360].
In RCC wurden verstidrkte Tumorentwicklung und Angiogenese auf eine erhohte MMP7-Expression
zuriickgefiihrt [361].

Eine erhohte Genexpression konnte auch bei einem Drittel der hier untersuchten Tumorgewebe nachge-
wiesen werden. Allerdings wiesen auch iiber die Hilfte der autologen Normalnierengewebe eine deutliche
Hochregulation auf. Wahrend damit in sieben Féllen die Expression im Tumorgewebe hoher war als im
entsprechenden autologen gesunden Nierengewebe, war in zwolf Fillen das Verhéltnis genau umgekehrt.
HLA-Liganden aus MMP7 wurden bisher vor allem auf Primérgeweben gefunden, zwei von den vier
Liganden auf RCCs, FPNSPKWTSK auf RCC075 und SLFPNSPKWTSK auf RCC075, RCC098 und

einer B-Zelllinie. Die beiden anderen Liganden auf jeweils einem Colon- und einem Urothelkarzinom.

Mucin-1 (MUCI, Entrez Gene ID: 4582) ist ein glykosyliertes Phosphoprotein, das iiber eine Transmem-
brandoméne an der Oberfliche vieler Epithelzellen sitzt. Es besitzt extrazelluldr eine 20 Aminosiure
lange VNTR (variable number tandem repeat) Doméne [I87, 314]. Je nach Zelltyp kann sowohl die
Anzahl und Art an Glykosylierungen als auch an Tandemwiederholungen stark variieren [241) 497].
Eine Uberexpression und auch veriéinderte Glykosylierungsmuster sind oft assoziiert mit Karzinomen,
und bereits Ende der 80er Jahre wurden die ersten T-Zellreaktionen gegen das Tumorantigen MUC1
nachgewiesen - interessanterweise mit MHC-unrestringierten CTL [34]. Durch monoklonale Antikérper
konnte gezeigt werden, dass in gesundem Gewebe eine Kernsequenz aus MUC1 wahrscheinlich durch
Glykosylierungen maskiert wird, deren Epitop in Brust-, Lungen-, Darm- und Eierstock-Krebsgeweben
detektiert werden konnte [73] [189].

Beide MUC1-Peptide, die im Rahmen klinischer Studien von unsererm Labor eingesetzt wurden, liegen
jeweils auflerhalb der VNTR-Doméne mit der Kernsequenz PAPGSTAPPAHGVTSAPDTR. Das Pep-
tid LLLLTVLTYV liegt am N-Terminus, das Peptid STAPPVHNYV direkt im C-terminalen Anschluss an
die VNTR-Domine, beide jedoch im extrazelluldren Bereich. Beide Sequenzen umfassen damit weder
die immunogene Sequenz SAPDTRPAP, die von Anti-Brustkrebs- bzw. Anti-Ovarialkrebs- Antikérpern
erkannt wird [647], noch das CTL-Epitop der VNTR-Kernsequenz [246].

Eine erhohte Expression von MUC1 wurde in RCCs bisher nur mit immunhistochemischen Methoden
beschrieben [176, 300} [322]. Bei Genexpressionsanalysen von Blasen- und Urothelkarzinomen konn-
te keine MUC1-Uberexpression nachgewiesen werden [460]. Genexpressionsanalysen in unserem Labor
wiesen auch keine relevante Uberexpression von MUC1 in den untersuchten Geweben auf, und in den
meisten Féllen lagen die Expressionswerte der autologen Normalnierengewebe iiber denen der entspre-

chenden Tumorgewebe. In den gesunden Geweben war lediglich eine Uberexpression im Magen (3,5)
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nachzuweisen. Die Sequenz des einzigen HLA-Liganden, der aus MUCI - allerdings auf dem autolo-
gen Normalnierengewebe von RCC121 - nachgewiesen wurde, VVQLTLAFR, befindet sich C-terminal
der VNTR-Region, jedoch noch im extrazelluliren Bereich. Es bleibt jedoch zu hoffen, dass mit der
Entwicklung von Nachweismethoden glykosylierter HLA-Liganden weitere Liganden aus MUC1 identi-
fiziert werden konnen, nachdem eine Kolokalisation von MUC1-Glykopeptiden mit HLA Klasse I- und

vor allem Klasse II-Kompartimenten nachgewiesen werden konnte [387].

Erhohte Genexpressionswerte fiir regulator of G-protein signaling 5 (RGS5, entrez Gene: 8490) in
Herz, Lunge, Muskel und Diinndarm, vor allem aber in Arterien, die bereits frither beschrieben wurden
[5, 522], konnten in Analysen in unserem Labor bestétigt werden (Arterien 22,6; alle weiteren Werte
unter 5,3). In der Literatur ist beschrieben, dass die hohen Expressionswerte von RGS5 in arteriel-
lem Gewebe auf die verstirkte Vaskularisierung des Tumorgewebes zuriickzufiihren seien und sich von
Expressionswerten arterieller Gewebe aus gesunden Geweben deutlich unterscheiden [178]. Dies, die
Tatsache, dass RGS5 generell als Angiogenesemarker beschrieben wurde [41] und die deutliche Uber-
expression in den meisten in unserem Labor untersuchten Geweben bildeten die Grundlage fiir die
Auswahl der einzigen beiden in unserem Labor identifizierten HLA-Liganden aus RGS5, GLASFKS-
FLK und LAALPHSCL, zu CTL-Stimulationsversuchen. Dabei kam es zu einer erfolgreichen Induktion
von CTL-Antworten gegen beide Epitope [56]. Beide Liganden wurden jeweils nur auf RCC-Gewebe
identifiziert, GLASFKSFLK auf RCC075 und RCC098 und LAALPHSCL auf RCC115.

Nach den dieser Arbeit zugrunde liegenden Auswahlkriterien von Antigenen bzw. Peptiden als Impf-
kandidaten miissen zwei bzw. idealerweise drei Kriterien erfiillt sein: Es sollten HLA-Liganden des
entsprechenden Antigens, moglichst auch auf dem betreffenden Tumor, identifiziert worden sein. Das
Genexpressionsprofil des Antigens sollte moglichst eine Uberexpression im entsprechenden Tumor, vor
allem aber keine relevante Uberexpression im dazu gehérigen autologen Normalnieren- oder sonstigen
gesunden Gewebe aufweisen. Die Auswahl kann auflerdem positiv beeinflusst werden, wenn eine natiir-
liche T-Zellreaktion gegen das betreffende Antigen bekannt ist. Das letztere Kriterium ist in Anbetracht
des zeitlichen Aufwands der dafiir nétigen Experimente jedoch zunéchst keine zwingende Voraussetzung

bei der Auswahl neuer Tumorantigene fiir die Immuntherapie.

Bei den etablierten Tumorantigenen sind per Definition bereits T-Zellreaktionen beschrieben und in al-
len Fillen der hier exemplarisch besprochenen Auswahl auch HLA-Liganden bekannt. Allerdings beste-
hen bereits hier einige deutliche Unterschiede zwischen den genannten Quellproteinen. Wahrend ADFP
und EEF2 mit jeweils 10 bzw. 13 verschiedenen Liganden auf 7 bzw. 5 verschiedenen Tumorgeweben
nachgewiesen wurden, konnten von allen anderen Quellproteinen bisher nur ein oder zwei Liganden
auf Tumorgewebe nachgewiesen werden. RGS5 ist dabei das einzige Quellprotein, von dem auf keinem
anderen als RCC-Tumorgewebe HLA-Liganden isoliert wurden. Von MUC1 dagegen ist bisher nur ein
einziger Ligand, und dieser auf dem autologen Normalnierengewebe eines RCCs, gefunden worden. Von
allen anderen Antigenen wurden auch Liganden auf Zelllinien oder anderem Primérgewebe gefunden,
wobei nur die Liganden von CA9 und CCND1 RCC-spezifisch waren. Da Zelllinien immer ein artifiziel-
les System darstellen, lassen sie keine Riickschliisse darauf zu, ob ein Antigen auch im Ursprungsgewebe

der entsprechenden Zelllinie so stark prisentiert wird. Ein deutlich negativer Faktor bei der Auswahl
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von Impfpeptiden ist jedoch der Fund von HLA-Liganden auf autologem Normalnierengewebe. Ligan-
den aus ADFP, KRT18, CTNNBI1, EEF2 und MUC1 wurden auch auf autologem Normalnierengewebe
identifiziert. In diesem Fall sollte sich, falls sonst alle weiteren Kriterien fiir eine Auswahl eines Antigens

als Vakzinierungskandidat sprechen, die Wahl auf alternative Liganden beschrénken.

Betrachtet man die besprochenen Antigene in bezug auf ihre Genexpression, so kann man folgende
vergleichende Analysen aufstellen:

Zunichst konnen die gesunden Gewebe daraufhin gepriift werden, dass keine Uberexpression vorliegen
soll. Dabei stellen nur CCND1, CTNNB1 und EEF2 vollkommen unbedenkliche Antigene dar. ADFP,
CA9, IGFBP3, MMP7 und MUC1 weisen in einzelnen gesunden Geweben eine mehr oder weniger
starke Uberexpression auf. Je nach Gewebeart und Stérke der Uberexpression miissen hier individuel-
le Entscheidungen iiber die Relevanz oder mogliche Einschrankungen getroffen werden. So kann zum
Beispiel bei der Uberexpression in geschlechtsspezifischen Organen ein Antigen prinzipiell als Vakzi-
nierungskandidat in Frage kommen, nur eben spezifisch fiir Patienten des jeweils anderen Geschlechts.
Kritisch aufgrund zum Teil sehr hoher und weit verbreiteter Uberexpression oder fehlender spezifischer
Expressionswerte waren die Genexpressionsprofile der gesunden Gewebe bei KRT18 und RGS5.

Der zweite Schritt in der Genexpressionsanalyse ist die Betrachtung der Tumor- und ihrer jeweiligen au-
tologen Normalnierengewebe. Auch hier sind die Expressionswerte bei CTNNB1 und EEF2 unauffillig.
Sie bewegen sich alle etwa auf dem Niveau der Normalniere. Die Expressionsprofile von ADFP, MMP7
und RGS5 weisen mit einzelnen Ausnahmen und die von CA9, CCND1 und IGFBP3 einschriankungslos
deutliche Tumorassoziation auf. Im Gegensatz dazu weisen KRT18 und MUC1 wenn iiberhaupt nur im

autologen Normalnierengewebe eine Uberexpression auf.

Zusammenfassend lassen sich aus den HLA-Présentations- und Genexpressions-Daten folgende Schliisse
ziehen:

Eindeutig ungeeignet fiir den Einsatz in der Immuntherapie ist das Antigen KRT18, zumindest solange
keine spezifischen Expressionsdaten vorliegen, die die hohen, jedoch unspezifischen mittels Mikroarray
erzielten Expressionswerte widerlegen.

Einen Sonderstatus nimmt das Antigen MUCI1 ein. Sein Expressionsprofil weist zunéichst keine rele-
vante Uberexpression in gesunden Geweben auf aufler leicht erhthte Werte im Magen. Dafiir konnte
bisher nur ein einziger Ligand auf autologem Normalnierengewebe sowie eine hohere Expression in den
meisten autologen Normalnierengeweben im Vergleich zu den jeweiligen Tumorgeweben nachgewiesen
werden. Es ist jedoch, wie bereits erldutert, aus vielen Krebsarten bekannt, dass MUC]1 ein deutlich
Tumor-assoziiertes Antigen ist. Seine Tumor-Assoziation wurde bisher jedoch vor allem durch Anti-
korperfarbungen nachgewiesen, bei denen Epitope erkannt werden, die in gesundem Gewebe durch
Glykosylierungen maskiert werden. Das heifit, dass eventuell in allen Geweben gleichermafien MUC1
exprimiert werden konnte, jedoch der Nachweis mit den entsprechenden Antikérpern nur in Krebsge-
weben moglich ist. Dies wiirde die Ergebnisse unserer Genexpressionsanalysen erkldren. Das Phéanomen
der variierenden Glykosylierungsmuster kann auflerdem einen Einfluss auf die Antigenprozessierung und
-prisentation haben, der dazu fiihrt, dass mit unseren Methoden keine weiteren HLA-Liganden detek-
tiert werden konnten. Die Tatsache, dass bereits vermehrt T-Zellreaktionen gegen MUC1 nachgewiesen

werden konnten und MUC1-Peptide auch in klinischen Studien mit Peptid-gepulsten DCs erfolgreich
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eingesetzt wurden [634], spricht jedoch insgesamt fiir den Einsatz von MUCI in der Immuntherapie.
Die Expressionsprofile von CTNNB1 und EEF2 sind nicht sehr iiberzeugend. Doch die Tatsache, dass
bereits T-Zellreaktionen gegen beide Antigene beschrieben wurden, keine Uberexpression in gesundem
Gewebe nachgewiesen werden konnte und in beiden Féllen je zwei RCC-spezifische Liganden detektiert
werden konnten, schlieffen beide Antigene als Impfkandidaten nicht prinzipiell aus. Andererseits wer-
den beide Antigene mit jeweils sieben (CTNNBI1) und 13 (EEF2) HLA-Liganden offensichtlich auch
auf vielen anderen Geweben présentiert, RCC-spezifische Liganden konnten nicht nachgewiesen werden.
Daher ist die Eignung dieser beiden Antigene fiir die Immuntherapie fraglich.

Die Expressionsprofile von CA9, MMP7 und RGS5 sind fiir Vakzinierungsantigene nicht optimal. Bei
MMPT7 sind jedoch keine grofieren Probleme zu befiirchten, da eine Reaktion gegen Fettgewebe unwahr-
scheinlich ist und erhéhte Expressionswerte in der Harnblase oft in Expressionsprofilen RCC-assoziierter
Antigene auftreten. Daher ist MMP7 ein guter Kandidat fiir die Immuntherapie, solange man nur in den
Fallen impft, in denen das Tumorgewebe hohere Expressionswerte aufweist als das autologe Normal-
nierengewebe. Die Auswahl von CA9 als Impfantigen beruht vor allem auch auf vielen in der Literatur
beschriebenen Phianomenen, bei denen CA9 eine deutliche Tumorassoziation aufweist. Aufgrund seiner
Uberexpression im Magen ist eine Auswahl jedoch nur mit gewisser Einschrinkung auf diejenigen Ge-
webe zu empfehlen, in denen die Expression noch iiber der vom Magen liegt, was immer noch in fast der
Hilfte der Gewebe zutrifft. Das Phinomen der Uberexpression von RGS5 in arteriellem Gewebe kann
in Anbetracht der Tatsache, dass zwei HLA-Liganden aus RGS5 bisher nur aus Tumorgewebe isoliert
und gegen beide auch CTL-Antworten nachgewiesen wurden, bedeuten, dass im Fall einer Immunthe-
rapie nicht nur erfolgreich das Tumorgewebe, sondern auch das Gefésystem des Tumors angegriffen
wird. Der Einsatz dieses Antigens muss daher mit grofler Vorsicht durchgefiihrt werden, kann aber auch
durchaus erfolgversprechend sein.

Wie bereits erwéhnt, stellen ADFP und IGFBP3 zwei Antigene dar, die geschlechtsspezifische Genex-
pressionsmuster aufweisen, ADFP vor allem in Placenta und Brustgewebe und IGFBP3 in Placenta
und Gebédrmutter. Die Placenta stellt fiir die Immuntherapie kein relevantes Gewebe dar und in der
Gebarmutter weist IGFBP3 auch keine Expression iiber 3 im Vergleich zur Normalniere auf. Auflerdem
konnten aus IGFBP3 bisher nur HLA-Liganden aus Primérgewebe gewonnen werden. Daher wird dieses
Antigen uneingeschriankt in der Immuntherapie eingesetzt. Von ADFP ist jedoch auch in der Literatur
eindeutig eine Expression in der laktierenden Mamma beschrieben, so dass in diesem Fall von einer
Impfung weiblicher Patienten abgesehen werden sollte.

Das eindeutig iiberzeugendste Tumorantigen in dieser Auswahl an Antigenen ist CCNDI1. Es weist
keine Uberexpression in gesunden Geweben auf, dafiir eine deutliche Uberexpression in Tumorgewe-
ben. Bisher wurden nur HLA-Liganden aus CCND1 auf Primérgewebe identifiziert, von denen einer,
NPPSMVAAGSVVAAYV, auch als T-Zellepitop beschrieben wurde. Hiermit stellt CCND1 einen opti-
malen Kandidaten fiir die Immuntherapie dar.

Interessanterweise sind die Vakzinierungskandidaten IGFBP3, MMP7 und CCDN1 neben KRT18 die
einzigen Quellproteine innerhalb dieser Auswahl besprochener Antigene, aus denen auch HLA Klasse

II-Liganden gefunden werden konnten.

3.1.2.3.3 ,,Potentielle Tumorantigene“ sind Quellproteine, von denen jeweils HLA-Liganden isoliert

wurden und deren Expressionsprofil in der Hauptzahl aller oder in individuellen RCCs die Kriterien
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einer Zuordnung zu den TAA erfiillen, die aber noch nicht als tumorassoziierte Antigene bzw. gegen

die noch keine T-Zellreaktionen beschrieben wurden.

Die Suche nach neuen Tumorantigenen kommt der Suche nach der sprichwortlichen Stecknadel im Heu-
haufen gleich. Die massenspektrometrische Analyse einer Gewebeprobe nach Immunprézipitation der
HLA-Molekiile und Aufreinigung der Peptide ergibt in den meisten Féllen und beim jetzigen Stand der
Methoden eine Ligandenausbeute im dreistelligen Bereich. Im Idealfall befindet sich unter all diesen
Peptiden einer Tumorprobe etwa eine Handvoll Sequenzen, deren Quellproteine eine Tumorassoziation
moglich erscheinen lassen. Darunter wiederum sind mittlerweile oft bereits bekannte Kandidaten, also
bereits etablierte Tumorantigene. Dies stellt bereits einen Erfolg dar, vor allem, wenn es sich um neue
Liganden bekannter Tumorantigene handelt, im besten Fall mit neuen HLA-Restriktionen. Denn da-
durch wird die Zahl der Patienten, die gegen solch ein Tumorantigen geimpft werden kénnen, deutlich
vergrofert. In nur sehr seltenen Fillen kénnen auch neue potentielle Tumorantigene auf diese Weise

identifiziert werden.

HLA-Liganden aus sieben der hier besprochenen ,potentiellen Tumorantigene* (s. Tabelle wur-
den unter den im Rahmen dieser Dissertation bearbeiteten und analysierten Geweben (s. Tabelle |3.1])
isoliert. Kinige davon sind bereits in klinischen Studien zum Einsatz gekommen, mit anderen wurden

T-Zell-Stimulationsversuche durchgefiihrt.

Tabelle 3.7: Potentielle Tumorantigene. Aufgefiihrt sind die Namen und Abkiirzungen aus der Entrez Gene
Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov /sites/entrez?db=gene) [348] und ihr Genexpressionsprofil fiir die in
diesem Labor untersuchten RCC-Gewebe (M = Median, R = Range). n.a. = nicht annotiert - eine HLA-Allel-
Zuordnung war in diesen Fillen nicht moglich. *diese Peptide wurden in klinischen Studien eingesetzt. **diese

Peptide wurden fiir T-Zell-Stimulationsversuche eingesetzt.

Anzahl in unserem
Labor identifizierter
Entrez HLA- HLA-Liganden
RCC-assoziierte Tumorantigene Peptidsequenz
& GenelD Restriktion P 4 (RCC-Gewebe, auf denen
TAA-Liganden

identifiziert wurden)

Acyl-CoA synthetase long-chain 2182 A*03 KLFDHAVSKF* 5 (RCCO075, RCCO098,
family member 4 (ACSL4) RCC211)
(M 1,6; R 04, - 7,0) Cw*0401 LFDHAVSKF 1
B*07 VPNQKRLTLL* 2 (RCCOT75, RCC130)
Apolipoprotein L, 1 (ApoL1) 8542 A*02 ALADGVQKV* 11 (RCCO13, RCCO6S,
(M 6,5; R 1,1 - 55,7) RCC099, RCC110,
RCC110, RCC130)
A*02 FLGENISNFL* 2 (RCCO013, RCC115)
Egl nine homolog 3 (C. elegans) 112399 B*13 KLHGGILRI 1 (RCC211)
(EGLN3) B*35 MPLGHIMRL 2 (RCC121, RCC193)
(M 6,1; R 0,4 - 17,1) A*02 YIVPCLHEV** 1
melanoma antigen family D, 4B 81557 A*25 NIGDEALIGRW* 1 (RCC103)
(MAGEDA4B)
(M 0,7; R 0,1 - 52,0)
nicotinamide 4837 DR EGLFSLVARKLSRP 1
N-methyltransferase (NNMT) DR SSTMANNEGLFSLVARKLSRPL 1 (RCC226)
(M 39,4; R 0,3 - 168,9) A*24 YYMIGEQKF** 3 (RCCO13, RCC130,
RCC231)
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Tabelle 3.7 — Fortsetzung

Anzahl in unserem
Labor identifizierter
Entrez HLA- HLA-Liganden
RCC-assoziierte Tumorantigene Peptidsequenz
& GenelD Restriktion P 4 (RCC-Gewebe, auf denen

TAA-Liganden

identifiziert wurden)

Plexin B2 (PLXNB2) 23654 A*25 TVVERMLSNW 1 (RCC103)
(M 0,3; R0,1-0,7) A*24, n.a. TYTDRVFFL* 4 (RCC110, RCC130,
RCC231, RCC307)

A*24 YYTDIMHTL 1 (RCC231)

ubiquitin D (UBD) 10537 B*5101 DANPYDSVKKI* 1

(M 7,0; R 0,3 - 32,0) B*35, B*5101 NPYDSVKKI* 4 (RCC135, RCC231)

Vascular cell adhesion molecule 7412 B*35 FPRDPEIEM 1 (RCC211)

1 (VCAM1) A*03 ITYFARKANMK 1 (RCC211)

(M 5,7; R 0,1 - 19,7) A*03 QIDSPLNGK 2 (RCC211, RCC135)
DR TPESRYLAQIGDSVSLT 1 (RCC231)

Acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 (ACSL4; Entrez Gene ID: 2182) ist eines der Antige-
ne, die schon einmal in einer Impfstudie zum Einsatz kamen. In diesem Fall wurden jedoch Dendritische
Zellen mit den zwei Peptiden KLFDHAVSKF und VPNQKRLTLL beladen und damit auch nur ein ein-
ziger Patient, RCCO075, geimpft. Bei diesen Patienten zeigte das Genexpressionsprofil der Tumorprobe
auch eine deutliche Uberexpression sowohl gegeniiber dem entsprechenden autologem Normalnierenge-
webe als auch gegeniiber dem gesunden Gewebe. Nur in zwei weiteren Féllen, bei RCC119 und RCC133,
konnte eine Uberexpression im Tumorgewebe detektiert werden, die aber in beiden Féllen niedriger war
als die Expression im autologen Normalnierengewebe. Aus diesen beiden Gewebeproben konnten auch
keine ACSL4-Liganden gewonnen werden. Die beiden Peptide wurden aber auch auf anderen Gewe-
ben detektiert: KLFDHAVSKF auf RCC075, RCC098, RCC211, einer Zelllinie und einem Glioblastom,
VPNQKRLTLL auf RCC075 und RCC130. Wihrend in Leber- und Darmkrebs eine Uberexpression
von ACSL4 beschrieben wurde [81), 557], deutet das Genexpressionsprofil von ACSL4 nicht auf eine
generelle Tumorassoziation in Nierenzellkarzinomen hin. Damit stellt dieses Antigen nur im Fall von

RCCO075 ein geeignetes Tumorantigen dar.

Apolipoprotein L, 1 (ApoLl, Entrez GenelD: 8542) bindet an das Hauptapoprotein, Apolipoprotein
A1, in high density lipoproteins (HDLs). Eine Tumorassoziation ist in der Literatur nicht beschrie-
ben. In unserem Labor konnten jedoch zwei verschiedene HLA-A*(02-Liganden aus mehreren RCC
isoliert werden, und auch das Genexpressionsprofil weist eine deutliche Tumorassoziation auf (Median
6,5; Range 1,1 - 55,7). In fast allen Tumorgeweben lagen die Expressionswerte deutlich {iber denen
der autologen Normalnierengewebe. Eine relevante Uberexpression in gesundem Gewebe konnte nur
in Lunge (4,9) und Placenta (3,7) festgestellt werden. Erhohte Expressionswerte von Leber (5,3) und
Magen (3,7) waren gleichzeitig als ,,absent* gekennzeichnet, also, wie bei Keratin 18, nicht spezifisch ge-
nug, um Riickschliisse auf deren tatséichliche Expression zuzulassen. Es muss hinzugefiigt werden, dass
der Ligand ALADGVQKYV auch in den autologen Normalnierengeweben von RCC099 und RCC110 ge-

funden wurde. Trotzdem wurden beide Peptide in Vakzinierungsstudien zum Teil erfolgreich eingesetzt.

