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1 Einleitung

1.1 Die T-Zelle: Funktion und Dysfunktion bei Tumorerkrankungen
Auch im 21. Jahrhundert gibt es immer wieder Berichte von
~Vunderheilungen® von Krebspatienten. In der medizinischen Literatur werden
derartige Falle wissenschaftlicher als spontane Remissionen bezeichnet und
wurden z.B. von Everson im Zeitraum von 1900 und 1960 fiur verschiedene
Tumorarten in 176 Fallen beschrieben.® Ahnliche Ubersichtsarbeiten publi-
zierten Challis et al. fur die Jahre 1900 bis 1987 fur 489 Falle unterschiedlicher
Karzinomentitaten? und Lokich et al. fir die Zeit von 1967 bis 1997 fir 60
Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen.?

Keinesfalls aber sind diese Beschreibungen eine Entdeckungen der Neuzeit:
Bereits aus dem Mittelalter gibt es Uberlieferungen wie die des Heiligen
Peregrinus Laziosi, dessen die Haut durchbrechender Knochentumor nach
einer fieberhaften Infektion der offenen Wunde sich génzlich zuriickbildete.”
Dieser Riuckgang von Karzinomen durch Infektionen wurde sogar schon aus
den Zeiten der Agypter durch den Papyrus Ebers berliefert. Darin wird
berichtet, dass der Arzt Imothep ca. 2600 v. Chr. uUber die Anlage von
Breiumschlagen und anschlielBende Inzisionen durch den Umschlag eine
Entzindungsreaktion verursachte und nach deren Abklingen sich auch der
Tumor oftmals verkleinert hatte.’ Diese historischen Beschreibungen legen aus
unserer heutigen Sicht nahe, dass eine Entziindungsreaktion des Kdrpers tber
die Aktivierung des Immunsystems in der Lage ist, Tumorzellen zu zerstdren
und Karzinome teilweise ganzlich aufzulésen.

Erstmals wurde dieses Vorgehen 1893 systematisch durch William Coley am
Memorial Hospital in New York City etabliert und angewandt. Durch Zufall
erkannte der junge Chirurg, dass bei Patienten mit ausgepragten fieberhaften
Erysipelen durch Streptococcus pyogenes und gleichzeitig vorhandenen
Knochentumoren es in einigen Fallen zu einem Ruckgang oder sogar
Verschwinden der malignen Tumore kam.* Diese Beobachtung veranlasste ihn
dazu, gezielt Patienten mit Knochentumoren mit Mixturen aus initial lebenden
und spater abgetdteten Bakterienspecies (Streptococcus pyogenes und

Serratia marcescens) zu behandeln. Uber viele Jahre wurde diese Therapie als



,Coley’s vaccine® fur die Therapie von Tumorpatienten eingesetzt und William
Coley daher ruckwirkend als der Begrinder der Immuntherapie von
Krebserkrankungen angesehen.

Auf der Suche nach der Erklarung fir den Rickgang der Karzinome wird rasch
deutlich, dass diese mit der starken Immunreaktion assoziiert sind, welche dem
Ruckgang meist offensichtlich vorausging. Bereits Paul Ehrlich postulierte 1909,
dass das Immunsystem Tumorwachstum unterdriicken kann.® Dieser Gedanke
wurde von Burnet und Thomas aufgegriffen und dadurch signifikant gestitzt,
dass diese beiden Wissenschaftler im Mausmodell nachweisen konnten, dass
Thymus-abhangige Zellen (heute bekannt als T-Zellen) tumorspezifische
Antigene erkennen’ und auch im gesunden Patienten transformierte Zellen
identifizieren und zerstéren konnen.® Die Vorstellung, dass patrouillierende T-
Zellen entartete Zellen detektieren und zerstdren konnen und somit den
menschlichen Organismus teilweise vor der Entstehung von Karzinomen
beschitzen konnen, wurde als die Hypothese der Immunosurveillance
aufgestellt und letztlich von Dunn et al. 2004 abschlieRend verifiziert.’

Unter anderem aus dieser Entwicklung wurde der enorme Stellenwert von T-
Zellen fur die Bekdmpfung von Tumorerkrankungen deutlich. Zusatzlich dient
die Effektivitat von Peptidvakzinierungsstrategien, z.B. fiir Kopf-Hals-Tumoren®,
von Interleukin-2 (IL-2) Therapien®, von durch dendritische Zellen vermittelten
Therapien® und insbesondere von Therapien mittels Checkpoint-Inhibitoren mit
deren Stimulation der T-Zell-Funktion als Beweis fir den hohen Stellenwert von
T-Zellen in der Bekampfung und Therapie von Karzinomzellen.

Wie T-Zellen im Detail entartete Zellen erkennen kdnnen und wie deren
Funktion bei der Abwehr von Tumorzellen limitiert wird, soll Gegenstand der

folgenden Unterkapitel sein.

1.1.1 Das HLA-Molekul als Grundlage der spezifischen Immunantwort

Die einzigartige Funktion von T-Zellen besteht darin, dass diese Zellen des
Immunsystems in der Lage sind, andere Zellen als ,korpereigen“ oder
.korperfremd” einzuordnen. Diese Fahigkeit ermoglicht es lhnen zusatzlich,

virusbefallene oder maligne entartete Zellen zu detektieren und zu eliminieren.
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Die Grundlage aller dieser Funktionen bilden die so genannten MHC (major
histocompability complex)- oder HLA (human leukocyte antigen)-Komplexe wie
sie fur den menschlichen Organismus genannt werden. Diese Proteine, welche
von hochpolymorphen Genloci auf dem Chromosom 6 codiert werden, kdnnen
gemal ihrer Eigenschaften in eine HLA-Klasse | und eine HLA-Klasse I
unterteilt werden.

Die Aufgabe der Proteine der HLA-Klasse | besteht darin, Peptide von ca. 8-11
Aminosauren Lange aus intrazellularen Antigenen oder Uber die sogenannte
Kreuzprasentation aus exogenen Antigenen den zytotoxischen CD8-positiven
T-Zellen auf der Zelloberflache zu préasentieren. HLA-Klasse Il-Komplexe
dagegen prasentieren Peptide mit einer Ladnge von ca. 13-17 Aminosauren aus
Uberwiegend mittels Endozytose internalisierten extrazellularen Antigenen fur
CD4-positive T-Helfer-Zellen.

Zur besseren Vorstellung der rdumlichen Ausrichtung dieser beiden Komplexe

und den darauf prasentierten Peptiden dienen die folgenden Abbildungen:

MHC-I MHC-II

Abbildung 1. Aufbau der HLA-Klasse | und lI-Kkomplexe. Die Bilder A und B
zeigen einen HLA-Klasse I-Komplex, das Peptid ist in rot dargestellt, die gelben
Abschnitte des Proteins kennzeichnen hochpolymorphe Anteile. Analog gilt dies
fir die Bilder C und D fur HLA-Klasse II; nach Blum et al. 2013"3,
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Abbildung 1 illustriert hierbei anschaulich, dass der HLA-Komplex | aus drei a-
Untereinheiten und dem B2-Mikroglobulin besteht (kurz B2m). Uber die
transmembrandése Domane der a3-Untereinheit ist das Molekdl in der
Zellmembran verankert.

Der HLA-Klasse II-Komplex weist einen sehr ahnlichen Aufbau auf, wobei hier
zwei a- und zwei B-Domanen das Protein bilden und sowohl die Untereinheiten
a2 als auch B2 Uber einen transmembrandsen Anteil verfigen. Zusatzlich
veranschaulicht die Aufsicht der Bilder 1B und 1D sehr schon wie die Peptide
nicht kovalent gebunden in die oberen Taschen der Komplexe eingebettet sind
und dass besonders in den Bereichen mit grof3er N&he zu den Peptiden ein
hoher Polymorphismus in der Aminosaurensequenz der Proteine besteht. Diese
Vielfaltigkeit der codierenden HLA-Gene fihrt zu einer extrem hohen Anzahl an
unterschiedlichen HLA-Genloci und somit Allelen in der Bevolkerung. Dies ist
die Grundlage fur die hohe Diversitat von HLA-Liganden, da jedes HLA-Molekl,
welches einem Allel zugeordnet ist, bestimmte Peptide bei der Prasentation auf
dem Komplex bevorzugt, was unter dem Begriff HLA-Restriktion bekannt ist.

Die Auswahl der HLA-Liganden wird dabei Uber die physikalisch-chemischen
Eigenschaften von Aminosduren an definierten Stellen des Peptides bestimmt.
So werden z.B. auf dem Genprodukt des HLA-Allels B*07 bevorzugt Peptide
prasentiert, welche an zweiter Stelle der Aminosauresequenz ein Prolin und an
neunter Stelle Leucin tragen, weswegen Aminosauren in diesen Positionen als
Ankeraminosauren bezeichnet werden.

Auf diese Weise gelingt es dem menschlichen Organismus aus der
Kombination von HLA-Molekil und prasentiertem Peptid ein Repertoire von
hochspezifischen HLA-Peptid-Komplexen zu generieren, welche dem
korpereigenen Immunsystem als eine Art ,Ausweis® dienen, da Zellen, welche
diese HLA-Liganden in Verbindung mit den passenden HLA-Molekilen
prasentieren, nicht von T-Zellen attackiert und zerstort werden.

Kommt es z.B. durch maligne Entartung oder durch Virusbefall einer Zelle zu
Veranderungen der auf der Zelloberflache prasentierten Peptide, so kann dies,
wenn diese HLA-Liganden von T-Zellen mit ihren Rezeptoren erkannt werden,

zur Zerstérung der Zelle mit den ,falschen, d.h. kérperfremden HLA-Liganden
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fuhren. Die Tatsache, dass alle kernhaltigen Zellen des Menschen HLA-Klasse
I-Molekile tragen verdeutlicht wie ubiquitar dieses hochspezifische
Sicherheitssystem des Kérpers zum Einsatz kommt.

Wie soeben angedeutet geht die Transformation von gutartigen in maligne
Zellen mit Veranderungen der HLA-prasentierten Peptide einher'®, da sich
durch Mutationen oder Veranderungen der Expression von Genen nicht nur das
Proteom sondern folglich auch das Peptidom und HLA-Ligandom der Zellen
andert. Wie es nach einer derartigen malignen Entartung im Detail dazu kommt,
dass diese Zellen durch das Immunsystem erkannt und zerstort werden, soll im

Folgenden erlautert werden.

1.1.2 Erkennung und Elimination von Tumorzellen durch Interaktion von
T-Zell-Rezeptor und HLA-Molekdil

Wie bereits im vorangegangen Kapitel erlautert, besitzt jede kernhaltige Zelle
des Menschen HLA-Komplexe der Klasse |, auf welchen Peptide in Verbindung
mit HLA-Molekulen dem Immunsystem prasentiert werden. HLA-Komplexe der
Klasse 1l sind dagegen primar auf Zellen des Immunsystems, néamlich
dendritischen Zellen, B-Lymphozyten und CD4-positiven T-Helferzellen
vorhanden. Im Rahmen der Karzinogenese kann es jedoch zur aberranten
Expression dieser Proteine kommen, was u.a. fur das Nierenzellkarzinom
gezeigt werden konnte.'® Das Vorhandensein dieser HLA-Komplexe bildet nun
die Grundlage fur die Erkennung der entarteten Zellen durch das Immunsystem
und insbesondere durch T-Zellen.

Die im Knochenmark gebildeten und im Thymus gereiften T-Lymphozyten
besitzen als Gegenstiick zum HLA-Molekll einen T-Zell-Rezeptor (TCR) mit
einer Struktur, welche in Verbindung mit je einem Peptid sowie einem HLA-
Molekdl in Abbildung 2 dargestellt wird. Der Aufbau des T-Zell-Rezeptors
besteht als a:B-Heterodimer aus einer a- und einer 3-Kette, welche ihrerseits
jeweils in eine konstante und variable Domane unterteilt werden kénnen.
Hierbei dient die variable Domé&ne dazu, die Kombination aus HLA-Molekul und

prasentiertem Peptid hochspezifisch zu erkennen. Die konstante Doméane
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dagegen ist fur die Signaltbertragung in das Innere der Zelle zustandig, was

spater naher erlautert werden wird.

oy " MHC-11-p

Abbildung 2. Interaktion von T-Zell-Rezeptor, Peptid und HLA-Molekl. Auf
der linken Seite ist die physikalische Anordnung zwischen TCR, Peptid und
HLA-Molekul fur Klasse | und rechts fir Klasse 1l abgebildet. Im oberen Teil
befindet sich der TCR, wobei die variablen Regionen dem MHC-Komplex im
unteren Teil zugewandt sind. Hierbei wird deutlich, dass fiir Klasse Il das Peptid
auf Grund seiner Lange uber die eigentlichen Bindungsstellen am N- und C-
Terminus hinausragt. Insgesamt ist die Interaktion flr beide Klassen in den

Grundziigen jedoch sehr ahnlich; nach Rossjohn et al. 2014.%°

Erkennt nun der TCR den HLA-Liganden auf seinem zugehdrigen HLA-Molekdl,
wird die T-Zelle aktiviert, vorausgesetzt das Peptid ist ausreichend immunogen
und es sind notwendige kostimulatorische Signale wie z.B. das Protein CD80
oder CD86, welches vom CD28-Molekul auf der T-Zelle erkannt wird,
vorhanden. Eine ausfihrliche Erlauterung dieser Prozesse wirde Uber den
Rahmen dieser Arbeit deutlich hinausgehen, es wird aber bereits jetzt deutlich,
dass die Aktivierung einer T-Zelle ein hochkomplexer Prozess ist, welcher viele

14



unterschiedliche Signale benétigt. Daher wird die Gesamtheit der involvierten
Proteine an den beiden Zellmembranen zwischen Antigen-prasentierender und
T-Zelle als immunologische Synapse bezeichnet.'’

Ist die Aktivierung der T-Zelle an der immunologischen Synapse gelungen, so
wird, wie in Abbildung 3 gezeigt, tber die vorhandenen Rezeptoren eine second
messenger vermittelte Signalkaskade in Gang gesetzt.
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Abbildung 3. Die T-Zell-Rezeptor-Signalkaskade. Uber die erfolgreiche
Bindung des TCR durch den Peptid-HLA-Komplex wird eine Signalkaskade
ausgelost, welche (ber Aktinreorganisation und Verdnderungen der

Genexpression die T-Zelle aktiviert; nach Brownlie et al. 2013.8

Als entscheidendes Molekul dient hierbei das T-Zell-spezifische CD3-Protein,
welches direkt mit dem TCR assoziiert ist und aus einer y-, einer 6-, einer -,
und zwei (-Polypeptidketten besteht, wobei insbesondere die hauptséchlich
intrazellularen {-Ketten die Signaltransduktion vermitteln. Hierzu wird initial die
Proteinkinase LCK aktiviert, die ihrerseits Uber Phosphorylierungen der Ketten
des CD3-Molekils eine weitere Proteinkinase, namlich ZAP70 (C-chain
associated protein kinase of 70 kDa) in den aktiven Zustand versetzt. Durch
dessen Phosphorylierungen kann der linker of activation of T cells (LAT) einen

Proteinkomplex formen, der Uber zahlreiche second messenger schlie3lich die
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Aktivierung der T-Zelle durch die Reorganisation der Aktinstruktur und tber die
NF-kB vermittelte Verdanderungen der Genexpression bewirkt.'®

Diese Umprogrammierung der T-Zelle fuhrt letztlich unter anderem dazu, dass
diese als zytotoxische Effektorzelle aktiv wird und Uber die Sekretion von
Perforin und Granzym B die detektierte Tumorzelle zerstort. Hierbei wirken die
eben genannten Perforine und Granzyme synergistisch, indem durch die
Perforine Locher in die Zellmembran der zu zerstérenden Zelle gebohrt werden,
wodurch die Granzyme in die Tumorzelle eindringen koénnen, um den
programmierten Zelltod, die Apoptose, auszulésen.™®

In der folgenden Abbildung 4 werden die wichtigsten Punkte bei der
spezifischen Erkennung und Zerstérung von Tumor-Zellen durch zytotoxische
T-Zellen nochmals illustriert. Das CD8-Molekiil, welches die zytotoxische T-
Zelle charakterisiert, bindet unspezifisch das HLA-Klasse I|-Protein auf der
Oberflache der Tumorzelle. Zusétzlich erkennt der TCR die Verbindung von
Peptid und HLA-Molekul als nicht typisch fir eine gesunde Gewebszelle und
Uber die notwendige Kostimulation durch das Rezeptor/Ligandenparchen CD28
auf der T-Zelle und CD80 oder CD86 auf der Tumorzelle wird die intrazellulare
Signalkaskade der T-Zelle aktiviert, was zur Ausschuttung von Perforinen und
Granzymen fihrt. Diese Enzyme durchdringen ihrerseits die Zellmembran der

Tumorzelle und l6sen die gewiinschte Apoptose aus.

Granzyme

Perforin

Tumor cells
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Abbildung 4. Die Erkennung und Zerstérung von Tumorzellen durch
zytotoxische T-Zellen. Entscheidend fur die erfolgreiche spezifische
Elimination der Tumorzelle Uber Perforine und Granzyme ist die Ausbildung
einer funktionellen immunologischen Synapse. Hierbei sind die unspezifische
Bindung des CD8-Molektls an den HLA-Komplex, die Erkennung des HLA-
Peptid-Komplexes durch den TCR und die Aktivierung der kostimulatorischen
Liganden CD28 sowie CD80/CD86 auf der Gegenseite essentiell; nach
Monzajeb et al. 2013.%°

Auch wenn dieser Prozess fur die Tumorabwehr entscheidend und in dieser
Arbeit sicherlich der wichtigste ist, sollte dennoch betont werden, dass viele
weitere Mechanismen ebenfalls zur Bekdmpfung von maligne entarteten oder
infizierten Zellen beitragen. Hierbei kommt es zu dem gewohnten
Zusammenspiel zwischen angeborener und erworbener Immunitat, wobei
insbesondere die Antikdrperproduktion Gber CD4-positive T-Helferzellen
ebenfalls in dieser Arbeit einen wichtigen Stellenwert einnimmt, da auch
Peptide der HLA-Klasse Il analysiert wurden. Die Synergismen der
unterschiedlichen Zellen des Immunsystems werden in Abbildung 5 verdeutlicht.
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Abbildung 5. Das Zusammenspiel von Zellen der angeborenen und
erworbenen Immunitat bei der Bekampfung von Tumorzellen. Im Zentrum
steht die antigenprasentierende dendritische Zelle (DC), welche sowohl tber
MHC-Klasse | wie Klasse Il Peptide prasentieren kann. Auf der linken Seite wird
der HLA-Ligand von einer CD8-positiven T-Zelle erkannt, welche dann als
zytotoxischer T-Lymphozyt (CTL) direkt die Tumorzelle attackiert und zusatzlich
Makrophagen (M®) und natirliche Killerzellen (NK-Zellen) aktiviert. Auf der
rechten Seite wird Uber MHC-Klasse Il prasentierte Peptide eine CD4-positive
T-Helferzelle stimuliert, welche ihrerseits eine B-Zelle dazu bringt, sich zu einer
antikorperproduzierenden Plasmazelle umzuwandeln. Zusatzlich aktiviert die
Helferzelle direkt Makrophagen fur die Zerstérung der Tumorzellen sowie
indirekt - Uber begleitend ausgeschiittete Zytokine - natirliche Killerzellen ftr

die gleiche Funktion; nach Pacheco et al. 2012.%

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sowohl tber HLA-Klasse |- und
HLA-Klasse IlI-Komplexe in Verbindung mit deren HLA-Liganden T-Zellen
aktiviert werden, welche sowohl direkt als auch indirekt Uber die Produktion von
Antikorpern und die Rekrutierung von Zellen des angeborenen Immunsystems
(NK-Zellen und Makrophagen) die Tumorzellen angreifen.

Inwieweit diese Mechanismen von Seiten des Tumors umgangen werden und
wo die Grenzen der Effektivitat der T-Zellen in ihrer Tumorbekampfung liegen,

soll nun im folgenden Kapitel dargelegt werden.

1.1.3 Immunescape und T-Zell-Erschépfung (T-cell exhaustion)

Uber die beschriebenen Mechanismen der Bekampfung von Tumorzellen
gelingt es dem menschlichen Organismus, im Sinne der Immunosurveillance
das Wachstum von Karzinomen zu verhindern.

Insgesamt stellt sich die Interaktion von Krebszellen und dem Immunsystem als
komplexer dynamischer Prozess dar, der unter dem Begriff des Immunoeditings
zusammengefasst werden kann.” Die Dynamik wird hierbei durch drei
funktionell unterschiedliche Phasen beschrieben: Elimination, Equilibrium und

Escape (,three Es of cancer immunoediting*).’
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Die Phase der Elimination wurde bereits im vorangegangen Kapitel besprochen.
In dieser Phase gelingt es dem Immunsystem, die Tumorzellen ausreichend zu
zerstoren ohne ein Wachstum zu ermdéglichen. Durch die standige
Auseinandersetzung mit dem Immunsystem und dem dadurch entstehenden
evolutionaren Druck zur Selektion und Mutation entwickeln die maligne
entarteten Zellen jedoch genetische und epigenetische Veranderungen, welche
vermehrt dazu fuhren, dass das Immunsystem diese Zellen nicht mehr
erkennen oder zerstéren kann. Beispiele hierfir sind z.B. eine verminderte
Antigenprasentation durch die Down-Regulation von HLA-Genen oder die
Expression von immunsuppressiven Liganden wie PD-L1 (programmed death-
ligand 1). Auch verschiedene Zytokine sind an der Beeinflussung des
Immunsystems beteiligt, so dass z.B. das Interleukin-12 die Zerstérung der
Tumorzellen durch T-Zellen férdert, wahrend Interleukin-23 diese unterdriickt.?
Dennoch héalt der Organismus die Entwicklung der Karzinome oft lange Zeit in
Schach und erreicht eine Art steady-state zwischen Elimination und Escape, in
welchem der Tumor als ,schlafend“ und die allgemeine Situation als Equilibrium
bezeichnet wird. #* Sichtbare Malignome sind in dieser Phase noch nicht
vorhanden.

Durch weitere immunmodulatorische und immunsuppressive Mechanismen
sowie den Erwerb zuséatzlicher Mutationen, welche die Selektion eines
Tumorzellklons fordern, gelingt es jedoch den Karzinomzellen, dieses
Gleichgewicht zu Gunsten der Karzinogenese zu kippen. Die Mechanismen
sind hierbei ahnlich wie in der Phase des Ubergangs von Elimination zu
Equlibirium. Insgesamt lassen sich die am Immunescape beteiligten Strategien

der Karzinomzellen in vier unterschiedliche Gruppen einteilen:

1. Veradnderungen der malignen Zellen selbst: Hierbei nutzen die
Tumorzellen vor allem zwei Herangehensweisen, um den zytotoxischen,
Apoptose fordernden Mechanismen der CD8-positiven T-Zellen zu
entkommen. Zum einen wird tber die vermehrte Expression von bcl-2 (B-
cell lymphoma 2) und STAT3 (Signal transducer and activator of
transcription 3) der versuchten Induktion der Apoptose entgegengewirkt.
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Um zusatzlich die Erkennung der Tumorzellen durch T-Zellen zu
verhindern, durch welche der Angriff durch Perforine und Granzyme
ermdglicht wird, ist vor allem die Verminderung der Prasentation von
HLA-Liganden auf ihren Komplexen von essentieller Bedeutung fir den
Immunescape. Dies wird u.a. durch die verminderte Expression der HLA-
Gene per se und durch die Kompromittierung der Prasentation von
Peptiden auf den HLA-Molekllen erreicht, wodurch die Tumorzellen der
Erkennung und Zerstoérung durch die spezifischen zytotoxischen T-Zellen

entkommen.?*

. Durch zytokine vermittelte Immunsuppression: Die Umgebung um einen
Tumor, das ,tumor microenvironment® ist oft gepragt von einem
immunsuppressiven Milieu. Dieses wird unter anderem dadurch gebildet,
dass Tumorzellen verschiedene Zytokine freisetzen, welche letztlich alle
den Versuch der Zerstérung durch Zellen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems unterdriicken. Die wichtigsten Vertreten sind
VEGF (vascular endothelial growth factor), TGF-B (transforming growth
factor- B), Galectin-1 und IDO (Indolamin-2,3-Dioxygenase).?

. Durch Zellen vermittelte Immunsuppression: Erganzend zu den
freigesetzten Zytokinen rekrutieren die Karzinomzellen immun-
modulatorische Zellen in das Microenvironment. Insbesondere
regulatorische T-Zellen (T.egs) Sind von besonderer Bedeutung. Diese
sezernieren einerseits immunsuppressive Zytokine wie IL-10 (Interleukin-
10) oder TGF-B und exprimieren andererseits modulierende Liganden
wie CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4) oder PD-1
(programmed death protein 1), welche Uber den von Tumorzellen
exprimierten PD-L1 (programmed death-ligand 1)-Rezeptor aktiviert
werden und somit die Apoptoserate in regulatorischen T-Zellen

vermindert wird.?®
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Unterstutzend zu den regulatorischen T-Zellen wirken auch MDSCs
(myeloid derived supressor cells) als heterogene Gruppe der
myeloischen Zellen u.a. Uber TGF-B immunsuppressiv auf T-

Lymphozyten ein.?’

4. Modulierende Liganden auf Tumorzellen und zytotoxischen T-Zellen: Wie
bereits bei den regulatorischen Zellen erwahnt, existieren Moleklle auf
der Oberflache von T-Lymphozyten (u.a. CTLA-4 und PD-1), welche die
Regulation dieser Zellen immens beeinflusst. Dies nutzen die
Tumorzellen durch die Expression von PD-L1, dem Liganden dieser
Rezeptoren, wodurch sowohl die zytotoxischen T-Zellen besonders stark
supprimiert als auch regulatorische T-Zellen wie bereits beschrieben

aktiviert werden.?®

Uber diese Vielzahl an Mechanismen, welche sich ausschlieBlich auf die
Regulation des Immunsystems beschranken, erreichen die entarteten Zellen
somit in der Phase des Escape Unabhéangigkeit von der Suppression durch das
Immunsystem und konnen beinahe ungehindert proliferieren, wodurch das
Karzinom letztlich klinisch manifest wird. Abbildung 6 fasst die drei Phasen des

Immunoeditings nochmals Ubersichtlich zusammen:
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Abbildung 6. Die drei Phasen des Immunoediting von Tumoren:
Elimination, Equilibrium und Escape. In der ersten Phase, der Elimination,
gelingt es den Zellen des angeborenen (u.a. Makrophagen und NK-Zellen)
sowie des erworbenen Immunsystems (v.a. T-Zellen), Tumorzellen zu zerstéren
und ggf. vollstandig zu eliminieren (links im Bild). In manchen Féllen kommt es
zum Ubergang in ein Gleichgewicht zwischen Tumorzerstérung und Wachstum,
der Tumor ist schlafend, d.h. im Equilibrium (Mitte). Durch weitere genetische
Veranderungen und Modulationen der Tumorzellen wird letztlich der Zustand
des Escape erreicht, in welchem durch eine Vielzahl von immunsuppresiven
Mechanismen (siehe Text) die Karzinomzellen dem Immunsystem entkommen

und es gezielt in Schach halten (rechts im Bild); nach Schreiber et al. 2011.%

Entdeckt wurde dieser Prozess bei chronischen viralen Infekten, wie z.B. HIV-
Infektionen, bei welchen sich die T-Zellen durch die standige
Entzindungsreaktion und Auseinandersetzung mit den Viren ab einem
gewissen Punkt erschopfen und sich die Viren schlie3lich vermehrt ausbreiten
konnen. Vermittelt wird dies durch die Uberexpression des Transkriptionsfaktors
BATF (Basic leucine zipper transcription factor), welcher sonst bei geringer
Expression unter anderem die Differenzierung der zytotoxischen T-Zellen
fordert.*° Durch die Aktivierung von PD-1 in T-Zellen kommt es nun, wie im HIV-
Modell gezeigt wurde, zu einer Uberexpression von BATF in T-Zellen und
letztlich zum Verlust ihrer Effektorfunktion gegeniiber HI-Viren.** Analog zu den
chronischen viralen Infekten konnte gezeigt werden, dass insbesondere T-
Zellen mit hoher PD-1-Expression, welche Tumorzellen umgeben, haufig
erschopfte T-Zellen darstellen und somit indirekt ebenfalls den Immunescape
widerspiegeln.*

Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass es dem Immunsystem und
insbesondere T-Zellen méglich ist, effektiv Tumorzellen zu eliminieren und dass
andererseits eine Vielzahl von Mechanismen von Seiten der entarteten Zellen
angewandt werden, um diese Funktion der T-Zellen zu unterdriicken und somit

ihr eigenes Uberleben zu sichern.
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1.2 Das Nierenzellkarzinom: Genese und Therapieanséatze

1.2.1 Entstehung und Einteilung

Betrachtet man samtliche Karzinome, welche im Bereich des Nierenbeckens
auftreten kénnen, so stellt das Nierenzellkarzinom mit 90 % aller Tumoren den
bei weitem grof3ten Anteil dar. In Bezug auf alle malignen Erkrankungen nimmt
das Nierenzellkarzinom bereits seit etwa einer Dekade bei einer
Gesamtinzidenz von 9 auf 100.000 Einwohner als die sechsthaufigste
Tumorentitat bei Mannern und zehnthaufigste bei Frauen einen sehr konstanten
Anteil von 2 - 3 % ein.*® In Bezug auf die Europaische Union entspricht dies
84.400 Neuerkrankungen und 34.700 verstorbenen Patientin pro Jahr.

Bei der Geschlechterverteilung finden sich vermehrt mannliche Patienten in
einem Verhaltnis von 1,5 : 1 zu den weiblichen Erkrankten. Die Alterverteilung
des Nierenzellkarzinoms ist eingipflig und hat den héchsten Anteil zwischen
dem sechzigsten und siebzigsten Lebensjahr.*®* Als die haufigsten Risiko-
faktoren fur die Entwicklung eines Nierenzellkarzinoms konnten Nikotinkonsum,
Ubergewicht und Bluthochdruck identifiziert werden, was die hohere Pravalenz
dieser Erkrankung in finanziell besser gestellten Nationen erklart.>*

Mit ca. 50 % hat das Nierenzellkarzinom eine sehr hohe Rate fur eine zufallige
Detektierung dieses Tumors mit Hilfe von - aus anderen Grinden
durchgefiihrten - Ultraschall- oder computertomographischen Untersuchungen.
Dies hat dazu geflhrt, dass diese Erkrankung inzwischen immer haufiger in
friheren Stadien diagnostiziert werden kann.*®> Aus diesem Grund findet sich
bei diesem lange symptomarmen Karzinom nur noch sehr selten die klassische
bekannte Symptomtrias aus blutigem Urin, Flankenschmerz und tastbarem
abdominellem Tumor.

Entsprechend seiner Grof3e und Ausbreitung wird das Nierenzellkarzinom
analog aller anderen soliden Tumore aufR3erhalb des Gehirns nach dem TNM-
sowie dem UICC-System (Union internationale Contre le Cancer) eingeteilt.
Das TNM-System dient dabei in erster Linie der Beschreibung der Gréf3e und
Ausbreitung des Primartumors (T=Tumor), dem Befall von Lymphknoten
(N=Node=Lymphknoten) und dem Vorhandensein von Metastasen

(M=Metastase), d.h. es ist eine rein anatomische Beschreibung. Das UICC-
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Schema teilt dagegen die Tumoren an Hand der TNM-Klassifikation in
Risikogruppen fir das Uberleben der Erkrankung ein und leitet hieraus auch
Therapieempfehlungen ab. Wie diese Therapien in Abhangigkeit der Stadien
aussehen, soll in einem spateren Kapitel erlautert werden. Tabelle 1 liefert eine

Ubersicht tiber das Uberleben in Abhangigkeit der einzelnen Stadien.

Tabelle 1. 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit des TNM-
oder UICC-Stadiums

UICC- _ 5-Jahres-

_ TNM-Stadium . . .
Stadium Uberlebenswahrscheinlichkeit
[ T1 NO MO 94 %

[l T2 NO MO 90 %

" T1-T3 NO, N1 MO 63 %

v T4 NO, N1 MO 28 %
alle T alle N M1 <10 %

Tabelle 1. 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit der
TNM- und UICC-Stadien. Aus den TNM-Stadien (Mitte) lassen sich direkt die
UICC-Stadien (links) ableiten, welche mit den Uberlebenswahrscheinlichkeiten

der rechten Spalte direkt korrelieren; nach Ficarra et al. 2002.3¢

Beziglich des Mechanismus der Entstehung der Nierenzellkarzinome auf
pathophysiologischer Ebene ist in erster Linie der Verlust des
Tumorsupressorgens VHL (von-Hippel-Lindau Protein) zu erwahnen, welcher
bei sporadischen Nierenzellkarzinomen einen Anteil von 50 - 60 % ausmacht.
Vermittelt wird dieser Funktionsverlust z.B. durch die Deletion des kurzen
Armes des Chromosoms 3, wo der Genlocus des VHL-Gens zu finden ist*’ oder
somatischen Mutationen bzw. Hypermethylierungen des Genes, was einer
funktionellen Abschaltung entspricht.*®

Durch den Funktionsverlust des VHL-Proteins wird HIF (hypoxia inducible
factor) nicht wie gewohnt im Inneren der Zelle abgebaut und vermittelt somit als

Transkriptionsfaktor die Expression von Genen wie VEGF (vascular endothelial
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growth factor), welche die Angiogenese vermehrt foérdern und so z.B. das
Tumorwachstum begiinstigen. ** Doch auch die Aktivierung verschiedener
Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren ist bei der Entstehung des
Nierenzellkarzinoms ein entscheidender Schritt, was wiederum spater fir die
Therapie dieses Tumors relevant sein wird. Zu diesen Wachstumsfaktoren
gehoren insbesondere EGFR (epidermal growth factor receptor)*®, FGFR
(fibroblast growth factor receptor)* und PDGFR (platelet derived growth factor
receptor)*.

Naturlich lasst sich das Nierenzellkarzinom aber nicht nur in Bezug auf seine
Makroskopie oder Entstehung einteilen. Die histologische Subklassifizierung
dieses Karzinoms kennt folgende vier Unterteilungen®:

- klarzelliges Nierenzellkarzinom: Diese Entitat stellt 80 - 90 % der Nieren-
zellkarzinome, gehort zu niedriger malignen Wachstumsformen und ist
gekennzeichnet durch eine besonders starke Vaskularisierung

- papillares Nierenzellkarzinom: Die mit 10 - 15 % zweithaufigste Unterart
ist ebenfalls als weniger aggressiv einzustufen und zeigt mikroskopisch
vor allem kleine Zellen mit blassem Zytoplasma

- chromophobes Nierenzellkarzinom: Mit 3 - 5 % aller Nierenzellkarzinome
ist diese malignere Form eher selten vertreten und bildet deutlich
groRere Zellen als die weniger malignen Varianten

- Ductus-Bellini-Karzinom: Diese mit 0,6 % seltene Variante ist insofern
auch in der Entstehung besonders, da sie als einzige von den Zellen des
Sammelrohres der Niere ausgeht.

Um die Vergleichbarkeit innerhalb dieser Arbeit zu erhéhen, wurden trotz der
vier moglichen Subklassen ausschliel3lich klarzellige Nierenzellkarzinome
untersucht. Ob die hier erarbeiteten Ergebnisse auf die weiteren Subtypen

Ubertragen werden kdnnen, muss in weiteren Arbeiten geklart werden.
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1.2.2 Metastasierung

Um die Karzinogenese eines Tumors vollstandig zu beleuchten, muss auch
immer berlcksichtigt werden, ob und wie es zu einer Metastasierung dieses
Karzinoms kommt. Die involvierten Prozesse sind unter den Karzinomentitaten
haufig ahnlich, sollen aber hier speziell fir das Nierenzellkarzinom kurz erlautert
werden.

Grundsatzlich sind bei Erstdiagnose ca. 25 % aller Nierenzellkarzinome bereits
metastasiert.** Im Verlauf der Erkrankung entwickeln sich bei etwa 30 % der
Patienten nachtraglich Metastasen®, was sich prognostisch im Vergleich zu
primaren Metastasen als giinstig herausgestellt hat.*® Prinzipiell metastasiert
das Nierenzellkarzinom sowohl lymphogen als auch hamatogen. Die lokale
lymphogene Metastasierung erfolgt meist in pararenale, paraaortale oder
inguinale Lymphknotenstationen, die hdmatogene Streuung dagegen findet sich
meistens in der Lunge mit etwa 50 - 60 %, dicht gefolgt von Leber und Knochen
mit 30 - 40 % und seltener mit ca. 5 % in die Nebenniere, die kontralaterale
Niere oder das Gehirn.*” Die einzelnen Angaben von unterschiedlichen Studien
uber die exakten Werte der Haufigkeitsverteilung schwanken jedoch sehr, die
Reihenfolge bleibt dagegen fast immer identisch.

Bezluglich der Pathophysiologie der Metastasierung sind es beim
Nierenzellkarzinom und insbesondere beim klarzelligen Subtyp zwei Prozesse,
welche als fundamentale Bestandteile - wie auch bei der Karzinogenese - die
Metastasierung begunstigen und sich synergistisch verstarken. In erster Linie
bendtigt die erfolgreiche Streuung von Tumorzellen einen Mechanismus, Uber
welchen sie in neues Gewebe eindringen kann und dadurch Platz fir die
zellulare Motilitat erhalt. Hierbei kommt die enzymatische Spaltung von
extrazellularem Gewebe, insbesondere von Kollagenen, zum Tragen. Dabei
sind unterschiedliche Proteine beteiligt, welche vor allem wenn sie
Uberexprimiert werden, die Invasion der Karzinomzellen beglnstigen: die
Matrix-Metalloproteinase 7 (MMP-7)“® | die Lysyl-Oxidase (LOX)*® und die
Procollagen-lysin,2-oxoglutarat 5-Dioxygenase 2 (PLOD2)*.

Wenn diese Enzyme schliel3lich das Gewebe soweit erweicht haben, dass sich

die Zellen besser bewegen und somit leichter metastasieren koénnen, wird
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dieser Prozess nochmals unterstitzt, indem tber die massive Angiogenese des
Nierenzellkarzinoms Anschluss an das bestehende Blutsystem geschaffen und
eine hamatogene Streuung ermoglicht wird. Bei der Neubildung von
Blutgefal3en ist in erster Linie das Protein VEGF als starkster Induktor dieses
Prozesses involviert.*® Insbesondere bei der makroskopischen Betrachtung des
sehr weichen und stark vaskularisierten klarzelligen Nierenzellkarzinoms

werden diese beiden Mechanismen klinisch deutlich.

1.2.3 Lokale und systemische Therapie des Nierenzellkarzinoms

Wenn nun nach der beschriebenen Entstehung und Metastasierung von
Nierenkarzinomen die Frage nach der Therapie aufkommt, Ilasst sich
vereinfacht sagen, dass zunachst alle Nierenzellkarzinome ohne
Fernmetastasen oder mit chirurgisch entfernbaren Metastasen operiert werden
sollten, falls dies anatomisch und aus Sicht des Allgemeinzustand des
Patienten moglich ist. Hierlber lassen sich die besten Heilungsraten mit 5-
Jahrestberlebensraten in frihen Stadien von Uber 90 % erzielen, wie bereits
vorher in dieser Arbeit dargelegt wurde.**

FUr metastasierte oder andere inoperable Situationen stehen neben palliativer
Resektion des Tumors auch eine Vielzahl von Systemtherapien zur Verfiigung,
welche unterschiedliche Wirkansatze aufweisen. Lange Zeit galt die
unspezifische Immuntherapie mit Interleukin-2 und Interferon alpha als das
Mittel der Wahl fur die Systemtherapie des Nierenzellkarzinoms, da eine
Chemotherapie nur marginale Erfolge erbracht hatte.

Die Erkenntnis, dass die Signaltransduktion fir Wachstumsfaktoren eine
signifikante Rolle in der Karzinogenese des Nierenzellkarzinoms einnimmt,
fuhrte zur Etablierung von Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIS) wie Sunitinib,
Sorafenib oder Pazopanib in der Tumortherapie mit deutlich verbesserten
Uberlebensraten, wenn gleich diese im Mittel bei einer 2-Jahres-Uberlebensrate
von etwa 50 % bei einer mittleren Risikokonstellation liegen.>*°*>*

Als weitere zielgerichtete Therapien stehen die mTOR (mammilian target of
rapamycin)-Inhibitoren Everolimus und Temsirolimus sowie der anti-VEGF-

Antikorper Bevacizumab als anti-angiogenetisches Medikament  zur
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Verfiigung. > *® > Die neueren Entwicklungen im Bereich der Checkpoint-
Inhibitoren, auf welche spéater eingegangen werden wird, haben vor kurzem
auch zur Zulassung von Nivolumab, einem anti-PD-1-Antikdrper fir die
Systemtherapie des Nierenzellkarzinoms, gefiihrt®®, was indirekt erneut die
Immunogenitat dieses Tumors unterstreicht.

Welche weiteren moglichen Immuntherapien fur Karzinome per se zur
Verfiigung stehen oder sich in klinischer Entwicklung befinden, soll die

Einfuhrung zu dieser Arbeit abschliel3en.