Prolylhydroxylasen der egl nine homolog (EGLN)-Familie spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation
des hypozia inducible factors 1 (HIF-1). HIF-1 ist ein konstitutiv exprimierter Transkriptionsfaktor,
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der sich aus einer alpha- und beta-Untereinheit zusammensetzt. Sauerstoff ist ein starker Einfluss-
faktor fiir HIF-1. Zum einen fithrt er zu einer verstidrkten Polyubiquitinierung der regulatorischen
Untereinheit HIF1a durch das von Hippel-Lindau (VHL)-Protein. Zum anderen wird die Interaktion
zwischen VHL und HIF-1 durch die post-translationale Hydroxylierung von HIF durch EGLN-Enzyme
Sauerstoff-abhingig reguliert. Unter Sauerstoffmangelbedingungen oder bei einem defekten VHL nimmt
die Abbaurate von HIF1a daher ab. Dies fithrt zu Verdnderungen des Zellstoffwechsels auf Transkrip-
tionsebene. Zielgene von HIF-1 sind vor allem involviert in der Regulation der Angiogenese und des
Zellwachstums [86, 279]. Das bedeutet, dass auch die EGLN-Enzyme wichtige regulatorische Funktio-
nen bei der meist mit Sauerstoffmangel einhergenenden Cancerogenese einnehmen.

HLA-Liganden aus dem egl nine homolog 3 (C. elegans) (EGLN3, Entrez GenelD: 112399) wurden
in unserem Labor bisher nur auf RCC-Gewebe und einer Zelllinie aus RCC068 gefunden. Eine RCC-
spezifische Uberexpression wurde bereits beschrieben [8] und konnte bei Genexpressionsanalysen in
unserem Labor eindeutig bestéitigt werden (Median 6,1; Range 0,4 - 17,1). T-Zell-Stimulationsversuche
gegen den Liganden YIVPCLHEV aus der Zelllinie RCCO68ZL wurden bereits durchgefiihrt, leider
bisher ohne Erfolg [302].

Die bereits in beschriebenen MAGE-Antigene gehdren zu den ersten, die {iberhaupt als Tumo-
rantigene beschrieben und gegen die T-Zellreaktionen nachgewiesen wurden [600]. Wihrend jedoch die
Isoformen A-C eine rein Tumor-spezifische Expression aufweisen, konnten die Isoformen D-H auch in
normalem Gewebe nachgewiesen werden [I01]. Uber die Isoform melanoma antigen family D, 4B (MA-
GED4B, Entrez Gene ID: 81557) ist bekannt, dass sie im Gehirn, vor allem bei Glioblastomen exprimiert
wird [499] und zu erhohten Proliferationsraten in nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen fithren kann
[250]. Entsprechend konnte bei Genexpressionsanalysen in vier Tumorgeweben, RCC068 (52,0), RCCO075
(13,0), RCC103 (18,4), RCC116 (11,3) sowie im Gehirn (48,5) und Uterus (13,9) eine deutliche Uberex-
pression nachgewiesen werden. Auch viele weitere gesunde Gewebe wiesen hohe Expressionswerte auf.
Jedoch waren diese Werte alle mit dem Zusatz ,,absent” versehen. Da die Expression in der Gebérmut-
ter dhnlich hohe Werte ausweist wie alle weiteren als ,,absent* detektierten gesunden Gewebe, ist nicht
eindeutig zu bestimmen, ob dieser Wert relevant ist oder nicht. Die Ergebnisse der Mikroarray-basierten
Expressionsdaten wurden daher mittels quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR)
iiberpriift und bestétigten dabei die deutlich erhhten Expressionswerte im Gehirn, den Tumorproben
und auch zwei Glioblastomen [304]. Daher wurde der in RCC103 identifizierte Ligand NIGDEALIGRW
als Impfpeptid bei dem entsprechenden Patienten eingesetzt. Von einer allgemeinen Finsetzbarkeit ist je-
doch aufgrund der Expressionswerte aller weiteren Tumorgewebe (auer RCC068, RC075 und RCC116)

abzusehen.

Das Antigen nicotinamide N-methyltransferase (NNMT, Entrez Gene ID: 4837) ist ein Leberenzym,
das fiir die Verstoffwechselung von Arzneimitteln und xenobiotischen Stoffen zustédndig ist. Es wurde
bereits beschrieben, dass NNMT in verschiedenen Krebsarten hochreguliert ist [331), [473] [648] und dass
diese erhohte Expression auf die Promotorregulation durch STAT3 zuriickgefiihrt werden kann [581].
Auch in RCC wurde eine Uberexpression von NNMT bereits beschrieben [656]. Dies konnte bei Genex-
pressionsanalysen in unserem Labor mit deutlich erhchten Werten in fast allen Tumorgeweben bestétigt
werden (Median 39,4; Range 0,3 - 168,9). Die Tatsache, dass NNMT seine Hauptaktivitéit im gesunden
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Organismus in der Leber ausfiihrt, fithrt allerdings dazu, dass auch die Leber sehr hohe Expressionswer-
te aufweist (84,4). Auch in T-Zell-Stimulationsversuchen konnten in unserem Labor keine spezifischen
T-Zellen gegen NNMT generiert werden [301]. Da jedoch HLA-Liganden bisher nur auf Primérgewebe
detektiert wurden - EGLFSLVARKLSRP auf einem Urothelkarzinom, SSTMANNEGLFSLVARKLS-
RPL auf RCC226 und YYMIGEQKEF auf RCC013, RCC130, RCC231 - das Expressionsprofil der Tu-
morgewebe eine so deutliche Tumorassoziation aufweist und dies auch in weiteren Quellen bestétigt
wird, handelt es sich bei NNMT in jedem Fall um ein attraktives Tumorantigen fiir die Immunthera-
pie. Eine Peptidvakzinierung, die gegen alle NNMT-exprimierenden Gewebe gerichtet wiire, ist hierbei
sicher nicht zu empfehlen. Doch aufgrund der Tatsache, dass NNMT krebsspezifisch post-translational
modifiziert zu sein scheint [331], konnte beispielsweise eine gegen das modifizierte Antigen gerichtete

Therapie mit spezifischen Antikorpern oder Fusionsproteinen erfolgversprechend sein.

Nur ein einziges der RCC-spezifischen Hauptquellproteine wurde bereits im Rahmen der hier bespro-
chenen RCC-Impfstudien eingesetzt. Dabei handelte es sich um plezin B2 (PLXNB2 Entrez Gene ID:
23654).

Plexine sind Transmembranrezeptoren, die besonders in neuronalem Verkehr und Zellmigration so-
wie bei der Proliferation und Zelldifferenzierung eine Rolle spielen und vor allem wéhrend bestimm-
ter Entwicklungsstadien im Nervensystem und auch nicht-neuronalen Organen epithelialen Ursprungs
exprimiert werden [127, [I71], 202, 423], [643]. Auch Plexin B2 wurde mit proliferativen Zelltypen in
Verbindung gebracht [555]. Zudem scheint es involviert zu sein in der T-Zellabhéngigen B-Zellselektion
und Gedéchtnis- und Plasmazellentwicklung in Keimzentren [669]. Plexin B2 enthélt in seinem ex-
trazelluliren Segment 3 Cystein-Cluster, die Homologien zu der Cystein-reichen Doméne des c-met
proto-Onkogens (MET) aufweisen und ist, wie alle B-Plexine, durch Interaktion mit MET an der
Regulation von Zellinvasion und Tumorwachstum beteiligt [108, 404]. In unserem Labor konnten bei
Genexpressionsanalysen weder in gesundem noch in RCC-Gewebe spezifische Daten generiert werden -
alle Expressionswerte waren als ,,absent” markiert. Dieser Vermerk beruht darauf, dass durch Kreuzre-
aktionen mit unspezifischen Sonden héhere Werte erzielt wurden als mit spezifischen. Es konnte jedoch
in keinem Gewebe eine Uberexpression detektiert werden (Median 0,3; Range 0,1 - 0,7). Aufgrund seiner
bekannten proliferationsfordernden Eigenschaften und der Tatsache, dass es auch in keinem gesunden

Gewebe hochexprimiert vorliegt, wurde es als Impfpeptid bei RCC307 eingesetzt.

Ein weiteres Antigen, aus dem HLA-Liganden gewonnen werden konnten und dessen Genexpressions-
profil eine sehr deutliche Tumorassoziation auswies (s. Abbildung [3.1.2.3.1), war ubiquitin D (UBD,
Entrez GenelD: 10537). Fettgewebe und Lymphocyten wiesen zwar auch eine Uberexpression auf, doch
die fiel im Vergleich zu den Expressionswerten der meisten Tumorgewebe kaum ins Gewicht. Bisher
konnten allerdings nur zwei Peptide insgesamt in unserem Labor aus UBD identifiziert werden, und
nur eines von beiden, NPYDSVKKI, auf RCC-Geweben, RCC135 und RCC231, und einer B-Zelllinie.
Das UBD-Gen liegt in der MHC Klasse I-Genregion, daher ist seine Expression und Aktivitat durch
IFNv und auch durch TNF« induzierbar [337]. Unter UBD-Expression konnte eine erhohte Apopto-
serate nachgewiesen werden [443] sowie ein Ubiquitin-unabhéngiger irreversibler proteasomaler Abbau
von UBD-Fusionsproteinen [230]. Auch in anderen Tumorarten epithelialen Ursprungs wurde bereits

eine erhohte Expression beschrieben [315]. Aufgrund der eindeutigen Tumorassoziation wurde der auf
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RCC-Geweben identifizierte Ligand als Impfpeptid ausgewéhlt und auch schon in klinischen Studien

eingesetzt.

Unter den RCC-spezifischen Quellproteinen ist vascular cell adhesion molecule 1 (VCAMI1, Entrez Ge-
nelD: 7412) ein weiterer Kandidat, der viele der notigen Eigenschaften fiir neue Tumorantigene erfiillt.
VCAM1 ist ein endotheliales Adhésionsmolekiil, das normalerweise die Leukocytenwanderung zu In-
flammationsherden induziert. Die Uberexpression von VCAMI1 auf Tumorzellen kinnte einen effektiven
Fluchtmechanismus darstellen, durch den sich der Tumor der T-Zellimmunitét entzieht [332), 644].
Aus VCAMI1 konnten auf drei verschiedenen RCCs vier verschiedene Liganden gewonnen werden, wo-
bei RCC211 allein drei der Liganden présentierte. Auf Expressionsebene konnte die in der Literatur
beschriebene Uberexpression von VCAM1 auf Tumorgewebe gegeniiber autologem Normalnieren- und
fast allen gesunden Geweben bestétigt werden (Median 5,7; Range 0,1 - 19,7). Allerdings war erwar-
tungsgemif auch die Expression in der Milz erhsht (4,9). Dies verhindert bisher den Einsatz von
VCAM1-Peptiden in der Immuntherapie.

3.1.3 Patienten-individuelle Peptidvakzine

Wie in Abschnitt bereits erldutert, fand im Rahmen der erwéhnten klinischen Studie eine Eintei-
lung der Patienten in die zwei Studienarme URO und ONCO aufgrund ihres Stagings statt. Insgesamt
wurden von den Patienten der im Rahmen dieser Dissertation analysierten Tumore zwei innerhalb des
URO-Studienarms und zwei im Rahmen des ONCO-Studienarms behandelt.

Der Ansatz der klinischen Studie ist es, eine patienten-individuelle Immuntherapie durchzufiihren. Dazu
wurden Liganden- und Genexpressions-Analysen durchgefiihrt. Da die Fallzahlen der hier beschriebenen
Patienten und der analysierten Gewebe sehr klein sind und die Studie zum Zeitpunkt der Beendigung
dieser Dissertation noch nicht abgeschlossen war, kénnen hier keine Schliisse aus den beschriebenen
klinischen Verldaufen der Patienten gezogen werden. Im Folgenden wird lediglich auf die eingesetzten

sogenannten ,, Impfcocktails“ eingegangen.

Zuvor sollen die Angaben zum Staging der Patienten aus Tabelle etwas néher erldutert werden, da
sie die Grundlage fiir die Einteilung in die beiden oben genannten Studienarme bildeten. In den URO
Studienarm wurden nur Patienten mit fortgeschrittenem RCC aufgenommen, wenn sie metastasenfrei
waren. In den ONCO-Studienarm wurden Patienten mit fortgeschrittenem metastasiertem RCC aufge-
nommen, wobei die Diagnose der Metastasen metachron, also frithestens sechs Monate nach Diagnose
des Priméartumors erfolgt sein durfte.

Bei den Patienten RCC103 und RCC307 fithrte das TNM-Staging zur Einteilung in den URO-Studien-
arm, da beide Patienten metastasenfrei waren. Patient RCC180 hatte bereits zuvor ein Nierenzellkarzi-
nom gehabt, gefolgt von einigen Metastasen. Das in Tabelle angegebene Staging bezieht sich auf ein
Rezidiv in der zweiten Niere. Gleichzeitig trat eine metachrone Lungenmetastase auf, daher wird, falls
dieser Patient seine Bereitschaft dazu duflert, die jedoch zum Zeitpunkt dieser Dissertation noch nicht
vorlag, dieser Patient dem ONCO-Studienarm zugeteilt. Bei Patient RCC182 liegen keine Angaben
zu Fern- oder Lymphknotenmetastasen beim Priméartumor-Staging vor. Aufgrund eines Lokalrezidivs
und gleichzeitiger metachroner Lungenmetastase wurde auch dieser Patient in den ONCO-Studienarm
eingeteilt. Die Patienten RCC186 und RCC193 wiesen beide Lungenmetastasen auf, Patient RCC193
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zudem eine Hepatitis B. Beide Patienten verstarben, bevor sie in eine Studie héitten aufgenommen wer-
den konnen. Bei den Patienten RCC195 und RCC211 lagen keinerlei Angaben zu Lymphknoten- bzw.
Fern- und Lymphknoten-Metastasen beim Staging vor. Patient RCC195 hat sich gegen eine Aufnahme
in die klinische Studie entschieden. Patient RCC211 ist wegen einer metachronen Lebermetastase in
den ONCO-Studienarm aufgenommen worden. Patient RCC231 hatte bereits zuvor eine Nephrektomie
aufgrund eines RCCs gehabt. Auf diesen Primértumor beziehen sich die Staging-Angaben. Aufgenom-
men wurde dieser Patient als RCC231 jedoch mit einem Lokalrezidiv und metachronem Lungen- und

Leberbefall. Auch dieser Patient hat sich gegen die Aufnahme in die klinische Studie entschieden.

Der einzige Patient, der ohne Progress alle 18 Vakzinierungen empfangen hat, war Patient RCC103.
Der Patient RCC307 wies zum Abschluss dieser Dissertation noch einen stabilen Zustand auf, die Imp-
fungen waren jedoch noch nicht abgeschlossen. Die Patienten RCC182 und RCC211 waren fast bis
zum Schluss stabil, RCC211 entwickelte aber nach der letzten Vakzinierung eine allergische Reaktion,
RCC182 musste aufgrund eines progredienten Zustands nach der 17. Vakzinierung aus der Studie ge-

nommen werden, da Krankheitsprogress ein Ausschlusskriterium der Impfstudie darstellt.

Im Folgenden sind die fiir die einzelnen Patienten ausgewéhlten Impfpeptide aufgefiihrt. Dabei fand die
Auswahl nach den in Abschnitt erlduterten Kriterien der HLA-Présentation und genetischen
Uberexpression statt. Die ausgewihlten Peptide wurden dabei im Idealfall auf dem autologen Tumor-
gewebe identifiziert, wie im Fall der Klasse I-Liganden aus RCC103 (s. Tabelle .

Zusétzlich wurden Peptide ausgewéhlt, die entweder aus Geweben anderer Patienten isoliert worden
waren oder als etablierte Tumorantigene beschrieben waren und die natiirlich zu der HLA-Ausstattung
des entsprechenden Patienten passen mussten, bei dem sie eingesetzt wurden. So wurden beispielsweise
in dem Gewebe von RCC182 keine fiir die Immuntherapie geeigneten Peptide gefunden. Da dieser Pa-
tient aber die in der kaukasischen Population hiaufigen Allele A*03 und B*07 tréagt, fiir die in unserem
Labor viele Tumor-assoziierte Liganden bekannt sind, wurde fiir ihn ein Impfcocktail mit mehreren
HLA-A*03- und -B*07-restringierten Peptiden zusammengestellt (s. Tabelle .

Tabelle 3.8: Impfpeptide fiir die Nierenzellkarzinompatienten RCC103, RCC182, RCC211 und RCC307. Angege-
ben ist zu jedem Patienten seine HLA-Typisierung und die jeweilige Einteilung in den Studienarm ONCO oder
URO (genauere Erlduterungen s. Text). Zu den Quellproteinen der Impfpeptide wurden Namen und Abkiir-
zungen aus der Entrez Gene Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) [348] entnom-
men. Als Quellgewebe sind diejenigen Gewebe aufgefiihrt, aus denen in unserem Labor die entsprechenden
Liganden isoliert wurden (B-ZL = B-Zelllinie, Awells-Ii-CCND1 = B-Zelllinie transfiziert mit I[i-CCNDI-
Fusionskonstrukt, TCC = Urothelkarzinom, RCC-ZL = Zelllinie aus Nierenzellkarzinom-Gewebe, CCA-ZL
= Zelllinie aus Colonkarzinom-Gewebe). Fettdruck bei Isolierung des Liganden aus dem Gewebe desjenigen

Patienten, der mit diesem Peptid geimpft wurde.

Peptidsequenz HLA- Quellprotein Quellgewebe
Restriktion
RCC103, A*11, A*25, B*15, B*44, URO
GQYGNPLNK A*11 ADAM metallopeptidase domain 10 (ADAM10) B-ZL
TSALPIIQK A*11 adipose differentiation-related protein (ADFP) RCC098, RCC103, RCC115,

RCC186, RCC211

93



3 Ergebnisse und Diskussion

NIGDEALIGRW A*25 melanoma antigen, family D, 4 (MAGED4B) RCC103
NPPSMVAAGSVVAAV DR cyclin D1 (CCND1) Awells-Ii-CCND1
HSKIIITKKGHAK DR insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) TCC

(Léngenvariante auf RCC190)
SQDDIKGIQKLYGKRS DR matrix metallopeptidase 7 (MMPT) TCC

RCC182, A*03, A*30, B*07, B*40, ONCO

SLLTSSKGQLQK A*03 adipose differentiation-related protein (ADFP) RCC098, RCC100, RCC115
TSALPIIQK A*03 adipose differentiation-related protein (ADFP) RCC098, RCC103, RCC115,
RCC186, RCC211
SLFPNSPKWTSK A*03 matrix metallopeptidase 7 (MMPT) RCCO075, RCC098, B-ZL
GLASFKSFLK A*03 regulator of G-protein signaling 5 (RGS5) RCCO075, RCC098, B-ZL
TARNLTQQL B*07 adipose differentiation-related protein (ADFP) RCC098, RCC195
SPRAAEPVQL B*07 carbonic anhydrase IX (CA9) RCC130
RPTLWAAAL B*07 insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) RCC098, RCC-ZL, B-ZL
NPPSMVAAGSVVAAV DR cyclin D1 (CCND1) Awells-Ii-CCND1
HSKIIIIKKGHAK DR insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) TCC
(Langenvariante auf RCC190)
SQDDIKGIQKLYGKRS DR matrix metallopeptidase 7 (MMPT7) TCC

RCC211, A*03, B*13, B*35, ONCO

SLLTSSKGQLQK A*03 adipose differentiation-related protein (ADFP) RCC098, RCC100, RCC115
TSALPIIQK A*03 adipose differentiation-related protein (ADFP) RCC098, RCC103, RCC115,

RCC186, RCC211
SLFPNSPKWTSK A*03 matrix metallopeptidase 7 (MMPT7) RCCO075, RCC098, B-ZL
GLASFKSFLK A*03 regulator of G-protein signaling 5 (RGS5) RCC075, RCC098, B-ZL
NPPSMVAAGSVVAAV DR cyclin D1 (CCND1) Awells-Ii-CCND1
HSKIIITKKGHAK DR insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) TCC

(Léngenvariante auf RCC190)
SQDDIKGIQKLYGKRS DR matrix metallopeptidase 7 (MMPT) TCC

RCC307, A*24, A*26, B*13, B*38, URO

TYTDRVFFL A*24 plexin B2 (PLXNB2) RCC110, RCC130, RCC231,
RCC307
VYPDGIRHI A*24 splicing factor 3b, subunit 3, 130kDa (SF3B3) RCC130, RCC231, RCC307,
CCA-ZL
NPPSMVAAGSVVAAV DR cyclin D1 (CCND1) Awells-Ii-CCND1
HSKIIITKKGHAK DR insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) TCC
(Langenvariante auf RCC190)
SQDDIKGIQKLYGKRS DR matrix metallopeptidase 7 (MMPT) TCC

Die Haufigkeitsverteilung der HL A-Allele in verschiedenen Bevolkerungsgruppen hat dazu gefiihrt, dass
von bestimmten Allelen, wie HLA-A*01, -A*02, -A*03 und HLA-B*07 und -B*08 sehr viel mehr Li-
ganden bekannt sind als von anderen. Zu diesen fiinf genannten Allelen liegen daher auch eine ganze
Reihe von Liganden aus Tumorantigenen vor, auf die zuriickgegriffen werden kann, falls, wie bei Patient
RCC182, keine oder nur sehr wenig Impfkandidaten unter den identifizierten HLA-Liganden auszuma-
chen sind.

Aus diesem Grund wurde bei den beiden Patienten RCC182 und RCC211 auf bereits vorliegende A*03-
und B*07-Impfcocktails zuriickgegriffen, wihrend bei den Patienten RCC103 und RCC307 eine Aus-
wahl an individuellen Impfpeptiden moglich war. Die HLA Klasse II-Impfpeptide aus CCND1, IGFBP3
und MMP7 werden den Impfcocktails standardméflig zugefiigt.

Natiirlich ist ein Patienten-spezifischer Impfcocktail einem vorgefertigten rein HLA-Allel-spezifischen

aufgrund der individuellen Tumorbiologie vorzuziehen. Denn im Fall universeller Impfcocktails kommt
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zu der Unsicherheit der Induzierbarkeit einer Immunantwort noch die Tatsache hinzu, dass nicht sicher
ist, ob diese Antigene in dem entsprechenden Gewebe iiberhaupt prozessiert und préisentiert werden.
Dies erkldrt auch, warum in solchen Féllen gerne mehrere verschiedene Liganden ein- und desselben
Antigens eingesetzt werden. Es ist schon oft beschrieben worden, dass die Verabreichung einer Mi-
schung von Peptiden dazu beitragen kann, den Verlust einzelner Epitope im Tumorgewebe auszugleichen
[78, 340] [597]. Daher wird angestrebt, eine Peptidauswahl zu treffen, in der moglichst mehrere verschie-
dene Antigene, Peptide, HLA-Restriktionen und sowohl HLA Klasse I- als auch Klasse II-Liganden
enthalten sind, um auf diese Weise die moglichen Fluchtmechanismen des Tumorgewebes zu minimie-
ren und auf die moglicherweise ungleiche Proteinexpression heterogener Tumorgewebe einzugehen.

Ermoglicht wird eine groflere Bandbreite an Imptkandidaten unter anderem dadurch, dass dieselben
Peptidsequenzen auch auf verschiedenen HLA-Allelen préasentiert sein konnen, solange sie die Kriteri-
en der entsprechenden Ankerreste erfiillen. So konnte bespielsweise aus dem Quellprotein HLA-DOA
die gleiche Peptidsequenz, GTYVSSVPR, auf drei verschiedenen HLA-Allelen, HLA-A*03, -A*11 und
-A*31, identifiziert werden. Die Liganden TSALPIIQK und TARNLTQQL aus ADFP wurden jeweils
auf A*03 und A*11 bzw. auf B*07 und auf B*35 identifiziert. Dies legitimiert die Auswahl von Ligan-
den, die zwar von anderen HLA-Allelen isoliert wurden, aber aufgrund ihrer Ankerreste auf weiteren

HLA-Allele prisentiert werden kénnten.

Auf einigen Tumorarten konnte mittlerweile die Expression von HLA Klasse II-Molekiilen und die Er-
kennung durch CD4" T-Zellen nachgewiesen werden [130, [667].

Die Identifizierung und der Einsatz weiterer HLA Klasse II-Liganden aus Tumorantigenen koénnte fiir
die Peptid-basierte Immuntherapie zu entscheidenden Fortschritten fithren. Denn Vakzinierungsstudien
haben bereits gezeigt, dass mit verlingerten Peptiden die Zeitspanne und Effektivitit einer Antitumor-
Antwort sowohl bei CD4™" als auch durch CD8" T-Zellen erhht werden kann [45],[399, 629]. Andererseits
wurde eine CD41-Antwort nur in solchen Féllen als erstrebenswert bezeichnet, in denen sie priaventiv
ausgelst wird und nicht erst, wenn bereits ein Tumor vorhanden ist [124]. Dies mag damit zusammen-
hiingen, dass zu CD4"-Antworten auch immer immunsuppressive Reaktionen von T,y ziihlen kénnen,

die die Wirksamkeit von Anti-Tumor-Vakzinen einschranken [558].

Bevor Peptide, bei denen eine potentielle Tumorassoziation festgestellt wurde, als Vakzine eingesetzt
werden, sollte ihre Immunogenitét in T-Zell-Stimulationsversuchen analysiert werden. Dies wurde mit
einigen, jedoch nicht allen aufgefithrten Peptiden durchgefiihrt. Dabei miisste im Idealfall nicht nur die
Immunogenitét einzelner Peptide allein getestet werden, sondern auch ihre Immunogenitéit im Kontext
des gesamten Impfcocktails. Denn ein Nachteil solcher Impfcocktails ist, dass verschiedene Liganden um
die Bindung zu MHC-Molekiilen wetteifern und daher in einer Mischung eine unterschiedlich starke Im-
mundominanz zeigen [658]. Dies kann durch kompetitive Bindungseigenschaften zu den MHC-Molekiilen
bedingt sein sowie durch die Induktion unspezifischer Entziindungsreaktionen an der Applikationsstel-
le [481]. Andererseits ist nur eine kleine Anzahl von Peptid:MHC-Komplexen notig, um eine effektive
CTL-Antwort zu generieren. Es konnte gezeigt werden, dass die Erkennung niedrig-affiner Peptide durch
CTL aufrecht erhalten werden konnte, selbst wenn sie sich in einer Mischung mit hoch-affinen Pepti-
den befanden, und dass die CTL-Reaktionen gegen mehrere Peptide in einer Mischung genauso stark

ausfallen konnen wie bei der Stimulation mit jedem einzelnen Peptid allein [576]. Die Abhéngigkeit
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der bendtigten Peptid:MHC-Komplexe zur Aktivierung wirksamer CTL-Antworten héngt jedoch von
verschiedenen Kombinationen aus Peptid: MHC-Komplexen und CTL-Klonen ab, die immer individuell
verschieden sind [103, 264].

Durch die Analyse des individuellen Ligandoms und der Genexpressionsprofile individuell in Frage
kommender Tumorantigene kann gezielt auf die Tumorbiologie jedes einzelnen Patienten eingegangen
werden. Dies ermoglicht zumindest theoretisch, Peptidvakzine aus genau solchen Antigenen zusammen-
zustellen, die im Idealfall aufgrund ihrer Detektion als HLA-Ligand, zumindest jedoch aufgrund ihrer
HLA-spezifischen Ankerreste und ihres zugrundeliegenden Genexpressionsprofils individuell auf einen
Patienten zugeschnitten sind. Die hierfiir eingesetzte Diagnostik ist mit groflem zeitlichen und finan-
ziellen Aufwand verbunden. Kaum eine andere Methode der Vakzinentwicklung geht jedoch so gezielt
auf die patientenindividuelle Tumorbiologie ein. Auflerdem ist die detailierte Diagnostik sowohl der
HLA-Liganden und Genexpressionsprofile aber auch der T-Zellreaktivitdt ausgewahlter Peptidvakzine
in Anbetracht vieler noch nicht so gut beschriebener Ligandome seltener HLA-Typisierungen als auch
der immer noch begrenzten Zahl bekannter Tumorantigene weiterhin notwendig.

Die Darstellung und Diskussion der Datensétze, auf die in diesem und im folgenden Kapitel eingegan-
gen wird, unterstreicht die Notwendigkeit einer validen statistischen Auswertung, die mit der immer
weiter steigenden Probenzahl immer besser moglich wird und damit nicht nur Schlussfolgerungen zu
patientenindividuellen, sondern auch zu allgemeinen tumorimmunologischen oder RCC-spezifischen Zu-
sammenhéngen zuldsst. Gleichzeitig wéchst in diesem Kontext zum einen die Notwendigkeit verstéarkter
Gewebeanalysen mit der Methode der relativen Quantifizierung, um groflere Datensétze fiir die patien-
tenindividuellen Analysen von Tumor und Normalgewebe zu erhalten und weitere Informationen zur
Vergleichbarkeit der Informationen aus Transkriptom-, Proteom- und Ligandom-Analysen zu gewin-
nen. Auflerdem machen Antigene wie MUCI1 deutlich, wie wichtig die methodische Erweiterung der

Ligandenanalyse in bezug auf modifizierte Liganden, wie Glyko- oder Phosphopeptide ist.

Die in diesem Kapitel aufgefithrte Analyse der identifizierten Hauptquellproteine zeigt viele Beispiele
auf, bei denen Veridnderungen der betrachteten Quellproteine nicht nur allein, sondern auch im Zusam-
menspiel mit anderen der Hauptquellproteine zur Entartung von Zellen fithren. Dies liegt im Hinblick
auf die unter beschriebenen Karzinogenese-Mechanismen nahe, nach denen erst durch iterative
Mutationen verschiedener Kontrollstellen ein malignes Wachstum einsetzt. Deshalb ist bei der Bekdmp-
fung von Krebs eine Therapie, die gegen viele Ziele gerichtet ist, erfolgversprechender als eine solche,
bei der nur einzelne Ziele angegriffen werden. Die gréflere Bandbreite an Zielantigenen ist daher ein

weiterer Vorteil der hier beschriebenen Impfcocktails.

3.2 Protein-Expressionsanalysen ausgewdhlter Tumorantigene in Tumorgeweben aus
Nierenzellkarzinomen

Die Identifizierung RCC-assoziierter Marker wird sowohl aus prognostischen als auch therapeutischen
Griinden angestrebt. Aus diesem Grund wurde in diversen Studien das Expressionsprofil von RCCs auf

genetischer Ebene analysiert [334] [339] 561, [656]. Im Gegensatz dazu wurden nur wenige Studien durch-
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gefithrt, in denen auflerdem zusétzliche Informationen iiber den molekularen Status von RCC-Zellen
gewonnen wurden, die sich aus Genexpressionsanalysen nicht erschlieffen, wie zum Beispiel posttrans-
lationale Modifizierungen oder die Aktivierung einzelner Antigene [112]. Durch den Fortschritt in der
Entwicklung Protein-basierter Mikroarray-Technologien konnten weitere Marker-Kandidaten bei einem
hoheren Probendurchsatz identifiziert werden.

Wie unter aufgefiihrt, besteht zudem oft ein groBier Unterschied zwischen mRNA- und Protein-
Expression. Daher war von Interesse, wie die Expression ausgewéhlter TAA in verschiedenen Gewebe-
proben von RCC-Patienten auf Proteinebene aussah. Zur folgenden Analyse wurde die in Abschnitt
beschriebene Protein-Mikroarray-Technologie eingesetzt. Die hierfiir ausgewdhlten Gewebeproben
und Antigene werden in den Tabellen [3.9] und aufgefiihrt.

Tabelle 3.9: Zur Proteinexpressions-Analyse hinzugezogene Gewebe von Nierenzellkarzinom-Patienten. Mit An-
gaben, von welchen Geweben aulerdem HLA-Liganden- und Genexpressionsanalysen durchgefiihrt wurden. (T

= Tumorgewebe, N = Gewebe der gesunden autologen Niere, MS = Massenspektrometrie)

RCC-ID HLA-Typisierung m/w Histologie MS- Gen Chip
Analyse
RCCO098N A*01; A*03; B*0702; B*1801 m klarzellig +
RCC098T A*01; A*03; B*0702; B*1801 m klarzellig + +
RCC103N A*11; A*25; B*15; B*44 w klarzellig —+
RCC103T A*11; A*25; B*15; B*44 W klarzellig + +
RCC135N A*02; A*03; B*4701; B*5101 m klarzellig +
RCC135T A*02; A*03; B*4701; B*5101 m Klarzellig + +
RCC150N A*01, A*02, B*08 m klarzellig
RCC150T A*01, A*02, B*08 m klarzellig
RCC182N A*03, A*30, B*07, B*40, m klarzellig +
DRB1*01, DRB1*13, DRB3
RCC182T A*03, A*30, B*07, B*40, m Klarzellig +
DRB1*01, DRB1*13, DRB3
RCC187N A*11, A*24, B*8, B*13 m Klarzellig
RCC187T A*11, A*24, B*8, B*13 m Klarzellig
RCC193N A*01, B*08, B*35, m klarzellig
DRB1*03, DRB1*13, DRB3
RCC193T A*01, B*08, B*35, m Klarzellig + T
DRB1*03, DRB1*13, DRB3
RCC197N A*02, A*03, B*35, B*45, m klarzellig
DRB1*01, DRB1*04, DRB4
RCC197T A*02, A*03, B*35, B¥45, m Klarzellig
DRB1*01, DRB1*04, DRB4
RCC199N A*02, A*03, B*07, B*27, m klarzellig
DRB1*11, DRB1*15
RCC199T A*02, A*03, B*07, B*27, m klarzellig
DRB1*11, DRB1*15
RCC201T A*02, A%68, B*35, B*51, w chromophob
DRB1*03, DRB1*08
RCC211N A*03, B¥13, B*35, w klarzellig/ papilldr
DRB1*07, DRB1*08
RCC211T A*03, B*13, B*35, W klarzellig/ papilldr + +
DRB1*07, DRB1*08
RCC243N A*02, A*11, B*4402, w klarzellig/ papilldr
DRB1*07, DRB1*12, DRBS3,
DRB4
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Tabelle 3.9 — Fortsetzung

RCC-ID HLA-Typisierung m/w Histologie MS- Gen Chip
Analyse

RCC243T A*02, A*11, B*4402, w klarzellig/ papilldr
DRB1*07, DRB1*12, DRBS3,
DRB4

RCC258N A*02, A*23, B*15, B*4403, m klarzellig
DRB1*04, DRB1*07, DRB4

RCC258T A*02, A*23, B*¥15, B*4403, m klarzellig
DRB1*04, DRB1*07, DRB4

RCC260N A*02, A*25, B*18, B*38, m klarzellig
DRB1*04, DRB1*07, DRB4

RCC260T A*02, A*25, B*18, B*38, m klarzellig
DRB1*04, DRB1*07, DRB4

RCC285N A*01, B*08, m klarzellig
DRB1*11, DRB1*15, DRB3,
DRB5

RCC285T A*01, B*08, m klarzellig
DRB1*11, DRB1*15, DRBS3,
DRB5

RCC294N A*02, A*24, B*27, B*40, m klarzellig
DRB1*12, DRB1*14, DRB3

RCC294T A*02, A*24, B*27, B*40, m klarzellig
DRB1*12, DRB1*14, DRB3

RCC307N A*24, A*26, B*13, B*38, m klarzellig
DRB1*01, DRB1*15, DRB5

RCC307T A*24, A*26, B*13, B¥38, m Klarzellig +
DRB1*01, DRB1*15, DRB5

RCC314N A*02, A*24, B*18, B*45, w papillér
DRB1*04, DRB1*07, DRB4

RC(C314T A*02, A*24, B*18, B*45, w papillar
DRB1*04, DRB1*07, DRB4

RCC364N A*02, B*14, B*51, w Klarzellig
DRB1*01, DRB1¥16, DRB5

RCC364T A*02, B*14, B*51, W klarzellig
DRB1*01, DRB1*16, DRB5

RCC381N A*02, A*26, B¥39, B*57, m Klarzellig
DRB1*07, DRB1*08, DRB4

RCC381T A*02, A*26, B*39, B*57, m klarzellig

DRB1*07, DRB1*08, DRB4

Die Auswahl der Antigene (s. Tabelle [3.10) beruhte auf folgenden Kriterien: Aus einer umfassenden
Liste von Tumorantigenen oder Antigenen, zu denen eine potentielle Tumorassoziation bekannt war,
wurden all diejenigen Antigene ausgewéhlt, zu denen Antikorper verfiighbar und mittels Western Blot-

Analysen mit einer RCC-Zelllinie eindeutig validiert worden waren (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 3.10: Bei der Proteinexpressions-Analyse untersuchte Tumorantigene. Aufgefiihrt sind die Namen und

Abkiirzungen aus der Entrez Gene Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) [348].

E Anzahl in unserem Labor identifizierter
Tumorantigen c ntrez HLA-Liganden (RCC-Gewebe, auf denen
enelD TAA-Liganden identifiziert wurden)

adipose differentiation-related protein (ADFP) 123 10 (RCCO001, RCC098, RCC099, RCC100, RCC103,
RCC110, RCC112, RCC115, RCC186, RCC190, RCC195,
RCC211, RCC399)

epidermal growth factor receptor (EGFR) 1956 3 (RCC189)

mucin 1, cell surface associated (MUC1) 4582 1 (RCC121N)

insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) 3486 5 (RCC098, RCC190)

baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin) (BIRC5) 332 0

met proto-oncogene (MET) 4233 1 (RCC001, RCC013)

keratin 18 (KRT18) 3875 13 (RCC001, RCCO013, RCCO073, RCC099, RCC100,
RCC110, RCC119, RCC231, RCC307)

carbonic anhydrase IX (CA9) 768 2 (RCC130)

histone deacetylase 1 (HDAC1) 3065 2 (RCC099, RCC100, RCC110, RCC121)

cyclin D1 (CCND1) 595 5 (RCC001, RCC149)

nicotinamide N-methyltransferase (NNMT) 4837 3 (RCCO013, RCC130, RCC226, RCC231)

regulator of G-protein signaling 1 (RGS1) 5996 0

regulator of G-protein signaling 5 (RGS5) 8490 3 (RCCO075, RCC098, RCC115)

RecQ protein-like (DNA helicase Q1-like) (RECQL) 5965 1 (RCC116)

Beim Druck der Mikroarrays traten zweierlei Probleme auf. Zum einen kam es teilweise, wie in Abbil-
dung zu sehen ist, statt zu einer homogenen Probenverteilung zur Ringbildung in einigen Spots. Die
Generierung korrekter Signalwerte beim Auslesen solcher Spots ist entsprechend eingeschréinkt. Dieses
Phé&nomen war wahrscheinlich Antikérper-abhéngig, da es nur auf einzelnen Mikroarrays auftrat. Fi-
ne zweite Einschrinkung bei der Probenauswertung entstand dadurch, dass die Mikroarrays mit den
Protein-Féarbungen, gegen deren Werte die Antikorpersignalwerte normalisiert werden miissten, nicht
auslesbar waren. Daher bezieht sich die Auswertung der im Folgenden beschriebenen Signale auf nur
gegen den Nullwert korrigierte Werte. Alternativ hétte gegen einen aufgrund allgemeiner Erfahrungen
angenommenen Proteinwert normalisiert werden kénnen, dann jedoch ohne die Angabe von Standard-

abweichungen.

Die in Abbildung sichtbare grofitenteils schachbrettartige Verteilung der Signale, die mit der Ver-
teilung der Tumor- bzw. autologen Normalnieren-Proben korrellierte, war ein Phénomen, das nur in
wenigen Fillen auftrat, und dies auch nur deutlich bei einzelnen Probenpaaren.

Generell waren die Signale, die generiert wurden, sehr schwach und lagen, bis auf einen einzigen Fall,
immer unter dem relativen Signalwert 5. Trotzdem kann man die Antigene aufgrund ihrer Protein-
expression in vier Gruppen einteilen: Bereits erwéihnt wurden die Antigene, bei denen eine deutliche
Proben-individuelle Tumorassoziation abzulesen war. Bei den drei anderen Gruppen schwankten die
Werte nur zwischen sehr engen Grenzwertbereichen. Allerdings gab es eine Gruppe, bei der die Signal-
werte grofitenteils in den Tumorproben hoher lagen, und eine andere Gruppe mit hoheren Signalin-
tensitéiten in den autologen Normalnierengeweben. Die grofite Gruppe stellten die Antigene dar, bei
denen keinerlei Probenspezifitéit auszumachen war. Eine Gewebesperzifitit aufgrund von Geschlechts-
unterschieden oder histologischen Subtypen konnte nicht bemerkt werden.

Abbildung stellt jeweils ein Beispiel fiir ein Antigen mit Proben-individueller Tumorassoziation
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Abbildung 3.4: Falschfarbenbild des mit einem Adipophilin-Antikérper inkubierten Mikroarrays. Die mit ,/ T
markierten Felder zeigen die jeweils 4 Verdiinnungsduplikate von Tumorproben an, die schachbrettmusterartig
aufgetragen worden waren. In allen nicht markierten Feldern befanden sich die Probenspots der autologen
Normalnieren. B = Blank. Die drei senkrechten, nicht markierten Spotreihen stellen die BSA-Referenzproben

dar.

(Adipophilin), ein Antigen mit schwacher allgemeiner Tumorassoziation (Carboanhydrase 9), eines
mit schwacher allgemeiner Normalgewebe-Assoziation (Mucin 1) und eines ohne jegliche Proben- oder

Antigen-spezifische Proteinexpression (Survivin) dar.

Alle hier untersuchten Antigene waren in unserem Labor aufgrund von Genexpressionsdaten, zum Teil
bestérkt durch HLA-Liganden und/oder bekannte T-Zellreaktionen als tumorassoziiert eingestuft wor-
den. Unter den mittels Proteinmikroarray untersuchten Antigenen waren jedoch nur drei, deren Expres-
sion auch auf Proteinenbene zumindest eine Proben-individuelle Tumorassoziation deutlich werden lies:
adipose differentiation-related protein (ADFP), insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3)
und nicotinamide N-methyltransferase (NNMT). In allen drei Fillen gab es einzelne Probenpaare, bei
denen jeweils die Tumorgewebe eine sehr starke Uberexpression aufwiesen. Wihrend jedoch bei ADFP
und NNMT auch in fast allen weiteren Probenpaaren die Expressionswerte in den Tumorproben hcher
lagen, war die IGFBP3-Expression aufler in den ,,Ausreiflern” oft im Gewebe der autologen Normalnie-
ren hoher als im Tumorgewebe.

Unter den Antigenen, deren Expressionswerte und damit auch die Unterschiede zwischen Tumor- und
Normalnierengewebe nur schwach waren, gab es zwei, bei denen in den meisten Fillen die Tumorgewebe
eine hohere Expression aufzeigten. Bei carbonic anhydrase IX (CA9) waren alle Werte, die iiber dem
allgemeinen Expressionsniveau lagen, Tumor-assoziiert, bei RecQ) protein-like (DNA helicase Q1-like)
(RECQL) lagen die Expressionswerte im Tumorgewebe nur in drei der 19 Gewebepaare unter denen
der Normalgewebe.

Eine grofiere Gruppe von Antigenen stellte diejenige dar, bei denen die Proteinexpression im Normal-
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Abbildung 3.5: Relative Signalintensitéiten der Proteinexpression von Adipophilin (ADFP), Carbonic anhydrase
IX (CA9), Mucin 1 (MUC1) und Survivin (BIRC5). Der CA9-Signalwert von RCC260 N konnte aufgrund eines

Storsignals nicht ausgewertet werden. Weitere Erlduterungen s. Text.
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nierengewebe in den meisten Féllen iiber der der Tumorgewebe lag. Dazu gehorten epidermal growth
factor receptor (EGFR), Keratin 18 (KRT18), Mucin 1 (MUC1) und regulator of G-protein signaling
1 (RGS1). In KRT18 und RGS1 gab es nur vier bzw. drei Gewebepaare, bei denen das Expressionsni-
veau im Normalnierengewebe nicht deutlich iiber dem der Tumorgewebe lag. Gemé&fi den Ausfithrungen
in Abschnitt sollte davon ausgegangen werden, dass wihrend Genexpressionsanalysen keine
Tumorassoziation bei MUC1 aufzeigen konnten, dies mit einem Antikérper gegen die extrazelluldre
VNTR-Doméne moglich sein sollte. Der hier eingesetzte Antikorper war zwar gegen das 12-mer Epitop
GVTSAPDTRPAP aus der VNTR-Doméne gerichtet, erzielte jedoch ein dhnliches Expressionsmuster
auf Proteinebene wie die Genexpressionsanalyse. Danach muss davon ausgegangen werden, dass MUC1
nicht im Tumor-, sondern Normalgewebe hochreguliert wird. Eine alternative Erkldrung koénnte sein,
dass dieser Antikorper, der gegen eine Brustkrebszelllinie entwickelt wurde, Glykosylierungsmuster er-
kennt, die bei Brustkrebs aber nicht in Nierenzellkarzinomen tumorspezifisch auftreten.

Die Proteinexpressionswerte aller weiteren Antigene lagen immer ca. zwischen 0,1 und 0,4. Nur RGS5
zeigte stiarkere Schwankungen zwischen den einzelenen Gewebeproben, jedoch ohne ersichtliche Korre-
lation zu einer Gewebespezifitit, und das Met proto-oncogene (MET) wies Expressionswerte zwischen

ca. 1 und 3,5 auf, mit einem einzigen Ausreiflerwert von 5,7 in RCC314 T.

Der Vergleich mit Genexpressionswerten fillt insofern schwer, als nur von wenigen Proben sowohl
Gen- als auch Protein-Expressionswerte vorliegen. In Abbildung [3.6] werden beispielhaft die Gen- und
Proteinexpressionswerte von NNMT, RECQL und MET, also jeweils einem Vertreter der Gruppe mit

deutlicher, mit schwacher und mit gar keiner Tumorassoziation der Proteinexpressionswerte, dargestellt.

Sowohl bei NNMT als auch bei Adipophilin zeigten die Gen- und Proteinexpressionswerte zumindest
eine tendenzielle Ahnlichkeit auf, d.h. die Expressionsverteilung war innerhalb der Gewebepaare meist
gleichgerichtet. In bezug auf ihre Gréflenordnung waren jedoch die Verhiltnisse zueinander in keinem
Fall vergleichbar. Im Fall von IGFBP3 war selbst die Gewebeverteilung der Hochregulation innerhalb
der Paare auf genetischer und auf Proteinebene meist gegensétzlich. Andererseits ist eine Proben-
individuelle Tumorassoziation auf Genexpressionsebene fiir ADFP und IGFBP3 bekannt (s. Abschnitt
, was sich mit den Proteinexpressionsdaten deckt. Im Gegensatz dazu weist NNMT eine Proben-
Sperzifitéit bei der Proteinexpression auf, die in den Daten der Genexpression aller in Abschnitt
aufgefithrten Gewebe nicht nachzuvollziehen ist. Dort ist eine generelle tumorassoziierte Hochregulation
ablesbar (Daten nicht gezeigt).

Die schwache Tumorassoziation der RECQL-Expression ist dagegen in Abbildung sowohl auf ge-
netischer als auch auf Proteinebene zu sehen. Hier decken sich die jeweils alle Proben umfassenden
Daten der Genexpressionsanalyse aus Abschnitt und den in diesem Abschnitt besprochenen
Proteinexpressionsanalysen. MET wiederum zeigte in Genexpressionsanalysen eine allgemein deutliche

Tumorassoziation, die bei den Daten der Proteinexpressionsanalyse nicht vorliegt.

Es liegt auf der Hand, dass alle Ausfiihrungen dieses Abschnitts zwar allgemein beschreibbare Phéno-
mene sind, diese aber aufgrund der schwachen Signalwerte der Proteinexpression und relativ geringen
Probenzahlen keine signifikanten Aussagen darstellen. Trotzdem darf auch aufgrund dieser Ergebnisse
in Frage gestellt werden, ob eine mittels Genexpression detektierte Hochregulation immer auch ein er-

hohtes Maf3 an Proteinexpression und damit ein angemessenes Auswahlkriterium von Impfkandidaten,
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und Proteinexpression von Nicotinamide

N-

methyltransferase (NNMT), RecQ protein-like (DNA helicase Q1-like) (RECQL) und Met proto-oncogene

(MET). Helle Balken stellen die Genexpressionswerte, dunkle Balken die Proteinexpressionswerte dar. Weitere

Erlauterungen s. Text.
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die gegen proteinogene Ziele gerichtet sind, darstellt. Andersherum kann ein niedriger Genexpressions-
wert eine geringe Proteinkonzentration suggerieren, die vor allem bei langlebigen Proteinen nicht immer

entsprechend vorliegt.

Expressionsanalysen miissen generell kritisch betrachtet werden, unabhéngig davon, ob es sich um
Gen- oder Proteinexpressionsanalysen handelt. Bei den Proteinexpressionsanalysen zeigt bereits die
Diskussion iiber das MUC-Epitop in diesem und in Abschnitt deutlich, wie stark die generierten
Werte von der Wahl eines geeigneten Antikorpers bzw. Epitops abhidngt. Wahrscheinlich wiirden in
einigen der hier aufgefithrten Antigene Antikorper gegen verschiedene Epitope desselben Antigens auch
zu sehr unterschiedlichen Signalwerten fithren. Ein weiterer Faktor ist die Probenherstellung. Auch
wenn das Protokoll fiir die Gewebelyse und den Probendruck in optimierter Form vorliegt, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass es beim Lysieren der Proben oder bei Interaktionen der Proben mit der
Chip-Oberfldche oder den eingesetzten Puffern zu Verlust, Verinderung oder Maskierung der entspre-
chenden Epitope kommt. Viele dieser Probleme treten in gleicher oder dhnlicher Weise bei den alterna-
tiven Methoden wie der Western Blot- und 2D-Gel-Analyse oder dem Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) auf. Im Ubrigen gibt es kaum bekannte alternative Methoden, die die hier aufgefiihrten
Einschrankungen kompensieren kénnen, ohne dabei auf den Vorteil des grofien Probendurchsatzes zu
verzichten. Zudem fiihrt die Verrechnung von acht Spots pro Probe bei dem hier eingesetzten Protokoll
der Proteinmikroarray-Technologie zu einer sehr hohen Genauigkeit .