1.3 Immuntherapie von Karzinomen: Peptidvakzinierung zwischen
Checkpoint-Modulatoren und T-Zell-Rezeptor imitierenden
Antikorpern

1.3.1 Peptidvakzinierung

Eine moderne Tumortherapie bedient sich heutzutage vieler unterschiedlicher
Werkzeuge und Ansétze, welche grundsatzlich in flinf grol3e Gruppen eingeteilt
werden konnen: operative Therapie, Strahlentherapie, Chemotherapie,
zielgerichtete Therapie (,targeted therapy®) und die Immuntherapie, wobei die
letzten beiden Gruppen teilweise ineinander Ubergehen.

Alle diese MalRRnahmen sind in der Lage, Karzinome in Abhangigkeit ihres
Stadiums vollstdndig zu entfernen und Patienten im Idealfall zu heilen. Als
lokale MalBnahmen zur Entfernung von Tumorzellen dienen im Allgemeinen die
Operation und die lokale Strahlentherapie. Diesen beiden Ansatzen steht als
dritte grol3e Gruppe die Chemotherapie entgegen, welche dann zum Einsatz
kommt, wenn eine lokale Therapie z.B. auf Grund von anatomischen
Begebenheiten oder dem vorangeschrittenen Stadium der Erkrankung keinen
kurativen Ansatz darstellt oder vor bzw. nach einer Operation oder Bestrahlung
der Tumor erst verkleinert oder noch vermeintliche Tumorreste bekampft
werden sollen. Dennoch gibt es natirlich auch Karzinomentitaten, wie z.B.
Leukamien, welche a priori einer Chemotherapie zugefuhrt werden und Uber
diesen Therapieansatz auch geheilt werden kénnen.

Allen diesen drei breit etablierten Herangehensweisen (operative Therapie,
Strahlentherapie und Chemotherapie) ist jedoch eines gemeinsam: Die

Unspezifitat bei der Zerstérung oder Entfernung der malignen Zellen. Immer
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wenn eine dieser drei Methoden angewandt wird, geht auch ein nicht
unerheblicher Anteil von gutartigen Zellen zu Grunde. Teilweise fuhrt dies
entweder Uber die Entfernung oder Zerstérung von gesundem Gewebe zur
Einschrankung oder sogar zum Verlust einer bestimmten Organfunktion.

Durch die Entwicklung zielgerichteter Therapien sollte der Versuch
unternommen werden, dieses Problem zu umgehen. Durch bereits erwéhnte
Tyrosinkinase-Inhibitoren wurde dies teilweise mit sehr groRem Erfolg erreicht,
denn so wurde z.B. im Jahr 2003 die Therapie der chronisch myeloischen
Leukdmie, welche durch das Fusionsprotein bcr-abl, einer uberaktiven
Tyrosinkinase, charakterisiert wird, durch die Etablierung des TKIs Imatinib
revolutioniert und die Ergebnisse fir das Gesamtuberleben deutlich
verbessert.>

Eine weitere zielgerichtete Therapie, und gleichzeitig eine Form der
Immuntherapie, stellt die groRe Klasse der therapeutischen Antikdrper dar.
Bereits 1997 wurde mit Rituximab, ein anti-CD20-Antikdrper, erstmals ein
Antikdrper fur die Tumortherapie der non-Hodgkin-Lymphome beim Menschen
zugelassen.® Aktuell sind laut Paul-Ehrlich-Institut in Deutschland 48 Antikérper
fur die Therapie unterschiedlichster Krankheiten zugelassen, was die enorme
Entwicklung auf dem Gebiet dieser Therapieform widerspiegelt.®*

Trotz dieser vielen positiven Entwicklungen ist es bisher dennoch nicht
gelungen, Therapien flir Krebspatienten besonders in metastasierten Stadien
zu entwickeln, welche einerseits effektiv die Krankheit bekampfen und
andererseits ein hohes Mal3 an Sicherheit und Vertraglichkeit liefern, was oft bei
fortgeschrittenen Erkrankungen einen limitierenden Faktor darstellen kann.
Durch die Unspezifitait der Chemotherapie sind Nebenwirkungen wie z.B.
Storungen des Magen-Darm-Traktes, Neutropenien, Thrombopenien und
Anamien mit deutlicher Einschréankung des taglichen Lebens und teilweise
lebensbedrohlichen Infekten keine Seltenheit. Dieses Nebenwirkungsprofil
wurde durch zielgerichtete Therapien zwar verbessert, es bleiben aber z.B. fur
die TKis sehr haufig nicht kontrollierbare Diarrhéen oder Hautver&dnderungen

als Nebenwirkung, die eine Therapie unmoglich machen. Fur die
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Antikorpertherapien zeigen sich ebenfalls teils lebensbedrohliche pseudo-
allergische Reaktionen im Sinne eines Zytokin-Freisetzungs-Syndroms.

Auf der Suche nach einer Therapie, welche die eben genannten Kriterien der
Spezifitat und der Vertraglichkeit erfullt, wurde schliel3lich die Idee der
Peptidvakzinierung entwickelt. Das Vorgehen ist in Anbetracht der in Kapitel 1.1
vorgestellten Mechanismen einfach: Spezifische, auf einem Tumor prasentierte,
Peptide werden einem Patienten zusammen mit Immunstimulantien unter die
Haut gespritzt, dendritische Zellen nehmen diese Peptide auf, prasentieren sie
ihrerseits den T-Lymphozyten, welche dann durch ihre Aktivierung sowohl tber
Perforine und Granzyme als auch uber die Aktivierung von B-Zellen und
Bildung von Antikdrpern gegen das geimpfte Epitop die Tumorzellen zerstéren.
Optimale Zielstrukturen fur eine derartige Therapie stellen hierbei diejenigen
Peptide dar, welche exklusiv oder besonders stark auf den entarteten Zellen
prasentiert werden. Funktionell kdnnen die verwendeten Peptide nach Art ihrer
Antigene, von welchen diese abstammen, in vier unterschiedliche Gruppen
unterteilt werden:

- Aktivierungsantigene sind Proteine, welche in gesunden Zellen codiert
sind, aber nicht exprimiert werden. Wahrend der Karzinogenese werden
diese aktiviert und stellen somit ideale tumorspezifische Zielstrukturen
dar und werden insgesamt als cancer/testis antigene bezeichnet. Hierzu
zahlen z.B. die MAGE-Familie (melanoma associated antigen)®?, RAGE
(renal tumor antigen)® oder NY-ESO-1%,

- Eine weitere Gruppe sind die Differenzierungsantigene, welche fur
bestimmte Gewebe spezifisch sind und oft als Tumormarker verwendet
werden. Dies bedeutet, dass diese Antigene zwar nicht tumorspezifisch
sind, aber dort vermehrt exprimiert werden und zumindest einen
Organtropismus der Immunantwort gewahrleisten. Bespiele sind hierfur
das PSA (Prostata-spezifisches Antigen) ® oder AFP (alpha-
Fetoprotein)®.

- Die Uberexpressionsantigene sind diejenigen mit der geringsten

Spezifitat, da sie auch in weiteren, gesunden Geweben, aber vor allem
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auf den Karzinomzellen vorhanden sind, wie z.B. EGFR®" oder WT1
(Wilms tumor protein 1)%.

- Als besondere Gruppe sind abschlielend die mutierten Antigene zu
erwahnen, wobei deren Relevanz noch nicht abschlielend geklart
werden konnte. Durch ihre maximale Spezifitdt durch mutierte Peptide,
welche exklusiv auf Tumorzellen prasentiert werden, stellen sie
willkommene Zielstrukturen fir eine Vakzinierung dar. Ob sie aber in
ausreichender Anzahl auf der Zelle vorhanden sind und ob ein klinischer
Effekt von ihnen zu erwarten ist, ist bisher nicht bekannt.
Immunantworten gegen diese mutierten Peptide wurden jedoch bereits

detektiert und publiziert.®

Viele klinische Studien mit Peptidvakzinierungen wurden bereits durchgefihrt
oder sind im Gange. Fur das Nierenzellkarzinom wurden initial erfreuliche
Ergebnisse mit Hinweise auf ein verbessertes Gesamtiiberleben detektiert’,
welche sich in einer Phase IlI-Studie leider nicht bestatigen lieRen (Daten nicht
publiziert). Dagegen liegt eine Mehrzahl weiterer Studien vor, welche die
Effektivitat dieses Therapieansatzes bei sehr guter Vertraglichkeit und
verlangertem Gesamtiiberleben dokumentieren, z.B. fiir Kopf-HalsTumoren™®
oder das Blasenkarzinom™,

Dennoch wurde immer wieder die Effektivitat dieser Therapie in Frage gestellt,
insbesondere im Sinne des Modells des Immunoeditings, wobei das Argument
zum Tragen kommt, dass eine T-Zell-Antwort, selbst wenn sie initiiert werden
konnte, durch das immunsuppressive Microenvironment der Karzinome wieder
unterdriickt werden wirde. Vor diesem Hintergrund erscheint es sinnvoll,
Peptidvakzinierungen z.B. als adjuvante Therapie nach Operationen
einzusetzen, um Tumorrezidive oder metachrone Metastasierungen zu
vermeiden. Daten flr das Ovarial- und Mammakarzinom belegen diese
Uberlegungen auch wenn die Ergebnisse erst in sehr kleinen Fallzahlen
vorliegen. Dennoch zeigte eine Vakzinierung mit MUC1 (Mucin-1), ErbB2 (auch
bekannt als Her2) und CEA (carcinoembryonales Antigen) bei 14 Patientinnen

nach erfolgreich abgeschlossener Tumortherapie mit hohem Rezidivrisiko das
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Vorliegen einer spezifischen Immunreaktion und eine sich abzeichnende
Verbesserung des Gesamtuberlebens, da nach mindestens 8 Jahren keine der
behandelten Patientinnen verstorben war.

Ein weiterer Grund fir die sicherlich noch nicht optimierten Ergebnisse der
Peptidvakzinierung konnte auch die Auswahl an Tumorantigenen darstellen, da
in der Phase des Beginns der klinischen Studien die Untersuchung des HLA-
Ligandoms noch nicht so weit fortgeschritten war und das Wissen um
maoglicherweise potentere und weniger offensichtliche Antigene fehlte. Die Idee
der Peptidvakzinierung ist somit sicherlich immer noch aktuell und von hoher
klinischer Relevanz, denn auch komplette Remissionen selbst bei weit
fortgeschrittenen hochmalignen Tumoren, wie dem cholangiozellularen
Karzinom, wurden beschrieben.?

Zusatzlich erbrachte die Immuntherapie per se in den vergangenen Jahren
herausragende Verbesserungen, welche sich besonders im Feld der
Checkpoint-Inhibitoren zeigten, auf welche nun eingegangen werden soll und
deren therapeutisches Potential eine gute Erganzung zur Peptidvakzinierung

darstellen kdnnte.

1.3.2 Checkpoint-Modulatoren

Wie bereits in Kapitel 1.1.3 dargestellt, existieren unterschiedliche
Mechanismen des Immunescape bei Tumorerkrankungen. Eine zentrale Rolle
nehmen hierbei die co-inhibitorischen Proteine der Immuncheckpoints ein,
welche als Rezeptoren auf T-Zellen im Normalfall als physiologische Bremse
der Immunreaktion angesehen werden kénnen, um Uberschie3ende Abwehr-
reaktionen zu verhindern. Im Fall der Karzinome nutzen maligne Zellen genau
jenen Mechanismus, um die evozierte Immunantwort zu unterdrticken.

Die prominentesten Vertreter dieser inhibitorischen Proteine stellen CTLA-4,
PD-1, PD-L1 dar, aber auch aktivierende, d.h. ko-stimulatorische Proteine wie
OX40 oder GITR (glucocorticoid-induced TNFR family related gene) sind
Gegenstand der aktuellen Forschung.

Neben den eben genannten Vertretern dieser beiden Gruppen gibt es noch eine

groBe Anzahl weiterer Modulatoren von Immuncheckpoints, welche in
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Abbildung 7 zusammengestellt wurden und teilweise schon als therapeutische
Zielstrukturen genutzt werden oder als potentielle Kandidaten dienen.
Selbstverstandlich sollten inhibitorische Molekile mit blockierenden Antikérpern,
und stimulierende Liganden mit aktivierenden Antikdrpern reguliert werden, um
den gewtnschten Effekt, die Stimulation des Immunsystems, fur die
Tumortherapie zu erhalten.

Activating Inhibitory

receptors receptors
CTLA-4 }
i CD28 >
0OX40

e o e =L
’- §

CD137 BTLA

CD27

= VISTA
HVEM L a6 i\«
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Abbildung 7. Aktivierende und inhibierende Rezeptoren fir Immun-
Checkpoints an T-Zellen. Links sind die ko-stimulierenden, rechts die ko-
inhibierenden Liganden aufgefihrt, welche therapeutisch links
dementsprechend aktiviert und rechts gehemmt werden sollten, um eine T-Zell-
Stimulation zu erreichen; nach Mellman et al. 2011.”

Insgesamt sind die Ergebnisse Uber die Blockade der Molekille CTLA-4, PD-1
und PD-L1 als Durchbruch in der Tumortherapie zu werten. Insbesondere bei
der Therapie des malignen Melanoms konnte in weit fortgeschrittenen Stadien
Uber die Blockade von CTLA-4 und PD-1 mit den Antikérpern Ipilimumab
(gegen CTLA-4) sowie Nivolumab und Pembrolizumab (beide gegen PD-1)
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durchschnittlich eine Verdopplung der Uberlebenszeit erzielt werden mit einer
Vielzahl von Langzeit-Uberlebenden.”

Doch auch fir andere Karzinomentitaiten wie das nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinom” oder das Nierenzellkarzinom’® zeigen sich iiberzeugende
Ergebnisse. Weitere Studien fir beinahe jede erdenkliche Karzinomart sind
aktuell Mittelpunkt der klinisch-onkologischen Tumorforschung. Hierbei
dominieren die Antikorper gegen inhibitorische Immuncheckpoints nicht zuletzt
wegen der erschreckenden Ergebnisse fur einen stimulierenden anti-CD28-
Antikorper bei dessen Phase I-Testung es zu unvorhergesehenen Todesfallen
in Folge von Zytokin-Stirmen kam.’’ Studien zu den kostimulatorischen
Liganden OX40 oder GITR sind aber unbeachtet dessen vorangetrieben
worden und befinden sich in der Phase Il bis Il ihrer Entwicklung.

Dennoch stellt diese Form der Therapie keine Musterlésung fur die Heilung von
Krebs dar. Zum einen zeigt sich sehr deutlich, dass das Ansprechen auf eine
derartige Therapie sehr variabel ist, sowohl in Bezug auf Patienten bei der
Therapie einer Karzinomentitat als auch zwischen den unterschiedlichen
Entitaten. Die Erklarung hierfur liegt fur die erste Gruppe von Patienten wohl an
einem bereits zu stark immunsuppressivem Mikromilieu oder erschopften T-
Zell-Populationen, welche das unterschiedliche Ansprechen z.B. in der Gruppe
von Melanompatienten erklaren. Besonders vor dem Hintergrund der sehr
hohen Kosten dieser Therapie wird es sicherlich eine Herausforderung fur die
Forschung der kommenden Jahre sein wie dieses Ansprechen vorhergesagt
werden kann. Dass unterschiedliche Tumorarten grundsatzlich verschieden auf
eine derartige Checkpoint-Blockade reagieren, ist am ehesten auf die deutlich
variierende Immunogenitét zuriickzufuhren.

Insgesamt bietet dieser neue Therapieansatz eine faszinierende Methode zur
Tumortherapie mit vielversprechenden Ergebnissen. Ein zusatzliches Potential
liefert jedoch die Kombination von Checkpoint-Inhibitoren mit der bereits
erwahnten Peptidvakzinierung, denn aus biologischer Sicht waren hier
synergistische Effekte leicht vorstellbar, indem das durch die Checkpoint-
Blockade wiedererstarkte Immunsystem durch die zeitgleiche oder

nachfolgende Gabe von Peptidvakzinen spezifisch auf die Aufrechterhaltung
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einer suffizienten Tumorantwort ausgerichtet wird und im Idealfall wieder den
Status eines Equilibriums im Sinne des Immunoeditings erreicht. Erste Daten im
Mausmodell bestéatigen diese Vorstellung fur die bcr-abl-positive lymphatische
Leukamie, in welcher die postulierten synergistischen Effekte der Kombination
von Checkpoint-Inhibition und Peptidvakzinierung, in diesem Fall als
Monotherapie gegen bcr-abl, nachweisbar waren.”®

1.3.3 T-Zell-Rezeptor imitierende Antikdrper (TCR mimic antibodies)

Nach der Vorstellung der Peptidvakzinierung mit ihrer hohen maoglichen
Spezifitat und der Checkpoint-Blockade mit beeindruckender Effektivitat, soll als
Ausblick und mogliche Weiterentwicklung der Peptidvakzinierung die
Therapieform der T-Zell-Rezeptor imitierenden Antikérper (TCR mimic
antibodies, TCRm) vorgestellt werden.

Die Idee Tumorzellen Uber ihre teils hochspezifischen HLA-Liganden zu
detektieren und zu zerstoren, erscheint weiterhin als verlockende
Therapiemoglichkeit. Wie bei der Peptidvakzinierung aber bereits gezeigt wurde,
sind oft das bereits durch die Erkrankungen geschwachte Immunsystem oder
die immunsuppressiven Mechanismen der Karzinome der limitierende Faktor.
Um dies zu umgehen, wird im Ansatz der TCRms versucht, wie der Name
bereits suggeriert, einen T-Zell-Rezeptor zu imitieren, welcher therapeutisch
gesehen als monoklonaler Antikorper einen definierten HLA-Komplex mit
beladenem Peptid spezifisch erkennt und Uber die Antikdrper-vermittelte
zellulare Zytotoxitizitat, Komplement-vermittelt aber auch unabhangig vom
Immunsystem Tumorzellen zerstéren kann.’® Hierdurch ist dieser Therapie-
ansatz im Vergleich zur Vakzinierung nicht so strikt abhangig von T-
Lymphozyten auch wenn die Zerstorung der Tumorzellen immer noch meistens
das Immunsystem bendétigt.

Gegenuber herkdbmmlichen monoklonalen Antikorpern besitzt der TCRm-
Antikorper den grofR3en Vorteil, dass er intrazellulare Zielstrukturen tber deren
HLA-préasentierte Epitope zielgerichtet angreifen kann. Ein Nachteil besteht an
der deutlich geringeren Dichte an exprimierten HLA-Molekulen im Vergleich zu

z.B. der Expression des EGFR. So liegt die Ubliche Haufigkeit eines HLA-
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prasentierten Epitops pro Zelle bei etwa 100 - 1.000, fur typische Oberflachen-
antigene bei ca. 20.000 - 500.000 pro Zelle.®

Die Auswahl der moglichen Zielstrukturen erfolgt analog zu denen der
Peptidvakzinierung. So wurden z.B. viele grundlegende Arbeiten zu TCRms mit
den Antikérpern ESK1 und ESKM durchgefihrt, deren Spezifitit gegen ein
Peptid aus WT1 gerichtet ist, welches auf dem HLA-A*02-Subtyp prasentiert
wird und auch in klinischen Studien bereits positive Ergebnisse bei der Therapie
von Leukamien gezeigt hat.®* Andere TCRms wie RL6A gegen die p68 RNA
helicase, RL4B gegen hCG-B (humanes Choriogonadotropin) und RL1B gegen
Her2 werden in Brustkrebsmodellen getestet® sowie 8F4 im Rahmen der
akuten myeloischen Leukamie®®. Eine bekannte Hiirde bei der Therapie mit
TCRms aber auch bei Peptidvakzinierung stellt die Downregulation der HLA-
Molekiile auf Tumorzellen dar.® Méglicherweise lasst sich dies durch die
parallele Applikation von Interferon-y antagonisieren, da dieses Zytokin
seinerseits die HLA-Expression heraufregulieren kann.®

Insgesamt sind die TCRms somit eine sehr junger Therapieansatz dessen
Potential sicherlich noch nicht ausgeschopft ist und in Zukunft eine mdgliche
Erganzung zur Peptidvakzinierung darstellt.

Zusammenfassend bilden die drei vorgestellten Immuntherapien reizvolle sowie
elegante Ansatze. Ahnlich zur Peptidvakzinierung bieten TCRms hohe
Spezifitat und Sicherheit bei der Therapie, werden aber durch das
Immunoediting des Tumors beeinflusst. Dieses wird durch Checkpoint-
Modulatoren effizient umgangen, das immunsuppressive Milieu der Karzinome
kann aber nicht in allen Fallen effektiv durchbrochen werden. Ein groRRes
Potential besteht weiterhin in Kombinationstherapien wie z.B. von
Peptidvakzinierung oder TCRms mit Checkpoint-Inhibition. Die Verbindung von
spezifischer und unspezifischer Immuntherapie betont die Starken beider
Ansatze und konnte auch in gestaffelter Applikation mit initialer Therapie mit
Checkpoint-Inhibitoren, gefolgt von einer  Peptidvakzinierung  als
Erhaltungstherapie ein neues Therapiekonzept fiur die Behandlung vieler
Malignome darstellen.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Grundlage fur Peptidvakzinierungen liegt in der ausfihrlichen Analyse von
HLA-Liganden, um tumorspezifische Antigene und Peptide detektieren zu
kénnen, welche spater gegebenenfalls als Impfpeptide Verwendung finden. In
den vergangenen Jahren zeigten die durchgefiihrten Vakzinierungsstudien
noch nicht den Erfolg, den man sich von diesem Ansatz erhofft hatte.

Eine mdgliche Ursache liegt in der Vorauswahl der eingesetzten Peptide. Durch
die enorme Entwicklung der massenspektrometrischen Analyse von Peptiden
und somit auch von HLA-Liganden vervielfachte die Ausbeute an identifizierten
potentiellen Zielstrukturen. Andererseits wurde hierdurch die Auswahl der
einzusetzenden Peptide deutlich erschwert. Wahrend friiher Uber die Durchsicht
der Zielantigene biologisch sinnvolle HLA-Liganden fur die weitere Testung
ausgesucht werden konnten, verbietet sich dies heute bereits durch deren
blof3e Anzahl.

Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit einer systematischen Methodik zur
Evaluation potentieller tumorassoziierter Antigene und hieraus abgeleiteter
HLA-Liganden fir Peptidvakzinierungen. Als Werkzeugzeug fir diese
Fragestellung wurden Netzwerkanalysen ausgewahlt, da diese in der Lage sind,
funktionelle Gemeinsamkeiten innerhalb groRer Gruppen von Antigenen
herauszuarbeiten. Hieraus ergeben sich schlieBlich die zwei zentralen
Fragestellungen dieser Arbeit:

1. Kann for das Nierenzellkarzinom (Uber die systematische
Netzwerkanalyse einer grofRen Anzahl von HLA-Liganden analog zu
vorangegangen Arbeiten auf der HLA-Liganden und mRNA-Ebene, eine
funktionelle Gemeinsamkeit zwischen Tumoren und deren Metastasen
im Gegensatz zu einem korrespondierenden Normalgewebe festgestellt
werden?

2. Lassen sich aus mdglichen Gemeinsamkeiten, z.B. durch tUbermalRig
involvierte Signalwege, neue tumorassoziierte Antigene und somit auch
HLA-Liganden identifizieren, welche fir Peptidvakzinierungen geeignet

sind?
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Diese Fragen sollen anhand von Gewebeproben von metastasierten
Nierenzellkarzinomen beantwortet werden. Auf der anderen Seite soll der hier
entwickelte Algorithmus allgemein auf weitere Karzinomentitaten tbertragbar
sein, um in anschlieRenden Arbeiten neue Einblicke in das HLA-Ligandom

anderer Karzinome zu erlangen.
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2 Material und Methoden

2.1 Vom Gewebe zum Peptid

Fur die spatere massenspektrometrische Analyse ist es zwingend notwendig,
Gewebeproben in ihre Einzelteile aufzuschlieen und hieraus die zu
untersuchenden HLA-Liganden zu isolieren. Zusammengefasst geschah dies
durch die schrittweise Zerkleinerung des Gewebes, das Aufbrechen von
Zellmembranen und die Trennung von HLA-Komplexen mit den assoziierten
Peptiden von samtlichen anderen Bestandteilen der Zellen. Die Einzelschritte
dieser Methode werden in den folgenden Unterkapiteln beschrieben.

2.1.1 Auswahl von Patienten und Gewebeproben

Insgesamt erfolgte in dieser Arbeit die HLA-Ligandomanalyse von 17
Gewebeproben, welche von sechs Patienten gewonnen wurden. Die
Gewebeentnahme wurde durch die Klinik fir Urologie am Universitatsklinikum
Tldbingen durchgefuhrt. Angestrebt wurde die Bereitstellung von drei
unterschiedlichen Gewebeentititen aus demselben Patienten: primares
Nierenzellkarzinom, Metastase und gesundes Nierengewebe.

Um eine mdogliche Infiltration durch Tumorauslaufer zu minimieren, wurde das
gesunde Gewebe mit groRtmoglichem Abstand zum Primartumor entnommen.
Falls mdglich, erfolgte die Entnahme aller drei Proben wahrend einer einzigen
Operation. In manchen Fallen erfolgte die Gewinnung von Metastasen
zweizeitig, da zum Zeitpunkt der Nephrektomie noch keine Metastasen
detektiert werden konnten. Im Anschluss an die Operation erfolgte die primére
Konservierung der Resektate in flissigem Stickstoff bei ca. -196 °C sowie die
weitere Aufbewahrung bis zur Verwendung bei -80 °C.

Eine in dieser Arbeit verwendete vermeintliche Metastase (RCC210M) wurde
nach ihrer Aufarbeitung histologisch als Nebennierenrindenadenom klassifiziert,
dementsprechend in der Folge als nicht maligne Probe gewertet und als
RCC210A gefuhrt. Somit standen insgesamt vier komplette Tripletts aus
primarem Karzinom, Metastase und gesundem Gewebe zur Verfigung (RCC70,
RCC329, RCC377, RCC399). Erganzt wurden diese durch eben genanntes

Triplett, in welchem das metastatische Gewebe durch ein Adenom ersetzt war
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(RCC210) und ein Duplett aus zwei Metastasen von unterschiedlichen
Lokalisationen von einem einzelnen Patienten (RCC297).

Zusatzlich wurde den Studienteilnehmern perioperativ 10 ml EDTA-Blut zur
HLA-Typisierung entnommen. Die Analyse wurde im Zentrum flr
Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Tubingen durchgefihrt.

Alle Patienten willigten nach ausfuhrlicher Aufklarung tber Durchfiihrung und
Zielsetzung der Studie uneingeschrankt in die Teilnahme ein. Zur Studie ,T-
Zellepitope fur die Immuntherapie des Nierenzellkarzinoms liegt ein positives

Votum der Ethikkommission Tubingen unter der Nummer 438/2004V vor.

2.1.2 Isolierung von HLA-Liganden aus Gewebeproben mittels
Immunprazipitation und Ultrazentrifugation

Die Extraktion der HLA-Peptid-Komplexe erfolgte in mehreren Schritten. Sie
umfasste erstens die Lyse der Gewebszellen und das in Losung Bringen von
membranstandigen Proteinen mit anschlieRender Entfernung von Zelldetritus.
Zweitens die Herstellung einer BrCN-aktivierten Sepharosesaule mit Kopplung
von HLA-spezifischen Antikérpern und drittens die Affinitatschromatographie mit
Isolierung und konsekutiver Elution von HLA-Komplexen und den darin
gebundenen Peptiden. Abschlieend wurden die HLA-Liganden mittels

Ultrazentrifugation von ihren Proteinkomplexen getrennt.

2.1.2.1 Herstellung des Gewebelysats

Zur Konservierung von Proteinen und Peptiden wurden die folgenden Schritte in
einem Kihlraum bei 4 °C sowie in Zentrifugen der gleichen Temperatur
durchgeftihrt. Jede Probe wurde gewogen und mit gleichem Volumen eines
doppelt konzentrierten Aufschlusspuffers versetzt (zur Vereinfachung wurde
eine identische Dichte bei Puffer und Gewebe angenommen). Die Pufferldsung
beinhaltete PBS, 0,6%ige CHAPS-Losung und Proteasominhibitoren
(cOmplete™, Roche).

Im noch gefrorenen Zustand wurde das Gewebe mit einem Skalpell mdglichst
gut zerteilt und nach weiterer Zugabe von zwei Volumenaquivalenten der

Ausgangsmenge mit einem Potter (Heidolph; RZR2020) homogenisiert. Nach
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weiterer Verdopplung des nun vorhandenen Volumens mittels PBS entstand
somit ein homogenes Gewebelysat in einfach konzentriertem Lysepuffer.

Zur optimalen Einwirkung des Lysepuffers wurde die L&ésung nun unter
kontinuierlichem leichtem Ruhren (Magnetrihrer RCT basic, IKA) fur eine
Stunde inkubiert und anschlieRend dreimal fir 20 Sekunden bei einem Tastgrad
von 50 %, mit Pausen von mindestens 40 Sekunden zur Abkuhlung der Proben,
sonifiziert (Sonifier 250, Branson Ultrasonics). Ziel dieses Schrittes war das
AufschlieBen der Zellmembranen sowie intrazellularer Membranverbande. Im
Anschluss erfolgte erneut eine einstindige Inkubation auf dem Magnetrihrer
(RCT basic, IKA).

Die Trennung von Zelldetritus und in Losung gegangener Proteine wurde durch
eine zunachst 20-minitige Zentrifugation bei 4000 rpm (Heraeus Instruments,
Megafuge 1.0 R) gewdahrleistet. Der hieraus gewonnene Uberstand wurde in
mehrere 2 ml grof3e Eppendorf-Reaktionsgefalie tberfuhrt und nochmals fir 90
Minuten bei 13 000 rpm zur Elimination von Restpartikel zentrifugiert (Biofuge
13, Heraeus). AbschlieRend wurde der zweite Uberstand sterilfiltriert (Sartolab-
P20 plus; Porengrof3e 0.2 ym), um somit ein moglichst reines Gewebelysat zu

erhalten.

2.1.2.2 Vorbereitung der Agarosesaule durch Kopplung mit HLA
spezifischen Klasse | und Klasse Il Antikdrpern

Als stationdre Phase der folgenden Affinitatschromatographie wurde mit
Bromcyan aktivierte Agarose mit dem Handelsnamen CNBr-aktivierte
Sepharose™ 4B (Amersham Pharmacia Biotech) verwendet. Zunéchst wurden
pro 1 mg spater verwendetem Antikérper 40 mg lyophilisierte Sepharose mit 1
mM HCI fur 30 Minuten in einem 15 ml Falcon Tube gewaschen, um Zusatze
des Herstellers zu entfernen.

Nach dem Abzentrifugieren der Sepharose fir 4 min bei 4 °C und 300 rpm ohne
Bremse (Heraeus Instruments, Megafuge 1.0 R) wurde diese in
Kopplungspuffer (bestehend aus 0,5 M NaCl und 0,1 M NaHCOj3; sowie
eingestelltem pH von 8,3 mittels NaOH) wieder aufgenommen und pro Gramm
Gewebe 1 mg Antikorper zugesetzt. Bei Proben mit einer Masse von weniger

41



als 1 g wurden auf Grund der Handhabbarkeit dennoch 40 mg Sepharose und 1
mg Antikorper als Mindestmenge verwendet.

Bei den verwendeten Antikérpern handelte es sich um den HLA-Klasse |
Antikdrper W6/32, welcher als Zielantigene HLA-A, HLA-B und HLA-C
spezifisch erkennt und bindet®®, sowie den Antikérper L243, der eine Spezifitit
fir alle Untergruppen des HLA-DR Komplexes aufweist.®” Beide Antikorper
gehoren der Antikorperklasse 1gGz, an.

Die Sepharose, der Kopplungspuffer sowie die Antikorper wurden insgesamt 2
Stunden bei Raumtemperatur in einem Rotator inkubiert. Zu Beginn und am
Ende dieser Inkubationszeit wurde nach erneuter Zentrifugation mit 300 rpm fur
4 Minuten bei 4 °C ohne Bremse photometrisch bei einer Wellenlange von 280
nm Uber die Absorptionsrate die relative Antikérper- bzw. Proteinkonzentration
im Uberstand bestimmt. Nach dieser Zeit wurde eine Kopplungseffizienz von
mindestens 95 % gefordert, welche stets eingehalten werden konnte.

Nach erfolgreicher Kopplung des Antikérpers an die BrCN-Sepharose wurden
verbliebene reaktive Imidocarbamat-Reste mittels 0,2 M Glycin-Losung
innerhalb einer Stunde bei Raumtemperatur im Rotator abgesattigt und somit
blockiert. Es folgten zwei Waschschritte, bei welchen die Sepharose im
Anschluss an erneutes Abzentrifugieren unter oben genannten Einstellungen
und Absaugen des Uberstandes jeweils wieder in PBS aufgenommen wurde.
Die derart praparierte Sepharose konnte anschlieend in Minisdulen (Pierce
Spin  Columns 900 pl, Thermo Fischer Scientific) fur die Affinitats-
chromatographie tberfihrt werden. Eine Aquilibrierung der Saulen wurde tber

1 Stunde mittels Lysepuffer bei einer Flussrate von 1 ml/min durchgefihrt.

2.1.2.3 Isolierung von HLA-Komplexen aus Gewebelysaten mittels
Affinitatschromatographie

Durch das Zusammenfihren von Gewebelysat und der mit Antikdrpern
gekoppelten Sepharosesaule gelang schlielRlich die Extraktion der HLA-
Komplexe mit den daran gebundenen Peptiden. Die nachfolgenden Schritte

wurden alle im Kidhlraum bei 4 °C durchgefihrt.
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Hierzu wurden zwei in 2.1.2.2 hergestellte Saulen - eine versehen mit HLA-
Klasse | und eine mit HLA-Klasse Il spezifischen Antikbrpern - in ein zyklisches
System geschaltet, so dass das Gewebelysat bzw. die nunmehr noch
vorhandene Loésung aus unterschiedlichen Proteinen kontinuierlich fir
mindestens 12 Stunden mit einer Flussrate von 1 ml/min mittels einer
peristaltischen Pumpe (Peristaltische Pumpe P-1, Amersham Pharmacia
Biotech) Uber die Saulen gepumpt wurde. Es folgten zwei Waschschritte, der
erste mit PBS fur 30 Minuten und ein weiterer mit destilliertem Wasser fiir 60
Minuten.

Die Elution der HLA-Peptid-Komplexe erfolgte, nachdem die Saulen beinahe
trocken laufen gelassen wurden, siebenmal mit 60 pl 0,2%iger TFA, wobei bei
der ersten Elution 10 pl 10%ige TFA zugesetzt wurde. Zur Vermeidung einer
Kontamination mit Polyethylenglykol (PEG) wurde die TFA mit einer
Hamiltonspritze  (Mikroliterspritze  Hamilton  Gastight  Syringe, CS-
Chromatographie Service GmbH) aufgetragen und das Eluat nach 20-minutiger
Inkubationsdauer in mit 0,2%iger TFA vorgewaschene Centrikons
(Zentrifugalkonzentratoren Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units, 10 kDa,

Millipore) tberfuhrt.

2.1.2.4 Dissoziation von HLA-Liganden von HLA-Peptid-Komplexen
mittels Ultrafiltration

Fur die endgultige Gewinnung der HLA-Liganden wurden Zentrifugal-
konzentratoren (s.0.) eingesetzt. Durch die nicht kovalente Bindung der Peptide
an ihren jeweiligen HLA-Peptid-Komplex konnten mittels Ultrafiltration diese
beiden Komponenten voneinander getrennt werden. Die eingesetzten Filter
wurden mit einer AusschlussgrofRe von 10 kDa gewabhlt, so dass die Peptide mit
einer vermuteten Masse von ca. 1,1 kDa fir Klasse | und 2,5 kDa fur Klasse I
problemlos den Filter passierten. Andere Komponenten des Komplexes (a- und
B-Untereinheiten beider HLA-Komplexe, B2-Mikroglobulin sowie schwere und
leichte Kette der IgG-Antikdrper) mit einer minimalen Masse von 12 kDa fur .-
Mikroglobulin  wurden dagegen zurickgehalten. Auch mdglicherweise

unspezifisch gebundene Proteine konnten hierbei aussortiert werden.
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Anschlie3end erfolgte die Ultrafiltration bei 10.000 rpm und 4 °C (Biofuge 13,
Heraeus) im Dauerbetrieb bis zur endgultigen Filtration des gesamten
Volumens sowie die Konservierung der Proben bei -80 °C.

Zur Volumenreduktion in Hinblick auf die massenspektrometrische Analyse
wurden die gefrorenen Proben abschlieend lyophilisiert (Vaco5, ZIRBUS), so
dass mittels Sublimation das vorhandene Losungsmittel eliminiert wurde. Die

Aufbewahrung bis zur weiteren Verarbeitung fand bei -20 °C statt.

2.2Vom unbekannten Peptid zum Frequenzspektrum mit Hilfe der
Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie  ist ein  essentieller  Bestandteil  der
naturwissenschaftlichen Analytik und hat im Bereich der Proteomik in den
letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen.

Zusammengefasst ist das Massenspektrometer in der Lage, die Masse-zu-
Ladung-Verhaltnisse ionisierter Molekile in der Gasphase zu bestimmen. Im
ersten Schritt erzeugt eine lonenquelle die notwendigen geladenen Teilchen,
ein Massenanalysator trennt im Anschluss die lonen gemald ihrem Masse-zu-
Ladung-Verhaltnis (m/q bzw. m/z) auf, um diese abschlieend mit einem
Detektor qualitativ an Hand des m/z-Wertes sowie quantitativ in Bezug auf ihre
relative Menge zu registrieren.

Hierbei ist darauf zu achten, dass besonders die lonisation bei der Analyse von
Biomolekulen wie Peptiden oder Proteinen sehr schonend gewéhlt werden
sollte, da die Gefahr von Bindungsbriichen wahrend der lonisation sehr hoch ist.
Alle folgenden Experimente wurden daher mit der Elektrospray-lonisation (ESI)
durchgefuhrt. Als  Messinstrument wurde ein  LTQ-Orbitrap-Hybrid-
Massenspektrometer (Typ LTQ Orbitrap XL, Thermo Fisher Scientific)
verwendet. Im Folgenden werden diese Form der lonisation sowie eben

genanntes Massenspektrometer naher erlautert.

2.2.1 Elektrospray-lonisation (ESI)
Unter den unterschiedlichen Mdglichkeiten zur lonisierung von Molekilen zahlt
die Elektrospray-lonisation zu den schonendsten und ist somit fur die Analyse

von vergleichbar fragilen Peptiden das Mittel der Wahl. Das Charakteristikum
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dieser Methode ist das Verspruhen von lonen tber eine sehr enge Kapillare aus
der flissigen Phase in die Gasphase unter Einwirkung eines elektrischen

Feldes, wie in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8. Mechanismus der Elektrospray-lonisation. An der Spitze der
Metallkapillare bilden sich mehrfach geladene Tropfchen. Durch Verdunstung
der Flussigkeit konzentrieren sich die Ladungen innerhalb des Partikels auf, bis
es nach Erhaltung des Rayleigh-Limits zu Coulomb-Explosionen kommt und die
freigesetzten lonen von der Gegenelektrode detektiert werden kdnnen; Quelle:

http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/images/esi2.qgif.

Im Detail bedeutet dies, dass sich nach Aufnahme und Einspritzen der Probe im
Konus der verwendeten Metallkapillare je nach Losungsmittel gleichsinnig
positiv oder negativ geladene Teilchen aufkonzentrieren und einen so
genannten Taylor-Kegel bilden.®® Aus diesem Kegel treten dadurch an der
Spitze der Kapillare ca. 10 um durchmessende Tropfchen aus und bilden ein
Aerosol in der Gasphase. Durch die im elektrischen Feld zwischen den
Elektroden entstehende Warme verdampft nun Flissigkeit aus diesem
Tropfchen, wodurch sich dessen Volumen verringert und die Ladungsdichte an
der Oberflache zunimmt. Ab einem gewissen Punkt, der Rayleigh-Grenze,

Uberschreitet die Abstol3ungsenergie der gleichsinnig geladenen Teilchen an
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der Oberflache die Oberflachenspannung des Tropfchens und dieses zerfallt
unter einer Coulomb-Explosion in noch kleinere Partikel von wenigen
Nanometern GroRe.?%%°

Fur den abschlieRenden Ubergang der einzelnen lonen in die Gasphase
existiert bisher keine eindeutige Lehrmeinung. Zwei Modelle werden jedoch
favorisiert, welche in Abbildung 9 illustriert werden:

— Das Modell des geladenen Rickstands (Charge Residue Model, CRM)
nach Dole postuliert, dass wahrend der Coulomb-Explosionen derart
kleine Partikel mit ca. 1 nm Durchmesser entstehen, so dass diese
letztlich nur ein einzelnes ionisiertes Molekiil enthalten kénnen.**%?