Ahnliche Einschriankungen wie die Protein- erfahren auch die Genexpressionsanalysen durch die Aus-
wahl der Sonden oder Primer bei Mikroarray-basierten Analysen oder bei qRT-PCR. Sowohl die Anti-
korper bei der Protein- als auch die Sonden bei Genexpressionsanalysen kénnen unterschiedlich gut an
ihr Zielmolekiil binden, was zu unterschiedlichen Signalstérken fithren kann. Dies wird zwar moglichst
dahingehend optimiert, dass zumindest bei der Antikdrperauswahl die eingesetzte Menge an dieses Phé-
nomen angepasst wird, doch geschah beispielsweise bei den hier zugrundeliegenden Experimenten diese
Optimierung aufgrund von Western Blot-Analysen, die andere Einfliisse auf die Bindungseigenschaften

der Antikorper aufweisen kénnten als die Proteinmikroarray-Technologie.

Ein weiteres Phdnomen, das nicht aufler Acht gelassen werden darf, ist die Heterogenitét der Proben.
Aus ein- und demselben Tumor kénnen theoretisch verschiedene Areale mit verschiedenen histologischen
Erscheinungsbildern und Expressionsmustern isoliert werden. Fiir die Gen- und Proteinexpressionsana-
lysen werden nur minimale Gewebemengen bendtigt. Wird dabei von einem Gewebestiick ein jeweils
histologisch oder molekularbiologisch unterschiedlicher Anteil bei den verschiedenen Analysen einge-
setzt, kann dies zu Unterschieden fiithren, die selbst dann auftreten wiirden, wenn Gen- mit Gen- oder

Protein- mit Proteinexpressionsanalysen verglichen wiirden.

Generell ist die Frage nach der optimalen Analysemethode auf der Suche nach neuen Tumorantigenen
sicher nicht eindeutig zu beantworten. Einen sehr starken Einfluss auf die Wahl der Analysemethode
haben sicherlich die Schlussfolgerungen, die daraus gezogen werden sollen. Ist man lediglich auf der
Suche nach allgemeingiiltigen diagnostischen Markern, reichen Genexpressionsanalysen aus, um ein
umfassendes Bild zu erhalten. Dafiir geben sie aber keinen Aufschluss iiber den Proteingehalt der Zel-

le, der beispielsweise aufgrund von unterschiedlichen Halbwertszeiten der translatierten Produkte oder
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postranslationalen Modifikationen ein ganz anderes Bild wiedergibt, als man es aus Genexpressions-
analysen ableiten wiirde.

Auf der Suche nach Antigenen, gegen die mit Hilfe der T-Zellimmunitit gekdmpft werden soll, sind
immunhistochemische oder Proteinexpressionsanalysen der entsprechenden Zellen naheliegender. Denn
der Protein-Status miisste besseren Aufschluss dariiber geben, welche Antigene potentiell vermehrt in
die Antigenprozessierung eingeschleust und damit den T-Zellen présentiert werden. Andererseits wurde
keines der Antigene, von denen Liganden auf einem der ausgewéhlten RCC-Gewebe prisentiert wurden,
mittels Proteinmikroarray-Technologie auf Proteinebene als hochreguliert detektiert. Dies wiederum
unterstreicht die Notwendigkeit weiterer Analysen des HLA-Ligandoms und der Suche nach weiteren
T-Zellepitopen.

Zusammenfassend ist daher die kombinierte Analyse von Genexpressionsdaten - zumal um erhdhte
Antigen-Expression in gesundem Gewebe auszuschlieflen - zusammen mit der Analyse des HLA-Ligan-
doms - idealerweise im Gewebepaarvergleich - immer noch die zuverldssigste Methode bei der Auswahl
von Vakzinierungskandidaten. Mit einer steigenden Zahl an spezifischen Mikroarray-tauglichen An-
tikdrpern gewinnt jedoch auch aufgrund des hohen Probendurchsatzes die Proteinexpressionsanalyse
zunehmend an Attraktivitéit sowohl auf der Suche nach neuen Biomarkern als auch als kiinftige poten-

tielle schnelle Voranalyse der Expression bekannter Antigene.
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3.3 Autophagie-Einfliisse auf das HLA-Ligandom und die Proteinexpression ausgesuchter
Antigene

Nachdem in unserem Labor gezeigt worden war, dass die Induktion von Autophagie zu einer Verdnde-
rung des HLA Klasse II-Ligandoms auf Awells fithrt [129], sollte untersucht werden, ob dieser Effekt
auch auf einer Tumorzelllinie und beim HLA Klasse I-Ligandom nachzuweisen war. Auflerdem wurde
die Proteinexpression ausgewéhlter Proliferations- und Tumorantigene unter dem Einfluss von Auto-
phagie betrachtet. Fiir diese Untersuchungen wurden die B-Zelllinie Awells und eine Zelllinie, die aus
RCC068 von Cécile Gouttefangeas generiert worden war RCCO68ZL, eingesetzt.

Zur Autophagie-Induktion wurde sowohl die Methode der Aminosidure-Depletion durch Inkubation in
HBSS-Mangelmedium eingesetzt als auch die Inhibition von mTOR durch Zugabe von Rapamycin.
In einzelnen Fillen wurden Autophagosomen durch Inhibition des lysosomalen Abbaus angereichert.

Dafiir wurden die lysosomalen Inhibitoren Chloroquin und Concanamycin A eingesetzt.

Um die erzielten Phinomene eindeutig dem Mechanismus der Autophagie zuordnen zu kénnen, war
ein stringenter Nachweis notig. Wie bereits in Abschnitt erldutert, weisen die diversen bisher eta-
blierten Nachweismethoden mehr oder weniger grof3e Einschrankungen auf.

Die Nachweismethode, die am meisten verbreitet und akzeptiert ist, ist der mikroskopische Nachweis
transfizierter GFP-LC3-Konstrukte. Dies war mit den eingesetzten Zelllinien nicht moglich, da diese
auch ohne transfizierten Vektor in Selektionsmedium wuchsen und daher eine Selektion der Transfek-
tanten nicht moglich war. Eine Umklonierung wire theoretisch zwar moglich gewesen, wurde praktisch
jedoch aus zeitlichen Griinden ausgeschlossen. Stattdessen wurde eine Reihe anderer Nachweisexperi-

mente durchgefiihrt, die im folgenden Abschnitt aufgefiihrt werden.

3.3.1 Autophagie-Nachweise
3.3.1.1 Nachweis mittels Monodansylcadaverin

Mitte der 90er Jahre beschrieben Biderbick et al. einen Autophagienachweis mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff Monodansylcadaverin (MDC), der lange Zeit als spezifischer Nachweis anerkannt war [42]. Da auch
Dengjel et al. diese Methode als Autophagienachweis einsetzten [129] und diese Arbeit die Grundlage

fiir die Experimente dieser Dissertation bildete, wurde sie auch hier durchgefiihrt.

In Abbildung werden die Ergebnisse einer Monodansylcadaverin-Farbung von Awells-Zellen nach
Autophagie-Induktion mit Mangelmedium gezeigt. Die obere Reihe (A, B) zeigt Zellen, die in normalem
Medium gehalten wurden (Kontrollzellen), in der unteren Reihe (C, D) sind Zellen nach sechsstiindi-
ger Autophagie-Induktion mit HBSS-Mangelmedium dargestellt (Hungerzellen). Abbildung A und C
zeigen Zellen, die nicht mit MDC geféirbt wurden (Negativkontrollen), in Abbildung B und D sind die
mit MDC gefirbten Zellen zu sehen.

Gegen die Autofluoreszenz in den Negativkontrollen hob sich die eigentliche Fluoreszenzfirbung in den
Kontrollzellen kaum ab, die der Hungerzellen jedoch deutlich. Zwar waren auch in den Kontrollzellen
vereinzelt fluoreszierende Strukturen auszumachen, die Hungerzellen wiesen aber eine deutlich hohere
Anzahl dieser Aggregate auf.

Dies war das einzige von mehreren Experimenten mit Awells Zellen, bei dem die Ergebnisse den Er-
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Abbildung 3.7: Awells Zellen wurden in einer Konzentration von 1-10° /ml fiir sechs Stunden in DMEM inku-
biert (Kontrollzellen) (A, B) oder in HBSS Mangelmedium (Hungerzellen) (C, D). Ungeférbte Zellen dienten
als Negativkontrollen (A, C), Farbungen erfolgten mit dem Fluoreszenzfarbstoff Monodansylcadaverin (MDC)
(B, D).

Autophagosomen wurden mit 0,05 mM MDC in PBS fiir 10 Minuten bei 37°C markiert. AnschlieSend wurden
sie dreimal mit PBS gewaschen, in 8-well-Kammerdeckgléser iiberfithrt und direkt mittels Fluoreszenzmikro-

skopie analysiert. Dabei wurde das Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 100 M mit DAPI-Filter eingesetzt.

wartungen entsprechend eine erhdhte Anzahl an Autophagosomen in Autophagie-behandelten Zellen
zeigten. In allen weiteren Experimenten waren diese Ergebnisse nicht reproduzierbar. Mit RCC068ZL-

Zellen wurden keine MDC-Féarbungen durchgefiihrt.

Die Schwierigkeiten bei der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beruhten vor allem darauf, dass MDC
sehr schnell wieder aus den Zellen herausdiffundiert. Aulerdem konnte von Munafo und Colombo ge-
zeigt werden, dass MDC entgegen den Behauptungen von Biederbick et al. nicht nur Autophagosomen-
spezifisch ist, sondern auch spéte endosomale und lysosomale, also vor allem saure Kompartimente
allgemein anfirbt [362, 382]. Weitere Vorhaben, Autophagie mittels MDC-Firbung nachzuweisen, wur-

den daher verworfen.

3.3.1.2 Elektronenmikroskopischer Nachweis

Der erste Autophagienachweis iiberhaupt ergab sich aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen, die
Ashford und Porter 1962 von Hepatocyten aus Rattenlebern nach Glucagon-Behandlung machten,
wobei der Begriff , Autophagosom* damals noch nicht eingesetzt wurde und lediglich der Einschluss

cytoplasmatischen Inhalts und ganzer Organellen beschrieben wurde [18]. Erst einige Jahre spéter wur-
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Abbildung 3.8: Awells-Zellen wurden in einer Konzentration von 1-10°/ml fiir sechs Stunden in DMEM in-
kubiert (Kontrollzellen) (A) oder in 0,2 ug/ml Rapamycin in DMEM (B). Pfeile markieren Autophagosom-
dhnliche Strukturen. Zur Fixierung, Kryosektion und Mikroskopie wurden wie Zellen abgegeben an Y. Stierhof
(ZMBP, Universitét Tiibingen)

den genauere Untersuchungen angestellt, bei denen die Doppelmembran-Struktur der Autophagosomen
verdeutlicht wurde [408]. Dieses Phénomen ist mittlerweile ein anerkanntes Kriterium auf der Suche
nach autophagosomalen Strukturen. Daher lag es nahe, diese Methode fiir den Nachweis von Autopha-

gie einzusetzen.

In Abbildung[3.8|werden elektronenmikroskopische Bilder von Awells-Zellen nach Autophagie-Induktion
mit Rapamycin gezeigt. Abbildung A zeigt eine Kontrollzelle, die in normalem Medium gehalten wurde,
Abbildung B den Ausschnitt einer Zelle, deren Medium 0,2 pg/ml Rapamycin zugefiigt worden war.

Weder bei den hier dargestellen Awells-Zellen noch bei RCC068ZL-Zellen konnte eine eindeutige Auto-
phagie-Induktion aufgrund erhShter Autophagosomenzahlen in den Rapamycin-behandelten Zellen oder
aufgrund sonstiger Verénderungen des Zellinhalts ausgemacht werden. Die wenigen Autophagosom-
ahnlichen Strukturen (s. Pfeile) konnten als solche aulerdem nicht vollig zweifelsfrei zugeordnet werden,

da keine Markierung, z.B. durch LC3-gerichtete Antikorper, durchgefithrt worden war.

Eine Markierung wére durchaus erstrebenswert gewesen, wurde aber erschwert durch die begrenz-
te Anzahl Mikroskopie-tauglicher Autophagie-spezifischer Antikérper bzw. in diesem Fall durch das
Unvermogen, die hier eingesetzten Zelllinien mit einem GFP-Konstrukt zu tranfizieren, das immunhi-
stochemisch markiert hétte werden kénnen.

Alternativ wurde versucht, Autophagosomen anzureichern, indem der lysosomale Abbau der Autopha-
gosomen durch die zusitzliche Inkubation in 2 nM Concanamycin A verhindert werden sollte (Daten

nicht gezeigt). Doch auch dieser Versuch erbrachte keine erhthte Anzahl an Autophagosomen.

Im Falle einer erh6hten Anzahl Autophagosomen-ahnlicher Strukturen wére der Nachweis einer erhth-

ten Autophagie-Induktion zusétzlich mit einem sehr hohen Aufwand verbunden gewesen. Zum einen
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Abbildung 3.9: Awells-Zellen wurden in einer Konzentration von 1-10°/ml fiir sechs Stunden in DMEM inku-
biert (Kontrollzellen) (A, D), in HBSS-Mangelmedium (B, E) oder in 0,2 ug/ml Rapamycin in DMEM (C, F).
Zellen, die nur mit Zweitantikérper inkubiert worden waren, dienten als Negativkontrollen (nicht dargestellt),
Féarbungen erfolgten mit einem Maus-anti-LC3-Antikorper als Erst- und einem Rhodamin-markierten Ziege-
anti-Maus-Antikorper als Zweitantikorper.

Die fixierten Zellen wurden mit dem Maus-anti-LC3-Antikérper (MabLC3-5F10, 1:200 in Saponinpuffer) fiir 1 h
inkubiert, nachdem sie mit Saponinpuffer permeabilisiert worden waren. Anschlielend erfolgte eine 30-miniitige
Inkubation mit dem Ziege-anti-Maus Antikérper (Alexa Fluor 546 goat-anti-mouse, 1:500 in Saponinpuffer).
Die Zellen wurden nach der Behandlung in 8-well-Kammerdeckglédser iiberfithrt und mittels Fluoreszenzmi-
kroskopie analysiert. Dabei wurde sowohl das Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 100 M (Abb. A-C, 10-fache
Vergroferung) als auch das LSM510 Laser Scanning Mikroskop (Abb. D-F, 63-fache Vergréfierung) jeweils mit

Rhodamin-Filter eingesetzt.

hétte idealerweise mit vielen benachbarten seriellen Schnitten bewiesen werden miissen, dass es sich
hierbei tatséichlich um Autophagosomen und nicht um Zellein- bzw. -ausstiilpungen handelt. Vor al-
lem aber hétten hohe Zellzahlen ausgewertet werden miissen, um ein eindeutiges Verhiltnis zwischen

Kontroll- und Autophagie-induzierten Zellen ablesen zu kénnen.

3.3.1.3 Nachweis mittels LC3-Detektion in der Fluoreszenzmikroskopie

Das Microtubule-associated protein 1 light chain 8 (MAP1LC3), kurz LC3, ist ein Molekiil, das von
Begin der Autophagosomenbildung bis zum Verschmelzen mit dem Lysosom mit der autophagosomalen
Membran assoziiert ist [281]. Daher ist es ein attraktives Zielobjekt fiir den Nachweis der Autophagie-
Induktion mittels Mikroskopie.

Abbildung [3.9] zeigt Awells-Zellen, die fiir sechs Stunden in normalem Medium (Kontrollzellen) (A, D),
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in HBSS-Mangelmedium (B, E) oder in Rapamycin-haltigem Medium (C, F) gehalten wurden. Au-
tophagosomen wurden in diesem Fall mit einem Maus-anti-LC3-Antikérper markiert, der durch einen
Rhodamin-markierten Zweitantikorper detektiert wurde. Als Negativkontrollen wurden Zellen der je-
weiligen Probe eingesetzt, die nur mit Zweitantikérper inkubiert worden waren (Daten nicht gezeigt).
Die Aufnahmen der oberen Reihe wurden am Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 100 M, die der unteren
Reihe am LSM510 Laser Scanning Mikroskop erstellt.

In den Ubersichtsbildern (A-C) wird eine Zunahme der Fluoreszenzdichte in der HBSS-behandelten Pro-
be (B) deutlich. Die erwartete Zunahme an autophagosomalen Strukturen in den mTOR-inhibierten
Zellen blieb aus (C). Bei Betrachtung der Zellen in gréfierem Mafistab konnte erwartungsgemif in
allen drei Proben eine iiber das ganze Cytoplasma verteilte LC3-positive Kérnung detektiert werden.
Die Bildung groflerer LC3-positiver Aggregate und eine damit verbundene intensivere Fluoreszenz war
jedoch hauptséchlich in den Rapamycin- und HBSS-behandelten Zellen detektierbar. Ausserdem fiel
bei dieser VergrofSerung den Erwartungen entsprechend auf, dass die Hungerzellen im Vergleich zu den
beiden anderen Proben deutlich kleiner waren. Ahnliche Resultate wurden mit RCC068ZL Zellen erzielt
(Daten nicht gezeigt).

Die hier dargestellten Ergebnisse bieten einen ersten sicheren Nachweis der Autophagie-Induktion in den
genannten Proben. Denn ein Aggregieren des sonst diffus verteilten LC3 entspricht einer gesteigerten
Bildung autophagosomaler Strukturen. In jedem Fall darf jedoch bei allen mikroskopischen Nachweisen
nicht {ibersehen werden, dass eine Auswertung der Autophagie-Rate durch Auswertung der Autopha-
gosomenzahl, -fliche oder des -volumens im Verhéltnis zu der gesamten Anzahl, Fliche oder dem
Volumen der Zellen unumgénglich ist. Hierfiir miisste eine grofle Anzahl an Zellen und mikroskopischen
Aufnahmen ausgewertet werden, wie beispielsweise von Proikas-Cezanne et al. durchgefiihrt [437], wo-
durch alle mikroskopischen Nachweise sehr zeitaufwindig werden. Jede mikroskopische Aufnahme muss
auflerdem als Momentaufnahme wahrgenommen werden, die nicht unbedingt eine Aussage iiber den
allgemeinen Autophagie-Status aussagt. Das Phianomen der Anhdufung von Autophagosomen kénnte
beispielsweise lediglich aufgrund eingeschrinkter lysosomaler Fusion anstatt aufgrund hochregulierter
Autophagie auftreten [297]. Bei einer mikroskopischen Auswertung miissen deshalb alle verschiedenen
autophagosomalen Strukturen mit in Betracht gezogen werden.

Jede Zelle hat eine andere basale Rate an Autophagie. Produktionsraten, Halbwertszeiten und Grofien
der autophagosomalen Strukturen sind von Zelltyp zu Zelltyp unterschiedlich [362], 369 661]. Daher

gibt es hierfiir keine generellen Richtlinien.

3.3.1.4 Nachweis mittels LC3-Bandenverschiebung im Western Blot

Ein nicht-mikroskopischer, allgemein anerkannter Autophagie-Nachweis ist die Bandenverschiebung von
LC3 im Western Blot. LC3 liegt zunéchst als LC3-I in freier cytoplasmatischer Form vor. Durch In-
duktion von Autophagie wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt, die unter anderem dazu fiihrt, dass
LC3-1 C-terminal zu LC3-1I gespalten und anschlieend mit Phosphatidylethanolamin (PE) konjugiert
wird. Diese posttranslationale Modifikation ist als Bandenverschiebung im Western Blot nachweisbar.
In Abbildung sind die ,,Pseudoblots“ von jeweils drei Proben dargestellt, die entweder fiir sechs

Stunden in normalem Medium (Kontrollzellen) (N), in HBSS Mangelmedium (H) oder in normalem
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A NHR kb p N H R kD G N H R kD D N HR kD
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Abbildung 3.10: RCC Zellen wurden in einer Konfluenz unter 60% fiir sechs Stunden in RPMI inkubiert (Kon-
trollzellen) (N), in HBSS-Mangelmedium (Autophagiezellen) (H) oder in 0,2 pg/ml Rapamycin in RPMI (R).
Nach der Proteinauftrennung und -iibertragung durch SDS-PAGE und Western Blot wurden die Membranen
in Streifen geschnitten. Von jeder Probe wurde jeweils einer dieser sogenannten ,,Pseudoblots* mit den entspre-
chenden Erst- und Zweitantikdrpern markiert. Als Auftragskontrolle wurden GAP-DH (Abcam, 1:20000) (A)
und Histon H3 (CST, 1:1000) (B) gefiirbt. Es wurden zwei verschiedene Antikérper gegen LC3 eingesetzt, ein
polyklonaler Kaninchenantikérper (Abgent, 1:500) (C) und ein monoklonaler Mausantikérper (MBL, 1:1000)
(D), die beide sowohl LC3-I als auch LC3-II erkennen sollten. Die Pfeile signalisieren die ungefihre Lauf-
hohe, auf der die entsprechenden Banden erwartet wurden. In den beiden LC3-gefarbten Proben wurde bei
Autophagie-Induktion eine stéirkere Bande bei 16 kD (LC3-II) und eine schwéchere Bande bei 18 kD (LC3-I)

erwartet.

Medium gehalten wurden, dem 0,2 pg/ml Rapamycin zugefiigt war (R). Als Auftragskontrolle wurde
jeweils ein Pseudoblot jeder Probe mit einem Antikérper gegen GAP-DH (A) bzw. gegen Histon H3
(B) inkubiert. Getestet wurden zwei verschiedene Antikérper gegen LC3 (C, D). Dabei wurde eine
Bandenverschiebung von ca. 18 auf 16 kD bei Autophagie-Induktion, also in den Proben H und R
erwartet. Deutlich zu sehen war zunéchst einmal eine starke Intensitdtserhchung aller Bandensignale in
den beiden Autophagie-Proben bei beiden LC3-Antikérpern im Vergleich zu den Auftragskontrollen. In
allen Fillen liefen die Banden der HBSS-behandelten Probe etwas iiber den vergleichbaren Banden der
beiden anderen Proben, vor allem im unteren Massenbereich. Dies konnte jedoch auf leicht variieren-
de Zeiten bei der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zuriickgefiihrt
werden. Zwar konnten Banden in dem Massenbereich von LC3 detektiert werden, doch war keine Mas-
senverschiebung sichtbar. Stattdessen war eine starke Hintergrundfirbung mit weiteren unspezifischen
Banden bei ca. 50 kD (C) bzw. ca. 40 und 55 kD (D) zu sehen, die nicht weiter erklért werden konnte
(Daten nicht gezeigt).

Gleiche Experimente mit Awells-Zellen fithrten in beiden LC3-Antikorperfiarbungen lediglich zu einer

unspezifischen Bande bei ca. 50 kD.

Wie bereits in den Abschnitten und erwihnt, gibt es von LC3 drei Isoformen mit individuell

sehr verschiedenen FEigenschaften. Dies betrifft sowohl ihre Gewebespezifitéit als auch ihre Laufeigen-
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schaften in der SDS-PAGE [217]. Danach weisen LC3A und LC3B eine relativ hohe RNA-Expression
in Herz, Gehirn, Skelettmuskel, Hoden und Niere auf, wihrend die Expression von LC3C vor allem auf
Placenta, Lunge und Eierstocke beschrankt und selbst in diesen Geweben sehr viel niedriger ist. Ein
deutlicher Unterschied zwischen LC3A und LC3B besteht darin, dass LC3A fast am stérksten in der
Leber exprimiert wird, wo LC3B nur geringe Expression aufweist, dafiir aber LC3B auch in peripheren
Blutlymphocyten (PBL) exprimiert wird, wo gar kein LC3A nachweisbar ist.

Auch im Western Blot werden Unterschiede zwischen den drei Isoformen deutlich: LC3A und LC3C
werden posttranslational auf gleiche Weise modifiziert, was die im Western Blot detektierbare Banden-
verschiebung ausmacht, bei LC3A von 18 zu 16 kD, bei LC3C von 16 zu 15,5 kD. Die genaue Art der
posttranslationalen Modifikation von LC3B ist dagegen nicht genau bekannt; in jedem Fall ergibt diese
Isoform im Western Blot jedoch nur eine Bande bei 16 kD.

In den eingesetzten RCC068ZL-Zellen konnten, da es sich hier ja urspriinglich um Nierenzellen handelt,
nach diesen Angaben potentiell die beiden Isoformen LC3A und LC3B nachgewiesen werden. Im Wes-
tern Blot hitte also eine Bandenverschiebung detektierbar sein miissen. Falls jedoch in dieser Zelllinie
nur die Isoform LC3B vorliegen wiirde, wiirde das erkldren, warum jeweils nur eine Bande auf der
entsprechenden Hohe detektierbar war. Dies trifft in jedem Fall fiir die Awells-Zellen zu, bei denen es
sich um eine B-Zelllinie handelt, in denen nur die LC3B-Isoform exprimiert wird. Die Ursache dafiir,
dass bei den Awells-Zellen gar keine spezifische Bande detektierbar war, ist damit also nicht geklart.
Vielmehr zeigen diese Ergebnisse ein generelles Problem auf, das im Mangel spezifischer Autophagie-

spezifischer und Western Blot-tauglicher Antikorper besteht.