— Das lonenemissionsmodell (lon Evaporation Model, IEM) nach Iribarne
und Thomson dagegen ist der Ansicht, dass bereits vor den Coulomb-
Explosionen aus groRBeren Tropfen mit hoher Ladungsdichte einzelne
lonen in die Gasphase emittiert werden kénnen.%

In jedem Fall gelangen die auf einem der skizzierten Wege entstandenen
ionisierten Peptide letztlich in der Gasphase in das Massenspektrometer.®*

Zur Optimierung des gesamten lonisationsprozesses wird gemafll den
Forschungsergebnissen von John B. Fenn (Nobelpreis fur Chemie, 2002)
zwischen der Metallkapillare und der Gegenelektrode, der Interface-Platte, ein
Spannungspotential von 2-3 kV angelegt.® Die Entstehung des lonensprays im
elektrischen Feld wird dabei durch ein koaxial zur Kapillare eingebrachtes
nebulizer gas (Stickstoffgas) unterstiitzt. Im Gegensatz zur spéateren Analyse
der Peptide im Hochvakuum findet die lonisation bei Atmospharendruck statt.
Damit keine Neutralteilchen aus diesem Bereich in das Vakuum gesaugt
werden und die Analyse beeintrachtigen, wird am Ubergang zum
Massenspektrometer, der Mikro6ffnung mit ca. 100 um Durchmesser, eine

lokale Druckerhdhung provoziert.
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Abbildung 9. Modelle der lonenbildung bei Elektrospray-lonisation.
Skizzierung der beiden etablierten Hypothesen zur Entstehung von gasférmigen
lonen aus geladenen Tropfen. Im oberen Teil des Bildes das Modell des
geladenen Rickstands, im unteren Teil das lonenemissionsmodell; nach
Nguyen et al. 2007.%

Diese entsteht durch das Einbringen eines curtain gas (erhitztes Stickstoffgas)
senkrecht zur Flugrichtung der lonen.®’ Ein zusatzlicher Effekt des curtain gas
ist die Verbesserung der Evaporation des Losungsmittels und damit die
raschere Volumenreduktion der Tropfchen durch seine Warme und den
Gegenstrom zu den lonen.

Ein weiteres Charakteristikum der Elektrospray-lonisation sind typische
Ubersichtsspektren mit Serien von teilweise Dutzenden lonensignalen, welche
sich lediglich in der Anzahl angelagerter Protonen unterscheiden und dem
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis gemaR der Formel m/z = (M + nH")/n folgen,
wobei M die Masse des Peptids und n die Anzahl der angelagerten Protonen
(H") beschreibt. Die Bildung solcher mehrfach geladener lonen [M + nH']™ ist
haufig bei der Anwendung der ESI zu finden und die Ursache des eben
geschilderten Phanomens. Im Massenbereich von etwa 0,8 bis 2 kDa, in
welchem die meisten Peptide detektiert werden, finden sich Gberwiegend zwei-
und dreiwertige lonensignale, die Uber charakteristische Isotopenabstande, z.B.
0,5 Da bei zweifach geladenen lonen, detektiert werden kdnnen und somit die

Identifizierung erleichtern.
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2.2.2 Orbitrap Massenspektrometer

Im Jahr 2000 publizierte Alexander Makarov seine Weiterentwicklung bisher
vorhandener lonenfallen-Massenspektrometer, das Orbitrap Massen-
spektrometer. ®® Seit 2005 sind Orbitrap Massenspektrometer kommerziell
erhaltlich. Alle Messungen fir diese Arbeit wurden auf einem LTQ-Orbitrap-
Hybrid-Massenspektrometer (Typ LTQ Orbitrap XL, Thermo Fisher Scientific)
durchgeflhrt. Insgesamt lassen sich folgende funf Hauptbestandteile der LTQ
Orbitrap XL unterscheiden: Die lonenquelle, die lineare lonenfalle, die C-Trap,
der Orbitrap Massenanalysator und die HCD-Kollisionszelle wie sie in
Abbildung 10 gezeigt werden. Im Folgenden wird der Weg eines Molekdls durch
das Massenspektrometer beschrieben.

Nachdem das Analysat wie unter 2.2.1 beschrieben mittels der ESI-lonenquelle
in gasformige lonen Uberfuhrt wurde, werden diese durch drei Quadrupole
geleitet. Die ersten beiden werden als Fihrungs- und Transportquadrupol
bezeichnet. Die Hauptfunktion dieser beiden Quadrupole ist neben dem
Transport eine Vorselektion der lonen nach deren Masse.

Ein Quadrupol besteht aus zwei sich parallel gegentberliegenden Dipolen,
welche meist quadratisch, d.h. mit identischem Abstand zwischen jedem
einzelnen Pol angeordnet werden.

Die Flugbahn eines lons durch den Quadrupol kann durch ein
elektromagnetisches Feld, welches Uber die Dipole durch Anlegen einer Gleich-
und Ubergelagerten Wechselspannung erzeugt wird, beeinflusst werden.
Insgesamt bewegt sich somit das lon auf einer Sinuskurve mittig durch den
Quadrupol. Die beschriebene Kurve ist bei konstant gehaltener Spannung und
angelegtem Vakuum (im Fihrungsquadrupol p = 102 mbar und
Transportquadrupol p = 10 mbar) im Idealfall lediglich von der Masse des lons
abhangig. Umgekehrt kann somit durch die Wahl der Amplitude der
Wechselspannung bestimmt werden, ob ein lon seiner Masse entsprechend
den Quadrupol passieren kann oder auf Grund eines zu starken Ausschlags mit

den Metallstaben kollidiert und damit absorbiert wird.
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Abbildung 10. Schematischer Aufbau der LTQ Orbitrap XL. Das Analysat
passiert die Hauptkomponenten der Orbitrap in der Reihenfolge lonenquelle
(Electrospray lon Source), lineare lonenfalle (LTQ Linear lon Trap), C-Trap und
Orbitrap Massenanalysator (Orbitrap Mass Analyzer). Die HCD Kaollisionszelle
(HCD Collision Cell) wurde fur Analysen in dieser Arbeit nicht verwendet;
Quelle: http://planetorbitrap.com/data/fe/image/LTQXL_Schema%281%29.png.

Als dritter Quadrupol wird der Speicherquadrupol passiert. Dieser dient nicht
nur, wie der Name suggeriert, der Speicherung entstandener Gasionen,
sondern auch als Kollisionskammer. Bei diesem zur Peptidanalyse essentiellen
Bestandteil eines Massenspektrometers werden die einstromenden lonen
ebenfalls im Vakuum (p = 10° mbar) unter dem Einfluss einer
Beschleunigungsspannung von ca. 15 - 60 V mit Edelgasmolekiile, z.B. Argon
oder Helium zur Kollision gebracht. Die hierbei Ubertragene kinetische Energie
wird teilweise in Schwingungsenergie (bertragen, was zu Brichen der
Peptidbindungen vornehmlich zwischen dem Carbonylkohlenstoff- und dem
Amidstickstoffatom und zur Entstehung von Fragmentionen fihrt, was als
collision-induced dissociation (CID) bezeichnet wird.

Im Gegensatz zu den ersten beiden Quadrupolen funktioniert dieser dritte
Speicherquadrupol aber auch als die eigentliche lonenfalle. Die Grundlagen ftr
die Fokussierung und somit Speicherung von geladenen Teilchen in einem
elektromagnetischen Feld wurde bereits 1923 durch Kingdon gelegt.® Fiir die

praktische Umsetzung verwendet die lineare lonenfalle der Orbitrap einen
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Quadrupol, welcher durch zwei Isolatorringe in drei Teile geteilt wird, sowie
endstandige Endkappenelektroden nach folgendem Schema:

Ahnlich dem Fuhrungs- und Transportquadrupol werden lonen mittels der
beiden Dioden des Quadrupols durch die angelegte Gleich- sowie die
Ubergelagerte Hochfrequenzwechselspannung von ca. 1 MHz in der Ebene des
Quadrupols (x-y-Ebene) fokussiert. Zeitgleich wirkt eine defokussierende Kraft
zwischen den  Endkappenelektroden (z-Achse). Im Moment des
Phasenwechsels werden die fokussierenden und defokussierenden Kréafte
ausgetauscht und die lonen in Bezug auf die z-Achse ausgerichtet. Wahlt man
die Wechselfrequenz der Spannung hoch genug, so werden die
defokussierenden Krafte minimiert und es gelingt eine dreidimensionale
Speicherung der lonen innerhalb des Speicherquadrupols. Schliel3lich kdnnen
die so gespeicherten lonen durch Erh6éhung der Amplitude der
Wechselstromspannung aus der lonenfalle wieder herausgeschleudert und vom
Detektor analysiert werden. Dieser benutzt hierzu Sekundarelektronen-
vervielfacher (SEV), wobei aus den auftreffenden lonen mittels einer
vorgeschalteten Konversionsdynode sekundare lonenstrome erzeugt werden,
die wiederum durch weitere Dynoden amplifiziert werden konnen, um die
Detektion zu erleichtern. '

Die letzte Besonderheit des Speicherquadrupols liegt in der Mdglichkeit die
passierenden lonen mit einer minimalen Zeitverzégerung weiterzugeben. Dies
ist unter anderem notwendig, da die kontinuierliche Produktion von Gasionen
aus der Elektrospray-lonisation im Widerspruch zur pulsartigen Analyse in der
Orbitrap steht. Daher wurde am Ende des Speicherquadrupols eine
Ringelektrode installiert, an welcher eine geringe Gleichstromspannung
angelegt werden kann. Das entstehende Potential dieser Spannung bewirkt ein
Abbremsen der ankommenden lonen, so dass sich diese aufkonzentrieren und
nach 10 - 400 ms in der Lage sind, tber einen elektrischen Impuls die Linse am
Ende des Quadrupols zu offnen. Die bei der Offnung entstehende
Ladungsdifferenz zum Raum hinter der Linse resultiert in einer hohen
Stromstarke, so dass die akkumulierten lonen rasch (100 - 200 ns) in das

nachste Kompartiment, die C-Trap, weitergeleitet werden.**%*
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Die C-Trap selbst ist eine leicht gekrimmte, aber dennoch als linear
einzustufende lonenfalle, woher sich ihr Name ableitet. Zum Weitertransport der
lonen werden Linsensysteme verwendet, wodurch die C-Trap in der Lage ist,
die lonen entweder in Richtung der HCD-Kollisionskammer oder in den Orbitrap
Massenanalysator abzulenken. Die eben erwahnte HCD-Kollisionskammer ist
fur hochenergetische Kollisionen (higher-energy collisional dissociation, HCD)
vorgesehen und wird im Rahmen dieser Arbeit nicht verwendet.

Somit gelangen die lonen ausschlie3lich in den Orbitrap Massenanalysator,
dessen Aufbau in Abbildung 11 dargestellt wird. Zentral befindet sich eine
spindelfdrmige Elektrode, welche von einer zylindrischen, in der Mitte durch
einen Isolierring getrennten, Elektrode umgeben wird. Zwischen den beiden
Elektroden entsteht ein elektrostatisches Feld, in welches die lonen tangential
zur spindelférmigen Elektrode mit einer gewissen Geschwindigkeit eingebracht
werden. Beim Eintritt in die Orbitrap wirkt somit zum einen die Anziehungskraft
der axialen Elektrode im elektrostatischen Feld als auch die
Tangentialgeschwindigkeit direkt auf die lonen ein. Aus dem Gleichgewicht
beider Krafte resultiert eine oszillierende Flugbahn mit einem durch die
Tangentialgeschwindigkeit definierten Radius r um die axiale Elektrode in

Richtung der z-Achse.
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Abbildung 11. L&angsschnitt durch einen Orbitrap Massenanalysator. Im
Inneren der Orbitrap befindet sich zentral eine spindelférmige Elektrode (a),
welche von einer zylindrischen aul3eren Elektrode (b) umgeben wird. Zwischen
den beiden Elektroden entsteht ein elektrostatisches Feld (roter Zylindermantel).
Die aulRere Elektrode wird durch einen Keramikring (c) in zwei Halften unterteilt.
Werden lonen tangential zur inneren Elektrode in die Orbitrap eingebracht,
bewegen sich diese oszillierend (rote Linie) mit einem definierten Radius (blaue
r-Achse) um die spindelférmige Elektrode (blaue z-Achse) im rot unterlegten

elektrostatischen Feld zwischen den Elektroden; nach Scigelova et al. 2006.'%

Da die Amplitude dieser Oszillation fur alle lonen identisch ist und es sich um

harmonische Oszillationen handelt 1%, lasst sich das Ladung-zu-Masse-

Verhaltnis der lonen nach folgender Formel berechnen®®'%:

w=.—k
m

w = Kreisfrequenz der Oszillation
m = Masse
z = Ladung

k = Feldkrimmung.

Da die Feldkrummung durch die Elektroden konstant gehalten wird, ist das
Ladung-zu-Masse-Verhaltnis somit direkt proportional zur Kreisfrequenz der
Oszillation der lonen.

Die Messung bzw. Berechnung dieser Frequenz wird durch den rdumlichen
Aufbau der Orbitrap erleichtert. Die Halbierung der &ufReren Elektrode
begunstigt die Entstehung so genannten Spiegelstrome, die sich aus der
axialen Bewegung der lonen ergeben und mit Hilfe eines Differenzverstarkers
an den auleren Elektroden detektiert werden konnen. Die so in einem
definierten Zeitintervall erhaltenen Stromstarken werden abschlieRend unter

Verwendung einer schnellen Fourier-Transformation zur Entzerrung der

52



Uberlagerten Signale (fast Fourier transform, FFT) in deren einzelne Masse-zu-
Ladung-Verhaltnisse in Form eines Massenspektrums umgerechnet. %1%
Unter den hiermit gegebenen technischen Voraussetzungen sind
unterschiedliche Messmethoden denkbar. Bei einer ,high-high“-Strategie wird
versucht, die bestmogliche Massengenauigkeit und Auflosung zu erzielen.
Hierfur wird die Massenanalyse der Vorlaufer- aber auch der Fragmentionen in
der Orbitrap durchgefiihrt. Die Fragmentierung selbst findet dabei notwendiger
Weise in der HCD-Kollisionskammer statt. Der Nachteil dieser Methode ist der
hohe Zeitaufwand der Messung und somit die Gefahr einer geringeren
Detektionsrate von Peptiden. Im Gegensatz dazu findet bei der ,high-low"-
Methode ausschliel3lich die Messung der Vorlauferionen in der Orbitrap statt.
Fragmentionen dagegen werden in der linearen lonenfalle LTQ (linear trap
quadrupole) erzeugt und gemessen. Fir das Zugestandnis einer geringeren
Auflésung gelingt in diesem Setting jedoch die Messung durch den Einsatz
zweier Massenanalysatoren deutlich schneller und letztlich auch sensitiver.%®
Fur die Analyse von HLA-Liganden sind die letzteren Einstellungen deutlich
attraktiver, da bei begrenzter Verfugbarkeit und Menge der Gewebeproben eine
moglichst hohe Sensitivitatt und Ausbeute erzielt werden sollte.
Dementsprechend wurden alle Proben dieser Arbeit nach der ,high-low*-
Methode analysiert.

Hierfir wurden Vorlauferionen fiir 500 ms gepoolt und anschlieBend in der
Orbitrap im MS-Modus fiir 1 s analysiert (MS?). Aus dem Ubersichtsscan der
gemessenen lonen wurden mittels einer Steuerungssoftware die funf Peptide
mit der héchsten Signalintensitat fir die Fragmentierung und den MS/MS-Scan
(MS?) in der linearen lonenfalle ausgewahlt. Ein solches Vorgehen mit
Vorselektion der zu fragmentierenden Ilonen wird als datenabhangige
Akquisition oder zielgerichtete Massenspektrometrie bezeichnet.
Zusammenfassend liegt das Auflosungsvermogen der LTQ Orbitrap XL bei
diesem Vorgehen zwischen 7.500 und 100.000 FWHM (full width at half
maximum), welches als R = m/Am berechnet wird und angibt, bei welchem
Massenunterschied zwei Massen noch als getrennt erkannt werden konnen.

Das bedeutet, dass z.B. bei einer FWHM von 10.000 ein Peptid mit einer Masse
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von 1.000 Da von einem Peptid mit der Masse 1.000 = 0,1 Da unterschieden
werden kann. Das endgiltige Auflésungsvermogen der Orbitrap wird durch die
Verweildauer in der lonenfalle definiert. Fir diese Arbeit wurde eine
Auflésungsvermégen von R = 60.000 verwendet. Bei einem m/z = 400 resultiert
hierfir eine notige Verweildauer in der Orbitrap von 1 s bei einer

Massengenauigkeit von < 5 ppm. %1%

2.2.3 Kopplung von Flussigkeitschromatographie und
Massenspektrometrie

Fur die vorgesehene Messung der Peptidgemische aus HLA-Liganden ergibt
sich jedoch ein weiteres Problem. Die Vielzahl der vorhandenen Molekiile,
insbesondere mit sehr ahnlicher Masse, macht eine direkte Analyse im
Massenspektrometer durch die limitierte parallele Messung und Fragmentierung
der Peptide sehr ineffizient. Daher hat sich in der Proteomik die Kopplung der
Massenspektrometrie mit der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high
performance liquid chromatography, HPLC), die so genannte LC-MS-Kopplung
etabliert. Das Ziel dieser Herangehensweise ist es, die Probe durch die
Chromatographie aufzutrennen und durch langsame Elution Messungen in
kleineren Aliquots zu ermdglichen. Somit werden auf3erdem weitere Parameter
generiert, die in ihrer Kombination (Masse, Retentionszeit, Fragmentspektrum)
zur verbesserten ldentifizierung der Peptide beitragen.

Die stationare Phase der verwendeten Saulen bildet ein Kieselgel, welches
initial mit Octadecadimethylsilylgruppen (ODS-Gruppen) modifiziert wurde. Bei
dieser ,Silanisierung® wird durch das Einbringen von aliphatischen Alkylketten
mit 18 Kohlenstoffatomen (daher C18-Saule) das Kieselgel hydrophober. Ziel
dieser Modifikation ist es, hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den
Peptiden und der C18-S&ule zu erleichtern. Dementsprechend erfolgt die
Elution der Peptide mit unpolaren Losungsmittel wie z.B. Acetonitrii (ACN).
Durch die kontinuierliche Steigerung der Acetonitril-Konzentration gelingt die
schrittweise Elution der Peptide gemalfd ihrer Polaritat, welche durch die
Seitenketten der beteiligten Aminosauren determiniert wird. Ein weiterer Vorteil

besteht in der Verwendung von geringen Flissigkeitsmengen wahrend des
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gesamten Vorgangs der HPLC, da hierdurch eine Aufkonzentrierung der
Peptide gelingt, welche die Detektion im Massenspektrometer erleichtert. Aus
diesem Grund wird bei der beschriebenen LC-MS-Kopplung eine HPLC mit
besonders geringem Volumenfluss (200 - 1.000 nl/min), die so genannte nano-
HPLC verwendet.

Fur die Messung der Proben wurde als HPLC die Nano-LC 2D (Eksigent)
verwendet. Zu Beginn wurde die gesamten HPLC fur 30 Minuten mit
Losungsmittel B (80 % ACN, 0,1 % FA) mit einer Flussrate von 20 pl/min
gewaschen und anschlieRend fir 40 Minuten mit Lésungsmittel A (2 % ACN,
0,1 % FA) aquilibriert. Zeitgleich wurde tber einen zweiten Kanal die eigentliche
Mikro-Kapillar-Trennsaule (fused-silicia-Mikro-Kapillarsaule, Dionex/LC
Packings) mit Losungsmittel B fur 30 Minuten gewaschen und fur 40 Minuten
mit 92%igem Losungsmittel A aquilibriert.

Die zu messende lyophilisierte Probe wird nun in 25 pl Lésungsmittel A
resuspendiert, abzentrifugiert und ein 5 pl Aliquot zur Messung in die
Probenschleife injiziert. Zur Entsalzung und Aufkonzentrierung wird die Probe
von dort Uber 30 Minuten auf eine ebenfalls C18-modifizierte Kieselgel-Vorsaule
geladen. Im direkten Anschluss gelangt die Probe auf die eigentliche
Trennsadule, von welcher sie nach der Elution in eine Metallkapillare geleitet
wird, die wie bereits beschrieben als lonenquelle dient.

Der Elutionsgradient startet mit einem Anteil von 8 % Ldsungsmittel B, welcher
innerhalb von 95 Minuten auf 55 % gesteigert wird, entsprechend einem Anteil
von Acetonitril von 8,24 % auf 44,9 %. Die Flussrate betragt hierbei konstant
300 nl/min. Nach erfolgreicher Elution wird kurzfristig der Anteil des
Losungsmittel B auf 100 % gesteigert (80 % ACN), um noch verbleibende
Peptide von der Saule zu waschen. Die beschriebenen Einstellungen der HPLC,
insbesondere der Elutionsgradient wurden von Nina Hillen etabliert und von
Marc Gunder und Oliver Drews auf das LC-MS/MS Verfahren mit der Orbitrap

angepaSSt.100'108'1og
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2.3Vom Frequenzspektrum zum identifizierten Peptid und dessen
Netzwerken

Durch die deutlich erhdhte Sensitivitat und Messgeschwindigkeit moderner
Massenspektrometer haben sich die generierten Datenvolumina dieser
Methodik rasant vergrofert. Wahrend noch vor ca. 10 Jahren eine Auswertung
von Fragmentspektren durch manuelle Analyse und Annotation Ublich war, sind
inzwischen computergestitzte Auswertungsverfahren das Mittel der Wabhl.
Sowohl die Prozessierung als auch die anschlielende Annotation der
Fragmentspektren findet softwarebasiert statt. Hierbei sind die Kriterien der
Verarbeitung so zu wahlen, dass sie eine gute Qualitat bei noch
Uberschaubarem Datenvolumen generieren. Derart gewonnene Peptide dienten
im Anschluss als Grundlage fiur Netzwerkanalysen, welche im Rahmen dieses

Kapitels erlautert werden.

2.3.1 Prozessierung der Rohdaten und Annotation von Fragmentspektren
Die Gesamtheit aller in einer Messung generierten Ubersichtsscans und
besonders der Fragmentspektren werden als Rohdaten in einer Raw-Datei
hinterlegt. Diese dient als Grundlage fur die nachfolgende Prozessierung mit
dem Thermo Proteome Discoverer (v1.3 Thermo Fischer). Diese
Auswertungssoftware nutzt den MASCOT-Server (v2.2.04, Matrix Science) zur
Annotation der bereitgestellten Fragmentspektren. Die Basis der MASCOT-
Software bildet der MOWSE-Algorithmus (MOlecular Weight SEarch). Dieser
gleicht die Ubermittelten Massen des Gesamtpeptides und der zugehdrigen
Fragmente gezielt mit einer Proteindatenbank ab und ordnet den
Massenspektren mit einer gewissen berechneten Wahrscheinlichkeit ein Peptid
oder mehrere mogliche Peptide zu.'*°

Fur diese Arbeit wurde als Datenbank ausschlief3lich die UniProtKB/SwissProt
(www.uniprot.org, release: 27. September 2013) mit der Taxonomie 9606:
Homo sapiens gewdhlt. Zusatzlich wurden die Voreinstellungen fir die
Prozessierung derart festgelegt, dass eine Massenungenauigkeit von < 3 ppm
fur Vorlauferionen und von 0,5 Da flr Fragmentionen zul&dssig war. Dynamische
Modifikationen wurden ausschlieBlich fir die Oxidation von Methionin

zugelassen.
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Die oben erwahnte Zuordnung von Peptiden zu Fragmentspektren geschieht
mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit. Als Mal3 hierfur dient der lon Score S,
welcher sich von der Wahrscheinlichkeit p ableitet, dass die eben getroffene
Zuordnung zwischen Fragmentspektrum und Peptidsequenz der Datenbank
rein zufallig passiert. Die Berechnung des lon Scores gelingt Uber folgende

Formel:

S =(-10) - log (p)

Dies bedeutet, dass ein lon Score von 20 mit einer Wahrscheinlichkeit von 1 %
einhergeht, dass das die Zuordnung zufallig geschehen ist. Dennoch wurden
lon Scores bis minimal 10 Punkte (Rate fur zufalliges Matching von 10 %)
akzeptiert, da zur Validierung der Peptide zusatzliche Kriterien eingesetzt
wurden und hierdurch gleichzeitig die Sensitivitdt und Ausbeute der Ergebnisse
deutlich verbessert werden konnte. Bis zu 10 unterschiedliche Peptide konnten
einem Fragmentspektrum zugeordnet werden, welche zur besseren Ubersicht
mit einem Rang von 1 bis 10 nach absteigendem lon Score versehen wurden.

Ein weiteres klassisches Qualitatskriterium der massenspektrometrischen
Proteomik ist die Rate an falsch positiven und falsch negativen Ergebnissen.***
Uber die Rate an falsch positiv identifizierten Peptiden (false discovery rate,
FDR) lasst sich die Gute einer automatischen Annotation sehr genau und
streng regulieren. Die FDR wird Uber Analysen gegentber einer
Kdderdatenbank (so genannte decoy database) abgeschatzt. Eine vorherige
Suche wird dabei mit den gleichen Filtereinstellungen wie zuvor erneut
durchgeflhrt. Als Zieldatenbank dient jedoch nicht die urspringlich verwendete,
sondern eine in ihren Proteinsequenzen (meist im FASTA-Format) entweder
exakt gedrehte oder perturbierte Datenbank.''? Gibt es fiir dieses Fragment-
spektrum auch in der Koderdatenbank positive Suchergebnisse, werden diese
im Gegensatz zu den ursprunglichen ,richtig positiven (true positive, TP) als
falsch positiv (false positive, FP) eingestuft. Die FDR berechnet sich dann

hieraus wie folgt:

FDR = FP/(TP + FP)
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Der Ubliche cut-off wird bei 5 % gesetzt, d.h. dass bei 100 urspringlich
identifizierten Peptiden maximal 5 aus Kdderdatenbanken stammen durfen.
Dennoch konnte gezeigt werden, dass eine Verscharfung der FDR auf 1 % die
Anzahl von nicht identifizierten, bekannten Peptiden, d.h. die Rate an falsch
negativen Ergebnissen, deutlich ansteigen lasst.**?

Auf Grund der geringen Probenmengen und somit zu erwartenden geringerer
Ausbeute an Peptiden sowie zuséatzlicher spaterer Validierungsschritte wurde
zu Gunsten einer hoheren Sensitivitit auf einen FDR-cut-off bei der

Prozessierung der Proben dieser Arbeit verzichtet.

2.3.2 Interpretation von Fragmentspektren

Trotz der automatischen Annotation durch den Proteome Discoverer ist es
notwendig die Mechanismen der Entstehung von Fragmentspektren
aufzuzeigen, da deren Verstandnis einen entscheidenden Beitrag zur weiteren
Validierung der Peptide liefert.

Die in der lonenquelle erzeugten Peptide der HLA-Klasse | weisen meistens
durch die Anlagerung von zwei Protonen eine doppelt positive Ladung auf. Bei
lonen der HLA-Klasse Il sind auch dreiwertige lonen hé&ufig vorhanden.
Typischerweise findet die Anlagerung der Protonen primar am N-Terminus der
Peptide statt. Aber auch basische Seitenketten von Aminoséauren, wie sie bei
Arginin, Lysin und Histidin vorliegen, besitzen die Tendenz, Protonen
aufzunehmen. Dennoch unterscheiden sich diese Mechanismen dahingehend,
dass ein N-terminal aufgenommenes Proton haufig durch interne Solvatisierung
seine Position &andert und zu den Carbonylsauerstoffatomen der
Peptidbindungen gelangen kann.*** Somit entsteht eine formal identische
Gruppierung von lonen, welche sich allerdings intern durch die Lokalisation der
Protonen innerhalb des Rickgrats des Peptides unterscheiden. Die Protonen,
die an einer basischen Seitenkette aufgenommen werden, verbleiben dagegen
in der Regel auch nach Fragmentierung an derselben Aminoséaure.

Kommt es zur Fragmentierung der doppelt positiven Vorlauferionen durch
inelastische Zusammenst6Re mit dem Kollisionsgas, sind die Peptidbindungen

mit vorhandenem Proton auf Grund ihres hoheren Energieniveaus die
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bevorzugten Bruchstellen. Durch die ungleiche Verteilung der Protonen in den
Vorlauferionen zerfallen die Peptide in jeweils zwei unterschiedliche
Bruchstiicke, aus denen sich anschliel3end die Peptidsequenz rekonstruieren
lasst.*>'11® Diese Bruchstiicke kénnen entweder wie in den meisten Fallen
beide einfach positiv geladen sein oder eines doppelt positiv und eines neutral.
Im letzten Fall ist die Detektion des neutralen Teilchens jedoch leider nicht
maoglich, da der Massenanalysator wie oben beschrieben die entstandenen
lonen Uber vervielfachte Elektronenfliisse detektiert.

Die Nomenklatur der Fragmentionen funktioniert wie folgt: Beinhaltet ein
Fragment den N-Terminus des Peptides, so wird es den a-, b-, oder c-lonen
zugeteilt, die korrespondierenden x-, y-, oder z-lonen tragen den C-Terminus
wie in Abbildung 12 zu sehen ist.}*” Zusétzlich werden die lonen mit einem
Index versehen, der die Anzahl der im Fragment enthaltenen Aminosaure

widerspiegelt.

H
J\ ,N\ J’t. - OH

Abbildung 12. Darstellung und Nomenklatur fir Fragmentionen. R1-R4
entspricht den Seitenketten der beteiligten Aminosauren. Die Nomenklatur der
lonen entspricht der im Text beschriebenen; Bild:

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fb/Peptide_fragmentation.gif).
Unter allen hier aufgezeigten lonen wird bei der CID-Fragmentierung die

Bildung von y- und korrespondierenden b-lonen beginstigt. Verlieren b-lonen

auf Grund ihrer geringen Stabilitat die CO-Gruppe, entsteht mit einer
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Massendifferenz Am = 28 Da das dazugehérige a-lon. Weitere haufige
spontane Umwandlungen sind die Abspaltung von Wasser mit Am = 18 Da bei
hydrophilen Aminoséuren wie Serin (S), Threonin (T), Glutaminsaure (D) und
Asparaginsaure (E) sowie der Verlust von Ammoniak Am = 17 Da bei den
basischen Aminosauren Asparagin (N), Glutamin (Q), Arginin (R) und Lysin (K).
Interne Fragmente durch Verlust von C- und N-Terminus wurden bei der
durchgefiihrten Arbeit &ulRerst selten detektiert. Auch der Spezialfall eines
Immoniumions, welches als internes Fragment mit nur einer Aminosaure aus
einem y- und einem a-Bruch entsteht, spielte bei der Auswertung keine
relevante Rolle.

Sehr charakteristisch dagegen ist die Bildung intensiver y-lonen-Signale durch
Briiche vor den Aminosauren Prolin, Asparaginsdure und etwas schwacher
Glutaminsaure. '*® Diese Eigenschaft kann insbesondere bei der manuellen
Bewertung von automatisch annotierten Fragmentspektren berucksichtigt
werden. Die Massen der 20 klassischen proteinogenen Aminosauren als Teil
einer Peptidbindung, als Immoniumion sowie als y;-lon zeigt Tabelle 2.

Die explizite Auswertung der Fragmentspektren fand Uber den Proteome
Discoverer statt. Die Uber die Software vorgeschlagenen Annotationen wurden
hierbei fur jedes Fragmentspektrum gesichtet und unter Zusammenschau von
Plausibilitat der Annotation, charakteristischen Peptidbrichen und der
Massengenauigkeit entschieden, ob die Annotation und somit das Peptid
akzeptiert oder verworfen wurde. Auf diese Art wurden manuell tber 100.000
Fragmentspektren gesichtet und evaluiert.

2.3.3 Externe Validierung und Annotation von HLA-Liganden

Eine zusatzliche Validierung der manuell ausgewdahlten Peptide wurde Uber
eine laborinterne Datenbank sichergestellt. Diese Datenbank besteht aus HLA-
Liganden, welche in vorherigen Experimenten aus mononukledren peripheren
Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs), mononuklearen
Knochenmarkzellen (bone marrow mononuclear cells, BMMCs) sowie aus
gesundem und karzinomatésem Nierengewebe isoliert und nach strengen

Gutekriterien (FDR 5 % und lon Score = 20) ausgewahlt wurden.
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Tabelle 2. Liste proteinoger Aminosauren und deren Massen

Aminosaure Immoniumion  Masse im  yl-lon
mit Drei- und Einbbuchstabencode [Da] Peptid [Da] [Da]

Glycin Gly G 30,03 57,02 76,04
Alanin Ala A 44,04 71,04 90,05
Serin Ser S 60,04 87,03 106,05
Prolin Pro P 70,07 97,05 116,07
Valin Val Vv 72,08 99,07 118,08
Threonin Thr T 74,06 101,05 120,07
Cystein Cys C 76,02 103,00 122,03
Leucin Leu L 86,10 113,08 132,10
Isoleucin lle I 86,10 113,08 132,10
Asparagin Asn N 87,06 114,04 133,06
Asparaginsaure Asp D 88,04 115,03 134,04
Glutamin GIn Q 101,07 128,06 147,08
Lysin Lys K 101,11 128,09 147,11
Glutaminséaure Glu E 102,05 129,04 148,06
Methionin Met M 104,05 131,04 150,06
Histidin His H 110,07 137,06 156,08
Phenylalanin Phe F 120,08 147,07 166,09
Arginin Arg R 129,11 156,10 175,12
Tyrosin Tyr Y 136,08 163,07 182,08
Tryptophan Trp W 159,09 186,08 205,10

Tabelle 2. Liste der 20 proteinogenen Aminosauren mit Nomenklatur
sowie Angabe der Massen als Immoniumion, in der Peptidbindung und als
yi-lon. Die Beschreibung der Nomenklatur erfolgt im ganzen Namen, Drei-

sowie Einbuchstabencode. Werte der Massen nach Drews 2011.1%
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Die Experimente, welche in diese Datenbank einflossen, wurden vor allem von
Daniel Kowalewski, Heiko Schuster, Nico Trautwein, Armin Rabsteyn und
Moreno Di Marco durchgefihrt und die Ergebnisse freundlicher Weise zur
Verfligung gestellt.

Fiur Peptide, welche nicht auf diese Art validiert werden konnten, erfolgte eine
Internetrecherche, in der ein weiterer grofRer Anteil der Peptide in anderen
Veroffentlichungen wiedergefunden werden konnte und daher ebenfalls
akzeptiert wurde. Der Kkleine Anteil noch verbliebener Peptide wurde
abschlieRend auch akzeptiert, da tber 95 % der Peptide mit den ersten beiden
Methoden validiert werden konnten, was fir eine hohe Gute der manuellen
Evaluation sprach.

Diese Peptide wurden schlie3lich Uber die laborintern entwickelte Software
SYFPEITHI (www.syfpeithi.de) an Hand ihrer Ankeraminosauren und weiterer
Hilfsanker den durch die HLA-Typisierung identifizierten HLA-Allelen
zugeordnet. ' Hierbei wurde fir eine akzeptierte Annotation ein Score von
mindestens 60% des fur ein bestimmtes Allel mdglichen Maximalwertes
gefordert, z.B. 24 von 40 mdglichen Punkten fir Peptide, welche auf HLA-A*01
prasentiert werden. Fur die auf www.syfpeithi.de bisher noch nicht verfligbaren
Allele wurde ein laborinterner Algorithmus nach Vorbild von SYFPEITHI mit
denselben Kriterien verwendet. Fur Peptide, bei welchen eine Annotation zu
mehreren Allelen formal méglich war, wurde dies mit Mehrfachangaben
gekennzeichnet. Nicht annotierte Peptide wurden mit dem Kirzel n.a. (not
assigned) versehen. HLA-Klasse II-Peptide wurden unabhangig von der HLA-

Typisierung allgemein mit dem Kirzel DR versehen.

2.3.4 Netzwerkanalyse von HLA-Liganden

Die grof3e Menge an identifizierten HLA-prasentierten Peptiden ermoglicht nun
eine systematische Analyse des theoretischen Zusammenwirkens dieser
Liganden in Netzwerken. Auch wenn keine direkte physikalische Interaktion
zwischen den einzelnen Peptiden besteht, kann dennoch postuliert werden,
dass der Nachweis der Zugehorigkeit von mehreren Peptiden zu einer

bestimmten biologischen Funktion oder einem Signalweg Rickschliisse auf das
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biologische Verhalten einer Zelle oder eines Gewebes zulasst. Da auf Grund
der nicht vorhandenen Interaktion von HLA-Liganden untereinander keine Tools
fur eine direkte Analyse zur Verfiigung stehen, bezieht sich im Folgenden die
gesamte Netzwerkanalyse auf die Proteine, welche eindeutig einem Peptid
zugeordnet werden konnten und die den Proteinen zu Grunde liegenden Gene.
Aufgrund eines hohen Anteils an Tumor infiltrierenden Lymphozyten im

Gewebe des Nierenzellkarzinoms *%°

wurde vor der Netzwerkanalyse ein
Abgleich samtlicher in den Geweben identifizierter Peptide mit allen laborintern
identifizierten HLA-Liganden von PBMCs und BMMCs durchgefiihrt. Peptide,
die sowohl in Gewebeproben als auch auf Proben der mononukleéaren
Blutzellen gefunden wurden, wurden als potentielle Kontamination mit HLA-
Liganden von Tumor und Gewebe infiltrierenden Immunzellen von der
Netzwerkanalyse ausgeschlossen. Den so erhaltenen Peptiden wurde zur
weiteren  Bearbeitung nach  Anwendung des  BLAST-Algorithmus
(http://lwww.uniprot.org/blast/) das Gensymbol ihres Ursprungsproteins
entsprechend der UniProt-Datenbank zugeordnet.

Die Netzwerkanalysen wurden uber die online-verfugbare Software GeneMania
(www.genemania.org) durchgefihrt, wobei von 6 verfligbaren Organismen den
Gewebeproben entsprechend Homo sapiens ausgewabhit.

Der Algorithmus dieser Software bearbeitet eine Suchliste von Proteinen (query
list oder input list) derart, dass diese Liste durch eine definierte Anzahl von
Proteinen (fur diese Arbeit 20), die funktionell in enger Beziehung zur Suchliste
stehen, erganzt wird. Die Kategorien fiir eine funktionelle Ahnlichkeit beinhalten
Proteininteraktion, gemeinsame Proteindoménen, Signaltransduktion,
Koexpression, Kolokalisierung, genetische Interaktion und vorhergesagte
Interaktion. Die Datengrundlage hierflr bieten Datensets aus Gene Expression
Omnibus (GEO)'*, BioGRID'??, 12D'*®, Memorial Sloane-Kettering Cancer
Center, Human Protein Reference Database'?*, HumanCyc'?®, Systems Biology
Network Center New York, IntAct*?®®, MINT'?", NCI-Nature Pathway Interaction
Database'?® und Reactome’?®.

Die Starke der vorhandenen Interaktionen wird Uber verschiedene

Gewichtungen wiedergegeben, wobei sich die Gewichtung daran orientiert,
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welche Netzwerke aus den vorhandenen Genen generiert werden konnen und
wie viele der Gene bereits in der urspringlichen Suchliste vorhanden waren.
Dies bedeutet, dass eine Gewichtung umso stéarker ist, je mehr ein Gen zur
Generierung einer nachgewiesenen biologischen Funktion innerhalb des
Netzwerkes beitragt. Zusatzlich kann die Gewichtung beeinflusst werden, indem
bestimmte biologische Funktionen oder Eigenschaften bevorzugt in die Analyse
eingehen. Neben der automatisch gewichteten Analyse kann auch eine
Gewichtung nach biologischem Prozess (biological process based), molekularer
Funktion (molecular function based) oder zellularer Komponente (cellular
component based) erfolgen. Zusatzlich werden bis zu 10 relevante Attribute,
z.B. biologische Funktionen, Signalwege, Gen-Medikament-Interaktionen oder
involvierte Erkrankungen im Netzwerk angezeigt.*3*%*

Zur Veranschaulichung wurde eine Analyse mit den Genen EPAS1, HIF1A und
EGLN3 mit oben genannten Einstellungen (20 zusatzliche Gene und 10
Attribute) mit automatischer Gewichtung durchgefiihrt. Wie auch spater wurden
alle mdglichen Attribute und hinterlegte Interaktionen zur Bildung des
Netzwerks zugelassen. Die Ergebnisse werden als Netzwerk mit allen
relevanten Interaktionen in Abbildung 13 dargestellt:

Die Proteine der eingegebenen Suchliste werden schwarz-grau gestreift
dargestellt (EPAS1, HIF1A und EGLN3), erganzte Proteine sind grau unterlegt
(im Beispiel u.a. VHL, VEGFA). Die Interaktionen sind wie in der Abbildung
dargestellt farbig codiert. Die Starke der Interaktionen wird Uber die Grof3e der
Kreise der Proteine veranschaulicht.

Neben der Visualisierung der Gen- und Proteininteraktionen liefert die Analyse
eine Liste an biologischen Funktionen und Signalwegen, welche durch die in
der Netzwerkanalyse verwendeten Proteine vermehrt reprasentiert werden. Die
Anordnung der Ergebnisse erfolgt nach statistischer Bewertung im Sinne einer
false discovery rate (FDR). Im verwendeten Beispiel ist eines der besten
Ergebnisse die ,zellulare Antwort auf Hypoxie“ (cellular response to hypoxia)
mit einer FDR von 4,41 - 10, Die in diesem biologischen Prozess involvierten

Gene konnen im Netzwerk zusatzlich farbig unterlegt werden.
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Abbildung 13. Netzwerkanalyse durch die GeneMania-Software. Die
Proteine der Suchliste sind schwarz-grau gestreift, zusatzliche Proteine grau
unterlegt. Alle Proteine werden durch Kreise symbolisiert deren Grof3e die
Starke der Interaktion symbolisiert. Attribute des Netzwerkes sind durch Rauten
gekennzeichnet. Die Verbindungen zwischen den Proteinen sind gemaf der

Legende farbig codiert.