Alle hier aufgefithrten Nachweis-Bemiithungen, die in dieser Dissertation zum Einsatz kamen, zeigen,
dass durch Behandlung mit HBSS und Rapamycin eine Autophagie-Induktion in den behandelten
Zellen zum Teil zwar tendenziell, jedoch nicht eindeutig nachweisbar war. Die im Folgenden beschrie-
benen Ergebnisse sind daher zunéichst nur als durch Autophagie-Behandlung induzierte, jedoch nicht

als Autophagie-spezifische Phinomene zu betrachten.

3.3.2 Protein-Expressionsanalysen Autophagie-assoziierter Antigene

Da ein stringenter Nachweis fiir Autophagie im Kontext dieser Dissertation nicht méglich war, entstand
die Idee, ein Screening zu entwickeln, in dem Autophagie-spezifische Protein-Expressions-Muster analy-
siert werden sollten. Ziel war, auf diese Weise ein Nachweisverfahren zu entwickeln, das auf Autophagie-

spezifischen Expressionsmustern beruhen wiirde.

Man kann zwar annehmen, dass die Expression der meisten Autophagie-assoziierten Antigene sich bei
erhohter Autophagie-Aktivitdt nicht oder nur in geringem Mafle dndert und es vielmehr zu einer Re-
krutierung oder Aktivierung vorliegender Proteine kommt. Doch in Arabidopsis thaliana wurde als
Reaktion auf Stresskonditionen bereits an einer ganzen Reihe von Autophagie-assoziierten Genen eine
transiente Hochregulation festgestellt [478, [662]. Auch die Gewebeverteilung der AtgdB-Expression in
Ratten und die Tatsache, dass Atg4B zusammen mit Atg8 in Stress-sensitiven Hefemutanten entspre-
chend hochreguliert wird, deuten darauf hin, dass die Expression von Atg4B mit der Autophagie-Rate
korreliert [595, 663]. Von Atgb ist bekannt, dass eine Uberexpression zu erhohter Autophagie-Aktivitit
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fithrt [440], und Grand et al. konnten nach Behandlung mit verschiedenen Stimuli eine erhéhte Protein-
konzentration von Atgh feststellen, die zwar auf Apoptose zuriickgefiithrt wurde, jedoch unter anderem
durch Serumentzug induziert wurde, der auch Autophagie hervorrufen kann [I98]. Schliefllich konn-
ten Prigione et al. zeigen, dass die Atgl2-Expression durch Stressbedinungen wie Deletionsmutationen
mitochondrialer DNA induziert wird. Dies fithrten sie auf folgenden Mechanismus zuriick: durch Inhi-
bierung mitochondrialer Proteinsynthese oder Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) kommt
es liber die Hemmung des proteasomalen Abbaus zur Aminosiduredepletion und damit zu Autophagie-
Induktion, die mit erhohter Atgl2-Expression einhergeht [434].

Bisher wurden die meisten dieser Untersuchungen zur Expression auf genetischer und nicht auf Protein-
Ebene durchgefiihrt und vor allem hauptséchlich in Pflanzen. Dies rechtfertigt die Analyse der Prote-
inexpression Autophagie-assoziierter Antigene im humanen System, da einerseits Expressionsverdnde-
rungen auf genetischer Ebene bekannt sind, andererseits im humanen System kaum Informationen zu

Expressionsdaten nach Autophagie-Induktion vorliegen.

Zwei Gruppen von Proben wurden bei der Proteinexpressionsanalyse eingesetzt: eine ,Verdiinnungs-
gruppe” und eine ,,Autophagie-Induktionsgruppe*.

Fiir die ,Verdiinnungsgruppe“ wurden in einem Gesamtzeitraum von etwa einem Monat immer nach
einer Woche Zellen in verschiedenen Verdiinnungen geerntet, um mit Hilfe der Expressionsdaten fest-
zustellen, ob ein Autophagie-Anstieg bereits aufgrund erhohter Zelldichten ohne weitere Behandlung
erkennbar wiirde. Die Anzahl der Replikate richtete sich dabei nach Verfiigbarkeit der Zellzahlen. Ge-
erntet wurden Zellen in Verdiinnungen von 1-10%/ml bis 5-10%/ml bei RCC068ZL-Uberstinden bzw.
bis 1-10 /ml bei Awells.

Zur ,,Autophagie-Induktionsgruppe” wurden jeweils Triplikate folgender Proben der beiden Zelllinien
Awells und RCCO68ZL eingesetzt:

N: Zellen in Normalmedium

N-C: Zellen in Normalmedium mit 40 pM Chloroquin

H: Zellen in HBSS Mangelmedium

H-C: Zellen in HBSS Mangelmedium 40 pM Chloroquin

R: Zellen in Normalmedium mit 0,2 pg/ ml Rapamycin

R-C: Zellen in Normalmedium mit 0,2 pg/ ml Rapamycin und 40 pM Chloroquin

Alle Zellen waren jeweils eine Woche vor und in den sechs Stunden wéihrend der entsprechenden Inku-
bation in einer Dichte von hochstens 1-10° /ml bzw. etwa 30-50% Konfluenz gehalten worden.

Zellen, die in Normalmedium gehalten wurden (N), dienten als Kontrollzellen. In Zellen, die in HBSS-
Mangelmedium gehalten wurden (H), wurde Autophagie durch Aminoséure- und Serumentzug indu-
ziert. In Zellen, deren Medium Rapamycin zugefiigt wurde (R), erfolgte die Autophagie-Induktion durch
die Inhibition von mTOR. Allen drei Behandlungen wurde jeweils eine Kontrollbehandlung mit dem
lysosomalen Inhibitor Chloroquin gegeniiber gestellt (N-C, H-C, R-C), um Autophagosomen vor ihrem

Abbau zu bewahren und damit anzureichern.

Fiir das Screening wurden eine ganze Reihe von Antigenen, die im Autophagie-Signalweg involviert
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sind, in Betracht gezogen. Antikorper gegen die zu untersuchenden Autophagie-assoziierten Antigene
wurden zuvor in Western Blot-Analysen validiert. Dazu wurden Blots mit den Proben N, H, H-C und
R der Zelllinie Awells und Pseudoblots jeder der sechs Behandlungsproben der Zelllinie RCCO68ZL aus
der Autophagie-Induktionsgruppe eingesetzt. Getestet wurden 15 verschiedene Antikorper gegen Atg3,
Atgd, Atgh, Atg7, Atg8/ LC3, Atgl2, Beclin-1, WIPT und mTOR, die unter anderem in der Tabelle
aufgefiihrt sind (Daten nicht gezeigt). Zur Proteinexpressionsanalyse eingesetzt wurden schliefflich
Antikorper gegen folgende in Tabelle [3.11] aufgefiihrte Antigene.

Tabelle 3.11: Autophagie-assoziierte Antigene, die mittels Proteinexpressions-Analyse nach Autophagie-
Induktion untersucht wurden. Aufgefiihrt sind die Namen und Abkiirzungen aus der Entrez Gene Datenbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) [348]. Weitere Ausfithrungen zur Funktion der einzele-
nen Antigene s. [T.3.1]

Entrez

Antigen Funktion
GenelD
ATG3, autophagy related 3 homolog (ATG3) 64422 E2-Homolog, konjugiert PE mit LC3-11
ATG4, autophagy related 4 homolog B (ATG4B) 23192 Cys-Protease, prozessiert C-Terminus von LC3-1
ATGS5, autophagy related 5 homolog (ATG5) 9474 Adapter-Protein, beteiligt am

Atgl2-Atgh-Atgl6-Konjugationssystem an der sich
bildenden Autophagosomenmembran

ATGS8, microtubule-associated protein 1 light chain 3 84557 (A), Mikrotubuli-assoziiertes Protein, bindet als Lipoprotein an

(MAP1LC3) 81631 (B),  die Autophagosomenmembran
440738 (C)
ATG12, autophagy related 12 homolog (ATG12) 9140 Ubiquitin-ghnliches Protein, beteiligt am

Atgl2-Atgh-Atgl6-Konjugationssystem an der sich

bildenden Autophagosomenmembran

ATG6, beclin 1, autophagy related (BECN1) 8678 Tumorsuppressorprotein, beteiligt an der Klasse 111
PI3K/pl150-Komplex-induzierten Autophagie

ATG18, WD repeat domain, phosphoinositide 55062 WD40 repeat protein, Proteinrekrutierung an

interacting 1 (WIPI1) (Autophagosomen-)Membranen

mTOR, FK506 binding protein 12-rapamycin 2475 Ser/Thr-Proteinkinase, inhibiert Autophagie

associated protein 1 (FRAP1)

mTOR, FK506 binding protein 12-rapamycin 2475 Ser2448 wird im Rahmen des PI3K/Akt Signalwegs

associated protein 1 (FRAP1), pSer2448 phosphoryliert. Dies fithrt zur mTOR-Aktivierung und

damit Autophagie-Hemmung.

Gegen ATG8/ LC3 wurden zwei verschiedene Antikérper eingesetzt. Gegen mTOR wurde sowohl ein
Antikorper gegen die unphosphorylierte Autophosphorylierungsstelle Ser2481, also gegen das Gesamt-
protein, eingesetzt als auch gegen das iiber den PI3K/ Akt Signalweg phosphorylierte Ser2448. Insge-
samt wurde damit die Proteinexpression acht verschiedener Antigene mit zehn verschiedenen Antikor-

pern in 73 verschiedenen Proben getestet.

Die Erwartungen in diesem Experiment waren folgende: ab einer bestimmten Zelldichte und durch die
Behandlung von HBSS oder Rapamycin miisste Autophagie induziert werden. Die Behandlung mit
Chloroquin sollte zu einer Akkumulation von Autophagosomen fithren. Das wiederum koénnte entwe-
der zur Folge haben, dass es zu einer negativen Riickkopplung und damit verminderter Autophagie-
Induktion oder aufgrund des verminderten Abbaus des Autophagosomeninhalts zu verringerter Amino-
sdure-Verfiigbarkeit und damit zu erhohter Autophagie-Induktion kéme.

Entsprechend wurde erwartet, dass mit zunehmender Zelldichte bzw. unter HBSS- oder Rapamycin-
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Einfluss die Expression zumindest einiger Autophagie-assoziierter Antigene steigen miisste bzw. im
Fall von mTOR die Expression oder Aktivierung - dargestellt durch die Phosphorylierung an Position
Ser2448 - sinken miisste. Bei den Chloroquin-behandelten Proben wurde ein Anstieg der ATG8/ LC3-
Konzentration erwartet, da dieses Antigen mit Autophagosomenmembranen assoziiert ist und seine
Konzentration daher zusammen mit der Autophagosomendichte hitte steigen miissen. Da der Einfluss
von Chloroquin auf die Autophagie-Induktion generell nicht sicher war, konnten keine Erwartungen in
bezug auf einen Anstieg oder Abfall der Konzentrationen der anderen Antigene aufgestellt werden.

In jedem Fall bestand die Hypothese, dass mit entsprechender Behandlung zumindest in einzelnen An-
tigenen ein Expressionsmuster zu sehen sein kénnte, das mit Autophagie-Induktion korrelieren wiirde.
Dieses Muster sollte in beiden Zelllinien zu sehen sein, um eindeutig als Zelltyp-unabhéngig interpre-

tiert zu werden.

Weder die Auswertung der Proben der ,Verdiinnungsgruppe“ noch die der , Autophagie-Induktions-
gruppe” ergab jedoch fiir die untersuchten Antigene ein eindeutig signifikantes Autophagie-spezifisches
Muster.

In der ,Verdiinnungsgruppe* war weder bei RCC068ZL noch bei Awells Zellen ein konzentrationsabh#n-
giger Proteinexpressionsanstieg auszumachen. In der ,,Autophagie-Induktionsgruppe” wurde bei kaum
einem Antigen durch HBSS- oder Rapamycin-Behandlung eine erhthte Konzentration hervorgerufen.
Nur bei ATG8/ LC3 konnte mit beiden Antikérpern eine sehr schwache, durch HBSS- bzw. Rapamycin-
Behandlung induzierte Konzentrationssteigerung hervorgerufen werden (s. Abbildung [3.11]). Dagegen
kam es erwartungsgeméfl zu einer deutlichen Deaktivierung von mTOR, was durch die Antikorperféir-
bung gegen die Phosphorylierungsstelle Ser2448 ersichtlich wurde. Diese Férbung wies sowohl deutlich
niedrigere Signalwerte fiir die HBSS- und Rapamycin-behandelten Proben als fiir die Kontrollzellen
auf als auch eine verringerte Phosphorylierung pro Gesamtprotein, die mit der Autophagie-Induktion
korrelierte (s. Abbildung [3.11]).

Ein Chloroquin-abhéngiger Effekt war kaum auszumachen. Nur der mit dem ATG8/ LC3-Antikorper
der Firma Abgent inkubierte Mikroarray wies eine Chloroquin-abhingige Steigerung der Signalintensi-
tét auf, die jedoch aufgrund der hohen Standardabweichungen nur wenig iiberzeugend war (s. Abbildung
3.11)).

Ein weiterer Effekt, der bei der Auswertung sowohl der ,Verdiinnungsgruppe“, vor allem aber der
»2Autophagie-Induktionsgruppe” auffiel, war die Zelllinien- Abhéngigkeit der Expression von mTOR und
Beclin 1. In der ,,Autophagie-Induktionsgruppe” beispielsweise lagen die Signalwerte fiir mTOR. in
RCCO068ZL mit 0,7 - 0,8 deutlich iiber denen von Awells mit 0,35 - 0,5. Im Gegensatz dazu war die
Expression von Beclin 1 in RCC068ZL mit 0,4 - 0,6 niedriger als in Awells mit 0,7 - 1,0.

Die Hochregulation des mTOR-Signalwegs ist ein bekanntes Phéinomen in verschiedenen Krebsarten,
auch in RCC [311] 412] und fithrt unter anderem auch zur Aktivierung von HIFla [526]. Neben den
Tyrosinkinase-Inhibitoren Sorafenib und Sunitinib ist daher seit 2005 auch der mTOR-Kinaseinhibitor
Temsirolimus (Rapamycin) in den USA in der Bekdmpfung gegen RCC zugelassen [19, [379].

Das Tumorsuppressorantigen Beclin 1 ist monoallelisch in einem hohen Prozentsatz verschiedener
Krebsarten deletiert [6]. Die Identifizierung von Beclin 1 als Bestandteil Autophagie-assoziierter Prozes-

se hat bereits vor einiger Zeit zu der Vermutung gefiihrt, dass Autophagie in der Kontrolle des Zellwachs-
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tums assoziiert sei [328] [442]. Doch wihrend eine Tumorzell-Assoziation aufgrund der hier vorliegenden
Ergebnisse sowohl fiir mTOR als auch fiir Beclin 1 bestétigt wurde, konnte eine Autophagie-Assoziation

fiir beide Antigene nicht festgestellt werden.

Bei der Auswertung der Proben der , Autophagie-Induktionsgruppe mussten die Probenwerte aller
sechs verschiedenen Behandlungs-Proben, die an einem bestimmten Tag geerntet worden waren, und
auch eine N-Probe der RCC068ZL Zelllinie aufler Acht gelassen werden, da sie extrem von den Pro-
benwerten aller anderen Werte abwichen und hohe Proben-interne Standardabweichungen zeigten. Da
von der Zelllinie Awells nur zwei N-Proben genommen worden waren, lag fiir die Gesamtauswertung
damit nur eine einzige Kontrollzell-Probe vor.

Die starke Schwankung der Werte innerhalb von Probengruppen, deren Proben jeweils die gleiche Be-
handlung erfahren hatten oder in der gleichen Verdiinnung gehalten worden waren, war ein generelles
Phéanomen. Typische Beispiele fiir diese Schwankungen sind in Abbildung zu sehen, und auch
die Standardabweichungen der gemittelten Werte in Abbildung weisen auf grofie Expressionsun-
terschiede innerhalb der einzelnen Behandlungsgruppen hin. Allein diese Tatsache beeintrichtigt die
Auswertung bzw. die Ziehung von Riickschliissen auf eine Autophagie-Abhéngigkeit der Autophagie-

assoziierten Antigenexpression erheblich.

Es waren jedoch nicht nur Schwankungen innerhalb fast aller Behandlungsgruppen auffillig, sondern
auch die Tatsache, dass die Proteinexpression einzelner Antigene zueinander sehr dhnlich sein konn-
te, wie beispielsweise in ATG3 und ATG8/ LC3 (s. Abbildung [3.12). Dieses Phéinomen trat jedoch
nur mit dem ATG8/ LC3-Antikorper der Firma Abgent auf, wihrend das Expressionsmuster, das der
Antikorper der Firma MBL erzeugte, ein vollkommen abweichendes Expressionsmuster aufwies. Die
Ahnlichkeit der Expressionsprofile von ATG3 und ATG8/ LC3 weist jedoch daraufhin, dass es ganz
offensichtlich Proben- bzw. Behandlungs-spezifische Einfliisse auf die Expression dieser beiden Antige-
ne gibt. Nur die genaue Definition der Ursachen, die hinter diesen Einfliissen stecken, ist aufgrund der
starken Abweichungen innerhalb der Behandlungsgruppen nicht ersichtlich. Trotzdem wird damit die
Theorie unterstiitzt, dass Autophagie-assoziierte Antigene auf bestimmte Einfliisse mit einer Expressi-

onsregulation reagieren.

Die groflen Unterschiede zwischen den Expressionsprofilen der beiden ATG8/ LC3-Antikorper weisen
erneut auf die Einschriankungen aller Antikoérper-basierten Methoden zur Protein-Expressionsanalyse
hin. Hier wurden zwei Antikérper gegen ATG8/ LC3 eingesetzt, von denen der eine ein polyklonaler
Antikérper war, der durch Immunisierung von Kaninchen mit einem KLH (Keyhole limpet hemocya-
nin)-konjugierten synthetischen Peptid gegen den N-Terminus der Isoform MAP1LC3A generiert wur-
de. Der andere Antikorper war ein monoklonaler Antikorper, der nach der Immunisierung von Mausen
mit einem GST-Gesamtlingen-LC3-Fusionsprotein aufgereinigt worden war. Da Reaktivitat sowohl ge-
gen LC3-I als auch gegen LC3-II nachweisbar war, war auch dieser Antikorper offensichtlich gegen
den N-Terminus gerichtet. Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse kann jedoch davon ausgegangen
werden, dass die Epitope der beiden Antikérper unterschiedlich waren, zumal zu dem monoklonalen
Antikorper keine weitere Information zu der zugrundeliegenden Isoform vorlag. Neben unterschiedlichen

Epitopen haben jedoch auch die Generierung und Aufreinigung der Antikérper sowie die verschiedenen
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Zweitantikorper, die zur Detektion dieser beiden Primérantikorper eingesetzt wurden, Einfluss auf die

erzielten abweichenden Ergebnisse.

In der Arbeit von Dengjel et al. [129] wurden die RNA-Expressionswerte der jeweils in normalem bzw.
in HBSS Mangelmedium inkubierten Awells aufgenommen. In diesem Kontext liegt die Frage nahe, ob
eine Korrelation zwischen den RNA- und den Protein-Expressionsdaten herrscht. Dazu wurden jeweils

all diejenigen Werte untersucht, die nach sechststiindiger Inkubation in dem jeweiligen Medium erzielt

wurden (s. Tabelle [3.12]).

Tabelle 3.12: Vergleich der RNA- und der Protein-Expressionsdaten von Awells. Dargestellt ist jeweils die x-
fache Expression bei Autophagie-Behandlung im Vergleich zur Expression in Kontrollzellen. Die RNA-Werte
wurden von Dengjel et al. [129] generiert. Die Protein-Werte beziehen sich auf die im Rahmen dieser Arbeit
erzielten Werte ohne Berticksichtigung der Standardabweichungen. N = 6 Stunden Inkubation in Normalme-
dium, H = 6 Stunden Inkubation in HBSS Mangelmedium, R = 6 Stunden Inkubation in Normalmedium mit
0,2 pg/ ml Rapamycin. * Der erste Wert bezieht sich auf Isoform MAP1LC3A, der zweite auf MAP1LC3B.
** Der erste Wert bezieht sich auf den Antikérper der Firma MBL, der zweite Wert auf den Antikérper der
Firma Abgent.

Antigen RNA (H vs N) Protein (H vs N) Protein (R vs N)
ATG3 1,23 0.83 1.07
ATG4B 0,87 0.96 1.10
ATG5 1,32 0.96 1.33
ATGS/ LC3 1,23/ 1,74% 1.19/ 1.26%* 1.22/ 1.78%*
ATG12 1,32 1.39 1.11
ATG6/ Beclin 1 1,00 0.86 1.23
ATG18/ WIPI1 0,93 0.92 1.05
mTOR 0,76 0.73 1.01

Bedenkt man die grofien Standardabweichungen, die sich hinter den Proteinexpressionswerten verbergen
und hier aufler Acht gelassen wurden, miissen diese Ergebnisse natiirlich mit grofler Vorsicht interpre-
tiert werden. Auch die Tatsache, dass die RNA-Expressionswerte in anderen Experimenten und mit
anderen Proben gewonnen wurden als die der Proteinexpressionsdaten, schrinkt die Vergleichbarkeit
ein. Es ist jedoch auffillig, dass nur in einem einzigen Antigen alle drei Vergleiche zu dem gleichen
Ergebnis kommen. Danach wird die Expression von ATG8/ LC3 unabhéngig von der betrachteten Iso-
form und dem eingesetzten Antikorper durch Autophagie-Induktion immer gesteigert.

Ein weiterer Effekt, der unter diesen Betrachtungen auffillt, ist die Tatsache, dass durch HBSS-Be-
handlung nur die Proteinexpression von ATG8/ LC3 und ATG12 hochreguliert wird, wihrend durch
Rapamycin-Behandlung die Proteinkonzentration aller Antigene steigt. Die RNA- und Proteinexpres-
sion von WIPI1 und mTOR in Autophagie-induzierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen weist in

allen drei Féllen eher niedrige Werte auf.
Nach all diesen Betrachtungen liegt der Schluss nahe, dass Autophagie-Induktion grofitenteils eine Re-

krutierung vorhandener Autophagie-assoziierter Antigene anstatt eine Steigerung der jeweiligen Prote-

inexpression hervorruft. Dies gilt zumindest fiir die hier untersuchten Antigene bis auf fir ATG8/ LC3.
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Abbildung 3.11: Relative Signalintensitéten der durch verschiedene Antikérper gegen ATG8/ LC3 generierten
Signale und des Phosphorylierungsmusters von mTOR in den Proben der ,, Autophagie-Induktionsgruppe* der
Zelllinien RCCO68ZL und Awells. Alle angegebenen Werte beziehen sich auf die gegen die Proteinexpression
normalisierten und gegen den Nullwert korrigierten Werte, die sich aus der Verrechnung der vier Verdiinnungs-
duplikate einer Probe ergaben. Beim Expresionsprofil des mTOR-Phosphorylierungsmusters stellen die blauen
Balken die Signalwerte des gegen mTOR gerichteten Antikérpers und die violetten Balken die Signalwerte des
gegen die Ser2448-Phosphorylierungsstelle von mTOR, gerichteten Antikorpers dar. Die hellen Balken ergeben
sich aus dem Verhéltnis der Phosphorylierungs-Signale zu den mTOR-Expressionswerten.
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Abbildung 3.12: Relative Signalintensititen der Antigene ATG3, ATG4B und ATG8/ LC3 in den Proben der
yVerdiinnungsgruppe“ der Zelllinien RCC068ZL und Awells. Alle angegebenen Werte beziehen sich auf die gegen
die Proteinexpression normalisierten und gegen den Nullwert korrigierten Werte, die sich aus der Verrechnung
der vier Verdiinnungsduplikate einer Probe ergaben. Bei den Proteinexpressionswerten des Antigens ATGS8/

LC3 handelt es sich um die mit dem Antikorper der Firma Abgent generierten Werte.
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Auch wenn grofle Schwankungen und Standardabweichungen die Auswertung der erzielten Ergebnisse
beeintrachtigen, kann man doch eine Tendenz aus den Werten herauslesen, die nahe legt, dass es durch
Autophagie zu einer Hochregulation der ATG8/ LC3-Produktion kommen kénnte.

Dies wurde fiir Hefe auch bereits von Gasch et al. beschrieben [I83], wobei sogar von einer bis zu iiber
10-fachen Steigerung der ATG8/ LC3-Expression unter Hungerbedinungen die Rede ist. Im Gegensatz
dazu heisst es in den Ausfithrungen von Kovacs et al. [295], dass in Sdugerzellen der Pool diverser
vorliegender Autophagie-assoziierter Antigene fiir einen gewissen Zeitraum ausreiche, um ohne weitere
Hochregulation der Gen- oder Proteinexpression Autophagie am Laufen zu halten. Diese Aussage wird
durch die in dieser Dissertation erzielten Ergebnisse weitgehend unterstiitzt.