Somit errechnet der Algorithmus von GeneMania biologische Prozesse, welche
signifikant vermehrt in einem Netzwerk von Genen bzw. Proteinen vorhanden
sind. Zusammenfassend wurden somit alle HLA-Liganden einer Gewebeprobe
mit Peptiden aus PBMCs und BMMCs abgeglichen, tberlappende Ergebnisse
aussortiert und nach Zuordnung der Gensymbole von Ursprungsproteinen zu
den korrespondierenden Liganden die Liste dieser Gensymbole in die
GeneMania-Software eingespeist. Die Analysen erfolgten mit 20 zuséatzlichen
Genen, 10 Attributen und in 4 moglichen Gewichtungen. Nach Abschluss der
Analysen fir eine Gewebeprobe wurden die Ergebnisse aller 4
Gewichtungsmethoden gepoolt, mehrfach vorhandene Resultate auf diejenigen
mit der niedrigsten FDR reduziert und allen Ergebnissen nach aufsteigenden
FDR ein Rang zugeteilt, so dass Rang 1 der niedrigsten und somit besten FDR

entsprach.
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2.4 Von Netzwerken zu Epitopen und Antigenen fir Peptidvakzinen
Die uber die Netzwerkanalysen identifizierten biologischen Prozesse dienen in
den abschlieRenden Schritten dieser Arbeit als Grundlage fir eine
wissensgesteuerte Auswahl an potentiellen Antigenen und T-Zell-Epitopen. Ob
die gewahlten HLA-Liganden und Quellproteine tatsachlich immunogen sind,
wird in dieser Arbeit nicht fur alle potentiellen Vakzinierungspeptide untersucht.
Fir einen Teil der HLA-Liganden sind T-Zell-Aktivierungen Dbereits
nachgewiesen worden, fir die verbleibenden wird die Wahrscheinlichkeit fur die
Immunogenitat dieser Peptide und deren Quellproteinen alternativ Uber
unterschiedliche bioinformatische Ansatze abgeschatzt, wie im Folgenden
dargelegt werden wird.

2.4.1 Auswahl von HLA-Liganden als Kandidaten far
Vakzinierungspeptide

Die Ergebnisse der Netzwerkanalysen stellen eine Vielzahl biologischer
Prozesse und Mechanismen dar, die wie bereits erwahnt fir jede Gewebeprobe
einzeln abschlieRend in einem Ranking aufgelistet werden. Anschliel3end
erfolgt die  Auswahl von  tumorspezifischen Netzwerken Uber
Uberlappungsanalysen z.B. mittels Venn-Diagrammen zwischen Proben aus
Tumoren oder Metastasen gegentber Normalgeweben.

Erganzt wird die Auswahl dadurch, dass neben der Tumorspezifitit der
biologischen Prozesse auch eine Assoziation zur Karzinogenese gegeben sein
sollte. Diese Rolle innerhalb der Karzinogenese wird tber den aktuellen Stand
der Forschung ermittelt und durch Literaturverweise gestutzt.

Als drittes Kriterium fur eine Auswahl als relevanter tumorassoziierter Prozess
wird ein bestimmter Rang innerhalb der Ergebnisse einer Gewebeprobe
gefordert. Dieser liegt fir Netzwerkanalysen fiir HLA-Klasse | unter den besten
10 und fur HLA-Klasse Il unter den Top 30-Resultaten der Netzwerkanalysen
einer Gewebeprobe.

Werden somit die drei Gutekriterien (Tumorspezifitat, hoher Stellenwert in der
Karzinogenese und hohes Ranking innerhalb der Ergebnisse einer
Netzwerkanalyse) erfullt, wird ein Prozess oder Mechanismus als

tumorassoziiert definiert und die involvierten Quellproteine mit ihren zu Grunde
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liegenden HLA-Liganden als moégliche tumorassoziierte Antigene und Epitope
angesehen. Aus den derart ausgewéhlten Prozessen erfolgt in einem
abschlieBenden Schritt analog zur Filterung der biologischen Mechanismen
eine Selektion von Quellproteinen mit deren HLA-Liganden, welche zum einen
eine bekannte Rolle in der Karzinogenese unterschiedlicher Tumoren
aufweisen, aber vor allem auf maligne Gewebeproben restringiert sind.
Zusammenfassend werden somit Proteine ausgewahlt, welche erstens aus
tumorassoziierten Prozessen stammen, zweitens selbst eine Tumorrestriktion
aufweisen und drittens einen Teil einer essentiellen Funktion in der

Karzinogenese darstellen.

2.4.2 Literaturrecherche zur Validierung der Immunogenitat

Um nun weiter zu Kklaren, ob es sich bei den gewahlten Quellproteinen und
HLA-gebundenen Peptiden tatsachlich um immunogene Strukturen handelt,
wurden unterschiedliche Methoden angewandt. Eine sehr einfache, aber
effektive Vorgehensweise stellt die ausfuhrliche Literaturrecherche Uber
Literaturdatenbanken wie ,PubMed® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) oder
Web of Science” (https://webofknowledge.com/) dar.

Uber Eingabe des entsprechenden Proteins oder der Peptidsequenz in
Verbindung mit Schlagwoértern wie ,t-cell response®, ,immunogenicity®,
.mmunogenic“ oder ,peptide vaccination® lassen sich entsprechende Arbeiten

detektieren. Die Ergebnisse hierzu werden spater in Tabelle 5 aufgefuhrt.

2.4.3 Abschatzung der Immunogenitat von Nonamer-Peptiden Uber
das in silico Vorhersagemodell der Imnmune Epitope Database

Da uber diesen einfachen, aber sehr begrenzten Ansatz nur fir einen Teil der
Quellproteine oder Peptide suffiziente T-Zell-Antworten nachweisbar waren,
wurden weitere Methoden zur Abschatzung einer Immunantwort verwendet.
Eine ausfihrliche Testung aller vorgeschlagenen Peptide mittels T-Zell-Assays
hatte den Rahmen dieser Arbeit gesprengt, weshalb auf Vorhersagemodelle zur
Immunogenitat zuriickgegriffen wurde.

Zunachst erfolgt die Analyse auf Ebene der Peptide. Ein passendes Tool stellt

die gut etablierte Immune  Epitope Database (IEDB) unter
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http://tools.iedb.org/immunogenicity/ als Online-Plattform zur Verfigung und
wird als ,T cell class | pMHC immunogenicity predictor* bezeichnet.'*? Diese
Software wurde fir Nonamer-Peptide implementiert und wird daher in dieser
Arbeit auch nur fir deren Analyse verwendet. Grundlage fur den
Analysealgorithmus sind sowohl die Positionen einzelner Aminosauren in der
Peptidsequenz aber auch deren chemische Eigenschaften. Hierbei ist zu
betonen, dass jedoch gerade nicht die Ankeraminosduren, sondern die
Positionen vier bis sechs ausschlaggebend an der Immunogenitat eines
Peptides beteiligt sind.**

Nach Einfligen eines Peptid-Nonamers in die Eingabemaske des Online-Tools
kann eine HLA-Restriktion hinzugefigt werden, welche allerdings keine
signifikant abweichenden Werte im Vergleich zu Analysen ohne Zuordnung des
Peptides zu einem HLA-Allel liefert. Der daraufhin durch den Algorithmus
berechnete einheitslose Wert gibt ein Mal} fir die Immunogenitéat des Peptides
an, wobei keine direkten Grenzwerte publiziert sind, welche bei ihrer
Uberschreitung eine hochgradige Wahrscheinlichkeit fur die Auslosung einer T-
Zell-Antwort reprasentieren.

Aus der grundlegenden Arbeit von Calis et. al gruppieren sich jedoch die
Vorhersagewerte einer Gruppe von immunogenen Peptiden um einen Mittelwert
von etwa 0,09, so dass als Grenzwert fir eine positive Vorhersage 0,1
festgelegt wird, wobei im Umkehrschluss ein Unterschreiten dieses Wertes die
Immunogenitét eines Peptides nicht ausschlieRt.*** Eben erwéhnter Mittelwert
von 0,09 wird zusétzlich als Qualitatskriterium fur die Bewertung einer Gruppe
von Nonameren herangezogen, um deren Potential fir die Auslésung einer
Immunantwort abzuschatzen, wie dies ebenfalls von Calis et. al publiziert

wurde.*??

244 Abschatzung der Immunogenitat von Ursprungsproteinen
uber das in silico Vorhersagemodell VaxiJen

Da das soeben beschriebene Vorgehen nur flr den Teil der Ergebnisse, flr

welchen Nonamere als HLA-Liganden identifiziert werden konnten, praktikabel
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ist, stellt ein Vorhersagemodell zur Abschatzung der Immunogenitat von
Proteinen eine gute Alternative dar.

Hierbei lassen sich zu allen verwendeten Quellproteinen Aussagen Uber die
maogliche Funktion als Antigen treffen. Hierfir wird das bestens geeignete
Online-Tool VaxiJen verwendet, welches auf folgendem Server frei zugénglich
ist: http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html.**

Die Grundlage dieses Vorhersagemodelles bildet ein  komplexer
mathematischer Algorithmus, welcher Peptidsequenzen aus dem Quellprotein
in Matrizen Ubersetzt und hierbei insbesondere die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der involvierten Aminoséuren ahnlich dem Vorhersagemodell fur
Peptide beriicksichtigt. Ein Alignment der Peptidsequenz z.B. an Bindemotive
bekannter HLA-Typen findet hierbei nicht statt.**?

In der Erstbeschreibung dieser Software wurden drei Vorhersagemodelle, fur
Tumoren sowie fur virale und bakterielle Infektionen, eingefihrt.
Dementsprechend wird in dieser Arbeit das Tumormodell gewahlt, welches
zusatzlich die besten Vorhersagewerte liefert. Analog zur Software der IEDB
berechnet der VaxiJen-Server nach Eingabe des Quellproteins einen
einheitslosen Wert, der nach Uberschreitung eines Grenzwertes das Protein als
Antigen bezeichnet. Dieser Grenzwert wird zu Gunsten einer erhohten
Sensitivitat von urspriinglich empfohlenen 0,5 auf 0,45 festgelegt, samtliche
potentielle tumorassoziierte Antigene getestet und bei Uberschreitung des
Grenzwertes als Antigen deklariert.

Sowohl fur den T cell class | pMHC immunogenicity predictor fir Nonamer-
Peptide als auch fur die VaxiJen-Software flr Antigene wurden zur besseren
Vergleichbarkeit der Ergebnisse Vorhersagewerte flr Positivkontrollen
berechnet. Diese Positivkontrollen stellen Epitope und Antigene aus
vorangegangen Arbeiten aus unserem Labor dar, in welchen die Immunogenitéat
der untersuchten Molekule Gber T-Zell-Assays wie ELISpot oder intrazellulare

Zytokinfarbungen bestatigt und publiziert wurde 134135136.137
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3 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse eines neuen Ansatzes zur
Identifikation von tumorassoziierten Antigenen und korrespondierenden HLA-
Liganden fur das Nierenzellkarzinom mittels Netzwerkanalysen dargelegt. Die
einzelnen Arbeitsschritte dieses Algorithmus werden zur besseren Ubersicht in
Abbildung 14 dargestellit.

A Gewinnung von HLA-Liganden (Schritt 1-3)

Herstellung des Gewebelysats

Isolierung von HLA-Liganden durch Immunoprazipitation

Massenspektrometrische Analyse durch LC-MS/MS

v

B Identifikation der HLA-Liganden (Schritt 4-6)

Prozessierung der Rohdaten durch den Proteome Discoverer

Selektion und anschlieBende Validierung der Peptide durch internen
Datenbankabgleich oder Vergleich mit publizierten Daten

HLA-Restriktion durch SYFPEITHI oder laborinternen Algorithmus

v

C Spezifizierung von HLA-Liganden (Schritt 7)

Entfernung von tberlappenden HLA-Liganden aus PBMCs und BMMCs

Automatische Gewichtung
D . ; .
Netzwerkanalyse mit GeneMania (Schritt 8) Gewlchtung nach biolegischem Prozess
<+>
Netzwerkanalyse mit 4 unterschiedlichen Gewichtungen Gewichtung nach molekularer Funktion
Gewichtung nach zellularer Komponente
E Identifizierung tumorassoziierter Antigene und HLA-Liganden (Schritt 9,10 und 11)

Auswabhl von in die Karzinogenese involvierten biologischen Prozessen und Signalwegen

Definition von tumorassoziierten Antigenen und Peptiden aus karzinogenen Prozessen und Signalwegen

Bestimmung der Immunogenitét Uber Literaturrecherche und in silico Vorhersagemodelle
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Abbildung 14. Flussdiagramm zur Identifizierung von tumorassoziierten
Proteinen und HLA-Liganden aus malignem und gutartigem Nierengewebe
durch  Netzwerkanalysen. (A) Isolation von HLA-Liganden und
massenspektrometrische Analyse. (B) Prozessierung der Rohdaten durch den
Proteome discoverer, manuelle Auswahl der annotierten Spektren, Validierung
durch interne und externe HLA-Liganden sowie HLA-Restriktion Uber
SYFPEITHI oder einen laborinternen Algorithmus. (C) Spezifizierung der HLA-
Liganden fir Nierengewebe durch Aussortieren von HLA-Liganden, welche
auch auf PBMCs und BMMCs nachgewiesen wurden. (D) Netzwerkanalyse von
HLA-Liganden einer Gewebeprobe mittels GeneMania in vier madglichen
Gewichtungsmethoden. (E) Identifizierung von in die Karzinogenese des
Nierenzellkarzinoms involvierten biologischen Prozessen und Signalwegen,
Deduktion von tumorassoziierten Proteinen und HLA-Liganden sowie
Abschatzung deren Immunogenitat; nach Klatt et al. 2016.1%

Kurz zusammengefasst wurden HLA-Liganden aus Gewebeproben von
Nierenzellkarzinomen, deren Metastasen und gesundem Nierengewebe
gewonnen. Um eine Kontamination mit Peptiden aus Tumor infiltrierenden
Immunzellen zu vermeiden, wurden aus diesen Proben diejenigen Peptide
aussortiert, welche ebenfalls aus mononuklearen Blutzellen isoliert wurden.
Derart entstandene Listen aus Liganden von HLA-Klasse | und Il wurden als
Lhierenspezifisch* eingestuft.

Diese optimierten Listen wurden Netzwerkanalysen unterzogen und so
identifizierte signifikante Signalwege und biologische Prozesse nach ihrer
Verteilung zwischen Tumor-, Normal- und Metastasengewebe untersucht.
Hierdurch  konnten essentielle Prozesse der Karzinogenese des
Nierenzellkarzinoms in den Netzwerkanalysen detektiert und zuséatzlich neue
Mechanismen postuliert werden, welche zur Tumorentstehung beitragen.

Aus jenen Prozessen wiederum konnten etablierte tumorassoziierte Antigene
sowie HLA-Liganden bestétigt, aber auch eine grof3e Zahl neuer Antigene
identifiziert werden. Daher bietet dieser Algorithmus eine neue Mdoglichkeit zur
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Entwicklung individueller Peptidvakzinen zur Therapie des Nierenzellkarzinoms,
welche die biologischen Prozesse der einzelnen Tumorproben bertcksichtigt.

Alle Experimente und Arbeitsschritte wurden bis auf die Einstellungen und
Messungen der HPLC und des Massenspektrometers vom Verfasser der Arbeit
selbststandig ausgefihrt. Die zur Validierung und Spezifizierung der
identifizierten HLA-Liganden bereitgestellten Peptidlisten zum einen aus
Nierenzellkarzinomproben, aber auch aus mononukledren Blutzellen wurden
von unterschiedlichen Doktoranden und Diplomanden des Interfakultaren

Instituts fur Zellbiologie in Tubingen freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

3.1 Analysierte Gewebeproben
In dieser Arbeit wurden insgesamt 17 Gewebeproben analysiert. Vier Tripletts

(RCC70, RCC329, RCC377 und RCC399) bestehend aus Tumor-, Metastasen-
und Normalgewebe konnten vollstandig fur diese Arbeit verwendet werden. Fir
das Triplett RCC210 stellte sich die postulierte Metastase im Nachhinein als
Adenom der Nebenniere heraus, weswegen die Probe als nicht-maligne
eingestuft wurde. Fur das Nierenzellkarzinom RCC297 standen lediglich zwei
Proben, ausschlielilich aus Metastasen, zur Verfliigung.

Die beiden letztgenannten Probensammlungen (RCC210 und RCC297) wurden
dennoch - bis auf den funktionellen Vergleich der drei Gewebeentitaten - analog
zu den vollstandigen Tripletts analysiert. Eine Ubersicht Giber die verwendeten
Gewebeproben zeigt Tabelle 3.

Alle Proben wurden histologisch als klarzellige Nierenzellkarzinome klassifiziert
und weisen eine geringe Differenzierung auf (Grading G2-3). Zusatzlich zeigen
alle Nierenzellkarzinome, die sich histologisch als metastasierend erwiesen
haben, mindestens ein T3-Stadium, d.h. ein lokal infiltratives Wachstum bis in
die Nierenvene oder dariuber hinaus. Zu betonen ist, dass 70 % der
analysierten Proben eine Masse von weniger als 1 g und 29 % aller Proben
sogar von weniger als 0,25 g aufwiesen. Dennoch konnte eine suffiziente

Analyse der Proben gewahrleistet werden.
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Tabelle 3. Charakteristika der Gewebeproben

IPN ST TNM-Stadium HLA-Typisierung Masse der Proben [g]

RCC70 N, T,M pT3apN1M1G2 A*01, A*02, B*07, B*08 2,64;1,19;0,14
RCC329 N, T,M pT3cpNOM1G2 A*02, A*32, B*14,B*35 0,53,;0,86;0,23
RCC377 N, T,M pT3bpN1M1G3 A*01, A*03, B*07 0,17,0,17,;0,74
RCC399 N, T,M pT3bpN2M1G3 A*01, A*02, B*08, B*50 0,31;0,43; 1,02
RCC210 N, T,A pTlbpNOMO G2 A*01, A*24,B*08, B*51 1,35;3,00; 0,99
RCC297 M1,M2 pT3bpN1M1G2 A*03, A*29, B*35, B*44 0,38;0,25

Tabelle 3. Charakteristika der verwendeten Gewebeproben. Alle Proben
beschreiben histologisch klarzellige Nierenzellkarzinome. Abkirzungen: IPN,
interne Probennummer; ST, Subtypen; N, Normalgewebe; T, Tumorgewebe; M,

Metastasengewebe; A, Adenom; nach Klatt et al. 2016.%%

3.2 Identifikation von HLA-Liganden der Klasse | und Il aus
Nierengewebe

Die Identifikation von HLA-gebundenen Peptiden aus Gewebelysaten stellte die
Grundlage dieser Arbeit dar. Die automatisierte Verarbeitung der Rohdaten
erfolgte Uber den Proteome Discoverer ohne Einschrankung durch den lon
Score, den Rang oder die FDR flur die vorgeschlagenen Peptide zugunsten

einer hoheren Ausbeute bei verbesserter Sensitivitat.

3.2.1 Aspekte der manuellen Evaluation der Peptidspektren

Es erfolgte die manuelle Bewertung von tber 100.000 Fragmentspektren und
vorgeschlagenen Peptidannotationen. Zur Verdeutlichung der erhdhten
Sensitivitat aber auch teilweise Spezifitat sollen wenige Beispiele fur die
manuelle Evaluation von Peptidspektren gegeben werden. Um ein Geflhl fur
ein richtig annotiertes Peptid zu erhalten, folgt nun das Spektrum eines hoch
scorenden Peptids mit eindeutiger Annotation durch vollstandige klare y- und b-

lonenserien:
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Extracted from: E:\Martin\111118_dk_MK_RCC399_Tumor_W_20%_msms14.RAW #3528 RT:64.72
ITMS, CID, z=+2, Mono m/z=557.30298 Da, MH+=1113.59868 Da, Match Tol.=0.8 Da
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Ein Beispiel fur die notwendige kritische Bewertung der Einordnung durch den
Rang zeigen folgende drei Spektren, da der Rang ausschliel3lich den lon Score
berucksichtigt und die reale Annotation des Peptidspektrums nicht in die

Bewertung mit eingeschlossen wird:

Extracted from: E:\Orbitrap\RCC377\raw377\od_mKkI_rcc377-T-N_w_Mix_CID_100630_msms1_100630160858.RAW #9285 RT:448.62
ITMS, CID, z=+2, Mono m/z=584.30261 Da, MH+=1167.59795 Da, Match Tol.=0.8 Da
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Extracted from: E:\Orbitrap\RCC377\raw377\od_mkl_rcc377-T-N_w_Mix_CID_100630_msms1_100630160858.RAW #9285 RT:448.62
ITMS, CID, z=+2, Mono m/z=584.30261 Da, MH+=1167.59795 Da, Match Tol.=0.8 Da
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Extracted from: E:\Orbitrap\RCC377\raw377\od_mKkI_rcc377-T-N_w_Mix_CID_100630_msms1_100630160858.RAW #9285 RT:448.62
ITMS, CID, z=+2, Mono m/z=584.30261 Da, MH+=1167.59795 Da, Match Tol.=0.8 Da
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STDHIPILY (lon Score 15, Rang 3, ppm = -1,60)

An den ersten beiden Spektren wird hierbei deutlich, dass keine passende
Serie an lonen annotiert werden kann. Im dritten Spektrum dagegen zeigt sich
eine gute Annotation einer b-lonenreihe mit Abdeckung der dominanten Peaks
sowie ein fast exakt zu einem N-terminalem Tyrosin passendes y;-lon mit
einem gemessenen Peak von 182,088 Da bei errechneter Masse von 182,081
Da. Unabgéngig von diesen Kriterien wird ebenso deutlich, dass die ersten
beiden Peptidvorschlage keine sinnvolle HLA-Restriktion zulassen, STDHIPILY
dagegen mit Glutaminsaure an Position 3 und Tyrosin an Position 9 klassische

Ankeraminosauren fur eine HLA-A*01-Restriktion aufweist.
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Als abschlieBender Beleg fiir die Relevanz einer manuellen Evaluation der
Annotation von Fragmentspektren unabhangig vom lon Score soll beispielhaft

folgendes Spektrum dienen:

Extracted from: F:\Orbitrap\RCC329\mg_mk_rcc329-N_w_NIC_20%_CID_100913_msms5.RAW #3612 RT:72.48
ITMS, CID, z=+2, Mono m/z=624.84595 Da, MH+=1248.68462 Da, Match Tol.=0.8 Da
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KTIGLREVW (lon Score 10, Rang 2, ppm = -0,16)

Bei diesem Peptid lassen sich erneut trotz niedrigem lon Score und einem
Rang von 2 dennoch fortlaufende Serien fur y- und b-lonen identifizieren. Auch
eine HLA-Zuordnung zum Motiv von A*32 gelingt eindeutig.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die manuelle Evaluation, wenn sie kritisch
durchgefuhrt wird, sehr gute Ergebnisse liefert. Insbesondere mit einer lon
Score unabhéangigen Bewertung der Peptidspektren lie3 sich die Effizienz der
Analysen deutlich steigern. Fur HLA-Klasse | gelangen 40 % und far HLA-
Klasse 1l 35 % aller Peptididentifikationen bei einem lon Score von weniger als
20, wobei fast alle Ergebnisse nachtraglich tber Peptide aus strengen

automatischen Auswertungen eindeutig verifiziert werden konnten.

3.2.2 Anzahl identifizierter HLA-Liganden aus Gewebeproben

Durch die systematische Analyse von 17 Gewebeproben aus gesundem,
karzinomatdsem und metastatischem (sowie in einem Fall adenomatdsem)
Gewebe von insgesamt 6 Patienten mit histologisch gesichertem klarzelligem
Nierenzellkarzinom (clear cell renal cell carcinoma, ccRCC) konnte eine

Vielzahl von HLA-Liganden isoliert werden:
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Fur HLA-Klasse | ergab sich eine Gesamtzahl von 1.910 unterschiedlichen
Peptiden aus 1.411 korrespondierenden Ursprungsproteinen. Bei einer
Beschrankung der Auswertung auf Peptide mit einem lon Score von
mindestens 20 Punkten ware die Ausbeute mit 1.146 distinkten Peptiden aus
820 Proteinen deutlich geringer ausgefallen. Eine Auswertung ohne
Beschrankung wurde demnach favorisiert. Die Anzahl der identifizierten Peptide
pro Patient variierte zwischen 415 und 633 bei einem Mittelwert von 509 HLA-
Liganden. Eine Ubersicht der Anzahl der aus den jeweiligen Gewebeproben
isolierten HLA-Liganden und deren Ursprungsproteinen gibt Abbildung 15.

Die nach weiteren laborinternen Optimierungen automatisiert analysierten und
Uber eine Datenbank zur Verfligung gestellten Peptide aus HLA-Komplexen von
Blut- und Knochenmarkzellen umfassten bei 30 gesunden Blut- und 5
Knochenmarkspendern insgesamt 17.940 Peptide aus 7.567 Proteinen. Dies
verdeutlicht die enorme Dynamik bei der Verbesserung der
massenspektrometrischen Analytik von Peptiden und Proteinen in den

vergangenen Jahren.

B HLAKlasse | Peptide O HLA Klasse | Antigene

500 O HLA Klasse Il Peptide E HLA Klasse Il Antigene
400

300
200
100

Anzahl

Interne Probennummer

Abbildung 15. Anzahl von isolierten HLA-Liganden und
korrespondierenden Antigenen aus Nierengewebeproben. Fur alle
Patienten konnten unabh&ngig von der vorhanden Anzahl oder Masse der
Gewebeproben mindestens 400 Klasse I- und 100 Klasse II-Peptide identifiziert

werden: nach Klatt et al. 2016.*%

In Bezug auf HLA-Klasse Il wurden zusammenfassend 805 eindeutige Peptide
mit einer Streubreite von 96 bis 497 Liganden pro Patient bei einem Mittelwert
von 252 Peptiden isoliert. Die Verteilung der Ausbeute pro Probe ist ebenfalls in

Abbildung 15 aufgeftihrt. In der Kontrollgruppe, fur Klasse Il Peptide bestehend
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aus 20 Blut- und 10 Knochenmarkspendern, konnten 4.240 HLA-Liganden aus
1.235 Proteinen in Experimenten aul3erhalb dieser Arbeit identifiziert werden.
Insgesamt zeigte sich als interner Qualitatsstandard, dass pro Patient
unabhangig von Probenzahl und Masse der zur Verfligung stehenden Proben
mindestens 400 HLA-Klasse | und 100 HLA-Klasse Il Liganden identifiziert
werden konnten.

In Anbetracht der teilweise sehr kleinen Gewebeproben wurde im Anschluss
geprift, ob eine Korrelation zwischen Masse und identifizierten Liganden
besteht. Wahrend fir HLA-Klasse | mittels linearer Regression ein
Zusammenhang bei einem Spearman Koeffizienten von r = 0,21 aus-
geschlossen werden kann, zeigt sich fur HLA-Klasse Il ein leichter Trend bei

einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,79 (Abbildung 16 A und B).
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Abbildung 16. Korrelation zwischen isolierten HLA-Liganden und
Probenmasse. (A) Fiur HLA-Klasse | zeigt sich mittels linearer Regression kein
Zusammenhang zwischen Masse einer Probe und identifizierten Peptiden.
(B) Fur HLA-Klasse 1l zeigt sich ein Trend fur eine lineare Korrelation zwischen
Probenmasse und Peptidausbeute mit Korrelationskoeffizient r = 0,79; nach
Klatt et al. 2016.*%®

3.2.3 Validierung identifizierter HLA-Liganden durch internen
Datenbankabgleich und Literaturrecherche

Trotz der ausfuhrlichen und akribischen Evaluation von Fragmentspektren und
der Zuordnung zu Peptiden genlgt diese Methodik nicht den offiziellen Kriterien
wie z.B. einer FDR von 0,05 oder weniger. Da alle folgenden Analysen
entscheidend von der Richtigkeit dieser HLA-Liganden abhangig waren, wurden
zusatzliche Schritte zur Validierung dieser Peptide durchgefihrt.

Zuerst erfolgte ein laborinterner Datenbankabgleich. Die hierfur verwendeten
Datenséatze entstammten unabhéngigen Experimenten zur Identifizierung von
HLA-Liganden aus Nierenzellkarzinomen und gesunden Nierengeweben
ahnlich der Vorgehensweise in dieser Arbeit. Die Auswahl bzw. Verifizierung
der Peptide in diesen Versuchen wurde jedoch automatisiert mit einer FDR von
5 % und lon Score von mindestens 20 durchgefiihrt. Dies entspricht den
Kriterien fur publizierbare Daten bei automatisierter Auswertung.

Der Uberlappungsbereich der automatisiert und manuell identifizierten Peptide
betrug fur HLA-Liganden der Klasse | 90 %, fiur Klasse Il konnten 88 % aller
Peptide nochmals verifiziert werden, wie die Abbildungen 17A und 17B zeigen.
In einem weiteren Schritt wurde fur die noch verbleibenden Peptide eine
Literaturrecherche durchgefuhrt. Zusatzliche 8 % der Peptide bezogen auf die
urspringliche Gesamtzahl wurden auf diese Weise in Publikationen fir beiden

HLA-Klassen bestatigt und ebenfalls in den Abbildungen 17A und 17B illustriert.

79



A HLA-Klasse | B HLA-Klasse Il

2% 4 %
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90 % 88 %

m interne Datenbank
m Literaturrecherche
o manuell evaluiert

Abbildung 17. Zusatzliche Validierung identifizierter Peptide. Verwendet
wurden analog der Legende eine interne Peptiddatenbank sowie Literaturdaten.
Ein kleiner Anteil verblieb ohne weitere Bestatigungsmoglichkeit. Prozentuale
Anteile der Validierung fur (A) HLA-Klasse | und (B) HLA-Klasse II; nach Klatt et
al. 2016."%

Insgesamt wurden somit Uber 95 % aller Peptide zusatzlich durch unabhéngige
Daten verifiziert. Die weniger als 5 % verbleibenden Liganden wurden dennoch
in die weitere Analyse mit eingeschlossen, da durch den hohen Grad an

Bestatigungen die urspringliche Methodik als valide angesehen wird.

3.2.4 Zuordnung der Peptide zu HLA-Allelen gemal der Typisierung
Abschliel3end erfolgte die Beurteilung auf welchen HLA-Allelen die einzelnen
Peptide prasentiert werden. Die Annotation wurde wie bereits beschrieben tber
die Software SYFPEITHI durchgefiihrt. Ein Score von 60 % des Maximalwertes
fur ein Allel war hierbei der geforderte Schwellenwert.

Bei Liganden, die nicht auf diese Weise zugeordnet werden konnten, wurde in
den laborinternen aber auch externen Datenbanken nach den Peptiden gesucht
und die dortige HLA-Typisierung mit der vorliegenden vergleichen. Fir den Fall

einer eindeutigen Uberschneidung wurde das Peptid dem Allel, welches in
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beiden Proben vorlag, zugewiesen. Gelang auf diese Weise ebenfalls keine
Zuordnung, so wurde das Peptid nicht in die endgultige Analyse aufgenommen.
Fur HLA-Klasse Il wurden alle Peptide als HLA-DR Kklassifiziert, da eine
Zuordnung zu Subklassen nur sehr schwierig moglich ist.

Eine Zusammenstellung aller HLA-Liganden fur Klasse | und Klasse Il mit ihrer
HLA-Annotation befindet sich im Anhang dieser Arbeit.

3.3 Gewebespezifische  Verteilung von HLA-Liganden und
Quellproteinen

Nach Identifikation einer grof3en Anzahl von HLA-spezifischen Peptiden und
ihren Ursprungsproteinen soll nun deren Verteilung zwischen Nierengewebe
und Blutzellen, aber auch innerhalb der unterschiedlichen Arten von Gewebe

(Tumor, Metastase und Normalgewebe) analysiert werden.

3.3.1 Uberlappung von Quellproteinen aus Nierengewebe mit Antigenen
aus mononukleéaren Blut- und Knochenmarkzellen

Insbesondere Peptide, welche sowohl aus Nierengewebe als auch aus Zellen
des Immunsystems isoliert werden konnen, stellen eine interessante
Gruppierung dar, denn das analysierte Nierengewebe ist kein homogener
epithelialer Zellverband, sondern besteht aus einer sehr heterogenen Mischung
von Zellen. Hierunter fallen auch das Gewebe infiltrierende Abwehrzellen, u.a.
Lymphozyten, welche im Falle von malignem Gewebe als Tumor infiltrierende
Lymphozyten (tumor infiltrating lymphocytes, TILs) bezeichnet werden.

Der Uberlappungsbereich von Peptiden aus Gewebeproben und der groRen
Anzahl von HLA-Liganden, die aus PBMCs und BMMCs isoliert wurden,
reprasentiert moglicherweise auf der Ligandom-Ebene diese TILs und andere
Immunzellen. Ein gewisser Anteil dieser Uberschneidung ist allerdings auch auf
housekeeping enzymes, d.h. Proteine, welche die Basis der meisten Zellarten
bilden und daher in beinahe jeder Zellart auffindbar sind, zurtckzufihren.

Die Auswertung wurde jedoch nicht an den Liganden, sondern mit ihren
Ursprungsproteinen durchgefiihrt, da zwischen den Blut- und Gewebeproben
keine gleichméfige Ausbeute an Peptiden derselben HLA-Allele gewahrleistet
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werden konnte und damit ein direkter Vergleich nicht moglich ist. Dennoch
sollte erwdhnt werden, dass alle HLA-Allele, welche in den Gewebeproben
vertreten waren ebenso auf den Blutproben identifiziert werden konnten.

Die Analyse der gemeinsamen Ursprungsproteine zwischen Gewebe- und Blut-
bzw. Knochenmarkproben wurde mit der BioVenn-Software durchgefuhrt und
erbracht eine besonders hohe Uberschneidung fur HLA-Klasse | mit 78,6 %
(1.109 Proteine) und mit 53,9 % (111 Proteine) einen ebenfalls deutlichen
Uberlappungsbereich fir HLA-Klasse Il, wie dies in Abbildung 18 zu sehen ist.

A [0 MCs B O mcs
@ Gewebe O Gewebe
302 105
1109 111
5410 1113

Abbildung 18. Uberlappung von Ursprungsproteinen aus Gewebeproben
und mononuklearen Blutzellen. (A) Uberschneidungsbereich fiir HLA-Klasse |
und (B) fur Klasse Il. MCs steht fir mononuclear cells, die Vereinigung von
PBMCs und BMMCs; nach Klatt et al. 2016."

Dieser groRe Anteil an Uberschneidung von Ursprungsproteinen bzw. HLA-

Liganden wurde in der weiteren Analyse berucksichtigt.

3.3.2 Uberlappung von Quellproteinen aus unterschiedlichen
Gewebeentitaten

Trotz der nun bekannten starken Uberlappung von Ursprungsproteinen aus
Gewebeproben und Immunzellen erfolgte im n&chsten Schritt vorerst
unbeachtet dieser Tatsache die Untersuchung der Verteilung von Proteinen aus
den drei untersuchten Gewebespezifititen Tumor, Metastase und

Normalgewebe.
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Hierbei wurden keine spezifischen Verteilungsmuster zwischen den drei
Gewebeentitaten festgestellt. Insbesondere eine vermutete Ahnlichkeit
zwischen tumorésem und metastatischem Gewebe im Sinne eines hohen
Uberlappungsgrades zeigte sich nicht. Um nun auszuschlieRen, dass der
postulierte Effekt dadurch verschleiert wird, dass TILs durch ihre eingebrachten
Peptide und deren Ursprungsproteine die Verteilung fehlerhaft beeinflussen,
wurde die gleiche Analyse nach Aussortieren Uberlappender Proteine aus Blut-
und Gewebeproben wiederholt. Derart Uberarbeitete Proben werden im Verlauf
dieser Arbeit als ,nierenspezifisch® definiert. Erneut zeigte sich jedoch, dass die
Verteilung der Proteine unter den drei Gewebearten auch nach Entfernung der

vermeintlichen aus TILs stammenden Proteine sehr homogen ist (Abbildung 19).

HLA-Klasse | HLA-Klasse
A B
O Mormal ] Mormal
O Turmor 21 O Turnor
340 O Metastase O Metastase

C ] Mormal D ] Wormasl
O Turmar 10 B Turnor
a1 O Metastase O Metastase

Abbildung 19. Uberlappung von Proteinen aus Gewebeproben zwischen
unterschiedlichen Gewebesubtypen. Initial wurden fir HLA-Klasse | Uber
2.000 Proteine auf ihre Verteilung analysiert: 799 aus Normalgeweben, 712 aus
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Tumoren und 618 aus Metastasen. Analog fur HLA-Klasse Il etwa 400 Proteine
mit 123 aus Normal-, 161 aus Tumor- und 113 aus Metastasengewebe. Durch
das Aussortieren von sich Uberschneidenden Proteinen aus Immunzellen
reduzierten sich die Gesamtzahlen auf 302 fur Klasse | und 90 fur Klasse Il. Die
linke Spalte zeigt die Ergebnisse fiur Klasse I, die rechte Spalte fur Klasse Il
Zusatzlich zeigen (A) und (B) die Verteilung vor sowie (C) und (D) die
Verteilung nach der Eliminierung méglicher Proteine aus TILs; nach Klatt et al.
2016.'%®

3.4 Netzwerkanalysen von Quellproteinen aus HLA-Liganden
Nachdem die gewebespezifische Verteilung der Quellproteine keine
signifikanten Unterschiede zeigen konnte, stellt sich nun die Frage, ob
funktionelle Veranderungen, die offensichtlich zwischen den Proteomen von
Tumor, Metastase und Normalgewebe vorliegen, sich auf das HLA-Ligandom
Ubertragen lassen.

Hierzu wurden Netzwerkanalysen der einzelnen Gewebeproben angefertigt. Da
solche Analysen jedoch nur fur Proteine oder Gene etabliert sind, wurden fir
die Auswertung die Ursprungsproteine der HLA-Liganden verwendet. Um
besonders auf funktioneller Ebene einer mdglichen Verfalschung durch TILs
vorzubeugen, wurden alle Liganden wie bereits beschrieben mit Peptiden aus
PBMCs und BMMcs abgeglichen und Ubereinstimmende Peptide aussortiert.
Diese Proben wurden wiederum als ,nierenspezifisch® definiert. Eine Selektion
auf Ebene der Proteine wie in 3.3.2 konnte nicht durchgefuhrt werden, da die so
generierten Listen fur eine Netzwerkanalyse in ihrer GroRe nicht ausreichende
gewesen waren.

Die Analysen wurden nach den im Methodenteil beschriebenen Einstellungen
mit der GeneMania-Software durchgefiihrt. Die Ergebnisse aller 4 Gewichtungs-
methoden wurden gepoolt, mehrfach vorhandene Resultate auf diejenigen mit
der niedrigsten FDR reduziert und allen Ergebnissen nach aufsteigenden FDR
ein Rang zugeteilt, so dass Rang 1 der niedrigsten und somit besten FDR
entsprach.
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3.4.1 Vergleich der biologischen Funktionen aus Netzwerkanalysen von
Tumor-, Metastasen-, und Normalgewebe fir HLA-Klasse |

Um eine optimale Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden die
vergleichenden Analysen nur fir vollstandige Tripletts durchgefiihrt. Trotzdem
wurden fir weiterfihrende Untersuchungen alle Gewebeproben einer
Netzwerkanalyse unterzogen.

Fir HLA-Klasse | konnten insgesamt fur gutartige Gewebeproben 217, fur
Tumorproben 209 und fir Metastasen 557 biologische Prozesse und
Signalwege mit einer FDR von weniger als 0,05 detektiert werden. Als
Kontrollgruppe fur die Verteilung der Ergebnisse der Netzwerkanalyse dienten
die pro Gewebeprobe isolierten HLA-Liganden vor und nach dem Ausschluss
von Uberlappenden Liganden aus PBMCs und BMMCs.

Analog zu den Ergebnissen von korrespondierenden Ursprungsproteinen
zeigten sich fur die Peptide keine signifikanten Unterschiede in den
Uberschneidungen von Tumor- mit Metastasengewebe im Vergleich zu Normal-
mit Metastasen- oder Tumor- mit Normalgewebe wie in den Abbildungen 20A
und 20B veranschaulicht wird.

Im Gegensatz hierzu ergab die Analyse der signifikant involvierten Netzwerke
ausgepragte Uberlappungen mit bis zu 46 % (RCC329) zwischen Proben aus
Tumoren und deren Metastasen. Auch wenn z.B. fur Probe RCC399 nur eine
Uberschneidung von 7 % aller biologischen Prozesse und Signalwege vorlag,
so stellte dieses Ergebnis dennoch den héchsten Wert innerhalb der Probe dar.
Die zweitgrof3te Schnittmenge an biologischen Funktionen mit einem
Hochstwert von bis zu 22 % fir RCC329 zeigten die Subtypen von Normal- und
Metastasengewebe. Hierbei lag die Schnittmenge nach Analyse mittels
abhangigem t-Test jedoch immer signifikant (p = 0,03) unter derjenigen von
Tumoren mit Metastasen.

Das deutlichste Resultat erbrachte der Vergleich von Tumor- mit
Normalgewebe. In allen vier Triplettanalysen konnte innerhalb der Proben eines
Patienten kein einziger biologischer Prozess identifiziert werden, welcher in

beiden Gewebeunterarten vorlag. Dieses Ergebnis ist ebenso im Vergleich zur
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Uberlappung zwischen Tumor und Metastase auf dem 5 %-Niveau im
abhangigen t-Test signifikant (p = 0,02) (Abbildung 20C).

Nur nach dem Zusammenfihren der Ergebnisse aller vorliegenden
Gewebeproben und erneuter Uberlappung lassen sich exklusiv zwischen
Tumoren und Normalgewebe 5 und zwischen allen drei Gewebeentitaten 16
gemeinsame Funktionen bzw. Prozesse identifizieren, was Abbildung 20D
veranschaulicht. Diese beinhalteten ausschlie3lich Grundfunktionen einer Zelle
wie: Zellkontakte bilden (cell junction organization), Transportprozesse von
Aminosauren (neutral amino acid transport) und Proteinen (protein localization
to membrane), Antigenprozessierung und -prasentation (antigen processing
and presentation) und Chromosomen betreffende Prozesse (nuclear
chromosome). Insgesamt sind die 21 Ergebnisse der Schnittmenge
untereinander stark redundant, so dass die funf eben genannten Funktionen die

einzigen nachgewiesenen Ahnlichkeiten zwischen diesen beiden Subgruppen

darstellen.
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Abbildung 20. Vergleich von Gewebesubtypen bezlglich HLA-Ligandom
und biologischen Prozessen fir HLA-Klasse I. Die Ordinate zeigt den Grad
der Uberlappung von Tumor- zu Metastasen-, Metastasen- zu Normal- und
Tumor- zu Normalgewebe fir (A) HLA-Liganden (B) HLA-Liganden nach
Ausschluss von Liganden von PBMCs und BMMCs sowie (C) biologische
Prozesse aus Netzwerkanalysen. (D) Venn-Diagramm fir Schnittmengen von
zellularen Funktionen aller gesammelten Ergebnisse. * p < 0,05; nach Klatt et al.
2016.'%

3.4.2 Vergleich der biologischen Funktionen aus Netzwerkanalysen von
Tumor-, Metastasen-, und Normalgewebe fiur HLA-Klasse Il

Die Analyse der Netzwerke aus HLA-Liganden der Klasse Il und deren
Antigenen wurde analog zu HLA-Klasse | durchgefiihrt. Insgesamt wurden fur
gutartige Gewebeproben 527, fir Tumorproben 419 und fur Metastasen 484
signifikant verstarkte zellulare Funktionen und Signalwege identifiziert. Eine
identisch aufgebaute Kontrollgruppe aus HLA-Liganden zeigte wie fur Klasse |
fur die Uberschneidungen zwischen den Geweben keine signifikanten
Unterschiede wie die Abbildungen 21A und 21B zeigen.

Im Unterschied zur HLA-Klasse | wurden fir die Ergebnisse der
Netzwerkanalysen keine signifikanten Unterschiede in der Uberlappung
zwischen Tumoren, Metastasen und Normalgeweben deutlich. Auch wenn in
der Probe RCC329 Tumor und Metastase innerhalb der Patientenproben sowie

absolut die hochste Uberschneidung zeigten und in RCC377 die Uberlappung
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zwischen Tumor und Normalgewebe ebenfalls sowohl innerhalb des Patienten
als auch absolut den niedrigsten Wert annahm, waren dies nur singulare Werte,
welche sich durch die anderen Proben fur HLA-Klasse Il nicht bestatigen lieRen
(Abbildung 21C).

Konsequenterweise ergab sich nach Zusammenfihren aller Ergebnisse aus
den Netzwerkanalysen pro Gewebeart im Venn-Diagramm das Bild einer
homogenen Verteilung. Insbesondere zeigte sich der Uberlappungsbereich
zwischen allen drei Gewebetypen mit 187 biologischen Funktionen (44,6 %
einer maximal moglichen Uberschneidung) am starksten ausgepragt, was die
Abbildung 21D gut illustriert. Dieser hatte in der Analyse von HLA-Klasse | mit

21 Prozessen den kleinsten Anteil (7,7 % des moglichen Maximalwertes).
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Abbildung 21. Vergleich von Gewebesubtypen bezlglich HLA-Ligandom
und biologischen Prozessen fur HLA-Klasse Il. Die y-Achse zeigt den Grad
der Uberlappung von Tumor- zu Metastasen-, Metastasen- zu Normal- und
Tumor- zu Normalgewebe fur (A) HLA-Liganden (B) HLA-Liganden nach
Ausschluss von Liganden von PBMCs und BMMCs sowie (C) biologische
Prozesse aus Netzwerkanalysen. (D) Venn-Diagramm fur Schnittmengen von

zellularen Funktionen aller gesammelter Ergebnisse; nach Klatt et al. 2016.1%

3.4.3 lIdentifikation von in die Karzinogenese des Kklarzelligen
Nierenzellkarzinoms involvierten  biologischen Prozessen durch
Netzwerkanalysen

Nachdem eindeutige Unterschiede in der Verteilung von biologischen
Funktionen insbesondere fur HLA-Klasse | nachgewiesen werden konnten,
wurden nun die Ergebnisse aller Netzwerkanalysen auf Prozesse hin untersucht,
welche Teile der Karzinogenese darstellen. Hierbei wurde besonders auf die
Verteilung dieser Vorgange zwischen malignen und nicht-malignen Proben
geachtet.

Zusammenfassend konnten sowohl fir HLA-Klasse | wie auch fur Klasse 1l je
neun Mechanismen detektiert werden, die entweder bereits in der
Karzinogenese des klarzelligen Nierenzellkarzinoms etabliert sind oder eine
sinnvolle Ergdnzung darstellen, da sie bei der Entstehung von Tumoren und
Metastasen anderer maligner Erkrankungen involviert sind.

Als einer der wichtigsten Faktoren in der Entstehung des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms konnte die zellulare Antwort auf Hypoxie (cellular response
to hypoxia) in gut einem Drittel aller malignen Gewebeproben nachgewiesen
werden. Zusatzlich wurden verschiedene Signalwege identifiziert, deren
Aktivierung ebenfalls einen Teil der Karzinogenese des Nierenzellkarzinoms
darstellen, z.B. der EGFR- (epidermal growth factor receptor), PDGFR- (platelet
derived growth factor receptor) oder FGFR- (fibroblast growth factor receptor)
Signalweg. Der fur HLA-Klasse | insgesamt am haufigsten hervorgehobene
Mechanismus war die Organisation der extrazellularen Matrix (extracellular
matrix organization), welcher in 73 % aller malignen Gewebeproben signifikant

vermehrt auftrat. Dieses Ergebnis wurde haufig von Prozessen wie
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Kollagenkatabolismus (collagen catabolism) oder der positiven Regulation der
zellularen Beweglichkeit (positive regulation of cellular motility) begleitet, wobei
alle diese Mechanismen im Metastasierungsprozess eine wichtige Rolle spielen.
Auch die Degranulation von Blutplattchen wurde als maligner Prozess
aufgefuhrt, da im Ovarialkarzinom hierdurch eine Forderung der Angiogenese
nachgewiesen werden konnte. Insgesamt wurden alle in die Karzinogenese
involvierten Mechanismen fir HLA-Klasse | ausschliel3lich in malignen
Gewebeproben nachgewiesen.

Bezlglich HLA-Klasse 1l war die Entwicklung von BlutgefaRen (blood vessel
devolepment) der am haufigsten detektierte karzinogene Prozess, namlich in 8
von 11, d.h. 73 % aller malignen Gewebeproben. Insbesondere fir das
klarzellige Nierenzellkarzinom ist dies ein beinahe pathognomonischer Prozess.
Auch die Proliferation von Epithelien (epithelial cell proliferation) kennzeichnet
einen Vorgang, welcher allgemein fiir die Entstehung von Karzinomen
unabdingbar ist.

Insgesamt vier der neun Ergebnisse fiir HLA-Klasse Il waren ebenfalls fir HLA-
Klasse | identifiziert worden: Kollagenkatabolismus (collagen catabolsim),
Bindung von Wachstumsfaktor- und aus Blutplattchen entstammender
Wachstumsfaktorrezeptor (growth factor und platelet-derived growth factor
receptor binding) sowie die positive Regulation der zellularen Beweglichkeit
(positive regulation of cellular motility). Diese Uberschneidungen sind ein
weiteres Indiz fur die Folgerichtigkeit dieser Analysen.

Im Gegensatz zur Beschrankung dieser karzinogenen Prozesse auf maligne
Gewebeproben fur HLA-Klasse |, waren in einer Probe (RCC399N) neben der
Entwicklung von Blutgefallen auch der Wachstumsfaktorsignalweg signifikant
vertreten. Mogliche Erklarungen fur dieses Ergebnis und auch die Erlauterung
der anderen Mechanismen werden ausfihrlich im Diskussionskapitel gegeben.
Abschlieend sollte noch betont werden, dass alle Prozesse, welche
mindestens zweimal identifiziert wurden, sowohl im Tumor- als auch im
Metastasengewebe vertreten waren. Dies zeigt deren Stellenwert nicht nur fur

die Entwicklung des Karzinoms, sondern auch fiir dessen Metastasierung.
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Zusatzlich wurde deutlich, dass die identifizierten Prozesse teilweise mit sehr
niedrigen FDR-Werten (bis zu 1,1-10°" oder 7,7-10%%) detektiert wurden.
Wenige Ergebnisse dagegen lagen im niedrig signifikanten Bereich vor (FDR =
0,028). Insgesamt wiesen zwei Ergebnisse eine FDR zwischen 0,05 und 0,01,
zwei weitere Prozesse eine FDR zwischen 0,01 und 0,001 und alle 14
verbleibenden Mechanismen eine FDR von weniger als 0,001 auf.

AulRerdem befanden sich diese besonders signifikant verstarkten Prozesse fir
HLA-Klasse | vor allem unter den hochrangigen Ergebnissen, d.h. sie stellten
die Mechanismen dar, welche innerhalb einer Probe relativ gesehen besonders
gute FDR-Werte aufwiesen. Fiur HLA-Klasse | lagen die Range fur jeweils
mindestens eine Probe unter den besten 10, fir HLA-Klasse Il unter den besten
30 Ergebnissen. Alle Ergebnisse inklusive der Rédnge sowie der FDR sind in

Tabelle 4 aufgefihrt.

Tabelle 4. Mit Karzinogenese und Metastasierung assoziierte Prozesse

Signalweg oder biologischer Anzahl von Beste Bester Tumor
Prozess Gewebeproben mit FDR fur  Rang fur assoziierte
identifiziertem Prozess  Prozess Antigene
Prozess innerhalb der
(rel. Haufigkeit in %) Prozesse und
Signalwege
HLA-Klasse |
extracellular matrix 8 (72,7 %) 7,71-E-22 1 COL1A1, FN1,
organization LOX, MMP7,
PLOD2
cellular response to hypoxia 4 (36,4 %) 1,05-E-31 4 CA9, EGLNS3,
VEGFA
collagen catabolic process 4 (36,4 %) 4,14-E-18 1 COL1Al, MMP7
platelet degranulation 4 (36,4 %) 3,20-E-7 5 FN1, VEGFA
fibroblast growth factor 4 (36,4 %) 2,84-E-6 3 EGFR, GRB2,
receptor signaling pathway ITPR3
platelet-derived growth 3 (27,3 %) 4,86-E-9 3 COL1A1
factor binding
epidermal growth factor 3 (27,3 %) 2,84-E-6 2 BCAR1, EGFR,
receptor signaling pathway GRB2, ITPRS3,
TGFB1
growth factor binding 3 (27,3 %) 7,39-E-5 9 COL1A7,
IGFBP3
positive regulation of cell 2 (18,2 %) 2,80-E-3 7 APC, EGFR,
motility BCAR1, VEGFA
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HLA-Klasse Il

blood vessel development 8 (72,7 %) 2,96-E-7 20 COL1A1,
ENPEP, TGFBI,
THBS1, VEGFA
growth factor binding 4 (36,4 %) 5,08-E-5 19 CD36, COL1A1,
NRP2, THBS1
carbohydrate catabolic 3 (27,3 %) 1,12-E-18 7 ENO1
process
collagen catabolic process 3 (27,3 %) 1,85-E-5 17 COL1A1
epithelial cell proliferation 3 (27,3 %) 1,12-E-3 28 PAX2, TGFB1,
THBS1, VEGFA
positive regulation of cell 3 (27,3 %) 2,70-E-7 17 CALR, COL1A1,
motility NRP2, PFN1,
THBS1, VEGFA
platelet-derived growth 3 (27,3 %) 2,96-E-6 21 COL1Al
factor binding
epithelial to mesenchymal 1 (9,1 %) 1,85-E-2 26 THBS1, TGFB1
transition
mesenchymal to epithelial 1(9,1 %) 2,80-E-2 14 PAX2
transition

Tabelle 4. Mit Karzinogenese und Metastasierung assoziierte biologische
Prozesse aus Netzwerkanalysen. Einschlusskriterium fur die Aufnahme in die
Liste war die bekannte Rolle innerhalb der Tumorentstehung oder im
Metastasierungsprozess. Zusatzlich wurde fur HLA-Klasse | eine FDR < 0,01
und mindestens eine Probe mit einem Rang unter den besten 10 sowie flr
HLA-Klasse Il eine FDR < 0,05 und eine Platzierung unter den 30 am starksten
involvierten Prozessen gefordert; nach Klatt et al. 2016.*%®

Abkirzungen: APC, adenomatous polyposis coli protein; BCARL, breast cancer
anti-estrogen resistance protein 1; CA9, carbonic anhydrase 9; CALR,
Calreticulin; CD36, Platelet glycoprotein 4; COL1A1, collagen alpha-1 (I) chain;
EGFR, epidermal growth factor receptor; EGLN3, egl nine homolog 3; ENOL1,
Enolase 1; ENPEP, glutamyl aminopeptidase; FN1, fibronectin; GRB2, growth
factor receptor-bound protein 2; IGFBP3, insulin-like growth factor-binding
protein 3; ITPR3, inositol 1,4,5-triphosphate receptor type 3; LOX, protein-lysine
6-oxidase; MMP7, matrilysin; NRP2, neuropilin-2; PAX2, paired box protein
Pax-2; PFN1, profilin-1; PLODZ2, procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-
dioxygenase 2; TGFB1, transforming growth factor beta-1; TGFBI, transforming
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growth factor-beta-induced protein ig-h3; THBS1, thrombospondin-1; THBS2,
thrombospondin-2; VEGFA, vascular endothelial growth factor A.

Zur  Veranschaulichung dieser Ergebnisse wurden beispielhaft 3
Netzwerkanalysen ausgewahlt (RCC329M, RCC399T und RCC297M2), welche
jeweils einen der folgenden Prozesse reprasentieren: response to hypoxia,
epidermal growth factor signaling pathway und extracellular matrix organization.
Die beteiligten Gene bzw. Proteine dieser identifizierten Funktionen oder
Signalwege sind in den Beispielen der Abbildungen 22A - C jeweils rot unterlegt.
Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass etablierte intrazellulare
Mechanismen der Karzinogenese und der Metastasierung hochspezifisch im
HLA-Ligandom maligner Gewebeproben konserviert und Uber Peptide dem

Immunsystem prasentiert werden.
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Abbildung 22. Netzwerkanalysen von drei Gewebeproben mit detektieren
biologischen Prozessen der Karzinogenese. Alle Gene, die an der Bildung
des dargestellten Unternetzwerks, d.h. einem besonderen biologischen Prozess
oder Funktion beteiligt sind, sind rot unterlegt. Quellproteine sind gestreift,
ausgefillte Kreise entsprechen hinzugefugten Genen zur Komplettierung der
Netzwerkanalyse. Die einzelnen Proben zeigen: (A) RCC329M: response to
hypoxia (FDR = 9,10 E-29), (B) 399T: epidermal growth factor signaling
pathway (FDR = 2,84 E-06), (C) RCC297M2: extracellular matrix organization
(FDR = 3,37 E-14); nach Klatt et al. 2016.*%®

3.4.4 I|dentifikation von tumorassoziierten Antigenen und HLA-Liganden
aus karzinogenen biologischen Prozessen der Netzwerkanalysen

In einem weiteren Analyseschritt wurde anschlieend untersucht, ob aus den
Signalwegen und Mechanismen, welche spezifisch und verstarkt in malignen
Gewebeproben identifiziert wurden, etablierte tumorassoziierte Antigene
nachgewiesen und zusatzlich neue abgeleitet werden kénnen.

Durch die Analyse der Quellproteine der in 3.4.3 beschriebenen und in die
Karzinogenese involvierten Mechanismen konnten mehrere tumorassoziierte
Antigene identifiziert werden, welche bis auf zwei Ausnahmen ausschlie3lich
auf malignen Gewebeproben nachgewiesen wurden und in Tabelle 4 aufgefihrt
sind. Hierbei handelte es sich um die HLA-Klasse Il Antigene COL1Al und
PAX2, welche jeweils einmalig in Nierennormalgewebe detektiert wurden. Eine
mogliche Ursache hierfur ist die Prasentation von Peptiden auf HLA-Klasse II-
Komplexen durch antigenprasentierende Zellen, welche die entsprechenden
tumorassoziierten Antigene vorher im malignen Gewebe aufgenommen haben.
Die ausfihrliche Diskussion dieses Phanomens wird in spateren Kapiteln
erfolgen. Des Weiteren lag in Einklang mit der Auswertungsmethodik keine
Uberschneidung zwischen Peptiden aus TAAs und PBMCs oder BMMCs vor,
was den tumorspezifischen Charakter dieser Liganden nochmals unterstreicht.
Die Liste der ermittelten tumorassoziierten Antigene beinhaltet etablierte

Proteine sowohl fir die immunhistochemische Charakterisierung des
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klarzelligen Nierenzellkarzinoms als auch fir dessen Karzinogenese, wie z.B.
EGFR, VEGFA, IGFBP3, EGLN3, CA9, PAX2 und MMP7 (fur Abkirzungen
siehe Tabelle 4) 40,48,139,140,141,142,143,144

Zusatzlich konnte eine groBe Anzahl von neuen TAAs und deren
korrespondierenden HLA-Liganden fur Klasse | und Il identifiziert werden
(Tabelle 4 und 5), welche alle im Sinne ihrer Identifikation in Bezug zu
karzinogenen Prozessen stehen: LOX und PLOD2 mit hohem
Metastasierungspotential®® **°:14¢  GRB2, ITPR3 und BCARL1 als Teile des
EGFR-Signalwegs'*’ sowie anderer Wachstumsrezeptorsignalwege aber auch
ENPEP, NRP2, TGFBI, THBS1 und THBS2, welche essentielle Bestandteile
der Angiogenese darstellen.’*®

Bemerkenswerterweise wurden von den 24 in Tabelle 4 genannten HLA-
Liganden 16 jeweils nur einmalig in einer Gewebeprobe nachgewiesen. Aus
den Netzwerkanalysen wurde dennoch ersichtlich, dass andere Antigene,
welche im selben biologischen Prozess aktiv sind, auch in dieser Probe
vorhanden sind, aber vermutlich aus Griinden der Sensitivitdt nicht detektiert
wurden. Ein Beispiel hierfur zeigt die Analyse von RCC297M2 aus Abbildung
22C: Das hier abgebildete Netzwerk verwendete zur Bildung des
Subnetzwerkes Organisation der extrazellularen Matrix (extracellular matrix
organization) nicht nur Quellproteine, sondern auch hinzugefligte Proteine,
welche in der Darstellung rot und flachig ausgeflllt erscheinen. Unter diesen
wurde LOX identifiziert (im Bild das zweitunterste der roten Proteine etwas
rechts der Mitte), welches seinerseits in den Gewebeproben RCC377M und
RCC377T in derselben Funktion wiedergefunden werden konnte. Analoge
Ereignisse konnten ebenso fur die Proteine BCAR1, CA9, COL1Al, EGFR,
ENPEP, FN1, NRP2, PAX2, PLOD2, TGFBI, THBS1, THBS2 und VEGFA
dokumentiert werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich fir jeden Patienten,
unabhangig von der Anzahl und der Grdl3e der vorhandenen Gewebeproben, 6
bis 11 Signalwege oder biologische Prozesse identifizieren liel3en, welche
beinahe ausschliel3lich in bosartigen Geweben auftraten. Aus diesen

Vorgangen wiederum konnte eine Mischung von 15 bis 20 teilweise gut
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etablierten, aber auch aus neuen tumorassoziierten Antigenen und HLA-

Liganden der Klasse | und Il herausgearbeitet werden, von welchen fur 3 bis 6

bereits T-Zell-Antworten in vitro oder in vivo nachgewiesen werden konnten, wie

die Tabellen 4 und 5 belegen.

Tabelle 5. Tumorassoziierte Antigene und HLA-Liganden abgeleitet von

karzinogenen biologischen Prozessen aus Netzwerkanalysen.

Antigen HLA-Ligand HLA- Anzahl maligner Publikation
Restriktion Gewebeproben mit einer Immun-
gesuchtem Antigen antwort gegen
(Frequenz in %) das Antigen
FN1 RPAQGVVTTL B*07 7 (63,6 %) nein
IGFBP3  RPTLWAAAL B*07, B*35 6 (54,5 %) ja'*
COL1A1  RLPIIDVAPLDVGAPD DR 4 (36,4 %) nein
ENPEP  AVHQFDSVKRISNSG DR 3 (27,3 %) nein
PAX2 APGHTIVPSTASPPVSSA DR 3 (27,3 %) ja*>°
TGFBI VSGGIGALVRLKSLQGD DR 3 (27,3 %) nein
EGLN3  NPHEVQPSY B*35 2 (18,2 %) ja™t
LOX QPRTPILLI B*07 2 (18,2 %) nein
PLOD2  KVFAGYYTK A*03 2 (18,2 %) nein
RPHHDASTF B*07

APC QQIEKDIL B*08 1(9,1 %) nein
BCAR1  KPFDPARTPLVL B*07 1(9,1 %) nein
CA9 SPRAAEPVQL B*07 1(9,1 %) jat*°
CALR GGGYVKLFPNSLDQT DR 1(9,1 %) nein
CD36 VPYPVTTTV B*51 1(9,1 %) nein
EGFR SPSTSRTPLL B*07 1(9,1 %) ja™?
ENO1 TIAPALVSK A*03 1(9,1 %) jat>®
GRB2 QONWYKAEL B*08 1(9,1 %) nein
ITPR3 DILIRTEL B*08 1(9,1 %) nein
MMP7 YPFDGPGNTL B*35 1(9,1 %) jatom
NRP2 EGQYARLISPPVH DR 1(9,1 %) nein
PFN1 VPGKTFVNITPAEVGVL DR 1(9,1 %) nein
TGFB1  TPLERAQHL B*08 1(9,1 %) nein
THBS1  SPAFRIEDANLIPP DR 1(9,1 %) nein
THBS2  SRGTLLALEGPGLSQR DR 1(9,1 %) nein
VEGFA  APAARAPQAL B*07 1(9,1 %) ja'*

Tabelle 5. Tumorassoziierte Antigene und HLA-Liganden abgeleitet von

karzinogenen biologischen Prozessen aus Netzwerkanalysen. Darstellung von

insgesamt 26 HLA-Liganden aus HLA-Klasse | und Il, von welchen die

korrespondierenden Antigene in 32 % der Félle bereits als immunogen in vitro

oder in vivo beschrieben wurden:; nach Klatt et al. 201
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Tabelle 6. Anzahl tumorassoziierter Prozesse und Antigene in malignen Gewebeproben

Proben RCC70 RCC210 RCC297 RCC329 RCC377 RCC399
Tumorassoziierte Prozesse

HLA-Klasse | 6 4 4 2 6 4
Tumorassoziierte Prozesse

HLA-Klasse Il 2 2 7 5 1 7
Tumo'ra}ssoznerte Prozesse 8 6 11 7 7 11
kombiniert

Tumorassoziierte Antigene

HLA-Klasse | 12 10 8 ! 14 1
Tumorassoziierte Antigene

HLA-Klasse Il 6 6 ° 8 1 °
Tumo.ra}ssoznerte Antigene 18 16 17 15 15 20
kombiniert

Tabelle 6. Anzahl tumorassoziierter Prozesse und Antigene in malignen
Gewebeproben. Fir jeden Satz maligner Patientenproben konnten zwischen 6
und 11 tumorassoziierte Funktionen und daraus abgeleitet 15 - 20 tumor-

assoziierte Antigene abgeleitet werden; nach Klatt et al. 2016.*®

3.5 Evaluation der Immunogenitdt von  tumorassoziierten
Quellproteinen und HLA-Liganden aus Netzwerkanalysen

Fur die Verwendung identifizierter HLA-Liganden und ihrer zugehdrigen
Quellproteine als Peptide fir Vakzinierung ist die Frage nach der
Immunogenitat dieser Strukturen essentiell, d.h. handelt es sich bei den
Proteinen und Peptiden tatsachlich um Antigene und Epitope, welche in der
Lage sind, T-Zell-Antworten zu provozieren. Im Vorhinein sei gesagt, dass eine
endgultige Klarung dieser Frage den Rahmen dieser Arbeit sprengen wirde.
Insofern wurde fir die Beantwortung nicht der Goldstandard, d.h. die in vitro
Analyse von T-Zellen nach Exposition mit dem entsprechenden Epitop oder
Antigen durchgefihrt, sondern nach Methoden gesucht, die Immunogenitat der

isolierten HLA-Liganden und Quellproteine abzuschatzen.
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3.5.1 Validierung der Immunogenitat durch Literaturrecherche

Als einfachster Weg fur den Nachweis, dass einzelne Peptide dieser Arbeit
Immunantworten evozieren kdnnen, dienten bereits durchgefuhrte Experimente
und publizierte Daten unterschiedlicher Arbeitsgruppen. Wie bereits vorher
erwahnt zeigt Tabelle 5, dass fur 8 von 25 Quellproteinen, d.h. 32 % aller
postulierten tumorassoziierten Antigene, bereits T-Zell-Antworten dokumentiert
wurden. Hierbei ist zu betonen, dass der Grof3teil dieser Ergebnisse von in vivo
Experimenten mit RCC-Patienten stammt, was die Qualitat dieser Daten
nochmals unterstreicht. Auch ist der Anteil von einem Drittel positiver
Ergebnisse hervorzuheben, da die Immunogenitéat der HLA-Liganden einen von
der Herangehensweise der Identifizierung der tumorassoziierten Antigene

unabhangigen Faktor darstellt.

3.5.2 Abschatzung der Wahrscheinlichkeit fir eine Immunantwort gegen
HLA-Liganden Uber das IEDB immunogenicity prediction tool

Da Uber die Literaturrecherche nur ein Drittel aller potentieller Epitope und
Antigene verifiziert werden konnte, stellten in silico Modelle zur Abschatzung
der Immunogenitat von HLA-Liganden eine hervorragende Ergdnzung dar. Um
die Vergleichbarkeit der Daten zu gewahrleisten, wurden wie bereits
beschrieben Peptid-Nonamere aus laborinternen Publikationen verwendet,
deren Funktion als Epitop bereits mittels in vitro Experimenten verifiziert werden
konnte.

Die berechneten Vorhersagewerte fiir die experimentell ermittelten Nonamere
sowie deren Positivkontrollen sind in Tabelle 7A aufgefuhrt. Als Schwellenwert
fur die Bewertung eines Peptids als Epitop diente ein Erfahrungswert aus der
ursprunglichen Publikation dieses Tools und wurde bei 0,1 festgelegt. Fiur die
Peptide aus Netzwerkanalysen konnte hierdurch gezeigt werden, dass 37,5 %
der analysierten HLA-Liganden dieses Kriterium erfulllen. Im Gegensatz zeigte
die Kontrollgruppe einen Anteil von 22,2 % Nonamer-Peptiden, welche den
Schwellenwert von 0,1 Uberschritten. Bei strenger Betrachtung der Daten von
Calis et al. in der Erstbeschreibung dieses Vorhersagemodells ist jedoch nicht

die Rate an positiven Treffern, sondern vielmehr der Mittelwert der Gesamtheit
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der Peptide ausschlaggebend fiir eine Bewertung der Immunogenitat.*** Fir
den Mittelwert ist ein Ergebnis um 0,090 erstrebenswert.

In der vorliegenden Arbeit erreichte die Versuchsgruppe mit HLA-Liganden aus
Netzwerkanalysen einen Mittelwert von 0,088, wohingegen die Positivkontrollen
im Mittel bei -0,031 lagen. Trotz des auffallend geringen Wertes fur die sicher
iImmunogenen Peptide unterstreicht das Ergebnis dennoch das hohe Potential
T-Zell vermittelten

der postulierten Epitope fur die Auslésung einer

Immunantwort.

Tabelle 7A. Vorhersage der Imnmunogenitat von potentiellen T-Zell-Epitopen

Versuchsgruppe
. . Immunantwort T-Zell .
Quellprotein HLA-Ligand in T-Zell-Assay Erkennungs- Epitop
Score IEDB
IGFBP3 RPTLWAAAL ja 0,30985 ja
LOX QPRTPILLI nein 0,1545 ja
PLOD2 KVFAGYYTK nein 0,12645 ja
CD36 VPYPVTTTV nein 0,11982 ja
TGFB1 TPLERAQHL nein 0,10552 ja
PLOD2 RPHHDASTF nein -0,01546 nein
ENO1 TIAPALVSK ja -0,03262 nein
EGLN3 NPHEVQPSY ja -0,06361 nein
Kontrollgruppe (Positivkontrolle)
. . Immunantwort T-Zell .
Quellprotein HLA-Ligand in T-Zell-Assay Erkennungs- Epitop
Score IEDB
RASGRF1 AAANIIRTL ja 0,32743 ja
GUCY1A3 SVFAGVVGV ja 0,20387 ja
CTDP1 YLNKEIEEA ja 0,14668 ja
SLC1A5 FVFPGELLL ja 0,13825 ja
PRUNE2 ALFDGDPHL ja 0,12374 ja
APLP2 HGYENPTYK ja 0,11341 ja
MET YVDPVITSI ja 0,09762 nein
PLIN2 VMAGDIYSV ja 0,0939 nein
HDAC1 RMLPHAPGV ja 0,06401 nein
PLIN2 SVASTITGV ja 0,06187 nein
MUC1 STAPPVHNV ja 0,05312 nein
HDAC1 LPHAPGVQM ja 0,03813 nein
SLX1A LPPPPHVPL ja 0,03325 nein
ASUN SILEDPPSI ja 0,00229 nein
ABCA6 ILDEKPVII ja 0,00011 nein
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DMXL1 SSSGLHPPK ja -0,01579 nein
FAF1 FTAEFSSRY ja -0,03766 nein
CCND1 LLGATCMFV ja -0,04238 nein
CDCA7L YGYDNVKEY ja -0,06982 nein
APOL1 ALADGVQKV ja -0,11688 nein
MMSET KAMEAASSL ja -0,1176 nein
TMEDA4 QLLDKVEQI ja -0,1356 nein
RGS5 LAALPHSCL ja -0,14993 nein
SEMA4A FLFQLLQLL ja -0,20404 nein
TBC1D22A APLQRSQSL ja -0,41991 nein
DNMBP KPRQSSPQL ja -0,49363 nein
PARP3 DLDVKKMPL ja -0,51894 nein
Tabelle 7B. Vorhersage der Immunogenitat von potentiellen T-Zell-Antigenen
Versuchsgruppe
Quellprotein HLA-Ligand i:qm_lr_r_lgglia_llt;\;o;; VaxiJen Score  Antigen
VEGFA APAARAPQAL ja 0,7937 ja
APC QQIEKDIL nein 0,6596 ja
GRB2 QNWYKAEL nein 0,655 ja
PAX2 APGHTIVPSTASPPVSSA ja 0,648 ja
BCAR1 KPFDPARTPLVL nein 0,5716 ja
FN1 RPAQGVVTTL nein 0,5632 ja
TGFB1 TPLERAQHL nein 0,5545 ja
PFN1 VPGKTFVNITPAEVGVL nein 0,5534 ja
ENO1 TIAPALVSK ja 0,5449 ja
ITPR3 DILIRTEL nein 0,516 ja
LOX QPRTPILLI nein 0,5119 ja
NRP2 EGQYARLISPPVH nein 0,5088 ja
EGLN3 NPHEVQPSY ja 0,5079 ja
THBS2 SRGTLLALEGPGLSQR nein 0,5037 ja
ENPEP AVHQFDSVKRISNSG nein 0,5025 ja
IGFBP3 RPTLWAAAL ja 0,4987 ja
PLOD2 KVFAGYYTK nein 0,4977 ja
PLOD2 RPHHDASTF nein 0,4977 ja
TGFBI VSGGIGALVRLKSLQGD nein 0,4812 ja
EGFR SPSTSRTPLL ja 0,4751 ja
CA9 SPRAAEPVQL ja 0,4706 ja
MMP7 YPFDGPGNTL ja 0,4528 ja
THBS1 SPAFRIEDANLIPP nein 0,4111 nein
COL1A1 RLPIIDVAPLDVGAPD nein 0,4054 nein
CALR GGGYVKLFPNSLDQT nein 0,4052 nein
CD36 VPYPVTTTV nein 0,3816 nein
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Kontrollgruppe

Quellprotein HLA-Ligand iIannjggﬁa.rX;vso;; VaxiJen Score  Antigen
PLIN2 VMAGDIYSV ja 0,6912 ja
PLIN2 SVASTITGV ja 0,6912 ja
HDAC1 RMLPHAPGV ja 0,6681 ja
HDAC1 LPHAPGVQM ja 0,6681 ja
VCPIP1 ASAAASGGLLK ja 0,637 ja
CTDP1 YLNKEIEEA ja 0,631 ja
APOL1 ALADGVQKV ja 0,5973 ja
MMSET KAMEAASSL ja 0,5972 ja
MMSET SLLEQGLVEA ja 0,5972 ja

METTL7A VIYNEQMASK ja 0,5899 ja
PARP3 DLDVKKMPL ja 0,5851 ja
ZFANDS SASVQRADTSL ja 0,585 ja
MBL2 TEGQFVDLTGNRLTYT ja 0,5827 ja
ASUN SILEDPPSI ja 0,5687 ja
DGKz ALRNQATMVQK ja 0,5677 ja
WDRA45L RVYNTDPLKEK ja 0,5634 ja
CDCA7L YGYDNVKEY ja 0,5611 ja
RAB5A SPNIVIALSGNKADLA ja 0,5594 ja
TBC1D22A APLQRSQSL ja 0,5561 ja
PRUNE2 ALFDGDPHL ja 0,5494 ja
RASGRF1 AAANIIRTL ja 0,5396 ja
KDM2B SPRPPLGSSL ja 0,5346 ja
CLSTN1 HRSFVDLSHGHNLANPHP ja 0,5303 ja
DNMBP KPRQSSPQL ja 0,5221 ja
GUCY1A3 SVFAGVVGV ja 0,5218 ja
KLF2 KTYTKSSHLK ja 0,5159 ja
MUC1 STAPPVHNV ja 0,5125 ja
FAF1 FTAEFSSRY ja 0,51 ja
DMXL1 SSSGLHPPK ja 0,5081 ja
RGS5 LAALPHSCL ja 0,5074 ja
PDIA4 GYPTIKILKGQAVDYEG ja 0,4808 ja
APLP2 HGYENPTYK ja 0,4744 ja
VAMP2 DIMRVNVDKVLERDQKL ja 0,4631 ja
VAMP2 VDKVLERDQKLSELDDR ja 0,4631 ja
CCND1 LLGATCMFV ja 0,4607 ja
CELSR1 SPTSSRTSSL ja 0,457 ja
MMP7 SQDDIKGIQKLYGKRS ja 0,4528 ja
MET YVDPVITSI ja 0,446 nein
TMED4 QLLDKVEQI ja 0,428 nein
CTSH LPSQAFEYILYNKG ja 0,4217 nein
SEMA4A FLFQLLQLL ja 0,4198 nein
TFRC NSVIIVDKNGRLV ja 0,4192 nein
TFRC RVEYHFLSPYVSPK ja 0,4192 nein
SLX1A LPPPPHVPL ja 0,4054 nein
SLX1A LAHVGPRL ja 0,4054 nein
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MTCH2 GVLGTVVHGK ja 0,4021 nein

IL4R DAGSYKAQINQRNFE ja 0,3998 nein
KDELR2 VPVGGLSFLVNHDFSPL ja 0,3765 nein
ABCAG6 ILDEKPVII ja 0,3652 nein
SLC1A5 FVFPGELLL ja 0,1567 nein
SLC1A5 APVGIMFLVAGKIVE ja 0,1567 nein
TP53I11 AVFDGAQVTSK ja 0,1292 nein
Versuchsgruppe
Anteil positiver Epitope 0,375
Mittelwert IEDB-Score 0,088
Anteil positiver Antigene 0,840

Kontrollgruppe (Positivkontrolle)

Anteil positiver Epitope 0,222
Mittelwert IEDB-Score -0,031
Anteil positiver Antigene 0,717

Tabelle 7A und 7B. Vorhersage der Immunogenitat von potentiellen T-Zell-
Epitopen und Antigenen. Die Tabelle 7A zeigt die Ergebnisse der IEDB-
Software und die abschlieRende Bewertung als Epitop fir Nonamer-Peptide der
Versuchs- und Kontrollgruppe. Die Tabelle 7B illustriert analog die Ergebnisse
des VaxiJen-Algorithmus fur die Bewertung der Immunonogenitdt von

Quellproteinen fiir ihre mégliche Funktion als Antigene; nach Klatt et al. 2016.**

3.5.3 Abschatzung der Wahrscheinlichkeit fir eine Immunantwort gegen
Quellproteine Uber den VaxiJden v2.0-Server

Um letztendlich eine Vorhersagemethode bereitzustellen, welche in der Lage ist,
fur alle postulierten tumorassoziierten Antigene eine Vorhersage zu deren
Immunogenitat zu treffen, wurde der VaxiJen v2.0-Server verwendet, welcher
im Folgenden der Einfachheit halber als VaxiJen-Server bezeichnet wird.

Der Vorteil dieser Vorhersagemethode liegt darin, dass die eingespeisten
Quellproteine im Gegensatz zu den Peptiden unabhéngig von HLA-Restriktion
und Peptidlange sind. Unter Verwendung des Tumor-Vorhersagemodells
konnte bei einem Schwellenwert von 0,45, wie Tabelle 7B zu entnehmen ist, fur
die Experimentalgruppe in 84 % der Falle die Bewertung des Quellproteins als
Antigen erzielt werden. Bei den Positivkontrollen wurde der Schwellenwert flr

diese positive Vorhersage nur fur 71,7 % der Quellproteine erreicht.
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Insbesondere im Vergleich zu den Positivkontrollen zeigt sich somit wie fur die
Peptide auch auf Ebene der Quellproteine, dass die Wahrscheinlichkeit fur die
Immunogenitat der postulierten tumorassoziierten Antigene durchaus hoch
einzuschatzen ist, auch wenn diese hierdurch nicht gesichert wird.
Zusammenfassend bietet dieser Algorithmus somit einen neuartigen Ansatz fir
die Entwicklung verbesserter, individualisierter Peptidvakzinen, welche
synergistisch gegen entscheidende biologische Funktionen von Karzinomen
und deren Metastase gerichtet sind und zum Teil mit hoher Wahrscheinlichkeit
oder bereits nachgewiesener Mal3en in der Lage sind, eine T-Zell vermittelte

Immunantwort auszuldsen.
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4 Diskussion

In diesem Kapitel sollen die verwendeten Materialen und Methoden sowie die
hieraus erarbeiteten Ergebnisse nochmals analysiert und daraus Méglichkeiten
zur Verbesserung aufgezeigt, Schlussfolgerungen gezogen und Ausblicke
gegeben werden. Hierbei wird insbesondere auf das primare Ziel dieser Arbeit,
den funktionellen Vergleich von Tumor-, Metastasen- und Normalgewebe durch
Netzwerkanalysen ihres HLA-Ligandoms sowie auf das sekundare Ziel, die
Identifikation von aus den Netzwerkanalysen abgeleiteten tumorassoziierten

Antigenen, Bezug genommen.

4.1 Diskussion der Methodik: Probenauswahl und Peptidgewinnung
4.1.1 Auswahl von Gewebeproben

Vollstandige Tripletts bestehend aus Tumor-, Normal- und Metastasengewebe
von einem einzigen Patienten sind sehr rar. Somit stellten die vier zur
Verfligung stehenden Tripletts eine gute Basis flr diese Arbeit dar, wobei eine
groRere Anzahl wiinschenswert gewesen ware. Unglicklicherweise stellte sich
die in der Bildgebung als Nebennierenmetastase imponierende Raumforderung
der Probe RCC210 im Nachhinein histologisch als Adenom, d.h. als gutartige
tumortse Veranderung heraus. In Bezug auf die primare Zielsetzung der Arbeit,
der funktionellen vergleichenden Analyse der Tripletts, konnte diese Probe
somit nicht weiter verwendet werden. Dennoch wurden alle Analysen fur die
Tumorprobe und das korrespondierende Normalgewebe durchgefiihrt. Analog
wurde bei den zwei einzelnen Metastasen des RCC297 vorgegangenen.
Hintergrund hierfir ist vor allem das sekundare Ziel dieser Arbeit, die
Identifikation von neuen tumorassoziierten Antigenen abgeleitet aus
Netzwerkanalysen und daraus die Entwicklung neuer individualisierter Cocktails
fur Peptidvakzinierungen.