Fiir einige Antigene konnte ein Recycling bereits beschrieben werden. So postulierten Reggiori et al.
dass es einen regelrechten Recycling-Mechanismus fiir Atg9 in Hefe gibt, der vor allem durch den Atgl-
Atgl3-Komplex reguliert wird [453]. Fiir andere Antigene, namentlich den Atgl2-Atgh-Atgl6-Komplex,
war zwar die Dissoziation von der Phagophoren-Membran in Hefe beschrieben worden [366 [367], doch
ohne Beriicksichtigung ihres weiteren Schicksals. Ein Abbau solcher freien Komplexe wére naheliegend
und damit die notige Expressions-Induktion fiir weitere Autophagie-Vorgénge. Dies konnte jedoch zu-
mindest fiir die beiden Antigene ATG5 und ATG12 hier nicht belegt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass insgesamt kein Autophagie-spezifisches Expressionsmus-
ter mit der Methode der Protein-Mikroarray-Technology detektiert werden kann. Tendenzen, die eine
erhohte ATG8/ LC3-Konzentration nach Autophagie-Induktion aufweisen, waren zum einen weder ein-
deutig noch besonders stark ausgeprigt, zum anderen muss der Riickschluss in Frage gestellt werden,
ob eine erhohte Proteinkonzentration notwendigerweise auf eine gesteigerte Proteinexpression zuriick-
zufithren ist. Man kann davon ausgehen, dass wihrend ATG8/ LC3 im Lysosom abgebaut wird, neues
synthetisiert wird. Ein Konzentrationsanstieg muss also nicht mit gesteigerter Synthese zusammenhén-

gen, sondern kann auch durch unterdriickten lysosomalen Abbau ausgelost werden.

3.3.3 Protein-Expressionsanalysen ausgewahlter Tumorantigene und Proliferationsmarker nach

Autophagie-Induktion

Immer hiufiger wird Autophagie im Kontext der Onkogenese betrachtet (s. Ausfithrungen in Abschnitt
[1.3.3)). Dies ist insofern naheliegend, als die Sauerstoff- und Nahrungszufuhr in Tumorgeweben ande-
ren Bedinungen unterliegt als in gesunden Geweben, so dass damit auch die Autophagie-Aktivitit von
Tumorzellen sich stark dndern kann. Auch die Assoziation von mTOR sowohl mit der Regulation des
Zellzyklus und damit proliferativen Eigenschaften der Zellen als auch mit Autophagie fithrt zu einer
Vernetzung dieser Phénomene.

Aus diesem Grund kam die Frage auf, ob die Induktion von Autophagie einen Einfluss auf die Protein-
expression und Aktivitdt von Proliferationsmarkern oder Tumorantigenen haben kénnte. Dazu wurden
beispielhaft einige Antigene ausgewihlt, die in Tabelle [3.13] aufgefiihrt sind und deren Konzentration
und Aktivitdt mittels Protein-Mikroarray-Technologie ermittelt wurde. Die zu untersuchenden Proben
waren identisch mit der in Abschnitt eingesetzten ,, Autophagie-Induktionsgruppe®.

120



3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3.13: Proliferationsmarker und Tumor-assoziierte sowie MHC-Antigene, die mittels Proteinexpressions-
Analyse nach Autophagie-Induktion untersucht wurden. Aufgefiihrt sind die Namen und Abkiirzungen aus der
Entrez Gene Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) [34]].

Entrez

Antigen Funktion
GenelD

Actin, alpha 1, skeletal muscle (ACTA1) 58 Protein des Cytoskeletts, als Kontrollantigen ein-
gesetzt

Major histocompatibility complex, class I, A (HLA-A), 3105,3106,3107 HLA Klasse I-Peptid-Prisentation

Major histocompatibility complex, class I, B (HLA-B),

Major histocompatibility complex, class I, C (HLA-C)

Beta-2-microglobulin (B2M) 567 HLA Klasse I-Peptid-Priisentation

Major histocompatibility complex, class II, DR HLA Klasse 1I-Peptid-Prisentation

Epidermal growth factor receptor (EGFR) 1956 Kontrolle des Zell-Wachstums und der
Differenzierung

Mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK1), 5594,5595 Die MAP Kinasen MAPK1 und MAPK3 oder

Mitogen-activated protein kinase 3 (MAPK3) ERKs (extracellular signal-regulated kinases) sind
an Zellwachstum, -Differenzierung und
Proliferation beteiligt

Mitogen-activated protein kinase 8 (MAPKS), 5599,5601,5602 Die MAP Kinasen MAPKS8-10 oder JNKs (c-Jun

Mitogen-activated protein kinase 9 (MAPK9), N-terminal kinases) sind an Zell-Differenzierung

Mitogen-activated protein kinase 10 (MAPK10) und Apoptose-Induktion beteiligt.

Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 (MKI67) 4288 Reguliert die Zell-Proliferation

Sin3A-associated protein, 130kDa (SAP130) 79595 Beteiligt am RNA-Splicing

Adipose  differentiation-related  protein, = Adipophilin 123 Tumorantigen

(ADFP)

Baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin) (BIRC5) 332 Tumorantigen

Carbonic anhydrase IX (CA9) 768 Tumorantigen

Insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) 3486 Tumorantigen

Met proto-oncogene (MET) 4233 Tumorantigen

Mucin 1 (MUC1) 4582 Tumorantigen

Usher syndrome 1C (USH1C) 10083 Harmonin bzw. NY-CO-38 ist an

Protein-Protein-Interaktionen beteiligt.
Autoantikérper gegen Harmonin konnten in

verschiedenen Krebsarten identifiziert werden.

Gegen die MAP-Kinasen gab es sowohl einen allgemeinen ERK (p42/44 MAPK)-spezifischen und einen
JNK (SAPK/JNK)-spezifischen Antikérper. Um die Aktivitéit dieser Kinasen zu testen, wurde zusétz-
lich ein Antikorper gegen die jeweilige Phosphorylierungsstelle eingesetzt. Gegen die HLA-B und -C-
Allele wurde ein gemeinsamer Antikorper eingesetzt.

Damit wurden insgesamt 21 verschiedene Antigene mit 18 verschiedenen Antikérpern in 35 verschiede-

nen Proben untersucht.

Unter den zu analysierenden Antigenen befanden sich nicht nur Proliferationsmarker und potentielle
oder etablierte Tumorantigene, sondern auch Aktin als Referenzantigen, das in allen Zellen konstitutiv
exprimiert wird, und MHC-Antigene. Die Proteinexpressionsanalyse der letzteren wurde deshalb durch-
gefiihrt, weil untersucht werden sollte, ob die MHC-basierte Antigen-Prasentation durch Autophagie-
Induktion auf Ebende der MHC-Proteinexpression beeinflusst wird. Dies war auch im Hinblick auf die

Untersuchungen des néchsten Abschnitts [3.3.4] von Interesse.

Daneben wurden Antigene untersucht, wie beispielsweise Ki67, das bereits als in diversen Krebsarten,
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Abbildung 3.13: Heatmap der Proteinexpression ausgewéhlter Proliferationsmarker, Tumor-assoziierter und
MHC-Antigene in RCC068ZL und Awells nach Autophagie-Induktion. Die Relativen Signalintensitidten wurden
logarithmiert. Unterexpression wird griin, Uberexpression rot dargestellt, wobei als Grenzwerte -3,0 und 3,0

festgelegt wurden. Signale, die nicht auswertbar waren, wurden grau dargestellt.

unter anderem auch RCC, als Proliferationsmarker beschrieben wurde [123| 274 [444], oder die ver-
schiedensten MAP (mitogen-activated protein) Kinasen, die als Reaktion auf Wachstumsfaktoren und
diverse Stressoren eine grofle Bandbreite an Signalen induzieren.

Unter allen bekannten etablierten und potentiellen Tumorantigenen wurde auch nur eine beispielhafte
Auswahl getroffen, unter anderem mit dem Tumorantigen MUCI, fiir das bereits eine Autophagie-

Abhéngigkeit seiner HLA Klasse II-Prisentation beschrieben wurde [138].

Auch in diesem Experiment beeintrichtigten wieder sehr starke Schwankungen und hohe Standardab-
weichungen innerhalb der geichen Probengruppen die zuverlédssige Auswertung der Daten. Alle Auto-
phagie-assoziierten Effekte, die zu beobachten waren, lagen in einem Bereich von maximal Faktor 2

und waren daher vernachléssigbar.

Eine Kontrollstelle zu Beginn der Autophagie stellen die trimeren G;s Proteine («;3/47) dar: in GTP-
gebundener Form senken sie die Autophagie-Rate, mit GDP steigern sie sie [401]. Das G,, interagierende
Protein (GAIP), das fiir die G;3 Protein-Aktivierung essentiell ist, ist gleichzeitig das cytoplasmatische
Substrat von ERK (p42/44 MAPK). Seine Phosphorylierung ist unter Anwesenheit von Aminoséuren

eingeschriankt. Dies konnte dadurch bedingt sein, dass Aminoséduren die Raf-1 Kinase-Aktivitit beein-
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flussen, die im Signalzyklus oberhalb von ERK agiert [416].

Aufgrund dieser Aussagen war die Untersuchung des Einflusses der Autophagie-Induktion durch HBSS
Mangelmedium auf die ERK-Phosphorylierung zusétzlich interessant. Der Effekt, der jedoch beobach-
tet werden konnte, lag, wie alle weiteren Autophagie-assoziierten Effekte, unter Faktor 2. Auflerdem
war die Steigerung der Phosphorylierungsrate in Rapamycin-behandelten Proben gréfler als in Proben,

die in HBSS Mangelmedium inkubiert worden waren.

Die einzigen Effekte, die deutlicher hervortraten, waren erneut Zelltyp-spezifische: Aktin und auch die
schweren Ketten der HLA Klasse I-Antigene wurden deutlich stéirker in Awells, Tumorantigene wie
CA9, IGFBP3 und MET deutlich stiarker in RCC068ZL exprimiert. Diese Effekte setzten sich sogar
iiber die starken Proben-internen Schwankungen hinweg durch (s. Abbildung [3.13).

Die Tatsache, dass in den antigenprisentierenden B-Zellen eine hohere Konzentration an HLA-Molekii-
len vorlag, wihrend gerade die Expression dieser Molekiile in den Tumorzellen verringert wurde, war zu
erwarten gewesen. Auch die hohere Expression von Aktin in den mobilen B-Zellen ist nachvollziehbar.
Mit den erhohten Konzentrationen an Tumorantigenen in RCC068ZL wiederholt sich ein Phinomen,
das bereits bei der Untersuchung der Autophagie-assoziierten Antigene Beclin 1 und mTOR zu beob-
achten war. Dass Tumorantigene in erhdhter bzw. das Tumorsuppressorprotein Beclin 1 in RCC-Zellen
in geringerer Konzentration vorliegen als in einer B-Zelllinie, erfiillte die Erwartungen. Andererseits
entspricht die Tatsache, dass nicht alle Tumorantigene solch eine Tumorzelllinien- Assoziation aufwei-

sen, den Beobachtungen, die bei der Proteinexpressionsanalyse in Tumorgeweben aufgestellt wurden

(s. Abschnitt .

Abschlielend kann nach allen in dieser Dissertation durchgefiithrten Proteinexpressionsanalysen zu der
Proteinmikroarray-Technologie festgestellt werden, dass diese Methode nicht nur von der Spezifitit son-
dern auch sehr stark von der Qualitit der eingesetzten Antikérper abhéingig ist. Viele der Antikorper,
die in den hier aufgefiihrten Experimenten eingesetzt worden waren, wiesen bei ihrer Validierung im
Western Blot zwar Intensitdtsmuster auf, die aufgrund der Probenvorbereitung naheliegend oder sogar
erwartet worden waren. Doch ihre Spezifitdt oder Qualitdt kann aufgrund eines mehr oder weniger
stark ausgeprégten Hintergrunds in einigen Fillen in Frage gestellt werden.

Einen vielleicht noch gréfieren Einfluss auf die Reproduzierbarkeit dieser Methode stellt die Art der Pro-
benaufarbeitung dar. Die Probenaufarbeitung beginnt bereits bei der Zellkultur, bei der schon leichte
Schwankungen der Temperatur oder Begasung, in der Medienzusammensetzung oder bei der Zelldichte
zu deutlichen Effekten bei der Proteinzusammensetzung einer Zelle fithren kann. Auch die Zelllyse,
angefangen von den eingesetzten Lysepuffern bis zur eigentlichen Lyse an sich, kann sehr variieren.
Diese Effekte der Probenvorbereitung wurden bei den durchgefithrten Experimenten durch die starken

Abweichungen der Proteinkonzentrationen von vorsétzlich gleich behandelten Proben verdeutlicht.

3.3.4 HLA-Ligandenanalyse nach Autophagie-Induktion

Die Identifikation des Einflusses von Autophagie auf das HLA Klasse II-Ligandom auf der B-Zelllinie
Awells [129] fithrte zu der Frage, ob solch ein Einfluss auch beim HLA Klasse I-Ligandom und vor

allem auf einer Tumorzelllinie auszumachen sei. Dazu wurden erneut die beiden Zelllinien Awells und
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RCCO068ZL eingesetzt und jeweils in Normalmedium (Kontrollzellen), HBSS Mangelmedium oder Nor-
malmedium mit 0,2 pg/ml Rapamycin expandiert. Die Kontrollzellen wurden immer bei einer Dichte
unter 2-10%/ml bzw. unter 60% Konfluenz gehalten, um die basale Autophagie-Aktivitit niedrig zu
halten. Bei der adhédrenten Tumorzelllinie war die Konfluenz in 2 I-Rollerflaschen jedoch nicht auszu-
machen; daher wurden auch hier Zelldichten aus dem Uberstand bestimmt und sichergestellt, dass kein
dichter Zellfilm an den Geféifiwéinden entstand. Nach Erreichen eines Volumens von 10 - 20 - 1 1 bei
Awells bzw. 10 - 20 - 300 ml bei RCC068ZL-Zellen wurde eine sechsstiindige Autophagie-Induktion mit
den entsprechenden Medien durchgefiihrt, die Zellen direkt anschlieend geerntet und bis zur weiteren
Analyse weggefroren.

Mit Awells wurden zwei Expansionsdurchgénge durchgefiihrt. Bei dem ersten Durchgang war eine Auto-
phagie-Induktion nur mit HBSS-Mangelmedium durchgefiihrt worden, bei denen die Zellen zur besseren
Vergleichbarkeit in der gleichen Dichte gehalten worden waren wie die Kontrollzellen. Bei der zweiten
Expansion wurde Autophagie sowohl mit HBSS-Mangelmedium als auch mit Rapamycin induziert. Die
Zellpellets dieser zwei unterschiedlichen Expansionsdurchgéinge wurden in getrennten Experimenten
analysiert.

Im Anschluss an die Zellernte wurden die HLA-Liganden mittels Immunprézipitation und Saurebe-
handlung aus den Zellpellets isoliert und massenspektrometrisch analysiert. Zum Paarvergleich mit
anschliefender relativer Quantifizierung nach Lemmel et al. [320] wurden die Peptide aller Proben mo-
difiziert, Peptide der Kontrollzellen mit *Hy-NicNHS-Ester (NIC), Peptide der HBSS- und Rapamycin-
behandelten Zellen mit 2D4-NicNHS-Ester (ANIC). Von den beiden Proben der ersten Expansion der
Awells-Zellen wurde zuvor jeweils ein MSMS-Lauf mit unmodifizierten Peptiden durchgefiihrt. An der
massenspektrometrischen Auswertung der Peptide waren auch Nina Hillen und Andreas Weinzierl be-

teiligt.

Insgesamt lagen zur Auswertung die in Tabelle aufgefithrten Proben mit dazugehorigen Aus-
beuten vor. Da es bei der Aufarbeitung der RCC068ZL-Proben zu einer Polyethylenglykol (PEG)-
Kontamination kam, konnten massenspektrometrisch keine Liganden detektiert werden. Aus diesem
Grund bezieht sich die folgende Diskussion des Ligandoms und seiner Quellproteine nur auf die mit

Awells durchgefiihrten Versuche.

Die Behandlung mit HBSS fiihrte in allen Fillen zu einer starken Verdnderung der Adhérenzeigenschaf-
ten der Zellen. Sie lieflen sich extrem schlecht pelletieren, auch ohne Bremseinsatz bei der Zentrifugation,
und waren selbst mit harschen Bedingungen wie EDTA-, Trypsin- oder Zellschaber-Einsatz nur schlecht
von den Gefifiwénden zu l6sen. Dies schrinkte die Ausbeuten bei der Zellernte oft erheblich ein.

Dieses Phanomen zeigt, dass Aminoséure- und Serum-Depletion Veréinderungen in Zellen hervorruft, die
auflerhalb der untersuchten Variablen liegen. Es ist unwahrscheinlich, dass allein Autophagie direkt die
Oberflicheneigenschaften von Zellen beeinflusst. Dies verdeutlicht erneut die generelle Einschrénkung
dieser Auswertungen, da die im Folgenden beschriebenen beobachteten Phinomene nicht eindeutig ei-
ner Autophagie-Induktion zugeordnet werden kénnen. Hinzu kommt die Tatsache, dass eine verdnderte
Medienzusammensetzung immer das HLA Klasse I-Ligandom verdndern wird und ein kausaler direkter

Zusammenhang zwischen Autophagie und dem HLA-Ligandom kaum abzuleiten ist.
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Wie auch bei der RCC-Gewebe-Analyse (s. Abschnitt [3.1.1]) bestand weder zwischen eingesetzter Zell-
menge und HLA-Molekiil- oder HLA-Liganden-Ausbeuten noch zwischen den HLA-Molekiil- und HLA-

Liganden-Ausbeuten selbst eine Korrelation. Auch die Liganden-Ausbeuten mit modifizierten und un-

modifizierten Peptiden unterschieden sich deutlich. Die Proben Awells-N1 und -H1 enthielten nur jeweils

11 bzw. 14 gemeinsame Peptidsequenzen in den beiden Liufen mit modifizierten und unmodifizierten

Peptiden. Es ist in jedem Fall beachtenswert, dass selbst von einem einzigen Milliliter Zellpellet 60

Liganden identifiziert werden konnten. Diese hohe Ausbeute wurde allein durch die Paarvergleiche bei

der relativen Quantifizierung erméglicht und zeigt einen weiteren Vorteil der Modifikation und der

Paaranalytik von Peptiden bei der massenspektrometrischen Analyse auf.

Tabelle 3.14: Ausbeuten der Autophagie-behandelten Zellpellets. Die Behandlung fand fiir sechs Stunden je-
weils in Normalmedium (Normal), HBSS Mangelmedium (HBSS) oder mit 0,2ug/ml Rapamycin-versetztem

Normalmedium (Rapamycin) statt. Angaben der Zelldichten beziehen sich auf die maximale Zelldichte im

Uberstand. Die Ausbeuten der HLA-Molekiile nach Immunpriizipitation wurde mittels Edman-Sequenzierung

ermittelt. Die Proben Awells-N1 und Awells-N2 wurden sowohl jeweils in einem normalen Tandem-MS-Lauf

analysiert (unmodifiziert) als auch, wie alle anderen Proben, als Paarvergleich mittels der Methode der re-

lativen Quantifizierung nach Lemmel et a. [320] (modifiziert). n.d. = nicht determiniert,* bei diesen Proben

waren massenspektrometrische Auswertungen nicht méglich (s. Text).

Awells- Awells- Awells- Awells- Awells-
RCC-N RCC-H RCC-R
N1 Hi1 N2 H2 R2

Behandlung Normal HBSS Normal HBSS Rapamycin Normal HBSS Rapamycin
Zelldichte 1-105/ml  1-105/ml  1.105/ml  5:10%/ml 5.10% /ml 1-105/ml  5-105/ml 5-10% /ml
Zellpellet [ml] 7 4 1 9 15 2.5 2.5 2.5
HLA Klasse I 1450 400 120 750 630 150 150 300
Molekiile [pmol]
HLA Klasse II 1130 450 190 440 870 30 n.a 30
Molekiile [pmol]
HLA Klasse I 46 61 n.d. n.d. n.d. * * *
Liganden
(unmodifiziert)
HLA Klasse I 96 68 60 120 88 * * *
Liganden
(modifiziert)

Zur Analyse der Autophagie-Einfliisse auf Awells standen damit folgende Datensétze zur Verfiigung;:

Insgesamt
auf Kontrollzellen
auf HBSS-behandelten Zellen

590 Liganden mit 233 verschiedenen Peptidsequenzen,

186 Liganden mit 138 verschiedenen Peptidsequenzen,

306 Liganden mit 192 verschiedenen Peptidsequenzen,

auf allen Autophagie-induzierten Zellen 403 Liganden mit 196 verschiedenen Peptidsequenzen.

Dabei bestanden folgende Uberlappungen:
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In allen N-Lé&ufen gab es 5 gemeinsame Peptidsequenzen,
in allen H-Laufen gab es 15 gemeinsame Peptidsequenzen,
in allen Autophagie-Léufen gab es 44 gemeinsame Peptidsequenzen,

in den beiden H2- und R2-Laufen gab es 79 gemeinsame Peptidsequenzen.

Die Tatsache, dass die Gemeinsamkeiten zwischen den beiden HBSS-behandelten Proben geringer wa-
ren, als die zwischen den beiden Autophagie-behandelten Proben H2 und R2, verdeutlicht, wie auch bei
der Proteinmikroarray-Technologie die Abhéngigkeit der Probenaufarbeitung von den erzielten Ergeb-
nissen. Welche spezifischen Faktoren die Reproduzierbarkeit konkret besonders drastisch beeinflussen,
kann nicht ermittelt werden. Aber die stark abweichenden Ausbeuten bei der Zellernte sowie die bei
den Expansionen unterschiedlich eingestellten Zelldichten werden sicherlich wichtige Faktoren gewesen
sein. Doch auch Unterschiede bei der jeweils relativ zeitaufwendigen Zellernte der grofien Volumina
diirften mit eine Rolle gespielt haben und auch die Tatsache, dass aufgrund der zwei getrennten Ex-

pansionsdurchgénge mit anderen Chargen der gleichen Zelllinie gearbeitet wurde.

Generell waren die Gemeinsamkeiten bei der Peptidpréisentation zwischen den MS-Léufen der beiden
Proben H2 und R2 im Vergleich zu allen anderen Liufen, unabhéngig von quantitativen Effekten am
groBiten: etwa 80% der in der H2-Probe identifizierten Liganden konnte auch in der R2-Probe detektiert
werden und sogar fast 90% der in der R2-Probe identifizierten Liganden in der H2-Probe. Nur in der
H1-Probe wurden sogar noch mehr als 90% der in der N1-Probe identifizierten Peptide gefunden, dafiir
lag der umgekehrte Wert bei knapp iiber 61%. In allen weiteren Proben lag die Uberlappung zwischen

35% und 70%, wobei diese Werte natiirlich stark von der unterschiedlichen Ausbeute beeinflusst wurden.

Im Folgenden sind all diejenigen Peptide mit ihren Quellproteinen gelistet, die jeweils in allen Proben,
die die gleiche Behandlung erfahren hatten, vorkamen. Eine komplette Auflistung aller im Rahmen

dieser Experimente identifizierten Peptide findet sich im Listenanhang in Tabelle [5.3

Tabelle 3.15: Peptide, die jeweils auf allen jeweiligen Proben der Kontrollzellen (Normal-Peptide), der
HBSS-behandelten Zellen (HBSS-Peptide) oder der HBSS- und Rapamycin-behandelten Zellen (Autophagie-
Peptide) isoliert wurden. Aufgefithrt sind die Namen der Quellproteine aus der Entrez Gene Datenbank
(http://www.ncbinlm.nih.gov /sites/entrez?db=gene) [348]. In der letzten Spalte wird auf weitere Proben

verwiesen, in denen die entsprechenden Liganden aulerdem identifiziert werden konnten.

Entrez weitere

Normal-Peptide Quellprotein
GenelD Proben

AEGIHTGQFVY ribosomal protein L8 6132 H1, H2, R2
AEINNIIKI topoisomerase (DNA) II alpha 170kDa 7153 H2, R2
AEKLITQTF nuclear distribution gene C homolog (A. nidulans) 10726 H1, H2, R2
AEMGKGSFRY DENN/MADD domain containing 1B 163486 H1, H2, R2
AESLIAKKI chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta) 10576 H1, H2, R2
AETPDIKLF ribosomal protein S5 6193 H1, H2, R2
AIVDKVPSV coatomer protein complex, subunit gamma 22820 H1, H2, R2
DEALIGKKF chromodomain helicase DNA binding protein 2 1106 H2
EEFGRAFSF major histocompatibility complex, class II, DP alpha 1 3113 H1, H2, R2
EEFGRFASF major histocompatibility complex, class II, DR alpha 3122 H1, H2, R2
EETAIIPSKKL ribosomal protein S17 6218 alle
ILDQKINEV ornithine decarboxylase 1 4953 H1, R2
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Tabelle 3.15 — Fortsetzung

ILMEHIHKL ribosomal protein 119 6143 H1, H2, R2
KILPTLEAV interleukin enhancer binding factor 2, 45kDa 3608 H2
KLHGVNINV RNA binding motif protein 4 5936 H1, H2
LLGPRLVLA T-cell acute lymphocytic leukemia 1 6886 H1, H2, R2
NEIEDTFRQF ATPase, H+ transporting, lysosomal 14kDa, V1 subunit F 9296 alle
NLYPFVKTV 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/ IMP 471 H1, H2, R2

cyclohydrolase
QEAASLLGKKY nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding) 4678 alle
SENLLGKQF antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 4288 H1, H2, R2
SEPDFVAKF chromosome 14 open reading frame 119 55017 H2, R2
SEVILHHEY activating signal cointegrator 1 complex subunit 3-like 1 23020 H1, H2, R2
SLSEKTVLL CD59 molecule, complement regulatory protein 966 H1
TEAAHPIRLF PRP8 pre-mRNA processing factor 8 homolog (yeast) 10594 H1, H2, R2
TLADLVHHV transformation/transcription domain-associated protein 8295 H1, H2, R2
TLFPGKVHSL ‘WD repeat domain 6 11180 H1, H2, R2
VLALFVYVA nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 3 9603 H1
YLGRLAHEV tetraspanin 9 10867 H1
HBSS-Peptide Quellprotein Entrez weitere

GenelD Proben

AEADKTIKVY pleiotropic regulator 1 (PRL1 homolog, Arabidopsis) 5356 N1
AEDPLGAIHL pleckstrin 5341 N2, R2
AEELFARKF clathrin, heavy polypeptide (Hc) 1213 N2, R2
AEGIHTGQFVY ribosomal protein L8 6132 N1, N2, R2
AEIISRRGF adenosine deaminase, RN A-specific 103 R2
AEKEVKGAVY damage-specific DNA binding protein 1, 127kDa 1642 N1
AEKLITQTF nuclear distribution gene C homolog (A. nidulans) 10726 N1, N2, R2
AELEGKLRVF TNF receptor-associated factor 1 7185 R2
AEMGKGSFRY DENN/MADD domain containing 1B 163486 N1, N2, R2
AESLIAKKI chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta) 10576 N1, N2, R2
AETPDIKLF ribosomal protein S5 6193 N1, N2, R2
AIVDKVPSV coatomer protein complex, subunit gamma 22820 N1, N2, R2
ALAEIAKAEL splicing factor proline/glutamine-rich (polypyrimidine tract binding pro- 6421 R2

tein associated)
ALDKATVLL programmed cell death 4 (neoplastic transformation inhibitor) 27250 N1, R2
ALSDHHIYL aldolase A, fructose-bisphosphate 226 N2, R2
EEAEIIRKY poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 142 N1, R2
EEAQFETKKLY 15 kDa selenoprotein 9403 N1, N2
EEFELLGKAY eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 8, 110kDa 8663 N2, R2
EEFGRAFSF major histocompatibility complex, class II, DP alpha 1 3113 H1, H2, R2
EEFGRFASF major histocompatibility complex, class II, DR alpha 3122 N1, N2, R2
EEIAITPSKKL ribosomal protein S17 6218 alle
EELDAQFPEGY EST N2, R2
EENTNILKF tropomodulin 3 (ubiquitous) 29766 N1, R2
EEPTVIKKY aldehyde dehydrogenase 1 family, member A2 8854 N1
EEQKNLHFF nuclear receptor binding protein 1 29959 R2
FLASESLIKQI bone marrow stromal cell antigen 1 683 R2
FLLDGFPRTV adenylate kinase 2 204 R2
GEASRLAHY histone 1, Hle 3008 N1
HEAEVLKQL stathmin 1/oncoprotein 18 3925 N1, R2
HEIEALKSF nardilysin (N-arginine dibasic convertase) 4898 R2
ILMEHIHKL ribosomal protein L19 6143 N1, N2, R2
ILTDITKGV eukaryotic translation elongation factor 2 1938 N2, R2
KLHGVNINV RNA binding motif protein 4 5936 H1, H2
LLGPRLVLA transmembrane emp24-like trafficking protein 10 (yeast) 10972 N1, N2, R2
LLLPGELAKHAV histone 1, Hle 3008 N2
MEPSTAARAW dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosyltransferase 1650 N1
NEIEDTFRQF ATPase, H+ transporting, lysosomal 14kDa, V1 subunit F 9296 alle
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Tabelle 3.15 — Fortsetzung

NELNITHKF PRP31 pre-mRNA processing factor 31 homolog (S. cerevisiae) 26121 R2
NLYPFVKTV 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/ IMP 471 N1, N2, R2

cyclohydrolase
QEAASLLGKKY nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding) 4678 alle
QEAGIKTAF phosphoribosylaminoimidazole carboxylase 10606 N1, R2
QEDLRTFSW catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa 1499 N1, R2
QELQEINRVY annexin A2 302 R2
RMLPHAPGV histone deacetylase 1 3065 R2
SEAPSGESRKF eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 8, 110kDa 8663 N1
SEASRLAHY histone 1, H2bl 8340 N1
SEEAEIIRKY poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 142 N1
SEMPAAKRL general transcription factor IIF, polypeptide 1, 74kDa 2962 N1
SENLLGKQF antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 4288 N1, N2, R2
SENPAKRLY Williams Beuren syndrome chromosome region 22 114049 N1
SEPDFVAKFY chromosome 14 open reading frame 119 55017 N2, R2
SEPESIRKW clathrin, light polypeptide (Lca) 1211 N1
SESAQSKML major histocompatibility complex, class II, DQ beta 1 3119 N1
SEVILHHEY activating signal cointegrator 1 complex subunit 3-like 1 23020 N1, N2, R2
SIIGRLLEV protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha isoform 5499 N2
TEAAHPIRLF PRP8 pre-mRNA processing factor 8 homolog (yeast) 10594 N1, N2, R2
TELPKAEKW ISY1 splicing factor homolog (S. cerevisiae) 57461 N1
TEVTGHRW hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 2 610 N1
TLADLVHHV transformation/transcription domain-associated protein 8295 N1, N2, R2
TLFPGKVHSL WD repeat domain 6 11180 N1, N2, R2
VEDELVKKY bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1B 9031 R2
VEIYDRREY integrin, beta 7 3695 N1, R2
YLLPAIVHI DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5 1655 N2
Autophagie- . Entrez weitere

K Quellprotein

Peptide GenelD Proben
AEDPLGAIHL pleckstrin 5341 N2
AEELFARKF clathrin, heavy polypeptide (Hc) 1213 N2
AEGIHTGQFVY ribosomal protein L8 6132 N1, N2
AEIISRRGF adenosine deaminase, RN A-specific 103
AEKLITQTF nuclear distribution gene C homolog (A. nidulans) 10726 N1, N2
AELEGKLRVF TNF receptor-associated factor 1 7185
AEMGKGSFRY DENN/MADD domain containing 1B 163486 N1, N2
AESLIAKKI chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta) 10576 N1, N2
AETPDIKLF ribosomal protein S5 6193 N1, N2
AIVDKVPSV coatomer protein complex, subunit gamma 22820 N1, N2
ALAEIAKAEL splicing factor proline/glutamine-rich (polypyrimidine tract binding pro- 6421

tein associated)
ALDKATVLL programmed cell death 4 (neoplastic transformation inhibitor) 27250 N1
ALSDHHIYL aldolase A, fructose-bisphosphate 226 N2
EEAEIIRKY poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 142 N1
EEFELLGKAY eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 8, 110kDa 8663 N2
EEFGRFASF major histocompatibility complex, class II, DR alpha 3122 N1, N2
EETAIIPSKKL ribosomal protein S17 6218 alle
EELDAQFPEGY EST N2
EENTNILKF tropomodulin 3 (ubiquitous) 29766 N1
EEQKNLHFF nuclear receptor binding protein 1 29959
FLASESLIKQI bone marrow stromal cell antigen 1 683
FLLDGFPRTV adenylate kinase 2 204
HEAEVLKQL stathmin 1/oncoprotein 18 3925 N1
HEIEALKSF nardilysin (N-arginine dibasic convertase) 4898
ILMEHIHKL ribosomal protein L19 6143 N1, N2
ILTDITKGV eukaryotic translation elongation factor 2 1938 N2
LLGPRLVLA transmembrane emp24-like trafficking protein 10 (yeast) 10972 N1, N2
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Tabelle 3.15 — Fortsetzung

NEIEDTFRQF ATPase, H+ transporting, lysosomal 14kDa, V1 subunit F 9296 alle
NELNIIHKF PRP31 pre-mRNA processing factor 31 homolog (S. cerevisiae) 26121
NLYPFVKTV 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/ IMP 471 N1, N2
cyclohydrolase
QEAASLLGKKY nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding) 4678 alle
QEAGIKTAF phosphoribosylaminoimidazole carboxylase 10606 N1 H1
QEDLRTFSW catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa 1499 N1
QELQEINRVY annexin A2 302
SEEAEIIRKY poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 142 N1
SEFFRSGKY enolase 1, (alpha) 2023 N1
SENLLGKQF antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 4288 N1, N2
SEPDFVAKFY chromosome 14 open reading frame 119 55017 N2
SEVILHHEY activating signal cointegrator 1 complex subunit 3-like 1 23020 N1, N2
TEAAHPIRLF PRP8 pre-mRNA processing factor 8 homolog (yeast) 10594 N1, N2
TLADLVHHV transformation/transcription domain-associated protein 8295 N1, N2
TLFPGKVHSL WD repeat domain 6 11180 N1, N2
VEDELVKKY bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1B 9031

Alle Liganden, die in allen Proben mit Kontrollzellen identifiziert wurden, scheinen zu Autophagie-
unabhéngigen allgemein abundanten Liganden zu gehoren. Denn fiinf der Liganden wurden auf einer,
alle weiteren in mindestens zwei der drei Autophagie-behandelten Proben gefunden. Damit wurde kein
einziger spezifisch Kontrollzell-assoziierter Ligand unter den abundanten Kontrollzell-Liganden identi-
fiziert.

Auch unter den Peptiden, die in allen HBSS-behandelten vorkamen, fand sich keines, dass fiir diese

Behandlungen spezifisch war.

Dafiir gab es drei Liganden, die nur in der Rapamycin- und in keiner weiteren Probe nachgewiesen
wurden: DSSGHILVPG, VLDELVRP und EEIAFLKKL. Letzterer stammt jedoch aus Vimentin und
ist damit in jedem Fall kein Rapamycin-spezifischer Ligand. Die beiden anderen Liganden sind dagegen
noch nie auf einer anderen Zelllinie oder einem anderen Gewebe in unserem Labor identifiziert worden.
DSSGHILVPG ist ein Sequenzfragment der carnosine dipeptidase 1 (metallopeptidase M20 family)
(CNDP1, Entrez GenelD: 84735), eine Dipeptidase, die vor allem im Gehirn exprimiert wird. VL-
DELVRP stammt aus dem Transkriptionsfaktor hepatocyte nuclear factor 4, gamma (HNFAG, Entrez
GenelD: 3174).

Von den 43 Sequenzen, die in allen Autophagie-induzierten Proben detektiert worden waren, konnten
zehn ausschliefllich in den Autophagie-behandelten Proben detektiert werden, wahrend alle weiteren
Liganden auch zumindest in einer, meist jedoch in zwei MS-Léufen der Kontrollzellen nachweisbar wa-
ren. Allerdings muss einschrinkend hinzugefiigt werden, dass nur sechs der Liganden auch auf keiner
weiteren Zellinie und keinem Primérgewebe in unserem Labor identifiziert worden waren, ndmlich die
Liganden AEIISRRGF, AELEGKLRVF, EEQKNLHFF, NELNITHKF, QELQEINRVY, VEDELVK-
KY.

Betrachtet man alle zehn ,,Autophagie-spezifischen“ Liganden im Pérchenvergleich der modifizierten
Peptide, fillt auf, dass wiederum nur drei von ihnen, die zwei rein Autophagie-spezifischen Liganden AE-
LEGKLRVF, AELEGKLRVF und der Ligand HEIEALKSF, der aulerdem auf U937-Lymphomzellen
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identifiziert worden war, auch in allen Autophagie-behandelten Proben iiberprisentiert waren.

Im Gegensatz dazu waren die Liganden AEIISRRGF, NELNITHKF, QELQEINRVY, die ausschliellich
in Laufen der Autophagie-induzierten Proben fragmentiert wurden, und der Ligand FLASESLIKQI,
der auflerdem bereits auf einer RCC-Zelllinie detektiert worden war, sogar in allen drei Paarvergleichen
zwischen Kontroll- und Autophagie-behandelten Zellen auf den Kontrollproben iiberprisentiert.

Von allen anderen Liganden lagen meist widerspriichliche vergleichende Prisentationswerte je nach
Probenvergleich - N1 im Vergleich zu H1, N2 im Vergleich zu H2 oder zu R2 - vor.

Diese Diskrepanz ldasst sich dadurch erkldaren, dass viele Vorlduferionen der Peptide zwar in einer Probe
sogar abundant vorkommen koénnen, doch dass gleichzeitig auch mehrere andere Vorlduferionen zur
gleichen Zeit von der HPLC ins Massenspektrometer eluieren, die stattdessen zur Fragmentierung aus-
gewihlt werden. Erst durch den Paarvergleich der Vorlduferionen wird das Vorkommen derselben dann
erst offensichtlich. Da in den hier aufgefiihrten Beispielen keine Fragmentspektren der dabei identi-
fizierten Vorlduferionen in den Kontrollzell-Proben vorliegen, kann nicht vollkommen ausgeschlossen
werden, dass hier Vorlduferionen verschiedener Peptidsequenzen mit identischen m/z-Werten und iden-
tischer Retentionszeit zwischen den Kontrollzellen und den Autophagie-behandelten Proben verglichen

werden. Doch diese Moglichkeit ist relativ unwahrscheinlich.

Es kann zusammenfassend trotz all dieser Einschrinkungen festgestellt werden, dass von zehn Ligan-
den, die in Autophagie-behandelten und keiner Kontrollzell-Probe identifiziert wurden, sechs Liganden
auch im Abgleich mit allen in unserem Labor identifizierten Peptiden Autophagie-spezifisch sind und
drei Liganden auch auf Autophagie-behandelten Zellen im Vergleich zu Normalzellen {iberprasentiert

sind. Diese drei Liganden sollen im Folgenden etwas ausfiihrlicher besprochen werden.

AELEGKLRVF ist ein Peptidfragment aus dem Adapterprotein TNF receptor-associated factor 1
(TRAF1, Entrez GenelD: 7185). TRAF1 ist an den antiapoptotischen TNF-Rezeptor-Signalwegen be-
teiligt, also vor allem bei der Aktivierung der MAP Kinase JNK und NFxB [615]. Dabei bildet es
mit TRAF2 einen Komplex, der mit inhibitor-of-apoptosis Proteinen (IAPs) interagiert [482]. Dieser
antiapoptotische Einfluss von TRAF1 konnte die Uberprésentation dieses Peptids auf Autophagie-
behandelten Zellen erkliren. Allerdings kann eine Uberexpression auch durch den Epstein-Barr Virus
(EBV) hervorgerufen werden [377], und Awells sind eine EBV-transformierte B-Zelllinie.
VEDELVKKY stammt aus dem bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1B (BAZ1B, Entrez Ge-
nelD: 9031). Wie alle Bromodoménen-Proteine ist auch dieses beteiligt an der Chromatin-abhéngigen
Regulation der Transkription [260] und, als Komponente des WSTF-ISWI chromatin remodeling com-
plex (WICH) bei der DNA Replikation [60].

Das Quellprotein des Liganden HEIEALKSF ist schlieBlich nardilysin (N-arginine dibasic converta-
se) (NRD1, Entrez GenelD: 4898). Dieser Ligand wurde, wie bereits erwdhnt, auch schon auf U937-
Lymphomzellen gefunden. NRD1 ist eine cytosolische Metalloendopeptidase [239], die an der Polyade-
nylierungs-unabhingigen RNA-Prozessierung beteiligt ist [544].

Es fillt auf, dass die meisten der in Tabelle genannten Quellproteine v.a. am mRNA-Stoffwechsel
und der Protein-Biosynthese beteiligt sind oder Membran- und Transport-assoziierte Proteine darstel-

len. Dies sind bei erhohter Autophagie sicherlich Proteine, die tatsichlich hochreguliert werden kénnten,
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da ein verstédrkter Proteinabbau zu erhdhter Syntheserate fithrt, die mit einer Hochregulation mRNA-
assoziierter Proteine einhergeht. Genauso spielen bei der Autophagie Transport-Prozesse eine wichtige
Rolle, so dass auch die erh6hte Abundanz der damit verbundenen Proteine bei induzierter Autophagie
leicht nachzuvollziehen ist. Da jedoch, bis auf die zehn genannten Liganden, alle weiteren Sequenzen
auch mindestens in einer Kontrollzell-Probe gefunden wurden, und all diese Prozesse auch zu der nor-
malen homoostatischen Aktivitdt jeder Zelle gehoren, kann kaum von Autophagie-Spezifitit die Rede
sein. Vielmehr kann man hier von ,,Selbstproteinen* sprechen, die ohnehin in allen Zellen vorkommen.
Dies wird auch dadurch verdeutlicht, dass die meisten der in Tabelle genannten Quellproteine zum
Teil durch andere, oft jedoch auch durch dieselben Liganden aus weiteren Geweben in unserem Labor
isoliert werden konnten. Drei Liganden, EETAITPSKKL aus einem ribosomalen Protein, NEIEDTFRQF
aus einer vakuolaren ATPase und QEAASLLGKKY aus einem Histon H1l-bindenden Protein, kommen

sogar in allen hier untersuchen Proben vor.

Ein interessanter Kandidat befand sich jedoch unter den in Tabelle genannten Quellproteinen: der
Proliferationsmarker Ki67. Seine Proteinexpression war in den Autophagie-behandelten Zellen nicht
hochreguliert (Vgl. Abschnitt . AuBlerdem konnte er auch in beiden Kontrollzell-Proben als Li-
gand identifiziert werden. Es scheint sich hier also um einen fiir die Zelllinie allgemein recht ausgepragt

exprimierten Proliferationsmarker zu handeln.

Insgesamt lagen fiinf MS-Laufe vor, in denen eine relative Quantifizierung modifizierter Peptide in
folgenden Paarvergleichen moglich war: Awells-N1 versus Awells-H1, Awells-N2 versus Awells-H2 und
Awells-N2 versus Awells-R2. Zur relativen Quantifizierung war das Mischungsverhéltnis der jeweiligen
Proben densitometrisch bestimmt worden. Da diese Methode zu keinem exakten Mischungsverhéltnis
fithrt, mussten alle im Ubersichtslauf ermittelten Verhiltnisse zusitzlich normiert werden. Dazu wurde
von allen Verhéltnissen, bei denen Paarsignale detektiert werden konnten, der binére Logarithmus
gebildet. Von diesen Logarithmen wurde eine H&ufigkeitsverteilung aufgestellt, die, unter Annahme
einer Normalverteilung der Verhéltnisse, einer Gauf-Funktion angenéhert wurde. Das Peakzentrum (x.)
dieser Funktion wurde bestimmt und zur Normierung der Peptid-Verhéltnisse von allen logarithmierten
Verhéltnissen subtrahiert. 98, 141 bzw. 108 Peak-Verhiltnisse wurden damit jeweils fiir die Kalkulation
des Modus in den Paarvergleichen N1-H1, N2-H2, bzw. N2-R2 bestimmt. Abbildung gibt einen
Uberblick iiber die Qualitéit der Regression und der fiir die einzelnen Proben bestimmten Peakzentren

und Kurvenbreiten.

Nur das Mischungsverhéltnis der Proben N1 und H1 war offensichtlich gut gewéhlt gewesen. Hier recht-
fertigt der R2-Wert der Regression iiber 0,96 die Annahme der Normalverteilung der Peptidverhiltnisse.
Im Gegensatz dazu ergaben sowohl niedrige R?>-Werte als auch weite Abweichungen der Peakzentren
vom Nullwert in den beiden anderen Paarvergleichen keine Daten, die eine Normalverteilung der Proben
iiberzeugend belegen. Dies lag wahrscheinlich hauptsichlich an Ungenauigkeiten bei der Durchfithrung

der ODogo-Bestimmung.

Geht man trotzdem von einer Normalverteilung der Peptidverhéltnisse aus, kann mit Hilfe des Wertes
w berechnet werden, innerhalb welcher Grenzen sich ein bestimmter Prozentsatz aller Verhéltniswerte

befindet. Dieser Prozentsatz wurde hier willkiirlich auf 97,5% festgelegt. Danach lagen nach Korrektur
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Abbildung 3.14: Hiufigkeitsverteilung der binér logarithmierten Verhéltnisse Normal/Autophagie (N/A) iden-
tifizierter NIC/dNIC-Paare aus den Paarvergleichen N1 versus H1 (A), N2 versus H2 (B) und N2 versus R2 (C)

sowie Niherung dieser Verteilung durch eine GauB-Funktion. Angegeben sind die Regression der Kurve R2, das

Peakzentrum, nach dem die Verhiltniswerte korrigiert wurden (x.), und die Kurvenbreite bei halbmaximaler

Peakhohe (w).

der Kurvenverschiebung im Paarvergleich N1-H1 97,5% der Peptidverhiltnisse innerhalb von + 0,83,
bei N2-H2 innerhalb von + 2,23 und bei N2-R2 innerhalb von + 2,88. Aufgrund dieser Angaben wurden
alle Peptidpaare, deren Verhéltnisse auflerhalb der Werte & 1 bei N1-H1, + 2,5 bei N2-H2 und + 3 bei
N2-R2 lagen, als potentiell iiber- oder unterprésentiert betrachtet (s. Tabelle 3.16]).
Es muss hierbei erwihnt werden, dass bei Untersuchungen der biologischen Varianz innerhalb gleich

behandelter Proben eine Uber- oder Unterprisentation um den Faktor 1,4 in 95% der Peptidverhiltnis-

se als iiblich angesehen werden kann [627]. Die Tatsache, dass in diesem Fall die vorliegenden Proben

unterschiedliche Behandlungen erfuhren, beeinflusst diesen Faktor jedoch wahrscheinlich &hnlich nach-

haltig wie die hier beobachtete Streuung der Verhéltniswerte.

Tabelle 3.16: Peptide, die entsprechend relativer Quantifizierung in den Paarvergleichen zwischen Normal (N)-

oder Autophagie (H bzw. R)-behandelten Proben iiber- oder unterprisentiert waren. Dazu sind die bindren

logarithmischen Werte der Intensititsverhiltnisse angegeben. Positive Werte entsprechen einer Uber-, negati-

ve Werte einer Unterprisentation in Autophagie-behandelten Zellen. Als Quellproteine sind die Namen und
Abkiirzungen aus der Entrez Gene Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene) [348] auf-
gefithrt. * Peptid wurde in beiden N2-Paarldufen als unterprisentiert identifiziert. ** Peptid wurde in N2-H2

als iiberprasentiert, in N2-R2 als unterprésentiert identifiziert.

Paarvergleich zwischen Awells-N1 und Awells-H1

Log2 (Intensitat Peptidsequenz Quellprotein Entrez
[dNIC/ NIC]) GenelD
5.33 GFVIPVIII purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 10 (P2RY10) 27334
1.48 RLEQVYFSELD spastic ataxia of Charlevoix-Saguenay (sacsin) (SACS) 26278
1.37 QEDLRTFSW GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 1 10146
(G3BP1)
1.11 FLQLLVLIK modulator of apoptosis 1 (MOAP1) 64112
-1.40 VMAPRTLVL HLA-A major histocompatibility complex, class I, A (HLA-A) 3105
-1.75 TLADLVHHV transformation/transcription  domain-associated  protein 8295
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Tabelle 3.16 — Fortsetzung

Paarvergleich zwischen Awells-N2 und Awells-H2

Log2 (Intensitat Peptidsequenz Quellprotein Entrez
[dNIC/ NIC]) GenelD
4.61 AELDRQIKSF** spectrin, alpha, non-erythrocytic 1 (alpha-fodrin) (SPTAN1) 6709
4.41 SESAQSKML major histocompatibility complex, class II, DQ beta 2 (HLA- 3120
DQB2)
4.01 SEMQRHYVMY amino-terminal enhancer of split (AES) 166
3.63 SEEDLKVLF polypyrimidine tract binding protein 1 (PTBP1) 5725
3.06 AEAIYVTRHLF nucleoporin 43kDa (NUP43) 348995
2.94 SEINERVVQHF inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1 (ITPR1) 3708
2.55 KENPLQFKF radixin (RDX) 5962
-2.81 ALKDLINEA proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 5111
-3.71 KLGEIVTTI ADP-ribosylation factor 1 (ARF1) 375
-3.86 SLSEKTVLL* CD59 molecule, complement regulatory protein (CD59) 966
-3.92 NQVFKKIF EST
-4.44 ALDKATVLL* programmed cell death 4 (neoplastic transformation inhibitor) 27250
(PDCDA4)
-4.59 LLGPRLVLA* transmembrane emp24-like trafficking protein 10 (yeast) 10972
(TMED10)
-4.69 RIIDVVYNA* ribosomal protein S8 (RPS8) 6202
-4.72 LLLPGELAKHAV* histone cluster 1, H2bd (HIST1H2BD) 3017
-5.22 EEIAITPSKKL ribosomal protein S17 (RPS17) 6218
-5.62 RGSVGAHLLY TCR delta chain (VJ)
-6.33 TLTSKLYSL* ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex (7.2 kD) (UCRC) 29796
-7.03 VLALFVYVA* hypothetical protein LOC203547 (LOC203547) 203547
-9.44 TLYEAVREV ribosomal protein L10a (RPL10A) 4736
-10.75 RLDDAIHVL transcription factor 4 (TCF4) 6925
Paarvergleich zwischen Awells-N2 und Awells-R2
Log2 (Intensitit Peptidsequenz Quellprotein Entrez
[dNIC/ NIC]) GenelD
5.45 AEKLITQTF nuclear distribution gene C homolog (A. nidulans) (NUDC) 10726
4.58 AEFTKSIAKF signal peptidase complex subunit 2 homolog (S. cerevisiae) 9789
(SPCS2)
-3.06 SLSEKTVLL* CD59 molecule, complement regulatory protein (CD59) 966
-3.10 VEIYDRREY ITGBT integrin, beta 7 (ITGBT) 3695
-3.32 ALDKATVLL* programmed cell death 4 (neoplastic transformation inhibitor) 27250
(PDCD4)
-3.44 LLGPRLVLA* transmembrane emp24-like trafficking protein 10 (yeast) 10972
(TMED10)
-3.56 LLLPGELAKHAV* histone cluster 1, H2bd (HIST1H2BD) 3017
-4.03 RGSVGAHLLY TCR delta chain (VJ)
-4.23 TLTSKLYSL* ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex (7.2 kD) (UCRC) 29796
-5.33 DEALIGKKF chromodomain helicase DNA binding protein 2 (CHD2) 1106
-5.66 VLALFVYVA* hypothetical protein LOC203547 (LOC203547) 203547
-5.96 AELDRQIKSF** spectrin, alpha, non-erythrocytic 1 (alpha-fodrin) (SPTAN1) 6709
-6.49 AEMGKGSFRY EST
-8.22 YLGRLAHEV ribosomal protein L13a (RPL13A) 23521
-10.68 RIIDVVYNA* ribosomal protein S8 (RPS8) 6202

Zunichst einmal fiel auf, dass eine weitaus groflere Anzahl an Peptiden auf Kontroll- gegeniiber Auto-
phagie-Zellen {iberprasentiert waren als umgekehrt. Eine weitere Auffilligkeit war die Tatsache, dass

mehrere Peptide bzw. Quellproteine in mehreren Paarvergleichen auf den Kontroll-Proben iiberpréi-
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sentiert waren, wihrend keines der Peptide bzw. Quellproteine, die in Autophagie-behandelten Zellen
iiberpréasentiert waren, dies in verschiedenen Behandlungen oder Experimenten bestétigte.