Beziglich Masse und Volumen der Proben ist hervorzuheben, dass die groéf3te
der Proben 3 g wog, wohingegen 70 % aller Proben eine Masse von weniger
als 1 g und 29 % von weniger als 0,25 g aufwiesen. Trotz des geringen
Volumens und Masse dieser Proben konnten ausreichend HLA-Liganden fur die

weiterfihrenden Analysen identifiziert werden. Dies steht im deutlichen
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Widerspruch zu der friiheren Annahme, dass eine suffiziente Analyse bezuglich
HLA-prasentierter Peptide nur ab einer ProbengréRRe von 5 g moglich ist.?>*1>°
Auch wenn in der weiteren Entwicklung der Analytik postuliert wurde, dass
bereits ab einer Mindestmenge von 1 g Gewebe eine sinnvolle Analyse méglich
ist'*, so muss auch diese Aussage klar revidiert werden. Die Erklarung fiir die
offensichtlich nun effizientere ldentifikation von HLA-Liganden ist sicherlich in
der deutlich gesteigerten Sensitivitat der massenspektrometrischen Analyse zu
sehen. So konnten z.B. aus der gleichen Gewebeprobe RCC399 bei 13,8 g
verwendeter Probenmenge und analoger Peptidisolation durch die Analyse mit
einem Q-TOF Ultima-Massenspektrometer 68 HLA-Liganden isoliert werden.*’
In dieser Arbeit wurden aus den Resten dieser Probe mit einer Masse von 0,43
g Uber 350 Klasse | HLA-Liganden isoliert, d.h. unter Verwendung von 3 % der
ursprunglichen Gewebemenge wurde die Ausbeute an Liganden auf Uber
500 % gesteigert. Dies unterstreicht nochmals die hohe Sensitivitdt und

Effizienz der eingesetzten Methode.

4.1.2 Manuelle Evaluation von Peptidspektren

Durch die rasante Entwicklung der Massenspektrometrie in den letzten Jahren
ist die Anzahl von identifizierten HLA-Liganden pro Einzelexperiment rapide
angestiegen.®13137 vor diesem Hintergrund gewinnt die automatisierte
Auswertung von Fragmentspektren immer mehr an Bedeutung. Ein cut-off fur
die Rate an falsch positiv identifizierten Peptiden (FDR) ist dabei das
meistverwendete Mal3 fir die automatische Bewertung und Analyse von
Peptidannotationen.*®® Dennoch ist die manuelle Evaluation von Peptidspektren
als Goldstandard anzusehen.'®

Insbesondere auf Grund der Neueinstellung des Massenspektrometers
wéahrend der Durchfihrung der Experimente fur diese Arbeit, konnten bei den
durchgefiihrten Messungen keine zufriedenstellenden Ergebnisse unter
Anwendung eines FDR-Filters erzielt werden. Um eine ausreichende
Sensitivitat zu gewabhrleisten, erfolgte die gesamte Auswertung von Uber
100.000 Fragmentspektren mittels manueller Evaluation. Der Nachteil dieser

Methode liegt mit ihrer Zeitintensivitat auf der Hand.
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Andererseits konnte hierbei verdeutlicht werden, dass auch andere Parameter
zur Bewertung der Qualitat fur die automatische Zuordnung eines Peptids zu
einem Fragmentspektrum, wie z.B. der lon Score des Mascot-Servers nicht
zwingend als Ausschlusskriterium ab einem gewissen Schwellenwert
herangezogen werden sollten. Dies beruht auf der Tatsache, dass 40 % aller
identifizierten Peptide fur HLA-Klasse | und 35 % fur HLA-Klasse Il einen lon
Score von unter 20 aufwiesen und dennoch spater deutlich tber 95 % aller
HLA-Klasse | und Il Peptide nachtraglich in unabhangigen Experimenten unter
automatisierten Auswertungskriterien mit einer FDR < 0,05 ebenfalls detektiert
werden konnten. Dies belegt, dass der Grenzwert fur den lon Score, welcher
normalerweise bei 20 angesetzt wird, bei manueller Evaluation der automatisch
annotierten Peptide zu Gunsten einer besseren Peptidausbeute bis auf einen
Minimalwert von 10 ausgedehnt werden kann.

Falls es der Datenumfang eines Experimentes zuldsst, ist somit eine manuelle
Evaluation der bereits durch eine Software (z.B. den Proteome Discoverer)
annotierten Fragmentspektren einer reinen Filter-basierten automatisierten
Auswertung in Bezug auf die Ausbeute der HLA-Liganden vorzuziehen. Auf
Grund der immer weiter steigenden Zahlen von identifizierten Peptiden pro
Experiment ist dieses Vorgehen jedoch wahrscheinlich schwer umsetzbar.
AulRerdem ist bei der manuellen Bewertung der Fragmentspektren ein nie
auszuschlieBender vom Auswertenden abhéangiger Bias zu bertcksichtigen.
Einen mdglichen Mittelweg stellt insbesondere fur die Identifizierung von HLA-
Liganden folgendes Vorgehen dar: In einem ersten Schritt werden alle Peptide
unabhangig von ihrem lon Score oder FDR akzeptiert und in einem weiteren
Auswertungsschritt durch ein zweites unabhéngiges Kriterium validiert. Bei
bekannter HLA-Typisierung wéare hierbei eine HLA-Restriktion das Mittel der
Wahl, d.h. es werden nur Peptide akzeptiert, welche eindeutig einem HLA-
Bindemotiv passend zur Typisierung zugeordnet werden kénnen. Trotz einer
gewissen Vorselektion mdglicher identifizierter Peptide kénnte es sich lohnen,

diese Methode bei manuell nicht auswertbaren Analysen anzuwenden.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse: Peptidausbeute, Abgleich mit
PBMCs und Verteilung der Quellproteine in unterschiedlichen
Gewebesubtypen

4.2.1 Anzahl identifizierter HLA-Liganden

Durch die Anwendung der manuellen Auswertung konnte in dieser Arbeit eine
sehr groRe Gesamtanzahl von HLA-Liganden identifiziert werden, wie sie zum
Zeitpunkt der Datenerhebung nach unserem Wissen noch nie fur das
Nierenzellkarzinom beschrieben wurde. Inzwischen konnten in laborinternen
Experimenten jedoch noch deutlich héhere Ausbeuten erzielt werden.

Im Mittel wurden pro Patient etwa 500 HLA-Klasse | (Streubreite 415 bis 633,
Standardabweichung 87) und 250 HLA-Klasse Il Liganden (Streubreite 96 bis
497, Standardabweichung 147) detektiert. Hierbei fallt auf, dass den recht
konstanten Ergebnissen der HLA-Klasse | breiter streuende Ergebnisse der
Klasse Il gegeniberstehen.

Damit im Einklang zeigen sich die Ergebnisse der HLA-Klasse | von der Masse
der verwendeten Proben unabhangig, wohingegen fir HLA-Klasse |l zumindest
ein Trend fur die Korrelation von Masse und Anzahl identifizierter Peptide
aufgezeigt werden kann. In vorausgegangenen Untersuchungen war stets kein
Zusammenhang zwischen Masse und identifizierten HLA-Liganden gesehen
worden.*® Dies kann u.a. darauf zuriickzufithren sein, dass die HLA-Expression
und somit die Prasentation von Peptiden im Rahmen der Immunevasion
herunterreguliert wird. *®® Die jeweils geringste Ausbeute an HLA-Klasse ||
Peptiden innerhalb der drei Gewebesubtypen eines Patienten liel3 sich mit einer
Ausnahme (RCC377M) fur Proben aus Metastasen feststellen. Dies lasst sich
am besten dadurch erklaren, dass Veranderungen des HLA-Klasse II-
Komplexes mit konsekutiv beeintrachtigter Prasentation besonders in

Metastasen ein haufig beobachtetes Phanomen darstellen.*®*

4.2.2 Uberlappung von Quellproteinen aus Nierengewebe mit Proteinen
aus mononukledren Blut- und Knochenmarkzellen

Bei der Analyse von Gewebeproben ist grundsatzlich davon auszugehen, dass
es sich hierbei nicht um homogenes Material handelt. Meist wird der fir das
Organ spezifische Anteil, wie auch im Fall der Nieren, von den Epithelien
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gebildet, welche die eigentlich zu untersuchende Zellart darstellen, da von
ihnen die Karzinogenese ausgeht. Im speziellen Fall der klarzelligen
Nierenkarzinome entstehen die Tumoren im Bereich des Tubulusepithels.
Zusatzlich zu dieser Zellart finden sich dennoch auch immer andere Zelltypen,
die am histologischen Aufbau der Niere beteiligt sind: Podozyten,
Mesangiumzellen sowie Endothelien und Zellen der glatten Muskulatur aus den
in gro3er Zahl vorhandenen BlutgefalRen.

Eine getrennte Analyse dieser unterschiedlichen Zellpopulationen ist wenn
Uberhaupt nur unter sehr groflem Aufwand, z.B. durch eine Lyse mit
anschlieBender Fluoreszenz-aktivierter durchflusszytometrischer Zellsortierung
(fluorescence activated cell sorting, FACS) mdglich und wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefihrt. Ebenso bilden diese Zellen untereinander eine
funktionelle Einheit, bei der Niere auf mikroskopischer Ebene als Nephron
definiert, so dass eine getrennte Analyse dieser Zellen nicht zwingend
notwendig erscheint. Im Gegensatz hierzu stehen lymphozytare Zellen, welche
im Rahmen der Entzindungsreaktion, die durch ein Karzinom hervorgerufen
wird, in das Gewebe einwandern® und die Prognose verschiedener Karzinome
beeinflussen konnen.®**%* Auch fiir das Nierenzellkarzinom ist eine Infiltration
durch zytotoxische, aber auch fiir regulatorische T-Zellen beschrieben.*?
Bereits Virchow beschrieb 1881 Entzindungsreaktionen im Rahmen der
Krebsentstehung.'®® Inwiefern Karzinome auf dem Boden einer chronischen
Entziindung entstehen oder ob es zur Entzindungsreaktion durch den
vorhandenen Tumor kommt, ist nicht abschlie3end geklart. Beide Modelle sind

jedoch biologisch sinnvoll und etabliert'®®

, weswegen die Entziindungsreaktion
als eine der Hallmarks of Cancer in der Uberarbeiteten Version von Hanahan
und Weinberg beschrieben wird. **” Dadurch, dass der Tumor seinerseits
versucht durch immunsuppressive Mechanismen vor allem zytotoxischen T-
Zellen zu unterdriicken®®®, wird deutlich, dass tumorinfiltrierende Lymphozyten
funktionell klar vom Nierengewebe, egal ob gutartig oder maligne entartet,
abgegrenzt werden mussen. Insbesondere fur die weiterfihrende
Netzwerkanalyse ware der Einfluss einer funktionell deutlich unterschiedlich

ausgerichteten Zellpopulation von gro3em Nachteil.
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Aus diesem Grund erfolgte ein Abgleich von HLA-Liganden, die aus PBMCs
und BMMCs isoliert wurden, enmit den Liganden aus den Gewebeproben. Ziel
dieses Schrittes war es, eine mdgliche Kontamination der Peptidlisten durch
Ergebnisse aus tumorinfiltrierenden Lymphozyten und anderen Immunzellen,
welche hoch wahrscheinlich ist, zu bereinigen. Im weiteren Verlauf werden
diese Proben nach dieser Bearbeitung als ,nierenspezifisch® bezeichnet. Die
mit Uber 75 % aller Liganden auRerst hohe Uberschneidung fir HLA-Klasse |
und eine Uber 50%ige Uberlappung fir HLA-Klasse ll-Liganden ist sicherlich
nicht ausschliel3lich auf falschlicherweise aus Lymphozyten identifizierte
Peptide zurlckzufihren. Vielmehr beinhaltet die Uberschneidung ebenfalls
nicht unerhebliche Anteile von Peptiden aus Haushaltsprotein (housekeeping
enzymes), welche ubiquitar in unterschiedlichen Geweben und Zellpopulationen
nachweisbar sind und ebenso auf HLA-Komplexen prasentiert werden.

Ebenfalls ist zu betonen, dass durch die Verbesserung der laborinternen
Methoden die zur Verfliigung stehende Anzahl von Peptiden aus PBMCs und
BMMCs diejenige aus Gewebeproben um das 5-fache Ubertraf, was fur die
Generierung von nierenspezifischen Proben in Bezug auf eine besonders
effiziente Aussortierung als Vorteil gewertet werden kann. Die hierbei
wahrscheinlich vollzogene Elimination von Haushaltsproteinen lasst sich schwer
vermeiden und ist fur die weitere Analyse insofern weniger relevant, da fir die
im Verlauf aus den Daten identifizierten tumorassoziierten Antigene und
Peptide eine gleichzeitige Prasentation der Liganden auf Lymphozyten nicht
winschenswert ist. Dies bedeutet, dass ein postuliertes Antigen nicht sinnvoll
fur eine Vakzinierung eingesetzt werden kann, wenn es gleichzeitig auf z.B.
CD8+ T-Zellen prasentiert wird, da durch periphere Toleranzentwicklung bis hin
zur Anergie keine suffiziente Immunantwort gegen dieses Epitop erzielt werden
kann. Das Aussortieren von HLA-Liganden aus PBMCs und BMMCs stellt somit
in jedem Fall einen sinnvollen Schritt fir die weitere funktionelle Analyse der

Gewebeproben dar.
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4.2.3 Verteilung der Quellproteine aus HLA-Liganden zwischen Tumoren,
Metastasen und Normalgewebe

Die vergleichende Analyse des Proteoms zwischen malignen sowie nicht-
malignen Gewebeproben ist hdufig Gegendstand von Publikationen. Meist steht
hierbei die Identifikation von mdglichen Biomarkern, z.B. als prognostische oder
diagnostische Faktoren im Vordergrund.®® *"° Globale Vergleiche zwischen
dem Proteom von Tumoren, Metastasen und Normalgewebe sind dagegen
selten. Dennoch konnte in diesen Arbeiten, wie vom biologischen Verhalten
dieser Gewebearten zu erwarten war, gezeigt werden, dass sich Tumoren und
Normalgewebe in Bezug auf das gesamte Proteom deutlich unterscheiden,
wohingegen das Proteom von Tumoren und deren Metastasen eine hohe
Ahnlichkeit aufweist. *** ¥’ Fir das Nierenzellkarzinom konnten identische

Ergebnisse fiir das HLA-Ligandom®™’

und im Fall des Magen- sowie des
Mammakarzinoms fiir die mRNA-Ebene bestatigt werden.*”**"* In Anbetracht
aller dieser Daten ware auch fur das HLA-Ligandom sowie dessen
Quellproteine in dieser Arbeit eine analoge Verteilung zu erwarten.

Die Analyse der Verteilung der identifizierten Quellproteine zeigte jedoch fir
beide HLA-Klassen eine homogene Verteilung zwischen allen drei
Gewebeentitdten. Um auszuschlieen, dass dieser Effekt durch den hohen
Anteil an Gberlappenden Quellproteinen aus Gewebeproben sowie PBMCs und
BMMCs beglnstigt oder sogar verursacht wird, wurde die Analyse nach
Ausschluss dieser uUberlappenden Proteine wiederholt. Auch fir diese
nierenspezifischen Daten konnte das erwartete Ergebnis nicht bestatigt werden.
Die Ursache fir die Divergenz kann nicht vollstandig geklart werden. Entweder
weisen die Ergebnisse dieser Arbeit eine zu niedrige Sensitivitat auf und der zu
erwartende Effekt wird nicht detektiert oder die Ergebnisse fir das Proteom
sowie fir mRNA lassen sich nicht auf HLA-Liganden und deren Quellproteine
Ubertragen. Als Einschrankung fur die letztere Erklarung spricht das Ergebnis
vorhergegangener Analysen zum Nierenzellkarzinom, die den postulierten

7

Effekt nachweisen konnten®® , wobei diese Arbeiten bei deutlich schlechterer

Sensitivitat fur nur zwei Patienten durchgefuhrt wurden. Als Argumente fur die

111



Richtigkeit der hier gezeigten Ergebnisse sprechen die im Vergleich merklich
hohere Peptidausbeute und die doppelte Probenzahl.

Die biologische Erklarung fur die Diskrepanz zwischen den Resultaten flr das
Proteom und das HLA-Ligandom liegt in der Antigen-Prozessierung. Auch wenn
die Frage, ob das gesamte Proteom als HLA-Ligandom préasentiert wird, noch
nicht abschlie3end geklart ist, suggerieren die bisherigen Daten, dass zwar eine
groRBe, aber keine komplette Ubereinstimmung zwischen diesen beiden
Gruppen herrschen kann. Die Hauptursache hierfur ist der standige Abbau von
Antigenen durch Proteasen, denn nur wenn ein Antigen schnell genug
prozessiert wird, entgeht es dem Abbau durch Proteasen. Andererseits werden
Antigene, welche in geringerer Menge intrazellular vorhanden sind, signifikant
langsamer prozessiert und dadurch nicht immer prasentiert.*>"

Die Zusammenschau dieser Daten legt nahe, dass selbst wenn die Kongruenz
von Proteom und HLA-Ligandom nicht gegeben ist, dennoch eine homogene
Verteilung von Quellproteinen aus dem HLA-Ligandom zwischen Tumor-,
Metastasen- und Normalgewebe, obwohl sie im Gegensatz zu bisherigen

Ergebnissen steht, durchaus moglich ist.

4.3 Diskussion der Ergebnisse: Netzwerkanalysen von
Quellproteinen aus HLA-Liganden und Vergleich zwischen
Gewebesubtypen

4.3.1 Netzwerkanalysen aus Quellproteinen

Das primére Ziel dieser Arbeit stellt der funktionelle Vergleich von Tumoren,
Metastasen und Normalgewebe durch Netzwerkanalysen aus Quellproteinen
von HLA-Liganden dar. Alle Analysen wurden auf der Proteinebene
durchgeflhrt, da die verfigbaren Tools fir Netzwerkanalysen eine Eingabe auf
dieser oder der Genebene vorsehen.

Auf Grund der stetigen Zunahme von Datenvolumina in Experimenten der
Proteomik gewinnen Netzwerkanalysen immer mehr an Wichtigkeit, denn sie
bieten die Méglichkeit trotz einer grof3er Anzahl von Datenpunkten Systeme und
Funktionen zu detektieren, welche nicht auf den ersten Blick ersichtlich
sind. *""+1® Derart detektierte biologische Funktionen kénnen zur naheren

Beschreibung eines Gewebes verwendet werden, wobei sie den
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experimentellen Nachweis, z.B. fur die Aktivierung eines Signalweges nicht
ersetzen.

Netzwerkanalysen dienen somit in erster Linie der Generierung von
Hypothesen oder wie in dieser Arbeit einer naheren Charakterisierung einer
Probe, was in beiden Fallen dennoch zur Identifizierung weiterer Ergebnisse
fuhren kann. Insgesamt bieten Netzwerkanalysen den Vorteil, komplexe
Datensatze zu bewerten und biologische Prozesse in ihrer Gesamtheit zu
beschreiben.

In dieser Arbeit erfolgte die Generierung von nierenspezifischen Eingabelisten
(input lists) fur die Netzwerkanalyse Uber den Abgleich und das Aussortieren
von Uberlappenden Peptiden aus Gewebeproben und PBMCs sowie BMMCs.
Alle auf den Gewebeproben vorhandenen HLA-Allele waren ebenfalls auf
mononukledren Zellen prasent, so dass die Vergleichbarkeit auf Peptidebene
gewahrleistet war. Aus den nach dem Abgleich verbliebenen HLA-Liganden
leiteten sich Quellproteine ab, die als Eingabelisten fur die Netzwerkanalysen
mittels der GeneMania-Software dienten.

Insgesamt wurde jede Analyse mit vier unterschiedlichen Gewichtungen, d.h.
mit einer Favorisierung bestimmter Prozesse durchgefuhrt: automatische
Gewichtung fur ein Netzwerk mit maximaler Interaktionsstarke, sowie
Gewichtungen nach biologischem Prozess, molekularer Funktion und zellularer
Komponente. Das Ziel dieser mehrfachen Analyse war es, eine mdglichst hohe
Ausbeute an signifikant verstarkten biologischen Prozessen zu detektieren. Alle
Ergebnisse einer Gewebeprobe wurden nach Guite der FDR sortiert und
doppelte Resultate aussortiert.

Fur HLA-Klasse | wurden fur Tumor- und Normalgewebe je ca. 200 biologische
Prozesse und fur Metastasen 500 Ergebnisse identifiziert. Eine eindeutige
Ursache fir diese 2,5-fach hohere Ausbeute l&sst sich nicht eruieren. Als
Hypothese kann angenommen werden, dass fir den Prozess der
Metastasierung mehr biologische Funktionen als fir die Karzinomentstehung
alleine bendtigt werden und daher deren Anzahl zunimmt. Fur HLA-Klasse 11 ist
die Verteilung der Ergebnisse mit 400 - 500 Prozessen pro Gewebesubtyp

konstanter.
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Insgesamt lieferte die grofRe Anzahl an identifizierten signifikant verstarkten
biologischen Prozessen eine exzellente Grundlage fur die funktionelle
Differenzierung von Tumoren, Metastasen und Normalgewebe des

Nierenzellkarzinoms.

4.3.2 Uberschneidung der Ergebnisse aus Netzwerkanalysen zwischen
Tumoren, Metastasen und Normalgewebe

Fur die funktionelle Charakterisierung der Gewebeproben unter besonderer
Bertcksichtigung ihrer histologischen Subtypen wurde zunachst die Verteilung
aller identifizierter Prozesse zwischen Tumoren, Metastasen und
Normalgewebe bestimmt. Hierflr standen vier vollstindige Gewebetripletts zur
Verfiigung: RCC70, RCC329, RCC377 und RCC399. Als Kontrollgruppe
dienten nierenspezifische HLA-Liganden, welche analog zu ihren
Quellproteinen eine homologe Verteilung unter den drei analysierten
Gewebesubtypen aufwiesen, wie Abbildung 19 zeigte.

Im klaren Kontrast hierzu zeigen sich deutliche Unterschiede besonders
innerhalb der Gewebeproben eines Patienten konstant Gber alle vier Patienten:
Die starkste Uberschneidung von biologischen Prozessen zeigt sich fiir Proben
aus Tumoren und deren Metastasen mit z.B. bis zu 46 % aller Vorgange fur
RCC329. Diese deutliche funktionelle Ahnlichkeit zwischen Tumoren und ihren
Metastasen lasst sich z.B. auf Transkriptomebene fir das Leber- oder
Kolonkarzinom sehr gut nachweisen.*”**¥° Auch wenn z.B. fiir das RCC399 nur
eine Uberlappung von 7 % zwischen diesen beiden Modalitaten nachgewiesen
wurde, so stellt dieser Wert immer noch die starkste Uberlappung zwischen
zwei Gewebesubtypen innerhalb dieses Patienten dar. Die hohe Streubreite
zwischen den vier Patientenproben lasst sich Uber die intratumorale
Heterogenitat des klarzelligen Nierenzellkarzinoms erklaren®®!: Innerhalb einer
Tumorprobe lassen sich genetisch diverse Subklone abgrenzen. Postulieren wir
eine groRe Ahnlichkeit zwischen der Metastase und dem Subklon aus welchem
diese entstanden ist, so kann die GrolRe des Klons den spateren
Ahnlichkeitsgrad determinieren, da der Vergleich zur Tumorprobe mit allen

vorhandenen Subklonen geschieht.
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Die zweithéchste Ahnlichkeit furr biologische Funktionen wiesen Metastasen und
Normalgewebe auf, wobei die prozentuale Uberlappung im abhangigen t-Test
signifikant niedriger war im Vergleich zur Ahnlichkeit von Tumoren zu
Metastasen. Dennoch zeigt die Probe RCC329 eine Identitat von 29 %
bezuglich der biologischen Prozesse zwischen Metastase und Normalgewebe.
In anderen Proben fallt die Ahnlichkeit mit bis zu 0 % deutlich niedriger aus.
Eine Erklarung hierfir kbnnte eine mehr oder weniger starke mesenchymal-
epitheliale Transition sein, welche nach Ablésung der Metastasen vom
Primartumor ein gewisses ,Homing“ dieser Zellen ausdruckt und fur Metastasen
des klarzelligen Nierenzellkarzinoms beschrieben wurde.*®?

Die deutlichsten funktionellen Unterschiede zeigten sich jedoch zwischen
Tumor- und Normalgewebe, denn zwischen den beiden Entitaten konnte in
keinem der vier Patienten eine gemeinsame biologische Funktion detektiert
werden. Dieses Ergebnis zeigt damit eine signifikant niedrigere Ahnlichkeit im
Vergleich zu Tumor- und Metastasengewebe.

Auch in der gemeinsamen Uberlappungsanalyse aller identifizierten Prozesse in
den drei Gewebesubtypen zeigten sich lediglich 5 identische Ergebnisse
zwischen Tumor- und Normalproben sowie 16 Uberlappende Ergebnisse in
allen drei Gewebearten. Bei naherer Betrachtung sind die beschriebenen
Prozesse allerdings in ihrer Beschreibung teilweise redundant, so dass letztlich
5 Basisfunktionen die einzigen Gemeinsamkeiten von malignen und nicht-
malignen Geweben bilden: die Bildung von Zellkontakten (cell junction
organization), Transportprozesse von Aminosauren (neutral amino acid
transport) und Proteinen (protein localization  to membrane),
Antigenprozessierung und -prasentation (antigen processing and presentation)
und Chromosomen betreffende Prozesse (nuclear chromosome).

Die Ergebnisse der Netzwerkanalysen fur HLA-Klasse Il dagegen zeigen keine
klaren Tendenzen fir eine funktionelle Ahnlichkeit zwischen Tumoren und
Metastasen oder Unterschiede beziglich Normal- und Tumorgewebe. Nur in
zwei Einzelféllen weisen erstens im RCC329 die Tumor- und Metastasenprobe
mit 82 % die hochste Uberschneidung innerhalb der Proben dieses Patienten

auf und zweitens waren im RCC377 Tumor- und Normalgewebe zueinander mit
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nur 4 % Uberlappung sehr unterschiedlich. Insgesamt zeigt sich fur HLA-Klasse
Il insbesondere nach Zusammenfihren aller Prozesse pro Gewebesubtyp eine
sehr einheitliche Tendenz, indem 187 biologische Prozesse (44,6 % von einer
mdglichen kompletten Ubereinstimmung) in allen drei Gewebearten detektiert
werden konnten und dies den groRten Uberlappungsbereich darstellt. Im
Vergleich dazu waren fur HLA-Klasse | nur 7,7 % einer maximalen
Ubereinstimmung, d.h. 16 Prozesse in allen drei Gewebesubtypen, vertreten.
Insgesamt lasst sich somit konstatieren, dass das primére Ziel dieser Arbeit, die
funktionelle Charakterisierung von Tumoren, Metastasen und Normalgeweben
durch Netzwerkanalysen zumindest fir HLA-Klasse | voll erfiillt werden konnte.
Besonders in Anbetracht der sehr gleichmaRigen Verteilung der fur die
Netzwerkanalysen eingesetzten HLA-Liganden und deren korrespondierenden
Quellproteine wird durch die klaren Ergebnisse nochmals die Starke der
Netzwerkanalysen deutlich: Durch die Identifikation von funktionellen
Gemeinsamkeiten innerhalb einer scheinbar heterogenen Liste von Proteinen
gelingt es, Gewebeproben zu charakterisieren und differenzieren. Dass dies fur
die HLA-Klasse Il nicht gelingt, ist wohl dadurch zu erklaren, dass durch die
Prozessierung der Antigene des wenig variablen Extrazellularraumes sehr
uniforme Eingabelisten resultieren.

Dennoch wird im Verlauf der Diskussion gezeigt werden, dass auch mit
Ergebnissen der HLA-Klasse Il das sekundare Ziel, die ldentifikation von neuen

tumorassoziierten Antigenen, vollstandig erreicht wird.

4.4 Diskussion der Ergebnisse: Identifikation von biologischen
Prozessen aus Netzwerkanalysen mit Funktion far die
Karzinogenese des Kklarzelligen Nierenzellkarzinoms sowie
Ableitung von tumorassoziierten Antigenen und HLA-Liganden fur
individualisierte Peptidvakzinen

4.4.1 Identifikation von tumorassoziierten und tumorspezifischen
Prozessen aus Netzwerkanalysen von malignen Gewebeproben

Durch die unterschiedliche quantitative Verteilung von funktionellen Prozessen
zwischen Tumoren, Metastasen und Normalgeweben kommt zwangslaufig die

Vermutung auf, dass sich auch qualitative Unterschiede in Bezug auf diese
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Gewebeentitdten determinieren lassen. Aus diesem Grund ist die Frage, ob
sich aus den generierten Netzwerkanalysen tumorassoziierte Antigene und
HLA-Liganden ableiten lassen, als sekundares Ziel dieser Arbeit definiert
worden.

Diese Fragestellung konnte jedoch ausschlie3lich durch die Durchsicht der
einzelnen Ergebnisse der Netzwerkanalysen und den Abgleich mit bekannten
Prozessen der Karzinogenese im Allgemeinen und des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms im Speziellen beantwortet werden. Eine Vorauswahl der zu
analysierenden Prozesse wurde bereits durch die Uberlappungsanalyse der
Venn-Diagramme zwischen Tumor- und Metastasengewebe getroffen.
Zusatzlich sind aber auch Prozesse, die ausschlielich in Tumoren oder
Metastasen identifiziert wurden, naher zu betrachten sowie die Ergebnisse der
Uberlappung mit Normalgewebe auf karzinogene Prozesse zu uiberpriifen.
Zusammenfassend konnten durch dieses Vorgehen sowohl fur HLA-Klasse |
wie auch fur HLA-Klasse Il neun Vorgange bzw. Signalwege identifiziert werden,
die nach allgemeinem Wissensstand zur Karzinogenese beitragen. Vier dieser
neun Ergebnisse (collagen catabolsim, growth factor und platelet-derived
growth factor receptor binding sowie positive regulation of cellular motility)
konnten fur beide HLA-Klassen identifiziert werden, was die innere Validitat der
Daten nochmals unterstreicht und wie bereits angedeutet die fehlende
differentielle quantitative Verteilung der Ergebnisse der Netzwerkanalyse fur
HLA-Klasse Il relativiert.

Besonders zu betonen ist die teilweise aul3erst hohe Signifikanz der Ergebnisse,
so wurden 4 Prozesse mit einer FDR zwischen 10™" und 10 detektiert. Doch
auch die restlichen Funktionen wiesen eindeutige Werte auf: Die FDR von nur
zwei Unternetzwerken lag zwischen 0,05 und 0,01, weitere zwei zwischen 0,01
und 0,001 und alle verbleibenden Ergebnisse konnten mit einer FDR von
weniger als 0,001 detektiert werden.

Der folgende Abschnitt zeigt eine Auflistung aller detektierten tumorassoziierten
Funktionen und Signalwege gemal Tabelle 4 sowie deren Bewertung in Bezug
auf die Karzinogenese und den Metastasierungsprozess allgemein oder speziell

fur das klarzellige Nierenzellkarzinom:
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1. Extrazellulare Matrixorganisation (extracellular matrix organization): Die
Neuordnung der extrazellularen Matrix spielt besonders im Rahmen der
Metastasierung eine herausragende Rolle. So fordert der Abbau von
extrazellularer Matrix, z.B. durch Metalloproteinasen die Progression und
Invasion eines Karzinoms'® und der dadurch entstehende mechanische Stress
in der direkten Umgebung des Tumors (tumor microenvironment) die

Metastasierung.*®**8°

2. Zellantwort auf Hypoxie (cellular response to hypoxia): Die Hypoxie, welche
in Tumoren durch ihr stetiges Wachstum entsteht, vermittelt zwei essentielle
Mechanismen der Karzinogenese. Erstens fordert sie die Angiogenese, eines
der wichtigsten Charakteristika und ein entscheidender Prognosefaktor des

klarzelligen Nierenzellkarzinoms '

und zweitens die Rekrutierung von
regulatorischen T-Zellen, welche ihrerseits die Angiogenese fordern und

immunsuppressiv auf zytotoxische T-Zellen wirken.*®’

3. Kollagenabbau (collagen catabolic process): Ahnlich wie der Umbau der
extrazellularen Matrix steht auch der Kollagenkatabolismus in enger Beziehung
zur  Entstehung von  Metastasen. Besonders die Bildung von
Knochenmetastasen, wie fir das Mammakarzinom gezeigt wurde, wird durch

diesen Vorgang unterstiitzt. %8

4. Degranulation von Blutplattchen (platelet degranulation): Dieser etwas
untypische Vorgang fur die Karzinogenese steht immer mehr im Interesse der
Forschung. Fur das Ovarialkarzinom konnte belegt werden, dass die Adhasion
und Degranulation von Blutplattchen am Tumor zu einer Steigerung der

Uberlebensfahigkeit und der Angiogenese fiihrt.*®°

5. Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor-Signalweg (fibroblast growth factor
receptor signaling pathway): Wie auch viele andere Tyrosinkinasen ist der
FGFR in die Karzinogenese diverser Tumorarten involviert. Neben seiner

essentiellen Rolle fur Entzindungs- und Reparaturprozesse besteht die
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Funktion dieses Signalweges unter anderem in der Induktion von Angiogenese
iiber einen VEGF-unabhéngigen Weg.*®

6. Blutplattchen abhangiger Wachstumsfaktor-Signalweg (platelet-derived
growth factor binding): Neben der Verstarkung des Wachstums von Endothelien
fur BlutgefaRe fordert dieser Signalweg auch die Zellproliferation allgemein.**
Seine Rolle fir das RCC wird auch dadurch deutlich, dass das Tumorwachstum

im Mausmodell durch seine Blockade unterdriick werden kann.*?

7. Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor-Signalweg (epidermal growth factor
receptor signaling pathway): Der EGFR-Signalweg ist einer der wichtigsten
pathways in der Entstehung von Karzinomen und eines der am haufigsten
attackierten Zielmolekile bei der Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren oder
blockierenden Antikérpern, z.B. fiir das Lungenkarzinom.'% Die biologische
Eigenschaft des EGFR-Rezeptors konzentriert sich bei der Karzinogenese in
erster Linie auf Proliferationssignale fir Zellen epithelialen Ursprungs.
Insbesondere fur das Nierenzellkarzinom stellt er ein Wachstums- aber auch
ein Migrationssignal dar.*®®

8. Bindung von Wachstumsfaktoren (growth factor binding): Dieser Prozess
bietet lediglich den Sammelbegriff fur alle in dieser Arbeit verwendeten
Signalwege von Wachstumsfaktoren. Fur die einzelnen Eigenschaften wird auf
den Eintrag des jeweiligen spezifischen Signalwegs verwiesen.

9. Positive Regulation der Zellbeweglichkeit (positive regulation of cell motility):
Fir die Entstehung von Metastasen ist es unabdingbar, dass Zellen die
Fahigkeit erlangen, sich eigenstandig fortzubewegen. Diese Eigenschaft wird
hierbei von verschiedenen Faktoren, wie z.B. der extrazellularen Matrix,
Chemokingradienten oder Wachstumssignalen getriggert.*** So fiihrt etwa die

Uberexpression des EGFR zu einer Stimulation der Zellbeweglichkeit.**®
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10. Entstehung von BlutgefalR3en (blood vessel development): Dieser Prozess
wird im Rahmen der Entwicklung von Karzinomen mit Neo-Angiogenese
zusammengefasst und stellt beinahe einen pathognomonischen Faktor fir die
Entstehung des klarzelligen Nierenzellkarzinoms mit seiner auf3erst starken
Vaskularisation dar.*®® Wie bereits gezeigt, filhren eine Vielzahl von Prozessen
insbesondere die Hypoxie und die Aktivierung des VEGFR-Signalweges zur
Verstarkung der Angiogenese. Umgekehrt stellt die Blockade der
Gefallneubildung einen  guten therapeutischen Ansatz fur das

Nierenzellkarzinom dar.®’

11. Abbau von Kohlenhydraten (carbohydrate catabolic process): Der Warburg-
Effekt beschreibt eine Hypothese zur Veranderung des Metabolismus in
Krebszellen. In erster Linie wird hierbei der Abbau von Glukose nicht mehr wie
Ublich oxidativ durchgefuhrt, sondern anaerob, was zu einer vermehrten
Produktion von Laktat fuhrt. Da diese anaerobe Glykolyse jedoch energetisch
weniger effektiv ist als die aerobe, lasst sich in Tumorzellen kompensatorisch
ein vermehrter Abbau von Glukose beobachten.'® Um diesen Prozess zu
beginstigen, ist im Nierenzellkarzinom ein entscheidendes Enzym der nicht nur
in der Leber, sondern auch in der Niere stattfindenden Glukoneogenese, die
Fructose-1,6-bisphosphatase 1, regelhaft homozygot deletiert.'®® Aus diesem
Grund ist der vermehrte Abbau von Kohlenhydraten, definitiv auch als Funktion

der Karzinogenese zu werten.

12. Proliferation von Epithelien (epithelial cell proliferation): Dieses Merkmal ist -
so es sich um eine nicht mehr regulierte Proliferation mit Gewebeinvasion
handelt - die Definition eines Karzinoms. Erneut kann dieser Effekt von
unterschiedlichen Mechanismen getriggert werden. Der haufigste ist jedoch die
UberméaRige Aktivierung von Wachstumsrezeptor-Signalwegen, wie z.B. EGFR
oder PDGFR.*®

13. Epithelial-mesenchymale-Transition (epithelial to mesenchymal transition):

Dieser Prozess beschreibt die Umprogrammierung einer Zelle von einer

120



epithelialen zu einer mesenchymalen Zelle, d.h. einer Zelle mit der Eigenschatft,
sich aus dem Zellverband zu losen, auszuwandern und invasiv in andere
Gewebe vorzudringen. Insofern wird dieser Prozess als Grundvoraussetzung
fur die Metastasierung angesehen.?* Fiir Zelllinien von Nierenzellkarzinomen
konnte gezeigt werden, dass der EGFR-Signalweg diese Transition induzieren

kann.2%?

14. Mesenchymal-epitheliale Transition (mesenchymal to epithelial transition):
Im Gegensatz zum vorher beschriebenen Mechanismus beschreibt dieser
Prozess ein gewisses ,homing” der Zellen. Nachdem Metastasen in anderes
Gewebe vorgedrungen sind und ihre Wanderung beendet haben, setzt die
mesenchymal-epitheliale Transition ein. Auch wenn dieser Vorgang die
vorhandenen Zellen zum Teil weniger aggressiv werden lasst, so ist er dennoch
typisch fur metastasierende Zellen und kann auch als therapeutisches Ziel zur

Verhinderung von Metastasierung angegangen werden.?*®

Zusammenfassend wurden somit 14 Mechanismen detektiert, welche alle zur
Karzinogenese und Metastasierung beitragen und im HLA-Ligandom der
Gewebeproben dieser Arbeit kodiert sind. Lediglich zwei dieser Prozesse
konnten auch auf einer einzelnen nicht maligne Gewebeprobe (RCC399N) flr
HLA-Klasse |l wiedergefunden werden: die Entwicklung von BlutgefaRen und
allgemein Wachstumsfaktorrezeptorensignalwege.

Zwei mogliche Erklarungen kénnen hierfir gefunden werden. Die erste ergibt
sich aus klassischen Mechanismen der Immunantwort. Extrazellulare Antigene
konnten im Bereich des Tumors von antigenprasentierenden Zellen
aufgenommen, anschlieBend prozessiert und nachdem die Zellen in
Normalgewebe weitergewandert waren, auf HLA-Klasse IlI-Komplexen
prasentiert worden sein. Eine weitere Erklarung ergibt sich aus den
Komorbiditaten des Patienten, von welchem die Gewebeprobe RCC399
abstammt. Auf Grund eines Uber viele Jahre bekannten Diabetes mellitus Typ 2
und erhohten Serumkreatininwerten kann angenommen werden, dass der

Patient zusatzlich unter einer diabetischen Nephropathie litt. Im Rahmen dieser
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Erkrankung kommt es unter anderem zu einer abnormalen erhOhten
Angiogenese in Nierengewebe?® bei gleichzeitig nachgewiesener Involvierung
des epidermalen und transformierenden Wachstumsrezeptorsignalweges beta
(EGFR und TGFB-Signalweg).?%>2%

Bis auf die Prozesse der mesenchymal-epithelialen und der epithelial-
mesenchymalen Transition wurden alle biologischen Mechanismen mindestens
dreimal, d.h. in mindestens 25 % aller malignen Proben nachgewiesen und
betonen die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse dieser Arbeit. Die Tatsache,
dass die Organisation der extrazellularen Matrix sowie die Entwicklung von
Blutgefal3en jeweils in dreiviertel aller malignen Proben nachgewiesen werden
konnte, zeigt die zentrale Stellung dieser Prozesse. Beides erscheint biologisch
sinnvoll, da zum einen bereits makroskopisch die extrem hohe Vaskularisation
des klarzelligen Nierenzellkarzinoms imponiert sowie andererseits bis auf das
RCC210 alle Tumore dieser Arbeit bereits ein invasives Wachstum inklusive
Fernmetastasierung aufweisen, was einen Umbau der extrazellularen Matrix
notwendig macht.

Insgesamt konnten durch die Kombination der Ergebnisse beider HLA-Klassen
fur jeden Patienten dieser Arbeit unabh&ngig von der Anzahl der
bereitgestellten Proben zwischen 6 und 11 in die Karzinogenese und

Metastasierung involvierte Prozesse identifiziert werden.

4.4.2 Identifikation von tumorassoziierten  Antigenen aus in
Netzwerkanalysen detektierten tumorspezifischen Prozessen

Allen in den Netzwerkanalysen identifizierten biologischen Vorgangen liegen
selbstverstandlich eine Vielzahl von involvierten Proteinen zu Grunde. Die
Anzahl der Proteine, die diese Prozesse definieren, variiert hierbei zwischen ca.
15 und Uber 200 Proteinen. Diejenigen Komponenten eines Vorganges, die von
diesen etwa 15 bis knapp 300 Proteinen in der aktuellen Netzwerkanalyse
detektiert wurden, werden wie in Abbildung 22 dargestellt rot unterlegt. Die
hierbei gekennzeichneten Antigene eines bereits als tumorspezifisch
identifizierten Prozesses werden anschliel3end unabhéngig davon, ob diese als

tumorassoziiert etabliert sind, auf ihre Verteilung zwischen Tumor-, Metastasen-
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und Normalgewebe hin untersucht und nach fir maligne Proben spezifischen
Antigenen gefahndet.