Eine besondere Ausnahme unter den Autophagie-iiberpriasentierten Peptiden bildete das Spektrin-
Peptid AELDRQIKSF, das im HBSS-Kontrollzell-Vergleich (N2-H2) Autophagie-spezifisch iiberpré-
sentiert war, wiahrend es im Rapamycin-Kontrollzell-Vergleich (N2-R2) unter den unterprisentierten
Peptiden zu finden war. In beiden Fillen war der Faktor der Uber- bzw. Unterprisentation mit 4,61
bzw. 5,96 recht deutlich ausgepriagt und daher glaubwiirdig. Dieses Phdnomen deutet auf die doch rela-
tiv groflen Unterschiede zwischen den beiden Autophagie-Induktionsformen der Aminosédure-Depletion
und mTOR-Inhibition hin. Diese Unterschiede waren bereits in der Zellkultur zu beobachten; auf die
Verénderungen der Oberflicheneigenschaften in HBSS-behandelten Zellen wurde bereits eingegangen.
Aber auch die Zellvitalitdt ging bei HBSS- im Vergleich zu Rapamycin-Behandlung deutlicher zuriick.
So ist es nicht verwunderlich, wenn Spektrin in diesen Zellen hochreguliert zu sein scheint, da dieses
Protein sowohl in der Verstarkung von Zelladhésions-Komplexen als auch bei der DNA Reparatur be-
teiligt ist.

Andererseits dhnelten sich, wie bereits erwihnt, die Ligandome der beiden Proben H2 und R2 im
Vergleich zu allen anderen L&ufen am meisten. Dies wiederum wurde durch die vielen gemeinsamen
unterprésentierten Peptide unterstrichen.

Zum Schluss mag verwundern, dass zwar einerseits viel mehr Peptide auf Kontrollzellen {iberprésentiert
gefunden wurden als auf Autophagie-behandelten, dass aber andererseits in der Einzel-Ligandenanalyse
die meisten auf Kontrollzellen identifizierten Peptide auf mindestens zwei, meist jedoch auf allen Auto-
phagie-behandelten Zellen vorkamen. Im Gegensatz dazu teilten einige der Autophagie-behandelten
Proben ihre Liganden nur mit einer und in drei Féllen sogar mit keiner Kontrollzellprobe. In diesem Zu-
sammenhang fillt der unterschiedliche Informationsgehalt der Einzel-Liganden- bzw. Fragmentspektren-
Analyse im Vergleich zur der Paarvergleichs- bzw. Vorlduferionen-Analyse auf.

Die Bandbreite der Quellproteine der in Autophagie-behandelten Zellen iiberprisentierten Peptide
ist recht groB. Uber eines dieser Quellproteine ist jedoch bereits eine Assoziation mit Autophagie
bekannt: der inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1 (ITPR1). Der Entzug intrazelluldren 1,4,5-
Inositoltrisphosphats (IP(3)) stimuliert die Autophagie-Signalkaskade. Criollo et al. konnten zeigen,
dass es durch Blockierung des IP(3) Rezeptors (ITPR1) in gleicher Weise zu Autophagie-Stimulation
kam wie durch Nahrungs-Depletion [115].

Aber auch die anderen Quellproteine der Autophagie-assoziierten iiberprisentierten Peptide kénnten
bisher noch nicht bekannte Funktionen im Autophagie-Signalweg ausiiben. Dazu kénnten Nukleinsiure-
assoziierte Prozesse zéhlen, bei denen vielleicht das nuclear distribution gene C homolog (NUDC), das
GTPase activating protein (SHS domain) binding protein 1 (G3BP1) oder das polypyrimidine tract
binding protein 1 (PTBP1) eine Rolle spielen konnten. Auch Proteine des Cytoskeletts, wie radizin
(RCX), Nukleoporine, wie das nucleoporin 43kDa (NUP43) oder Chaperone, wie sacsin (SACS), und
schliefllich G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, wie der purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 10
(P2RY10) konnten in Zusammenhang mit Autophagie-assoziierten Prozessen stehen. Doch solche Riick-
schliisse sind aufgrund der alleinigen Information aus dem Ligandom nicht moglich und werden daher

nicht weiter verfolgt.

Eine Quellproteinanalyse in der Datenbank Database for Annotation, Visualization and Integrated Dis-
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covery (DAVID) 2007 (http://david.abce.nciferf.gov/home.jsp) [I79] war aufgrund der kleinen Anzahl
an Quellproteinen mit der Gruppe der iiberprésentierten Peptide nicht moéglich. Die Gruppe der un-
terprisentierten Peptide war zwar kaum auf eine grofiere Anzahl verschiedener Quellproteine zuriick-
zufithren. Doch hier konnten im Gegensatz zu der Gruppe der iiberprésentierten Quellproteine bei der
Datenbank-Analyse mit mehr als nur 20% der gesamten Proteingruppe signifikante Werte in den Gene
Ontology Rubriken ,,Cellular Compartment®, , Biological Process* und ,,Molecular Function®“ erreicht
werden.

Unter den Proteinen der unterprisentierten Peptide fanden sich hauptséchlich ribosomale und Trans-
kriptions-assoziierte Proteine. Dies fiithrte in der DAVID-Auswertung zur Angabe der in Tabelle

Kategorien.

Tabelle 3.17: Einteilung der Quellproteine der unterpréasentierten Peptide in die Gene Ontology-Kategorien
,Cellular Compartment“, ,Biological Process“ und ,,Molecular Function“.(Nur Kategorien, die von mehr als

20% der untersuchten Quellproteine erfiillt wurden und einen p-Werte < 0,05 ergaben, wurden beachtet)

Gene Ontology-Kategorie % der Proteine, die diesem Kriterium entsprachen

Cellular Compartment

intracellular 73,7
organelle 73,7
intracellular organelle 73,7
non-membrane-bound organelle 42,1
intracellular non-membrane-bound or- 421
ganelle

protein complex 42,1
ribosome 21,1
ribonucleoprotein complex 21,1

Biological Process

cell organization and biogenesis 31,6
DNA metabolism 21,1

Molecular Function

structural molecule activity 26,3

structural constituent of ribosome 21,1

Es fallt auf, dass sowohl in der Einzel-Ligandenanalyse als auch unter den iiber- und unterpréisentier-
ten Peptiden Peptide aus Apoptose-assoziierten Quellproteinen auftauchen (z.B. ALDKATVLL aus
programmed cell death 4 (PDCD4) oder FLQLLVLIK aus dem modulator of apoptosis 1 (MOAP1)).
ALDKATVLL war nach der Einzel-Ligandenanalyse deutlich Autophagie-assoziiert, wurde jedoch in
zwel Paaranalysen auf Autophagiezellen als unterprasentiert nachgewiesen. Die Beteiligung von PD-
CD4 an Apoptose ist auch noch nicht eindeutig erwiesen. Vielmehr ist PDCD4 als Tumorsuppressor be-
kannt [97], unter anderem als Invasionsinhibitor und durch Beeinflussung der Genexpression [323), [654].
MOAP1 dagegen ist an der Induktion Caspase-abhéngiger Apoptose durch Interaktion mit Bax betei-
ligt [564].

Hier wird die Notwendigkeit eines stringenten Autophagie-Nachweises erneut verdeutlicht bzw. die
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3 Ergebnisse und Diskussion

Notwendigkeit, Apoptose-assoziierte Prozesse in den Autophagie-behandelten Zellen auszuschlieflen.
Da dies in der vorliegenden Arbeit nicht erbracht wurde, kann auch nicht ausgeschlossen werden, das
viele der beobachteten Phinomene vielmehr auf Apoptose- als auf Autophagie-assoziierten Prozessen
beruhen. Vor allem in den HBSS-behandelten Proben, wo bereits vor der Zellernte die Vitalitéit relativ
gering war, mogen die toten Zellen, die mit geerntet wurden, einen Einfluss auf das analysierte Ligan-
dom und darin detektierbare Apoptose-Prozesse gehabt haben, die eventuell in den lebenden Zellen

nicht relevant waren.

Vergleicht man die Daten, die bei der Untersuchung des HLA Klasse II-Ligandoms gewonnen wurden,
mit den hier generierten, so fallen relativ wenig Ubereinstimmungen auf. Lediglich die Beobachtung,
dass zelluldre Prozesse, die an der Nukleinsdure- und Proteinsynthese beteiligt sind, herabreguliert wur-
den, konnte bei der Analyse der relativen Quantifizierung wiederholt festgestellt werden. Im Gegensatz
dazu wurden beispielsweise bei der Analyse des HLA Klasse II-Ligandoms vermehrt Quellproteine,
die an Vesikeltransport- oder Membranverkehr-assoziierten Prozessen beteiligt sind, nach Autophagie-
Induktion nachgewiesen, was sich nur bei der Einzelligandenanalyse bestétigte. Quellproteine, die am
Sphingosid- oder Ceramid-Metabolismus oder inhibitorischen Apoptose-Mechanismen beteiligt waren,
konnten in den hier durchgefiihrten Ligandenanalysen gar nicht als Autophagie-induziert identifiziert
werden. Diese Unterschiede mogen jedoch vor allem darauf zuriickzufiihren sein, dass sich nicht nur die
Ligandome von HLA Klasse I- und Klasse II-Molekiilen sondern auch deren Antigenprozessierungsme-

chanisem stark unterscheiden.

Es ist nicht auszuschliefen, dass in Awells eine relativ hohe basale Autophagie-Aktivitdt vorherrscht,
wodurch die Unterschiede zwischen den Behandlungen, unabhéngig von der Zelldichte, weniger stark
ausgeprigt erscheinen. Es kénnte daher durchaus sein, dass einige der Liganden, die beispielsweise auf
allen Autophagie-behandelten Proben und nur vereinzelt auf Kontrolzellen présentiert waren, in einer

anderen Zelllinie deutlichere Autophagie-Assoziationen aufweisen wiirden.

Ein weiterer Faktor, der bisher noch nicht zur Sprache kam, jedoch auch einen grofien Einfluss auf das
Autophagie-beeinflusste HLA-Ligandom hat, ist die Behandlungszeit. Bei Dengjel et al. konnte eine
deutliche Steigerung der Autophagie-bedingten Verdnderungen durch Verldngerung der Inkubations-
zeit in HBSS Mangelmedium gezeigt werden [129]. Man kann davon ausgehen, dass auch in dem hier
untersuchten HLA Klasse I-Ligandom solch eine Steigerung bei verldngerter Inkubationszeit sowohl

durch Aminoséure-Depletion als auch durch Rapamycin hétte beobachtet werden kénnen.

Die Tatsache, dass Autophagie im HLA Klasse II-Ligandom Verédnderungen verursacht, liegt auf der
Hand. Denn das Lysosom als Endstation der Autophagie und als Zwischenstation in der HLA Klasse
II-Antigenprozessierung bietet eine offensichtliche Schnittstelle.

Die Frage kann sich aber auch stellen, ob denn Autophagie als zelleigener Prozess einen Einfluss auf
das HLA Klasse I-Ligandom haben kann. Denn verstiarkte Autophagie kann nicht nur in verdndertem
lysosomalen Inhalt resultieren sondern auch in verinderter cytoplasmatischer Zusammensammenset-
zung, die sich durch eine andere Zusammensetzung proteasomaler Abbauprodukte duflern kann.

Ein weiterer Mechanismus, der dazu fiihren kénnte, dass das MHC Klasse I-Ligandom Autophagie-
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3 Ergebnisse und Diskussion

assoziierte Anderungen aufweist, wire die Kreuzprisentation. Hier besteht jedoch die Frage, ob die in

diesen Untersuchungen eingesetzten Zellen iiberhaupt zu Kreuzprésentation fihig sind.

Schwierig wird es, wenn die Verdnderungen des HLA Klasse I-Ligandoms der Autophagie-Induktion
zugeordnet werden sollen. Dabei ist die erste Einschrinkung darin zu sehen, dass in dieser Arbeit
nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte, dass die angewandten Behandlungen tatséchlich eine
verstirkte Autophagie induziert hatten. Es kommt hinzu, dass jegliche Verdnderung in der Zellkul-
tur, unabhéngig, ob sie zu Autophagie-Induktion fithrt oder nicht, eine Verdnderung des HLA Klasse
I-Ligandoms herbeifiihren kann. So kénnen die beobachteten Effekte sowohl auf Autophagie als auch
auf unterschiedliche Zelldichten, auf Aminosdure- und Serumentzug und auf die diversern Einfliisse von
Rapamycin auf mTOR und damit etliche verschiedene Signalkaskaden zuriickzufiihren sein.

Um diese Einschrinkungen auszuschlielen, miisste zunéichst einmal ein stringenter Nachweis fiir Auto-
phagie erbracht werden, ohne diesen weitere Diskussionen iiber den direkten oder indirekten Finfluss

der Autophagie-Behandlungen miiflig erscheinen.

Zwar konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig nachgewiesen werden, dass die untersuchten Zellen tatsich-
lich unter dem Einfluss erhéhter Autophagie standen, die erzielten Ergebnisse sind dennoch insofern von
Interesse, als sie Situationen widerspiegeln, die im Rahmen der Tumorimmunologie eine Rolle spielen.
Die Behandlung mit HBSS Mangelmedium induziert eine Situation, die vergleichbar ist mit der Nah-
rungsknappheit eines Tumors im Anfangsstadium. Rapamycin gehort mit Sorafenib und Sunitinib zu
den drei Chemotherapeutika, die seit einiger Zeit verstarkt in klinischen Studien und anerkannten
Therapien gegen RCC eingesetzt werden [38), 445]. Was fiir Konsequenzen diese Behandlung fiir die
Antigenpriisentation hat, ist noch nicht beschrieben worden. Eine Untersuchung der Peptidprésentati-

on auf einer Tumorzelllinie wie RCC0O68ZL ist daher in diesem Kontext weiterhin erstrebenswert.
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4 Zusammenfassung

Die Erkennung maligner Zellen durch T-Zellen beruht auf HLA-prisentierten Peptiden. Im Kontext
der Auswahl von Impfpeptiden zur Immuntherapie des Nierenzellkarzinoms (RCC) war die Zielset-
zung dieser Arbeit vor allem die Charakterisierung des HLA-Ligandoms von RCC mittels massen-
spektrometrischer Peptidsequenzierung und die Analyse zugrundeliegender Quellproteine aufgrund von
Mikroarray-basierten Gen- und Proteinexpressionsanalysen. Es ergaben sich zwei Einteilungen der 1675
identifizierten HLLA-Liganden und ihrer 1053 Quellproteine. Zum einen die der Gewebespezifitit - es
konnten Peptide identifiziert werden, die nur auf RCC- oder nur auf Primérgewebe présentiert wurden,
und solche, die universell auf diversen Geweben und Zelltypen vorkommen. Unter diesen drei Gruppen
wurde im Hinblick auf die Immuntherapie eine weitere Einteilung in abundante Selbstproteine, poten-
tielle und etablierte Tumorantigene getroffen. Desweiteren wurden in einer Reihe von RCC-Geweben
von ausgewédhlten Tumorantigenen Expressionsanalysen mit der Technologie Mikroarray-basierter Pro-
teinexpressionsanalysen durchgefiihrt. Diese moderne Technologie befindet sich zwar noch im Stadium
der Etablierung, liefert aber schon jetzt vielversprechende FErgebnisse vor allem bei der Suche nach
Biomarkern. Die hier erzielten Daten der Proteinexpression zeigten, dass weder eine Korrelation mit
allgemeinen Daten zur RNA-Expression der entsprechenden Tumorantigene vorliegt noch ergaben sie
aufgrund ihrer Expressionsprofile einen Hinweis auf eine allgemein RCC-spezifische Hochregulation der
Proteinexpression. Die Analysen verdeutlichten insgesamt die starken Unterschiede der Informationen,
die aus Analysen des HLA-Ligandoms, Gen- und Proteinexpressionen gewonnen werden. Unter den iden-
tifizierten Tumorantigenen fanden sich einige hoffnungsvolle Kandidaten fiir die Immuntherapie in der
Gruppe der im Rahmen dieser Dissertation analysierten Gewebe, so zum Beispiel verschiedene Liganden
aus dem bereits bekannten Tumorantigen Adipophilin, aus insulin-like growth factor binding protein 3
sogar HLA Klasse I- und Klasse II-Liganden oder ein Ligand aus dem potentiellen Tumorantigen Plexin
B2. Mit Hilfe der Liganden-basierten Quellproteinanalyse wurde eine spezifische, Patienten-individuelle
Tumoranalytik durchgefiihrt, so dass eine Vakzinierung optimal auf die Patienten-eigene Tumorbiolo-
gie zugeschnitten werden konnte. Andererseits verhalf die Analyse des gesamten RCC-Ligandoms zur
Auswahl bekannter Tumorantigene in solchen Fillen, in denen bei der Liganden-basierten Quellprote-
inanalyse keine geeigneten patienten-individuellen Impfkandidaten identifiziert werden konnten.

Der zweite Abschnitt dieser Dissertation untersuchte verschiedene durch Autophagie-Induktion be-
einflusste Phinomene. Neben der Untersuchung verschiedener Nachweisverfahren wurden Mikroarray-
basierte Proteinexpressionsanalysen sowohl Autophagie-assoziierter Antigene als auch von Proliferati-
onsmarkern und Tumorantigenen durchgefiihrt. Das Hauptinteresse lag auf der HLA-Ligandenanalyse
der 186 HLA-Liganden aus Kontrollzellen im Vergleich zu 403 HLA-Liganden Autophagie-behandelter
Zellen. Im Kontext der Onkogenese und Krebstherapie sind die beobachteten Effekte insofern von
Interesse, als die Behandlung von Zellen mit Mangelmedium zumindest teilweise eine Situation wi-
derspiegelt, die der von Tumorzellen im Gewebeverband entspricht, bevor verstiarkte Angiogenese ein
genau gegenteiliges Verhiltnis aufbaut. Die Effekte einer Rapamycin-Behandlung entsprechen denen,
die durch immer h#ufiger angewandte Tumortherapie mit Temsirolimus (Rapamycin) ausgelost und
noch lange nicht abschliefend untersucht worden sind. Ob die beobachteten Phinomene jedoch auf
einer Autophagie-Induktion oder -Assoziation beruhen, konnte in den hier zugrundeliegenden Experi-

menten nicht eindeutig geklért werden.
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6 Abkiirzungen

3-MA
AEP
AJCC
APC
ATP
BSA
CD
CFSE
CHAPS
CLB1
CLIP

cQ
CTL
DC
DMSO
DNA
DRiP
EDTA
ELISA

ELISPOT

ER
ERAAP

EST
FCS
GFP
H2
HBSS
HLA
ICAT
ICS
IFA
IFN

Ii

IL
KLH
LSM
MDC
MHC
mRNA
NCBI
NK-Zelle

3-Methyladenin

Asparagin Endopeptidase

American Joint Commitee on Cancer

Antigen presenting cell (Antigen priisentierende Zelle)
Adenosintriphosphat

Bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)

Cluster of Differentiation (Differenzierungscluster)

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (Carboxyfluorescein Succinimidylester)
(3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat)
Zeptosens Lysepuffer

Class IT-assoziated invariant chain peptide (Klasse II-assoziiertes Peptid der
invarianten Kette)

Chloroquin

Cytotoxic T lymphocyte (Cytotoxische T-Killerzelle)

Dendritische Zelle

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)

Defective ribosomal product (Defektes ribosomales Produkt)
Ethylendiamintetra acetic acid (Ethylendiamintetra-Acetat)

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (Enzym-gekoppelter
Antikérper-vermittelter Nachweis von Antigenen)

Enzyme-linked Immunospot (Enzym-gekoppelter Antikorper-vermittelter Nach-
weis von Antigenen)

Endoplasmatisches Retikulum

ER aminopeptidase associated with antigen processing (ER Aminopeptidase,
die mit Antigenprozessierung assoziiert ist)

Expressed Sequence Tags (Exprimierte Sequenzabschnitte)

Fetal calf serum (Fotales Kélberserum)

Green Fluorescent Protein (Griines fluoreszierendes Protein)
Histocompatibilitdtsantigen 2

Hank’s buffered salt solution (Aminosiurefreies Mangelmedium)
Humanes Leukocytenantigen

Isotope-coded affinity tags (Isotopen-Markierung)

Intracellular Cytokine Staining (Intrazelluldre Cytokin-Firbung)
Inkomplettes Freundsches Adjuvans

Interferon

Invariant chain (Invariante Kette)

Interleukin

Keyhole limpet hemocyanin (Hidmocyanin der Schlitzschnecke)

Laser Scanning Mikroskopie

Monodansylcadaverin

Major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitdtskomplex)
messenger Ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinséure)

National Center for Biotechnology Information

Natiirliche Killerzelle
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6 Abkiirzungen

NS
PAGE
PAS

PBL

PBS
PCD
PCR
PDGF
PE

PI3K
PKB
PSA
PtdIns3P
qRT-PCR

RCC
RNA
ROS
RT
SDS
SNAP
SNARE
Tyl
T2
TAA
TAP

TBS
TBST

TCR

TFA
TNM-Staging
TRiC

Ubl
UICC
VHL
WIPI

ZSAB
ZSBB

Nukleinsduren

Polyacrylamid Gelelektrophorese

Pre-Autophagosomal Structure (Praautophagosomale Struktur)

Periphere Blutlymphocyten

Phosphate buffered saline (Phosphat gepufferte Saline)

Programmed cell death (Programmierter Zelltod)

Polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)

Platelet-derived growth factor (Plittchen-Wachstumsfaktor)
Phosphatidylethanolamin

Phosphoinositol-3-Kinase

Proteinkinase B

Prostata-spezifisches Antigen

Phosphatidylinositol-3-Phosphat

Quantitative real time polymerase chain reaction (Quantitative Echtzeit Poly-
merase Kettenreaktion)

Renal cell carcinoma (Nierenzellkarzinom)

Ribonucleic acid (Ribonukleinsiure)

Reactive oxygen species (Reaktive Sauerstoffspezies)
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Soluble NSF attachment protein (Losliches NSF Anheftungsprotein)
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T-Helferzelle, Typ 2
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Tris buffered saline (Tris-gepufferte Saline)

Tris buffered saline Tween-20 (Tris-gepufferte Saline, die mit Tween-20 versetzt
ist)

T cell receptor (T-Zellrezeptor)

Trifluor acetic acid (Trifluorsdure)

Primértumor-, Lymphknoten-, Metastasen-Staging

T-complex 1 (TCP-1) ring complex (Chaperonringkomplex, der das Chaperonin
TCP-1 enthiilt)

Ubiquitin-like protein (Ubiquitin-#hnliches Protein)

Union Internationale Contre le Cancer

von Hippel Lindau Tumorsuppressorgen

WD-repeat protein Interacting with Phospho-Inosides (WD-Repeat-Protein,
das mit Phosphoinosiden interagiert)

Zeptosens Assay Buffer

Zeptosens Blocking Buffer
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