Auf diese Weise gelingt die Identifikation von bekannten, aber auch neuen
tumorassoziierten Antigenen und den dazu korrespondierenden HLA-Liganden.
Hierbei werden Proteine auch dann als tumorassoziierte Antigene gewertet,
wenn diese nur einmalig in Normalgewebe detektiert wurden, zusatzlich eine
hohere Detektionsfrequenz in malignen Gewebeproben vorlag und fir das
Antigen ausschlief3lich korrespondierende HLA-Klasse Il-Liganden detektiert
wurden.

Fur zwei Antigene lag dieser Fall vor: COL1A1 und PAX2 wurden je einmal als
HLA-Klasse 1l-Quellprotein in der Gewebeprobe RCC399N identifiziert und
mindestens dreimal auf malignen Gewebeproben. Insbesondere die Tatsache,
dass es sich um HLA-Klasse Il-Peptide im Normalgewebe handelt, Iasst die
Erklarung zu, dass diese Antigene urspringlich in malignem Gewebe von
antigenprasentierenden Zellen (Monozyten, Makrophagen, B-Zellen oder
dendritischen Zellen) phagozytiert, prozessiert und nach Einwanderung in
Normalgewebe auf diesen Zellen prasentiert wurden. Dies steht nicht im
Widerspruch zur Verwendung nierenspezifischer Proben, da die im Blut auf
PBMCs prasentierten Peptide einem anderen Antigen-Repertoire entstammen
als diejenigen, die in diesem Mechanismus beschrieben werden. Alle anderen
als tumorassoziierte Antigene identifizierte Proteine wurden ausschlief3lich auf
malignen Gewebeproben gefunden und niemals - gemafll der Verwendung
nierenspezifischer Proben - auf PBMCs oder BMMCs.

Tabelle 4 zeigt die Zusammenstellung aller tumorspezifischer biologischer
Prozesse und den darin involvierten Proteinen, die als tumorassoziiert
identifiziert wurden. Neben der Tatsache, dass deren Peptide ausschlief3lich auf
HLA-Komplexen von Tumoren und Metastasen prasentiert wurden, sollen nun -
analog den biologischen Prozessen im vorangegangenen Kapitel - die
einzelnen Antigene bezuglich ihrer Funktion in der Entstehung von Karzinomen

und deren Metastasen in alphabetischer Reihenfolge néher beleuchtet werden:
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1. Adenomatous polyposis coli protein (APC): Das APC-Protein hat eine grof3e
Bedeutung als Tumorsuppressorgen, insbesondere bei der Entstehung des
Kolonkarzinoms. 2" - 2% Auch im Nierenzellkarzinom wurde der fir Tumor-
supressorgene in der Karzinogenese typische Verlust der Heterozygotie (loss of
heterozygosity) in ca. 40 % der Falle beschrieben.?®?!° Diese hohe Mutations-
rate kann dazu fuhren, dass die falsch produzierten Proteine einem vermehrten
Abbau durch das Proteasom zugefiihrt werden und hierdurch eine Prasentation
der Peptide mittels HLA-Komplexen vermehrt erfolgt. Funktionell fuhrt der
Verlust des APC-Genprodukts intrazellular zu einer Akkumulation von 3-Catenin
und dadurch zu einem Effekt &hnlich der Aktivierung des Wnt-Signalweges mit
konsekutiver Aktivierung von c¢-Myc, einem der potentesten Proto-

Onkogene.?1?12

2. Breast cancer anti-estrogen resistance protein 1 (BCAR1): Insbesondere fir
die Entstehung und Prognose des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms und
des Mammakarzinoms ist das BCAR1-Protein von groRer Bedeutung.?**?* Ein
moglicher Grund hierfiir ist seine wichtige Funktion bei der Zellmigration.?"
Neuere Arbeiten betonen vor allem die Assoziation von Mutationen des

BCAR1-Genes mit dem Pankreaskarzinom.?*®

3. Carbonic anhydrase 9 (CA9): In mehrerer Hinsicht ist die Carboanhydrase 9
fur das Nierenzellkarzinom von essentieller Bedeutung. In gesundem
Nierengewebe lasst sich im Gegensatz zum Nierenzellkarzinom
immunhistochemisch CA9 nicht nachweisen, was die Tumorspezifitat dieses
Proteins belegt. ?!” Zusatzlich ist der Verlust der Expression von CA9 auf
Nierenzellkarzinomgewebe mit einer schlechten Prognose assoziiert.?*® Daten
der ARISER-Studie von 2015 zeigen somit die Notwendigkeit der regelhaften
Untersuchung von Nierenresektaten beim Nierenzellkarzinom. #° Jene
Eigenschaften machen dieses Protein zu einem haufigen Zielobjekt fur
mogliche Tumortherapien. So wurden bereits in Peptidvakzinierungsstudien T-
Zell-Antworten gegen dieses Antigen dokumentiert.'*® Aktuell werden z.B. in
einer Phase llI-Studie Lutetium-177-gekoppelte Antikorper gegen CA9 als eine
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mogliche Radioimmuntherapie klinisch getestet.?”® Molekularpathologisch liegt
die Funktion der Hypoxie-induzierten Carboanhydrase 9 in der Forderung der

Angiogenese.?*

4. Calreticulin (CALR): Insgesamt ist die Rolle von Calreticulin in der
Karzinogenese noch nicht in seiner vollen Tiefe geklart. Bisher bekannt ist, dass
die Uberexpression dieses Genes zur Entstehung und Metastasierung sowohl
des Osophagus- als auch des Pankreaskarzinoms durch die Férderung der
Zellbeweglichkeit beitragt. 22 ?** Zum anderen fiihrt die Présentation von
Calreticulin an der Zelloberflache zu einer verstarkten Immunantwort gegen
diese tumords veranderte Zelle.?** Diese beiden Aspekte unterstreichen das
Potential dieses Antigens fur eine zielgerichtete immunologische Therapie-

strategie.

5. Platelet glycoprotein 4 (CD36): Das CD36-Molekul ist ein multifunktionelles

Glykoprotein, welches als Rezeptor fir eine Vielzahl von Liganden, z.B.

Thrombospondin 1 und 2 dient, welche ebenfalls als tumorassoziierte Antigene

in dieser Arbeit identifiziert wurden. Die Funktion dieses Proteins ist somit eng

mit der ihrer Liganden verknipft. Und obwohl fur die Aktivierung dieses

Rezeptors ein proapoptotischer Effekt im Mammakarzinom gezeigt werden
225

konnte , zahlt CD36 dennoch zu den Tumorstammzellmarkern im

Glioblastom?®®, was wiederum die Tumorspezifitat dieses Proteins unterstreicht.

6. Collagen alpha-1 (I) chain (COL1Al): Insbesondere die Analyse von
Genprofilen von Tumoren geben immer wieder Hinweise auf die Rolle dieses
Kollagensubtyps bei der Karzinogenese. So findet sich eine Uberexpression
von COL1A1 in Karzinomen beinahe jeden Ursprungs, u.a. beim Magen- und
Kolonkarzinom.??"*® Ebenso wurde fiir das Nierenzellkarzinom in Screening-
untersuchungen COL1A1 als tumorassoziiertes Antigen identifiziert??°, dessen

Uberexpression mit einer schlechten Prognose assoziiert ist.?*°
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7. Epidermal growth factor receptor (EGFR): Es muss kaum betont werden,
dass diese Rezeptor-Tyrosinkinase eine der wichtigsten in Bezug auf
Tumorsignalwege darstellt. Folgerichtig wurden in den letzten Jahren mehrere
Tumortherapien entwickelt, die eine Blockade dieses Rezeptors zum Ziel haben.
Tyrosinkinaseinhibitoren wie Gefitinib oder Erlotinib werden z.B. erfolgreich in
der Therapie des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms sowie des
Pankreaskarzinoms eingesetzt.?312%

Ebenfalls ist die Antikbrper vermittelte Blockade des EGFR u.a. fur das
kolorektale Karzinom etabliert.”*®* Und auch wenn fiir das Nierenzellkarzinom
noch keine zielgerichtete Therapie fur diesen Tyrosinkinase-Rezeptor
zugelassen ist, so spielt er in der Onkogenese eine wichtige Rolle, denn nach
der Aktivierung dieses Signalweges durch Hypoxie fihrt seine Blockade im
Tierexperiment zu einem deutlichem Riickgang des Tumorwachstums.?3*:2%°
Doch letztlich auch mittels Peptidvakzinierung gegen EGFR ist eine
Verlangerung des Gesamtlberlebens, z.B. flr Patienten mit intrazerebralen

Tumoren, zu erzielen.?*®

8. Egl nine homolog 3 (EGLN3): Die Rolle von EGLNS in der Karzinogenese ist
besonders im Rahmen der Hypoxie etabliert und unterhalt das Tumorwachstum
tiber die Destabilisierung von p27**3. Zusatzlich zeigen neuere Arbeiten, dass
bei einem Verlust von EGLN3 der EGFR-Signalweg stimuliert wird. 2%’
AuBerdem konnte fiir das Nierenzellkarzinom sowohl eine Uberexpression

dieses Proteins®® 151

als auch dessen Immunogenitat™" gezeigt werden.

9. Enolase 1 (ENO1): Dieses Enzym wurde vor allem durch Proteomanalysen
von Karzinomen als tumorassoziiertes Antigen identifiziert. So wurden z.B. fir
nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome Autoantikbrper gegen dieses Antigen
nachgewiesen. 2° Neben seiner Rolle fir das Tumorwachstum und die
Invasivitat wird in letzter Zeit die Relevanz in Bezug auf die Glykolyse und den

Warburg-Effekt betont.?*°
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10. Glutamyl aminopeptidase (ENPEP): Durch seine etablierte Funktion im
Renin-Angiotensin-System wurde dieses Enzym nicht primar mit der
Karzinogenese verknipft. Dennoch wurde bereits 2004 demonstriert, dass
ENPEP entscheidend bei der Neovaskularisation von Tumoren involviert ist und
dass dessen Blockade in Tumormodellen zu einem Wachstumsriickgang

fuhrt.24

11. Fibronectin (FN1): Fibronectin stellt einen essentiellen Bestandteil der
extrazellularen Matrix dar. Dennoch ist es kein reines Strukturprotein, sondern
auch in Signalkaskaden eingebunden. So wird die Zellproliferation und Invasion
von malignen Zellen des Gallenblasenkarzinoms dber Fibronectin und
schlieBlich den mTOR-Signalweg gesteuert. **> Auch zur epithelial-
mesenchymalen Transition tragt Fibronectin bei, wie u.a. fur das Mamma-
karzinom gezeigt werden konnte.?** Auf Grund dieser und weiterer Funktionen
von Fibronectin wird nochmals deutlich wie bedeutend die Interaktion von
Tumorzellen mit der extrazellularen Matrix, z.B. auch Uber die Steuerung von
Adhasion®**, firr deren Fahigkeit zur Metastasierung ist.

So ist es wenig verwunderlich, dass eine hohe Expression von Fibronectin im
klarzelligen Nierenzellkarzinom aber auch in anderen Unterformen dieses
Karzinoms mit einer héheren Rate an Metastasen und einem geringer

Gesamtiiberleben korreliert.24%246

12. Growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2): Als Adapterprotein stellt
GRB2 die entscheidende Verbindung zwischen dem EGFR und SOS dar und
ist somit ein wichtiger Bestandteil des EGFR-Signalweges. Insofern lassen sich
alle Tumorassoziationen des EGFR-Proteins zu grof3en Teilen auch auf GRB2
Ubertragen. Unabhangig davon ist insbesondere fiir das Mammakarzinom eine

7

haufige Uberexpression fir GRB2 beschrieben®’ und dass durch dessen

Hemmung das Tumorwachstum inhibiert werden kann.?*®

13. Insulin-like growth factor-binding protein 3 (IGFBP3): Die Rolle von IGF-

bindenden Proteinen in Bezug auf das Zellwachstum ist nicht a priori definiert.
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Im Fall von IGFBP3 wurde zunachst eine Uberexpression des Proteins in
Nierenzellkarzinomen nachgewiesen und somit ein onkogenes Potential
vermutet. **° Zweifelsohne fiihrt andererseits die im klarzelligen Nierenzell-
karzinom meist vorherrschende Hypoxie Uber die Aktivierung von HIF-
abhangigen Genen zur gesteigerten Expression von IGFBP3, welches
allerdings trotz der insgesamt stark onkogenen Wirkung von HIF in diesem
Setting als Tumorsuppressor wirkt.?®

In jedem Fall lasst sich jedoch zweifelsfrei feststellen, dass HLA-prasentierte
Peptide aus IGFBP3 sinnvolle Ziele fur Immuntherapien darstellen, da bereits in
klinischen Studien fir das Nierenzellkarzinom eine immunogene Wirkung von
Peptidvakzinen aus IGFBP3 nachgewiesen werden konnte, wodurch die exakte
Funktion dieses Proteins innerhalb der Karzinogenese eher zweitrangig

erscheint.'#°

14. Inositol 1,4,5-triphosphate receptor type 3 (ITPR3): Obwohl nicht sehr viele
Arbeiten zu diesem Protein und seiner Rolle in der Karzinogenese vorhanden
sind, gibt es dennoch eindeutige Tendenzen, die ITPR3 insbesondere mit
aggressiven Verlaufen und Metastasierung von verschiedenen Tumoren in
Verbindung bringen. So wurde fur ITPR3 erstens eine erhdhte Expression fur

! und das

das Kolonkarzinom ?*° , das papillare Schilddrisenkarzinom %
Melanom %% | zweitens ein positiver Einfluss auf das Zellwachstum des
Mammakarzinoms®>* und drittens eine erhdhte Mutationsrate in Metastasen von

Kopf-Hals-Tumoren nachgewiesen.?

15. Protein-lysine 6-oxidase (LOX): Das Enzym LOX hat seinen festen Platz in
der Umgestaltung der extrazellularen Matrix wahrend der Invasion von
Tumorzellen. Dennoch wurde seine Rolle fiir das Nierenzellkarzinom bisher
nicht naher beleuchtet. Fir das Mammakarzinom dagegen wurde sehr
ausfuhrlich in mehreren Arbeiten aufgezeigt wie LOX Uber Auflésung der Matrix
mit Hilfe von Waserstoffperoxid zur Metastasierung beitragt.?>>?°® Doch auch fiir
andere haufige Karzinomentitdten wie das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom

oder das Kolonkarzinom ist die Wichtigkeit von LOX fur Proliferation und
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Metastasierung von Tumorzellen etabliert.”>”%*® Besonders interessant ist die
Hypoxie-abhangige Expression von LOX und wie durch seine Sezernierung
Uber Tumorzellen eine vor allem ossédre Metastasierung gebahnt und bei

Inhibierung von LOX verhindert werden kann.?°

16. Matrilysin (MMP7): Ahnlich wie die Protein-lysine 6-oxidase hat Matrilysin
vorwiegend die Aufgabe, extrazellulare Matrix aufzulésen. Hieraus lasst sich
demnach gut nachvollziehen, dass eine Uberexpression im Nierenzellkarzinom
die Metastasierung, aber auch die Angiogenese férdert*®. Erhohte Plasmalevel
von MMP7 korrelieren daher bei diesen Patienten mit einer hdheren Rate an
Metastasierung und einem schlechteren Gesamtiiberleben.?®® Somit war es
nahe liegend eine Vakzinierungsstrategie gegen Epitope aus diesem Protein zu
entwickeln, wobei sich schnell eine eindeutige Immunogenitét der eingesetzten

Peptide zeigte.?**

17. Neuropilin-2 (NRP2): Als ein Rezeptor fur VEGFA ist Neuropilin-2 direkt in
die Angiogenese involviert. Zusatzlich fallt ihm die Aufgabe der Forderung der
zellularen Motilitéat zu, welche im Rahmen der Metastasierung relevant wird.
Wahrend fur das klarzellige Nierenzellkarzinom nur eine Uberexpression von

262 50 konnte zum

NRP2 auf dem mRNA-Level nachgewiesen werden konnte
Beispiel fur das Melanom, das hepatozellulare Karzinom und das Osteosarkom
die direkte Wirkung von NRP2 auf Tumorwachstum und Zellmigration sowie die
Moglichkeit der Hemmung dieser Mechanismen von verschiedenen Arbeits-

gruppen herausgestellt werden 263.264.265

18. Paired box protein Pax-2 (PAX2): Fur die Entwicklung der Niere ist PAX2
ein wichtiger Transkriptionsfaktor. Im Rahmen der immunhistologischen
Differenzierung von Karzinomen stellt er einen etablierten Marker fir das
klarzellige Nierenzellkarzinom dar.?*® Induziert durch Hypoxie und den Verlust
des von Hippel-Lindau Tumorsuppressors®’ férdert PAX2 sowohl die epithelial-
mesenchymale, aber auch die mesenchymal-epitheliale Transition.?®®:2%° von

entscheidender Bedeutung ist jedoch erneut die Tatsache, dass bereits T-Zell-
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Antworten gegen ein Epitop aus PAX2 gesichert werden konnten, die eine
onkolytische Wirkung gegenuber Zellen der Kolonkarzinomzelllinie SW480

aufwiesen. ™

19. Profilin-1 (PFN1): Die Funktion von Profilin-1 in der Karzinogenese muss zu
Recht kontrovers diskutiert werden. Einerseits werden fur dieses Proteine
hemmende Effekte auf Zellmigration und Tumorwachstum fir das Mamma-
oder das Pankreaskarzinom beschrieben.?’°?’* Andererseits werden fiir das
Magenkarzinom gegenteilige Ergebnisse publiziert, da hier das Silencing von
PFN1 zu einer Hemmung des Tumorwachstums fiihrt.?’? Fir das Nierenzell-
karzinom existieren ebenfalls eindeutige Daten, welche sowohl auf mRNA- als
auch auf Proteinebene ein vermehrtes Tumorwachstum durch PFN1 in

Verbindung mit einer schlechteren Prognose belegen.?’3474:27>

20. Procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 (PLOD2): Analog zu
LOX ist PLOD2 ein durch Hypoxie induziertes Enzym, welches Kollagene der
extrazellularen Matrix quervernetzt. Hieraus erklart sich die Wichtigkeit dieses
Enzyms fur Metastasierung, wie es fur das Mammakarzinom und das
Osteosarkom publiziert wurde.®®**® Wie neuere Daten zeigen wird die
Metastasierung Uber veranderte Quervernetzungen vermittelt und teilweise tber
micro-RNAs gesteuert.?’®?’" Insgesamt lasst sich festhalten, dass die exakte

Funktion von PLOD2 weiterhin Gegenstand intensiver Forschung ist.

21. Transforming growth factor beta-1 (TGFB1): Die Funktionen von TGFB1
sind aulerst vielfaltig. Zum Beispiel férdert dieses Protein im Bereich der
Regeneration von Geweben das Knochenwachstum.?’® Auf immunologischer
Seite induziert TGFB1 regulatorische T-Zellen, steuert die Differenzierung von
Thi-und Thiz-Zellen und kontrolliert somit die T-Zell Toleranz.?”® Auch in Bezug
auf die Karzinogenese des Nierenzellkarzinoms vermittelt TGFB1 eine Vielzahl
von Mechanismen: Zum einen steuert es die zellulare Adh&asion sowie den
Umbau der extrazellularen Matrix Uber die Induktion von Proteinen wie FN1,

COL1A1 oder TGFBI, was in einem reduzierten Gesamtiiberleben resultiert.?*
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Des Weiteren vermittelt der Wachstumsfaktor in Verbindung mit EGFR die
mesenchymal-epitheliale Transition in der Nierenzellkarzinom-Zelllinie HK-2.2%°
Auch zusammen mit dem notch-Signalweg férdert TGFB1 in gegenseitiger
Verstarkung die Aggressivitdat und damit die Invasion und Migration von
Nierenzellkarzinomzellen.?®' Nicht zuletzt die Metastasierung - insbesondere
die ossare Filialisierung - wird durch die vermehrte Expression von TGFB1

unterhalten.?®?

22. Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 (TGFBI): Wie durch
den Namen bereits impliziert wird, induziert der Transkriptionsfaktor TGFB1
TGFBI. Im Falle des Nierenzellkarzinoms fuhrt auBerdem die Expression des
von Hippel-Lindau Proteins zur Unterdriickung von TGFBI und somit der fur
dieses Karzinom typische Verlust des VHL-Tumorsuppressors zur vermehrten
Expression von TGFBI.?®® Funktionell fiihrt diese Uberexpression zu einer
vermehrten Adhasion, Invasion und Migration von malignen Zellen und
vermittelt somit analog zu TGFB1 durch seine Wirkung eine verkirzte mittlere

Uberlebenszeit fiir Patienten mit Nierenzellkarzinom.?8428°

23. Thrombospondin-1 (THBS1): Als Ligand fur CD36 vermittelt
Thrombospondin-1 sowohl pro- als auch antiangiogenetische Effekte abhéangig
vom jeweiligen Tumormikromilieu.?®® Auch in Bezug auf die Proliferation von
Nierenzellkarzinomzellen finden sich widerspriichliche Publikationen.?®"?® Die
exakte Rolle von Thrombospondin-1 in der Karzinogenese des Nierenzell-
karzinoms ist zum aktuellen Zeitpunkt somit noch nicht abschlieBend geklart.
Dennoch sprechen viele Indizien fur die Tumorassoziation dieses Proteins,
weshalb dieses Antigen in die Liste der mdglichen tumorassoziierten Antigene

aufgenommen wurde.

24. Thrombospondin-2 (THBS2): Ahnlich zu Thrombospondin-1 wird die
Funktion von Thrombospondin-2 in Bezug auf die Karzinogenese kontrovers
diskutiert. Einerseits ist eine anti-angiogenetische Wirkung dieses Proteins in

vielen Arbeiten zum Beispiel zum nicht-kleinzelligen Bronchial- oder zum
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Kolonkarzinom belegt.?**?*° Dennoch zeigt sich eine deutliche Uberexpression
dieses Genes sowohl fir das Magenkarzinom als auch das sehr von der
Angiogenese abhangige klarzellige Nierenzellkarzinom.?3#2%

Am Beispiel des Pankreaskarzinoms lassen sich diese erneut divergenten
Befunde wohlmdglich erklaren. Fur diese Tumorentitat konnte zunéchst eine
inhibitorische Wirkung auf die Karzinogenese durch THBS2 nachgewiesen
werden.?®® Bei einer differenzierteren Betrachtung der involvierten Zellen wird
jedoch deutlich, dass aus Zellen des Tumormikroenvironments sezerniertes
THBS2 die Invasion von Karzinomzellen férdert.”*® Somit lieRe sich postulieren,
dass die gemessene Uberexpression dieses Proteins in Tumorproben eigentlich
aus Zellen des Mikromilieus stammt und hieriber das karzinogene Potential
von Thrombospondin-2 vermittelt wird. Vor diesem Hintergrund und wegen der
Tatsache, dass mit THBS1, THBS2 und CD36 so stark funktionell verwobene
Proteine spezifisch in Tumorproben detektiert wurden, erfolgte auch fir THBS2

die Einstufung als tumorassoziiertes Antigen.

25. Vascular endothelial growth factor A (VEGFA): Kaum ein anderes Protein ist
mehr in die Karzinogenese des Nierenzellkarzinoms involviert und wurde
haufiger als Zielstruktur therapeutisch genutzt als VEGFA. Erste Arbeiten
zeigten die Tumorassoziation dieses Proteins Uber eine vermehrte Expression
im Nierenzellkarzinom und verdeutlichten seine Funktion im Rahmen der
Angiogenese.**?** Erhéhte Serumlevel von VEGFA sind des Weiteren mit einer
Verschlechterung der Prognose bei Patienten mit Nierenzellkarzinomen
vergesellschaftet. >° Konsequenterweise wurden unterschiedliche Therapie-
strategien gegen VEGFA entwickelt: Tyrosinkinaseinhibitoren, Antikérper und
letztlich auch Peptidvakzinen zeigten jeweils effektive antiproliferative
Antworten und sind teilweise als Therapien des metastasierten Nierenzell-

karzinoms zugelassen,49:2%6:297.2%8

Insgesamt bilden die beschriebenen tumorassoziierten Antigene somit eine

funktionell sehr homogene Gruppe von Proteinen, welche die Prozesse der

Karzinogenese des Nierenzellkarzinoms oder anderer maligner Tumoren
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exzellent beschreiben und durch ihre zusatzliche Tumorspezifitat wohlmoglich
sehr wirksame Zielstrukturen fur Vakzinierungen darstellen.

Es lasst sich somit bereits jetzt feststellen, dass das zweite Ziel dieser Arbeit
erfolgreich umgesetzt werden konnte. Eine weitere Diskussion der
identifizierten tumorassoziierten Antigene und deren HLA-Liganden in Bezug
auf ihre Immunogenitdt und Anwendungsmadglichkeiten fiur Peptid-
vakzinierungen soll im Folgenden die Diskussion abrunden und einen Ausblick
auf die klinische Anwendbarkeit dieser Arbeit im Sinne der translationalen

Forschung geben.

4.5 Diskussion der Ergebnisse: Evaluation der Immunogenitat von
tumorassoziierten  Quellproteinen  und HLA-Liganden  aus
Netzwerkanalysen und deren Einfluss auf die Entwicklung von
Peptidvakzinen

4.5.1 Validierung der Immunogenitéat durch Literaturrecherche
Verschiedene Anséatze sollten in dieser Arbeit belegen, dass die identifizierten
HLA-Liganden und deren Quellproteine als Epitope und Antigene wirksame
Agentien fur eine mogliche T-Zell vermittelte Immuntherapie darstellen.

Die Bestatigung der Wirksamkeit tber bereits publizierte Daten stellte hierbei
sicherlich eine sehr valide Methode dar, da zum einen die jeweiligen Arbeiten
einem Peer-Review-Prozess unterlagen und die nachgewiesenen Ergebnisse
grof3tenteils aus Vakzinierungsstudien zum Nierenzellkarzinom stammten. Der
Nachweis einer Immunogenitat bei Karzinompatientin in vivo kann somit als
Goldstandard gewertet werden.

Fur 4 der 6 Uber Literaturrecherche bestatigten Immunantworten konnte dieser
Standard gewahrleistet werden. Die zwei verbleibenden HLA-Liganden zeigten
ihre Wirksamkeit bei in vitro Experimenten. Trotz dieser scheinbar geringen
Ausbeute Uber die Literaturrecherche muss hierbei betont werden, dass die
Auswahl der Quellproteine auf Basis der Netzwerkanalysen stattfand und somit
die Immunogenitdt in keinem Fall eine Voraussetzung fur die Selektion
darstellte. Vor diesem Hintergrund erscheint die Rate an publizierten HLA-
Liganden als sehr zufriedenstellend, da sich die postulierten Epitope und

Antigene in einem nicht unerheblichen Teil mit bisher publizierten
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immunogenen HLA-Liganden fur das Nierenzellkarzinom Uberschneiden.
Dennoch ist diese Methode naturlich nicht in der Lage, eine generelle Aussage
Uber die Effektivitdt der Ubrigen Peptide im Rahmen von Vakzinierungen zu

geben.

4.5.2 Abschatzung der Wahrscheinlichkeit fir eine Immunantwort gegen
HLA-Liganden Uber das IEDB immunogenicity prediction tool

Um die Frage der Immunogenitat weiterer Epitope besser abschatzen zu
kénnen, wurden zwei Vorhersage-Algorithmen verwendet. Das erste ist die
Epitop-Vorhersage-Software der IEDB. Diese wurde eingefihrt um
Vorhersagen fur Peptid-Nonamere zu treffen und auch wenn eine weitere
Nutzung Uber Nonamere hinaus vom Anbieter als mdglich eingestuft wurde, so
wurde dennoch aus Grinden der Genauigkeit der Algorithmus nur fir die
origindr implementierte Fragestellung verwendet.

Obwohl wie bei der Literaturrecherche erneut mit ca. 30 % nur ein Teil der
identifizierten tumorassoziierten HLA-Liganden getestet werden konnte, so
zeigten sich dennoch sehr positive Ergebnisse. Der Anteil der Epitope, welche
als HLA-Liganden bewertet wurden, lag fur diese Arbeit bei 37,5 %, was trotz
des scheinbar geringen Wertes durchaus nicht als negativ zu bewerten ist. Es
muss betont werden, dass der Schwellenwert fur die Entscheidung flir oder
gegen die Einschatzung als Epitop frei festgelegt wurde, da die grundlegenden
Arbeiten hierfir keinen Wert vorschlagen. Der Vergleich mit den
Positivkontrollen bestatigt nur zusatzlich den positiven Trend, da mit 22,2 %
deutlich weniger Peptide als Epitope eingestuft wurden.

Zusatzlich bezieht sich die von Calis et al. urspringlich publizierte
Vorgehensweise - wie bereits im friiheren Teil dieser Arbeit dargelegt - auf die
Bewertung der HLA-Liganden als Gruppe. Das hierbei sehr positive Ergebnis
von 0,088 ist nicht nur im Vergleich zu den Positivkontrollen ein signifikantes,
sondern erreicht zusatzlich das Niveau, welches fir HLA-Liganden aus
Tumorproben von Calis et al. fur die Bewertung als Epitope im Tumor-

Vorhersagemodell gefordert wird.'3
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Trotz der ermutigenden Ergebnisse liegen die Schwéachen dieses
Vorhersagemodells auf der Hand: Die Methodik lasst sich, wie auch in diesem
Fall, leider nicht auf alle identifizierten Peptide anwenden und selbst wenn dies
gewabhrleistet ist, sind es letztlich dennoch nur Vorhersagen, welche die
Aussage, dass es sich bei den HLA-Liganden um Epitope handelt, stitzt, aber
niemals abschlielend klaren kann. Eine zusétzliche Analyse mittels anderen
frei verfugbaren Vorhersage-Tools wie z.B. CTL-Pred oder kommerziell
erhaltlichen wie z.B. EpiQuest-T ware demnach nicht zielfihrend gewesen. Um
jedoch fur alle postulierten HLA-Liganden und deren Quellproteinen eine
Vorhersage fur die Immunogenitat treffen zu kénnen, wurde das im Folgenden

zu diskutierende zweite Vorhersagemodell in diese Arbeit aufgenommen.

4.5.3 Abschatzung der Wahrscheinlichkeit fir eine Immunantwort gegen
Quellproteine Uber den VaxiJden v2.0-Server

Der offensichtliche Vorteil des VaxiJen-Algorithmus liegt in seiner Abschéatzung
der Immunogenitat nicht flr Peptide, sondern fur gesamte Proteine. Hierdurch
gelang es, fur alle identifizierten postulierten tumorassoziierten Antigene einen
Vorhersagewert fir deren Immunogenitat zu ermitteln.

Die Tatsache, dass der Schwellenwert fir die Bewertung eines Proteins als
Antigen auf 0,45 erniedrigt wurde, hangt mit der Verwendung des
Tumormodells auf dem VaxiJen-Server zusammen. Betrachtet man in der
urspriinglichen Arbeit von Doytchinova et al.**® die Plots zur Beschreibung der
Sensitivitat und Spezifitat ihres Modells so wird deutlich, dass bei Erniedrigung
des Schwellenwertes bei nicht zu grol3en Verlusten der Spezifitdt die
Sensitivitat dieser Methode deutlich hinzugewinnt. Zusatzlich soll die
verminderte Spezifitdat durch den Vergleich mit den Positivkontrollen etwas
ausgeglichen werden.

Die derart berechnete Rate an Antigenen aus der Menge der Quellproteine
spricht fur die Qualitat dieses Ansatzes mit 84 % gegenuber knapp 72 % bei
den Positivkontrollen. Dies bestatigt in absoluten wie relativen Zahlen das
gro3e Potential fur die Immunogenitat der identifizierten tumorassoziierten

Proteine. Zusatzlich fallt bei nédherer Betrachtung der Vorhersagewerte fur die
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experimentelle Gruppe auf, dass der Mittelwert des VaxiJen-Scores mit 0,52 im
Vergleich zu den Positivkontrollen mit 0,49 nicht nur die Kontrollgruppe tbertrifft,
sondern auch die Grenze von 0,5 als Goldstandard fir die positive Bewertung
eines Proteins im Rahmen des Tumorvorhersagemodells Ubersteigt. Auch der
minimale Wert von 0,38 fur ein Quellprotein aus der experimentellen Gruppe
zeigt insgesamt die Homogenitat in Bezug auf die Vorhersagen fur die
Immunogenitat dieser Gruppe.

Naturlich muss nochmals betont werden, dass die Vorhersagemodelle sowohl
fur HLA-Liganden als auch fir Quellproteine niemals in vitro-Experimente
ersetzen kénnen bevor diese Strukturen als Agenzien z.B. in Vakzinierungs-
studien in vivo eingesetzt werden durfen. Dennoch konnte das Postulat der
Immunogenitat der identifizierten Peptide und Proteine stark unterstiitzt werden
und fur fast alle Zielstrukturen aus Tabelle 5 eine positive Bewertung aus einem
der drei Methoden zur Abschatzung der Immunogenitat gewonnen werden. Die
in dieser Arbeit angewandte Methodik zeigt somit ihr groRes Potential fur die
Entdeckung von neuen, tumorassoziierten und vor allem immunogenen

Strukturen.

4.5.4 Entwicklung neuer individualisierter Peptidvakzinen auf Grundlage
der identifizierten biologischen Prozesse wund der involvierten
tumorassoziierten Antigene

Zum Ende der Diskussion dieser Arbeit soll nun das bisher Erlauterte
zusammengebracht und der Stellenwert und die Neuartigkeit des Ansatzes
aufgezeigt werden.

Bisherige Strategien zur Identifikation tumorassoziierter Antigene fir das
Nierenzellkarzinom oder andere Malignome verfolgten haufig die Strategie,
Uber Analysen auf mRNA-Ebene Gene zu identifizieren, welche eine
Uberexpression in Tumor- im Vergleich zu Normalgewebe aufwiesen. ?*°
Peptide von Genprodukten dieser Ergebnisse werden anschlieend auf ihre
Immunogenitat Gber unterschiedliche T-Zell-Assays hin untersucht. Analog zu
dieser Arbeit wurden ebenfalls Versuche unternommen uber die Analyse des

HLA-Ligandoms Peptide und korrespondierende Proteine zu identifizieren, die
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ausschlief3lich in malignen Gewebeproben vorhanden sind oder quantitativ in
héherem MaRe auf Karzinomzellen prasentiert werden.**’

Bei dem in dieser Arbeit gewéhlten Ansatz liegt der Fokus auf dem funktionellen
Zusammenwirken der Proteine bei biologischen Prozessen der Karzinogenese.
Die durchgefuihrten Netzwerkanalysen verdeutlichen hierbei die Tatsache, dass
mit grofRer Wahrscheinlichkeit angenommen werden kann, dass nicht nur
diejenigen Proteine aus einem biologischen Prozess fur eine individualisierte
Peptidvakzinierung verwendet werden kénnen, deren Peptide tatséchlich in
einer Probe detektiert wurden, sondern auch diejenigen, welche ein Teil des
biologischen Prozesses sind und in anderen malignen Gewebeproben
nachweisbar waren. Ein gutes Beispiel zeigt Abbildung 14C mit dem Prozess
,Organisation der extrazellularen Matrix“: Diese Netzwerkanalyse zeigt neben
den roten und zusatzlich gestreiften Genen, welche die initial eingespeisten
Proteine reprasentieren, auch komplett in rot unterlegt Proteine, die Teile des
Prozesses darstellen und diesen erganzten. Eines dieser Gene ist im Beispiel
RCC297M2 LOX im mittleren unteren Bereich der Abbildung 14C. Dieses
Protein wurde ebenso in den Proben RCC377M und RCC377T identifiziert und
war in allen Fallen Teil derselben biologischen Prozesse.

Dies fuhrt zu der Annahme, dass sobald ein biologischer Prozess mittels
Netzwerkanalysen detektiert werden kann, weitere Proteine dieses Pathways,
welche einmalig mit ihrem HLA-Liganden identifiziert werden konnten, als
mogliche Kandidaten fur eine Peptidvakzinierung gelten kénnen. Analog zum
Antigen LOX wurden folgende tumorassoziierte Proteine sowohl direkt in
Tumorproben aber auch als erganzende Proteine einer Netzwerkanalyse
detektiert: BCARL, CA9, COL1A1, EGFR, ENPEP, FN1, NRP2, PAX2, PLOD?2,
TGFBI, THBS1, THBS2 und VEGFA.

Wenn daher 18 von 24 der in Tabelle 3 aufgefuhrten maoglichen
Vakzinierungspeptide nur in einer einzigen malignen Gewebeprobe gefunden
werden konnten, ist es dennoch denkbar, dass weitere Peptide aus Antigenen
einer gemeinsamen biologischen Funktion in derselben Tumorprobe auffindbar
gewesen waren, wenn die Sensitivitit hoch genug gewesen waére.

Einschrankend gilt aber auch hier, dass es sich hierbei um eine Vermutung
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handelt, welche noch nicht sicher belegt werden kann. Die Ergebnisse
laborinterner &hnlicher Untersuchungen des Nierenzellkarzinoms legen jedoch
nahe, dass viele der gefundenen Peptide bzw. ihre korrespondierenden
Antigene in hoherer Frequenz in Tumorproben auffindbar sind und diese These
somit stitzen.

Wie bereits in den Ergebnissen verdeutlicht, wirde man bei einem derartigen
Vorgehen die Anzahl der moglichen Antigene pro Tumorprobe deutlich erhéhen
kénnen und ware z.B. im Fall dieser Arbeit somit - unabhéangig von der zur
Verfigung gestellten Anzahl oder Grof3e der Proben - in der Lage, stets
zwischen 15 und 20 tumorassoziierte Antigene (siehe Tabelle 6) als Grundlage
fur einen Vakzinecocktail benennen zu kénnen. Aus den identifizierten
Antigenen kénnten dann z.B. entweder bereits isolierte HLA-Liganden passend
zur jeweiligen HLA-Typisierung des Patienten verwendet werden oder mogliche
Epitope uber die Analyse der Aminoséurensequenz des tumorassoziierten
Antigens Uber SYFPEITHI vorgeschlagen werden.

Darlber hinaus belegen bereits publizierte Daten, dass gegen ein Drittel der
identifizierten Antigene Immunantworten in Tumorpatienten hervorgerufen
werden konnten.’0149150151.152153 7, s4t71ich stiitzen die Vorhersagemodelle fiir
die Immunogenitat der Uubrigen detektierten Peptide und Proteine die
Vorstellung, dass auch diese Strukturen in der Lage sind, T-Zellen zu aktivieren.
Die Sorge, dass die verwendeten Peptide einer peripheren Toleranz unterliegen,
erscheint mdglich, aber andererseits unwahrscheinlich. So konnte zum Beispiel
fur die chronisch lymphatische Leukamie gezeigt werden, dass HLA-Liganden,
welche nicht auf gesunden PBMCs oder BMMCs prasentiert werden, eine
zusatzliche hohere Wahrscheinlichkeit aufweisen, eine Immunantwort
hervorrufen zu kénnen.** Und eben jene nicht vorhandene Prasentation auf
mononukledren Blutzellen stellte eine der Grundvoraussetzungen fir die
Auswahl der tumorassoziierten HLA-Liganden in dieser Arbeit dar.

Insgesamt bringt das Design von potentiellen Vakzinierungscocktails wie sie in
dieser Arbeit beschrieben wurden mehrere Vorteile mit sich: Erstens werden auf

diese Weise Vakzinen gebildet, welche funktionell gegen eine spezielle
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biologische Funktion gerichtet sind, die fur die Karzinogese des Tumors eine
wichtige Rolle spielt.

Zweitens sind die Vakzinen personalisiert, was in Anbetracht der hohen
interindividuellen Diversitdt von Tumorantigenen innerhalb des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms, welche wiederum zuletzt in laborinternen Versuchen
unterstrichen wurde, zu einem verbesserten Ansprechen fihren soll.

Und drittens ist die hohe Anzahl an Peptiden eines Cocktails als positiv zu
werten, da Arbeiten zur T-Zell-Erschépfung bei Checkpoint-Inhibition belegen
konnten, dass eine moglichst heterogene Antwort gegen HLA-Liganden in
Tumorpatienten von Vortell ist, da bei Immunantworten gegen eine geringere
Anzahl von Epitopen die Erschopfung von T-Zellen begiinstigt wird.*** Hierbei
ist jedoch zu betonen, dass die Daten fur Patienten unter Therapie mit
Checkpoint-Inhibitoren erhoben wurden, was wiederum eine Kombination

dieser beiden Therapiestrategien nahe legt.
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5 Zusammenfassung

In den vergangenen Jahren wurden viele Versuche unternommen,
Immuntherapien fir das Nierenzellkarzinom zu etablieren. Obwohl es immer
wieder gelang, potentiell effektive Therapien zu entwickeln, konnten in
klinischen Studien selten Uberlebensvorteile fiir Patienten erreicht werden. Erst
durch die Entwicklung der Checkpoint-Inhibitoren konnte ein nachhaltiger Anti-
Tumor-Effekt Gber T-Zell-Antworten in der Therapie des Nierenzellkarzinoms
etabliert werden. Die Idee einer Peptidvakzinierung alleine oder in Kombination
mit Checkpoint-Inhibitoren bleibt hiervon allerdings unberihrt, da die
Eigenschaft von Peptidvakzinen Immunantworten auszulésen, bestens etabliert
ist. Dennoch fehlt es an neuen Ansatzen, personalisierte Vakzine-Cocktails mit
hoher Effektivitat zu generieren.

Um dieses Problem zu I6sen, wurden in dieser Arbeit die HLA-Ligandome aus
Tumoren und Metastasen sowie gesundem Nierengewebe von sechs Patienten
mit Nierenzellkarzinomen isoliert. Nachdem die detektierten Peptide mit HLA-
Liganden von mononuklearen Blutzellen abgeglichen wurden und hierdurch
Lhierenspezifische“ Peptide herausgefiltert werden konnten, wurden mit den zu
den Peptiden korrespondierenden Ursprungsproteinen Netzwerkanalysen
durchgefuhrt.

Hierdurch demarkierten sich biologische Prozesse und Signalwege, welche die
funktionellen Eigenschaften von malignen und nicht-malignen Gewebeproben
widerspiegeln. Auffallig war hierbei insbesondere die komplette Divergenz der
Ergebnisse fir Tumoren und deren Kkorrespondieren Normalgeweben:
Funktionell konnte auf der Ebene der Ursprungsproteine von HLA-Liganden
keine einzige Gemeinsamkeit zwischen diesen beiden Gewebeentitdten
festgestellt werden, was deren gegensatzliche biologischen Eigenschaften
bestens belegt.

Die qualitative Analyse der malignen Gewebeproben identifizierte des Weiteren
gemeinsame Signalwege und biologische Prozesse, welche eng mit der
Karzinogenese und Metastasierung des klarzelligen Nierenzellkarzinoms

verknupft sind, wie z.B. Angiogenese, Signalwege fir den epidermalen oder

140



den Fibroblasten-Wachstumsrezeptor sowie die Umorganisation der
extrazellularen Matrix.

Uber diese Prozesse und die darin involvierten Proteine gelang schlieRlich die
Bestéatigung etablierter aber auch die Identifikation neuer tumorassoziierter
Antigene fur das Nierenzellkarzinom. Die HLA-Liganden dieser Proteine zeigen
in Anbetracht ihrer gemeinsamen Funktion in biologischen Prozessen beim
Einsatz als Kandidaten flr Peptidvakzinierungen moglicherweise synergistische
Wirkungen. Beispiele fir diese Antigene sind VEGFA, ENPEP, EGFR, LOX
oder PLOD?2.

Auf diese Weise konnten fur jeden Patienten dieser Arbeit potentielle
personalisierte Vakzinierungscocktails bestehend aus 15 bis 20 HLA-Klasse |
sowie HLA-Klasse II-Peptiden benannt werden, wobei bereits fiir ein Drittel
dieser Antigene Immunantworten in Tumorpatienten publiziert wurden.
Zusatzlich zeigten diejenigen HLA-Liganden und Proteine, fur welche noch
keine Immunantworten verdffentlicht wurden, eine hohe Vorhersage-
wahrscheinlichkeit fir deren Immunogenitat.

Zusammenfassend ist es somit in dieser Arbeit erstmals gelungen, einen
Algorithmus zu entwickeln, mit welchem das HLA-Ligandom von
Gewebeproben funktionell analysiert und dariiber mdgliche tumorassoziierte
Antigene flr Peptidvakzinierungen abgeleitet werden kdénnen.

Insbesondere durch die mdoglichen synergistischen Effekte dieser
individualisierten  Vakzinierungsstrategie gegen essentielle biologische
Prozesse der Karzinogenese kann dieser Ansatz zu einer verbesserten
Effektivitat von Peptidvakzinierungen flihren und bietet sich dartber hinaus fur
eine Kombination mit Checkpoint-Inhibitoren im Sinne einer Kombination von

spezifischer und unspezifischer Immuntherapie an.
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Anhang

Der folgende Anhang beinhaltet eine Liste aller in dieser Arbeit identifizierter

HLA-Liganden in alphabetischer Reihenfolge mit ihrem zugehdrigen

Quellprotein, der Probe oder den Proben, in welchen es identifiziert wurde, ob

der Ligand auch auf PBMCs isoliert wurde und der ermittelten HLA-Annotation.

HLA-Klasse |

Peptidsequenz ';im% Annotation Quellprotein Interne Probennummer (IPN)
APYGRITL X B*07 CYFIP1 RCC377M, RCC70N
AAADPKVAF - A*03 NUP50 RCC297M2
AAAKPVATK X A*03 COL6A3 RCC297M1, RCC297M2
AAAVPRAAF X A*03 ERP29 RCC297M2
AAPRPPPKPM - B*07 RPS26 RCC70M
AAPRTVALTA - B*07 HLA-DPB1 RCC377T
AAPRTVALTAL - B*07 HLA-DPB1 RCC377T
AAQEAVKLY X A*03, A*29 SYNCRIP RCC297M2
AARAVTGVL X B*07 ABCF2 RCC70T
AARPATSTL X B*07 EIFAG1 RCC377N, RCC377M, RCC377T
AASKERSGVSL X B*07 HIST1H1C RCC377N, RCC377M, RCC377T
AATPAVRTV X A*29 PABPC1 RCC297M2
AAVAIKAMAK - A*03 EIF5A RCC297M2
AAYLRALSL X A*02 OGT RCC329N
AEAKFFTES X B*50 SND1 RCC399T
AEALPKQSV X B*4403 BTF3 RCC297M2
AEAQKLGKP X B*50 TP53BP1 RCC399N, RCC399T
AEFKEAFQL X B*4403 MYL6 RCC297M1, RCC297M2
AEFKEAFQLF X B*4403 MYL6 RCC297M2
AEFQVKITA X B*50 ATF7IP RCC399T
AEGDLVRLL X B*4403 NCF4 RCC297M2
AEIKIIREA X B*50 SPG20 RCC399T
AEIRHVLVT X B*50 MYL6 RCC399T
AEKALGKAA X B*50 C200rf43 RCC399T
AELEKHMAA - B*50 RRBP1 RCC399N, RCC399T
AENPGKYNI X B*4403 HNRNPU RCC297M2
AENPKLISA X B*50 DHX57 RCC399T
AENQTVVKY X B*4403 NUP160 RCC297M2
AERDFIHTA X B*50 SH3GLB2 RCC399T
AESIVVHTY X B*4403 CSE1L RCC297M2
AESLIAKKI X B*4403 CCT2 RCC297M2
AESQILKHL - B*4403 NNMT RCC297M2
AEVDKVTGRF X B*4403 RPS21 RCC297M2
AEVFPLKVF X B*4403 ZMYM6ENB RCC297M2
AEVKGSVSA - B*50 RECQL5 RCC399N
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AEYVGHLRA B*50 HDACS6 RCC399T
AFFAERLYY A*29 ANXA7 RCC297M2
AFQERLNSY A*29 NUP155 RCC297M2
AIARNLTQQL B*07 PLINZ RCC377T
RCC210A, RCC210N, RCC210T,
AIDQLHLEY A%0L ACTN4 RCC377M, RCC377T, RCC399T,
RCC399N, RCC70N
AIHSQLLEK A*03 PFDN1 RCC297M2
AINPKLLQL B08 DDX5 RCC210T
AINSKQLTY A%03 PTP4A3 RCC297M2
AIRNAMGSL B*07 PSMD4 RCC377M
AIRTVTSAL B*07 EHD2 RCC377M, RCC377T, RCC7ON
RCC329M, RCC329N, RCC399N,
AIVDKVPSV A%02 COPG RCC399T, RCC70M, RCC70T,
RCC70N
RCC329M, RCC329N, RCC399M,
ALADGVQKV A%02 APOL1 RCC399N, RCC399T, RCCTOM,
RCC70N, RCC70T
ALAEIAKAEL A%02 SFPQ RCC329N
ALANHLIKV A%02 EHD1 RCC399T, RCC7ON
ALAPGLPTA A%02 NENF RCC70N
ALAPGVRAV A%02 RNF114 RCC329N, RCC70N
ALASHLIEA A%02 EHD2 RoCoa N, ROCIIN, RCCTOM,
ALASLIRSV A%02 PGCP RCC329N, RCC399T, RCC7ON
ALASWVIHK A%03 FIGNL1 RCC297M2
ALATLIHQV A%02 COPS7A RoCoa N, ROCIIIT, RCCTOM,
ALDKATVLL A%02 PDCD4 RCC399T
ALDKDAPLRY A%01 CLSTNS RCC399T, RCC70T
ALDSQVPKY A%02 FGD3 RCC329N, RCC70N
ALFDGDPHL A%02 PRUNE2 RCC399T
ALFDIESKV A%02 FOLH1 RCC377T, RCC70T
ALFEGKVQL A%02 WDR19 RCC399T, RCC7ON
ALFLTLTTK A%03 coxz RoCaoM2, RCCITIM,
ALFQHITAL A%02 JKAMP RCC399T
ALGDLVQSV A%02 ZNT4 RCC329T
ALGKIPQTV A%02 UGTIAL RCC70N
ALGPTGRGV A%02 SPTLC2 RCC399N
ALHNHYTQK A%03 IGHG4 RCC377M, RCC377T
ALIFAVKLAK A%03 PROM1 RCC377N
ALISNSHQL A%02 MAF ROCs2 N, ROCIIIT, RCCTOM,
ALKNPPINTK A%03 ARPCS RoCaoL, RCC297M2,
ALKTGIVAK A%03 C190rf43 RCC297M2, RCC377N
ALLDKLYAL A*02 IMP3 RoCoaoM, RCCI9IT, RCCTOM,
ALLDSAHLL A%02 AP3D1 RCC399T
ALLDSQFSY A*03 EIF3H RCC297M2
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ALLEVLSQK X A*03 FLNA RCC297M2
ALLGRLAEL X A*02 KDM5C RCC399T

ALLSRLEQI X A*02 RALY RCC399T

ALMPVLNQV X A*02 EXOSC6 RCC70N

ALNDHHVYL - A*02 ALDOB RCC329N, RCC70N
ALNELLQHV X A*02 TLN1 Egg%ﬂ\"’ RCC329N, RCC399T,
ALNPLRAVW - A*32 SRD5A3 RCC329M, RCC329N
ALPDMVVSH - A*03 NDRG1 RCC377M

ALPKGTIVL - B*08 PTGR1 RCC210T, RCC399T
ALPPVLTTV X A*02 LARP1 RCC329N

ALPSRILLWK - A*03 MXRAS RCC377T

ALQEMVHQV X A*02 NEDD9 RCC329N, RCC399N
ALRDVRQQY - A*32 VIM RCC329M, RCC329N, RCC329T
ALSDHHIYL X A*02 ALDOA Egg%ﬂ\,‘ 'RT:CC%?\EI\QCR(;%?%QQT’
ALSDSIHTV - A*02 PRDM4 RCC329N

ALSNLEVKL X A*02 FERMT3 RCC399T

ALSSQIWAA - A*02 HAMP RCC329N

ALSVGIYQV - A*02 RBP3 RCC70T

ALVGDRPAV - A*02 SEC16A RCC329N

ALYASRLYL X A*02 GMPPA RCC399T

ALYGVVNVK X A*03 FBX021 RCC297M2

ALYPHVLVK X A*03 HNRNPUL1 RCC297M2

ALYSVYRQK - A*03 MUL1 RCC297M2

ANVVRNISY X A*03 PSMB9 RCC297M2

APAARAPQAL - B*07 VEGFA RCC377T

APAKNIATSL X B*07 APBB1 RCC70N

APALRPLVI X B*07 CEBPA RCC377M

APAPIHNQF - B*35, B*07 HERPUD1 RCC297M2, RCC70M, RCC70T
APAPRPSLL X B*07 DHX38 RCC70M

APAPSTVHF X B*35 KLF10 RCC329N, RCC70N
APAPTPTSL - B*07 PDZK1 RCC70N

APAQRAQSL - B*07 KANK2 RCC377N, RCC377M, RCC377T
APARASVIL - B*07 ABCF3 RCC70N

APARGLLLF X B*07 SPAST RCC377M, RCC70N
APARLFALL X B*07 spc4 Sgg%?\"* RCC377T, RCC7ON,
APATFRQLL - B*07 NATS RCC377T, RCC70N
APFHQLRISY - B*35 SMARCAS RCC329N

APFLRNVEL X B*35, B*07 CNOT1 Egg?%ﬂ §CCCC73§T9N' RCC377M,
APFSKVITF X B*35 HSPA4L RCC329N, RCC377M
APFSKVLTF - B*35 HSPH1 RCC297M2

APGVGKSAL - B*07 RRAD RCC70M, RCC70T
APGVRAVEL X B*07 RNF114 sgg%?\"v RCC70M, RCC70N,
APHRVALTL - B*07 POTEE RCC70N

APKDIASGL - B*07 cP RCC70T, RCC70N
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APKPGGLSL - B*07 CHST14 RCC70M, RCC70T, RCC70N
APLKLQMEF - B*35 POMP RCC329N

APLLRHLGL - B*07 FAM167B RCC70N

APNLKSQL X B*08 TLN1 RCC70N

APNLRGSGV - B*07 PPFIBP1 RCC70N

APPPPAHAL B*07 CITED4 RCC70N

APPPRDYTY X B*35 RBMX RCC329N

APRAASIVL - B*07 RAPGEF4 RCC70N

APREALAQTVL X B*07 CPNE1 RCC70T, RCC70N
APRGLEPIAI B*07 AQP9 RCC377M, RCC377T
APRGPGAEL X B*08 SIPA1 RCC399M

APRGTWSTGL - B*07 PQBP1 RCC377M

APRHGSLGF - B*07 RPL3 RCC70T

APRIITGPAPVL X B*07 QKI RCC377M

APRLETKSL B*07 ALKBH5 RCC70T

APRLPITGL - B*07 ZNF526 RCC377M, RCC70N
APRLQSEVAEL X B*07 KIAA0174 ESE%;M' RCC377T, RCCTON,
APRPGLLSL X B*07 wiz RCC70N

APRPGVLLL X B*07 ELN RCC377T, RCC70N
APRPPPKPM X B*07 RPS26 RCC70M, RCC70N
APRPVAVAV X B*07 CDKN1C RCC70N

APRQPGLMA X B*07 CHCHD2 RCC377T, RCC70M, RCC70N
APRQPGLMAQM X B*07 CHCHD2 RCC377T

APRTFGLTL - B*07 EHHADH RCC377T, RCC70T
APRTLLLLL - B*07 HLA-B RCC377T

APRTLVLLL X B*07 HLA-A RCC70M, RCC70N
APRTVALTA X B*07 HLA-DPB1 Sgg?gz_”\lhggggzl?-r’ RCC7OM,
APRTVALTAL X B*07 HLA-DPB1 Egg?gz_'}ﬂégggg’z?T’ RCC70M,
APRTVALTALL B*07 HLA-DPB1 RCC377M, RCC377T, RCC70N
APRTVLLLL X B*07 HLA-B RCC377T, RCC70M, RCC70T
APRTVLLLLSA X B*07 HLA-B RCC377T

APRVPVQAL X B*07 ANKRD17 FRQSSESLTY RCC70M, RCC7OT,
APSGTRVVQVL - B*07 PCDHGC3 RCC70T

APSLFHLNTL X B*07 DLC1 RCC70N

APSLHALLL X B*07 GIMAP8 RCC70N

APSPRPLSL X B*07 C190rf28 RCC377T, RCC70T, RCC70N
APSVVKISY X B*35 SMARCA2 RCC329N

APTPPGLRNSL - B*07 DOCK®6 RCC70N

APVGGHILSY - B*35 MYO1C RCC329N

APVKPGPAL - B*07 DKK3 RCC70N

APVLPVGTEL - B*07 WNK1 RCC377M

APWKPTWPA X B*07 PRSS23 RCC377T

APYKGEVATL - B*07 DPYS RCC377T

AQHGKVVTW - A*32 VWF RCC329N

AQNAVRLHY X A*32 CTNNBL1 RCC329M, RCC329N, RCC329T
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ASDRNIVLY : A1 DCAF13 RCC210T, RCC70N
ASEFPGAQHY R ADPGK RCC377T

ASEFQILKY i AL MIA2 RCC377T

ASYGVSKGK x | a03 HNRNPU RCC377N, RCC377T
ATAHIFATY i A%03 AQP9 RCC297M2

ATANQIILK i A3 MBNL2 RCC297M1, RCC297M2
ATAPDVRISW x  |a32 PILRA RCC320M, RCC329N
ATDFKFAMY AL CCND2 RCC377T

ATDKSFVEK x | a03 MYH9 RCC377T

ATDNLISDTSY i A1 SACS RCC70T

ATDSYKVTHY i A1 NAMPT RCC377T

ATDYHVRVY : A*0L FNDC3B RCCa0M, Rooroy | REC3T
ATEDPWKTNY i A1 ESD RCC377T, RCCTON
ATEKHLQKY x | Aot DCPS RCC377M, RCC377T, RCC399T
ATEQPLTAK x | a03 SILL RCC377T

ATEVHPAKY i A1 ALPK2 RCC210T, RCC377T
ATGDMSGLLK x | a03 AAMP RCC377T

ATGSVFTGK x | a03 Claorfl49 | RCC297M2

ATHTAFVAK x | A03 TMPO RCC297M2

ATLPRNFHY i A%29 CTNND1 RCC297M2

ATNASVFKY i A%29 SRGAP1 RCC297M2

ATNLQRVSY x |aa2 DDX42 RCC329N

ATNRITVTW x |aa2 PIASA RCC329M, RCC329N
ATNVNNWHW x | A32 AHSAL RCC329N

ATQIKTYSW R RAB3B RCC320M, RCC320N, RCC329T
ATSKVALVY i A*29 ATPSB RCC297M2

ATTTVMNPK i A%03 ITGB2 RCC377M, RCC377T
ATVAVPLVGK x | a03 DERLL RCC377T

ATVTPSPVK x | A03 NUCKS1 RCC377N

ATYAPVISAEK x | a03 TUBALC RCC297M2

ATYHGSFSTK x | a03 COL6A3 RCC297M2

AVAAFVLYK x | a03 CcCDC107 RCC297M2

AVAIKAMAK x | A03 EIF5A RCC377T

AVALPLQTK x | a03 PLRG1 RCC297M2

AVDPRFLAY i A1 CHD8 RCC399T

AVFPNEDGSLQK i A%03 HEBP1 RCC297M2

AVGPHLTAK x | a03 TNRAPBLL | RCCETA RO
AVKARLAAL X B+08 SPTAN1 RCC210N

AVKDAVGTLK x | A03 KDM3B RCC207M2

AVKDVAKAL X B+08 TINI RCC7ON

AVKGIGSGK x | ao3 LGMN RCC377N

AVKQRGISL i B*08 CDR2 RCC210T

AVLIIAHKL i A2 SEC31B RCC329N

AVLTKQLLH x | A03 CCNI RCC207M2

AVMGNPKVK i A3 HBB RCC377T

oo | Jww e |
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AVQONPHSW - A*32 TTC33 RCC329N
AVRKPAISL X B*07 FAM40A RCC70N
AVSAVVHEY X A*03 SOAT1 RCC297M2
AVTKYTSAK X A*03 H2BFS RCC297M2, RCC377T
AVTKYTSSK X A*03 HIST1H2BL RCC377M
AVYDRPGASPK X A*03 NUP160 RCC297M2
AVYKTHVEK X A*03 CASP4 RCC377M
AVYPVRSAY X A*32 FAM168B RCC329N
AVYSHVIQK - A*03 SDS RCC297M2
AVYSHVIQKL - A*03 SDS RCC297M2, RCC377T
AYATHPFKF - A*24 NCOA7 RCC210A
AYLHTTTTF X A*24 ABCC3 RCC210T
AYLKGTVLF - A*24 NROB1 RCC210A
AYPDKNFTL - A*24 WDR63 RCC210A
AYPHNLMTF X A*24 TRAM1 RCC210A, RCC210T
AYVHMVTHF X A*24 TMBIM6 RCC210A, RCC210N, RCC210T
AYVPGFAHI - A*24 CUEDC2 RCC210A
DAAAKALRI X B*51 STAU1 RCC210N, RCC210T
DAAEFRVV - B*51 MYO1D RCC210T
DAAEIRLV X B*51 NCL RCC210T
DAANFRTV - B*51 MYO1B RCC210N, RCC210T
DAARFPII X B*51 HM13 RCC210A, RCC210N, RCC210T
DAENAMRYI X B*51 NCBP2 RCC210A, RCC210T
DAFKSGIVQY X B*35 ERAP1 Egggggl\l\lﬂz‘ RCC329M,
DAFRVNVI X B*51 AP2M1 RCC210A, RCC210N, RCC210T
DAGPPTHAF X B*35 PELI1 RCC329N
DAHIYLNHI X B*51 TYMS RCC210N, RCC210T

RCC210T, RCC210N, RCC329M,
DAHLRPTSL - B*08, B*14 TNKS1BP1 RCC329N, RCC329T, RCC399T,

RCC70M, RCC70N
DAHMNAKI - B*51 PRKAA1 RCC210T
DAHSNLASI X B*51 OGT RCC210T
DAHSTLAKI - B*51 TNFRSF4 RCC210T
DAIITKASI X B*51 uUsp22 RCC210T
DAILARTV X B*51 LAMB2 RCC210A, RCC210N, RCC210T
DAIRLFAAY X B*35 PICALM Egggg;mz’ RCC329M,
DAIRVTKTV X B*51 WDR11 RCC210N, RCC210T
DAISKTYSY X B*35 RPS2 RCC297M2, RCC329N
DAKLDKAQI X B*51 HSPA1A RCC210T
DAKLDKSQI X B*51 HSPAS8 RCC210T
DAKQLTTTI X B*51 NEDD9 RCC210A, RCC210N, RCC210T
DAKSTIVSI X B*51 TMX3 RCC210N, RCC210T
DALDHYKTV X B*51 INF2 RCC210T
DALDKIRLI X B*51 HSP90B1 RCC210A
DALGKLISI X B*51 GCN1L1 RCC210A
DALKEKVI X B*51 MAT2A RCC210T
DALKVTFL X B*51 FAM127A RCC210A, RCC210T
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DALLKFSHI X B*51 TMBIM6 RCC210A, RCC210T
DALQRSVQL - B*14 MVP RCC329N

DALRQTASV X B*51 IMMT RCC210N

DALRSGLTV X B*51 PDCD4 RCC210T

DALRSILTI X B*51 MARS RCC210A

DAMKYTIVV X B*51 ATP5A1 RCC210N

DANNAKAVV - B*51 CD81 RCC210T

DAPAHHLF X B*51 NAT10 RCC210T, RCC399T, RCC70M
DAPDLLKI - B*51 SLC34A1 RCC210N

DAPGVPRI X B*51 CREB1 RCC210T

DAPHPLSKI - B*51 OAZ2 RCC210N

DAPHPPLKI X B*51 OAZ1 RCC210A, RCC210N, RCC210T
DAPIGPHL X B*51 EIF3A RCC210T

DAPILSKF - B*51 CUBN RCC210N, RCC210T
DAPIVAHL X B*51 CPT1A RCC210A, RCC210N, RCC210T
DAPPSRVSV - B*51 SCRIB RCC210N

DAPTSVKI X B*51 EBAG9 RCC210N, RCC210T
DARPSVNAV X B*51 MTMR2 RCC210T

DASGRLRVL - B*08 FAMB4A RCC399N

DASKVVTVF X B*35 WDR1 RCC329N

DASLQPRNV X B*51 RNF114 RCC210N, RCC210T
DASPPPVKI - B*51 HSPG2 RCC210T

DASRPELLY - B*35 MGAT1 RCC329N

DAVKMTII - B*51 PKP4 RCC210T

DAVNLEKI - B*51 SIK2 RCC210T

DAVNVQKI X B*51 POLR2B RCC210N, RCC210T
DAVQFANRV X B*51 AGPAT6 RCC210T

omvwinn  [ow oo |Rccon recaor rocoe
DAWLVHSV - B*51 NFE2L3 RCC210T

DAYKDQISV - B*51 SPAGY RCC210T

DAYPKNPHL X B*51 SNAP29 RCC210T

DAYRALQKL X B*51 SCAF4 RCC210N, RCC210T
DAYRPVGL X B*51 PER1 RCC210A, RCC210N, RCC210T
DAYTKKELI X B*51 TLN1 RCC210T

DAYVILKTV X B*51 GSN RCC210A

DDKKVPGRMY - B*4403 SH3BP4 RCC297M2

DEFLRISTA X B*14 GNAS RCC329N

DEFSEAIKAF X B*4403 EHD4 RCC297M2

DEIDAIGTKRY X B*4403 PSMC1 RCC297M2

DELDSKLNY X B*4403 ARHGDIB RCC297M2

DELELHQRF - B*4403 ZMYND11 RCC297M2

DENSVIKSF X B*4403 NOL11 RCC297M2

DGFKANLV - B*51 SCP2 RCC210T

DGGFVLKV X B*51 OBSL1 RCC210T

DGIARVHGL - B*14 ATP5A1 RCC329N

DGLKTLNTV - B*51 KLHL1 RCC210A, RCC210N, RCC210T
DGSLRVTAL - B*14 NBEAL2 RCC329N
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DGVAVLKV X B*51 HSPD1 RCC210T
DGVKVPGI - B*51 AHNAK RCC210T
DGYLKTSAL - B*14 PRKDC RCC329N
DGYTIVVRI X B*51 ABCAl RCC210A
DGYVVKETI B*51 RPS6KAL RCC210A
DHSIRALAL - B*14 CLASP1 RCC329N
DHYEKPEL - B*14 SEC24D RCC329N
DIAARNVL X B*08 PTK2 RCC210T, RCC70N, RCC70T
DIDTHTAKY - A*01 CA2 RCC399T
DIHHKVLSL X B*08 G3BP2 Sgg%g\lh?;g%ﬁot RCCIMN,
DIKAANVL X B*08 MST4 RCC70N

DILIRTEL - B*08 ITPR3 RCC399T

DILLRPEL X B*08 CYB5R3 RCC399T
DISVHLVEV X A*02 C2o0rf56 RCC329N
DLDSRVLYY X A*01 DNMT1 RCC377T, RCC70M
DLERKVESL X B*08 VIM RCC399T

DLIEKVVI X B*08 SEC31A RCC399T
DLIGKLTSL X B*08 CDK5RAP3 RCC399T, RCC70N
DLIIKGISV X B*08 TARDBP RCC399T, RC70N
DLKEHASSL - B*08 ERC1 RCC210T
DLKHTGAVL - B*08 RPN1 RCC70N
DLLEKSFSL X B*08 COBRA1 RCC399T
LLOKHTL « e sPteni | RCCZLON. RCCZLOT, RCCagON.
DLPEHAVL - B*08 HNRNPU RCC210T, RCC70M, RCC70T
DLRTKGFSL X B*08 CAPN1 RCC210T, RCC70T
DLRVTRLL - B*08 FAM43A RCC70N
DMDKVLLKY - A*01 MEF2A RCC70N

DPFAFIHKI X B*51 KDM5B RCC210A
DPFKDIILY X B*35 BZW1 RCC297M2
DPFSGKTV - B*51 DSP RCC210N

DPGPILRI X B*51 TRANK1 RCC210T
DPIGGHIHSY B*35 MYO1G RCC329N
DPPYSRVI X B*51 PJA2 RCC210N, RCC210T
DPQHVVVLY - B*35 TENC1 RCC297M2
DPWIGKLLY X B*35 SAT1 RCC329N
DPYEVSYRI X B*51 BTG1 RCC210A, RCC210N
DPYRALDI B*51 AP3D1 RCC210N, RCC210T
DPYTQRIEV - B*51 PAH RCC210N
DQARHYLL - B*14 TTCOC RCC329N
DQAVRTMEI - B*14 BIN2 RCC329N
DQDVRHLAL - B*14 DOCK10 RCC329N
DQFERIKTL - B*14 PRKACA RCC329N
DQFQKVLSL - B*14 ELP2 RCC329N
DQILKKPL - B*08 BTK RCC70N

DQIVRHDL - B*14 UGGT2 RCC329N
DQQVRYNAL - B*14 ATP6V1H RCC329N
DQTIRIHGL - B*14 SMU1 RCC329M, RCC329N
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DQTSHLAL B*14 ITGB8 RCC329N
DQVSRLVTI B*14 UGDH RCC329N

DQVTHIRI B*14 PTPNG6 RCC329N
DQVYRGAL B*14 MX1 RCC329N
DQYKFLAV B*51 NDUFA4L2 RCC210T
DRAHIAQL B*14 CLTC RCC329M, RCC329N
DRFANQIL B*14 PAH RCC329N
DRFLRQLDF B*14 COPA RCC329N
DRFNHFSL B*14 GPI RCC329N
DRFQPNMTL B*14 PSMB10 RCC329N
DRGYSSLL B*14 DDX5 RCC329N
DRHIWITAA B*14 PRPF6 RCC329N
DRILRPEL B*14 SNX14 RCC329N
DRLAQILEL B*14 EFR3A RCC329M, RCC329N
DRLDLARKEL B*14 COPE RCC329N
DRLQWVTI B*14 SNX17 RCC329M, RCC329N
DRLSASSL B*14 HNRNPU RCC329N
DRLVASTL B*14 SIGLEC1 RCC329M, RCC329N
DRMVGQVL B*14 EIF2S3 RCC329M, RCC329N
DRRIHLEEI B*14 CCDC77 RCC329N
DRSVPVRL B*14 SPCS3 RCC329N
DRTAQLTSL B*14 SBF2 RCC329N
DRTLIYITL B*14 ARPC3 RCC329M, RCC329N
DRTSMSVTL B*14 INPP4B RCC329N
DRTTISRAL B*14 GOLGA2 RCC329N
DRVAHILL B*14 VPS16 RCC329N
DRVAHMEF B*14 SPTBN1 RCC329M, RCC329N
DRVAIHEAM B*14 MCM5 RCC329N
DRVLRAML B*14 CCND1 RCC329M, RCC329N
DRVVATSL B*14 SIGLEC1 RCC329N
DRYDGMVGF B*14 CREG1 RCC329N
DRYEFSSHI B*14 IKZF3 RCC329N
DRYGGQPLF B*14 HNRNPUL2 RCC329N
DRYLLGTSL B*14 ASS1 RCC329N
DRYQYPFVL B*14 SGPP2 RCC329N
DSYPRNPTV B*51 SOAT1 RCC210A, RCC210T
DTAVRHVL B*08 RPS3 RCC399T
DTVKALRV B*51 CD14 RCC210T
DVIIKGNGL B*08 LAMA1 RCC399T
DVKIFVNTI B*51 PKHD1L1 RCC210A
DVQLRLNSI B*14 PPP2R1A RCC329N
DVTLHQAL B*14 RANGRF RCC329N
DYMKTTSNF A*24 NEMF RCC210N, RCC210T
EAAKGTLTY B*35 SGK1 RCC297M2, RCC329M
EAAPHDIGY B*35 NAGK RCC329N
EAAQKNMAL B*08 MYH9 RCC210N, RCC210T, RCC70M
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EAFKAIGTAY - B*35 DNAJB12 RCC329N
EAFVRHIL X B*08 MYL6 Egggé(;¢: ESS%ST' RCC399N,
EAIRISPTE X B*35 0GT RCC329N

EAKTAFLL - B*51 HMOX1 RCC210T

EALARNLL - B*08 NFE2L1 RCC399T

EALVRTVL X B*08 CTNNBL RCC399N
EAQPIVTKY X B*35 HNRNPUL2 | RCC329M, RCC329N
EAVIKHSL X B*08 KIAA0020 RCC210T
EAVKQYSSY X B*35 PFKFB3 RCC297M2, RCC329N
EAVKVLSI - B*51 SHANK3 RCC210T

EAYLGKKV X B*51 HSPAS RCC210A, RCC210T
EAYLGKTV X B*51 HSPAS RCC210A, RCC210N, RCC210T
EAYNAVVRY - B*35 FMNL3 RCC297M2
EAYPDHTQF X B*35 THYNL RCC329N
EEADKLVRQY X B*4403 HNRNPULL | RCC297M2
EEAEIRKY X B*4403 PARP1 RCC297M2
EEAHLNTSF X B*4403 MOBKL1A RCC297M2
EEAQPIVTKY X B*4403 HNRNPUL2 | RCC297M2
EEFELLGKAY X B*4403 EIF3C RCC297M2
EEFGQAFSF X B*4403 HLA-DPAL RCC297M2
EEFLRQEHF - B*4403 OASL RCC297M2
EEHLESHKKY - B*4403 AKAP2 RCC297M2
EEIAFLKKL X B*4403 VIM RCC297M2
EEIHKFSGTY - B*4403 DHRS3 RCC297M2
EEIKEILRF - B*4403 SLC3A1 RCC297M1, RCC297M2
EEILKVEQKY X B*4403 SET RCC297M2
EEIREAFRVF X B*4403 CALM1 RCC297M2
EEKTISAKY X B*4403 MYH9 RCC297M2
EELEQKYTY X B*4403 STAT1 RCC297M2
EELNDLIQRF X B*4403 PCML1 RCC297M2
EELPHIHAF X B*4403 BOLA2 RCC297M2
EELQQKVSY X B*4403 STAT3 RCC297M2
EELSPTAKF - B*4403 KLF6 RCC297M2
EENRQKLSL X B*4403 MYHO RCC297M2
EEPTVIKKY X B*4403 SNX5 RCC297M2
EERTFHIFY - B*4403 MYHO RCC297M2
EESAIRVGF X B*4403 SEC24C RCC297M2
EESLNIVKY X B*4403 ccz1 RCC297M2
EETPVVLQL - B*4403 ATP6AP2 RCC297M2
EEVHDLERKY X B*4403 NAPILL RCC297M2
EEVLIPDQKY B*4403 FBXL3 RCC297M2

EGLIKHIL - B*08 OCRL RCC70N

EIDKNDHLY - A*01 MAGED2 RCC210T, RCC377T
EIKEKTVL - B*08 PBX1 RCC399N, RCC70N
ELERLTSLY - A*01 DNAJB14 RCC399T

ELIGKHAI - B*08 CTNND1 RCC210T

ELKIAYQL - B*08 CoPB2 RCC399T
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ELLIRKLPF B*08 HIST1H3A RCC399T
ELNPKILAL X B*08 HIF1A RCC399T, RCC70N

ELQRKRLL - B*08 ADPGK RCC210N

ELRRQVDQL - B*08 VIM RCC210T, RCC399T
EMATRAAL X B*08 RHOA RCC210N, RCC210T, RCC399N
EPFHLIVSY - B*35 FCRLA RCC329N

EPNAVGIVI - B*07 SORT1 RCC70N

EPPPVKQV - B*51 PRPF31 RCC210T

EPRHGGLTL - B*07 WDR18 RCC377T, RCC70N
EPRLGALAL - B*07 CDH16 RCC70N

EPRYPPHSL - B*07 NCOR2 RCC70N

EPYLSSREI X B*51 SPTBN1 RCC210A

EPYTKQQL - B*08 STAT3 RCC210T, RCC399T

ERAIGLKL X B*14 EDF1 RCC329N

ERAIHQAL - B*14 CYP1B1 RCC329M, RCC329N
ERAYPLTL - B*14 SLC34A1 RCC329N

ERFGIVQRL - B*14 DFNA5 RCC329N

ERIMKAQAL X B*08, B*14 HSPY0AAL RCC329N, RCC70N
ERLAIRAQL - B*14 NDUFB4 RCC329N

ERLIHPQL - B*14 HPS1 RCC329N

ERVVHYEI - B*14 NDUFBS RCC329M, RCC329N, RCC329T
ESDGKSRWFY - A*01 céorf211 RCC70N

ESDINSVRY X A*01 GNB5 RCC210T, RCC399T, RCC399N
ESTLHLVL - B*08, B*14 UBAS52 RCC210T, RCC329M, RCC399T
ETDLLDIRSEY - A*01 ANXA11 RCC377M, RCCT, RCC70M
ETDSFKLAY X A*01 SYNRG RCC377T, RCC399T
ETEGPHVLLY - A*01 C4B Egggéggﬂ' RCC377M, RCC377T,
ETEKMIEKY X A*0L SPTBN1 Sggg;gf# ngg%&?;&%%ﬁ”
ETELDGLRY - A*01 HAAO RCC210T, RCC377T, RCC399T
ETERIVTTY - A*01 DNM2 RCC377T

ETHLKQQL - B*08 TXLNA RCC210N, RCC399N, RCC399T
EVHSRFQSL X B*08 SERPINB1 Egg%(T)T' RCC399T, RCCTON,
EVIPYTPAM - A*32 HMOX1 RCC329M, RCC329N
EVLNKHSL - B*08 HNRNPM Egg%&T"RRCCC%ﬁ’N' RCC399T,
EVNKFQMAY X A*32 SRP14 RCC329M, RCC329N
EVSKIVQTY X B*35 ACTN1 RCC297M2, RCC329N
EVYAGSHQY X A*03 ACBD3 RCC297M2

EYMKHTRLF X A*24 FLII RCC210A

EYQKVGQSF X A*24 SNX18 RCC210N, RCC210T
FAKRQQQL - B*08 MYH9 RCC210T

FATPFLVVR X A*03 COXT7C RCC297M1, RCC297M2
FAVDLEHHSY X B*35 EXOSC10 RCC329N

FAYDGKDYIAL X B*35 HLA-C RCC329M

FEAPIKLVF X B*4403 HM13 RCC297M2

FEFDTKTSA X B*50 UCHLS5 RCC399N, RCC399T
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FEIPTGREA B*50 ABI3 RCC399T

FFGETSHNY X A*29 MATR3 RCC297M2

FFPDKPITQY A*29 DDOST RCC297M2

FFPSIYDVKY - A*29 CNOT8 RCC297M1, RCC297M2

FGLARAFSL X B*08 CDK9 RCC70N

FGLARAKSV - B*08 CDK14 RCC210T, RCC70M
RCC210A, RCC297M1,

FIDASRLVY X A*01, A*03, B*35 | CTNNAL Sgggg;‘l\lﬂ,zhgggggﬁl\lé(;(ﬁom
RCC70N, RCC70T

FIDLVIQAV - A*02 AIG1 RCC399M

FLDASGAKLDY X A*01 BzZw1 RCC70N

FLDESRSTQY - A*01 RUVBL2 RCC377T

FLDESVVKV - A*02 FMO1 RCC399T, RCC70N

FLDKGEFYI - A*02 CP RCC399T

FLDPDRHFL - A*02 FAM83H RCC399T

FLDPRPLTV X A*02 CYP1B1 Eggggiﬂ'\?h%%ggﬁ?'\éciggiggt

FLDQNLQKY - A*01 DSP RCC70N

FLEQVHQLY X A*01 STAT1 RCC377M

FLFEPVVKA X A*02 SMEK1 RCC70N

FLFNKVVNL X A*02 YPELS RCC329M, RCC329N, RCC70N

FLIETGPRGV X A*02 TNS1 RCC399T

FLIRESETL X A*02 LYN RCC329N, RCC399T

FLLEGIRSL X A*02 NCKAP1L RCC329N

FLLGKEVSL X A*02 TBC1D9B RCC399T

FLLGPRLVLA - A*02 TMED10 RCC329N, RCC70N

FLLHIQQQV X A*02 SEC24A RCC399T

FLNDSYLKY X B*35 STAG1 RCC297M2

FLNNQEYVL - A*02 SPTBN1 RCC70N

FLQEHNTTL X A*02 CCDC88C RCC329N

FLQPELVKL X A*02 PSME4 RCC399T

FLSHNFLTV - A*02 TNS3 RCC399T

FLTDTSHLL X A*02 SYNE2 RCC399T, RCC70N

FNSHVHVEY B*35 ASAP2 RCC297M2

FPANNIVKF X B*35 SSR1 RCC297M2, RCC329N

FPANVMDVI - B*51 DDX5 RCC210A

FPASFPNRQY - B*35 HM13 RCC329N

FPDKPITQY X B*35 DDOST RCC329M, RCC329N, RCC329T

FPDKVAIQL B*35 PYGM RCC297M2

FPEGSRPVL - B*07 UGT3Al RCC70N

FPEHIFPAL X B*35 ACTR2 Egggggl\l\lﬂz’ RCC329M,

FPFEKGSVQY X B*35 DEK RCC329N

FPMTHGNTGF X B*35 PCBP2 RCC329M, RCC329N

FPNIPGKSL X B*07 DEGS1 RCC377M, RCC70N

FPNIVIKGSEL X B*35 PRPF8 RCC297M2

FPNLARVL - B*08 IER2 RCC70N

FPNRVVFQEF X B*35 MYH9 RCC329M
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FPSIYDVKY X B*35 CNOT8 R ez ROC329M,
FPVEIKSFY B*35 NARS RCC297M2
FPVGDVNNF X B*35 DYNCLI2 RCC297M2
FRFPAAVVY : B*14 MGAT1 RCC329N
FRMPELVDF i C ACSL1 RCC399T
FRVHIRSEL X B*14 DIAPHL RCC329N
FRVLHTAL : B*14 UBL? RCC329N
FSDKLHSKY : A*OL RSBNLL RCC70N
FTDKELLAY X A*OL ABCBL1 RCC70N
FTDPRTMGY X AOL PMM2 RCC399T
FTDQQKLIY i AOL MYO1B RCC70N
FTDVNSILRY X A%01 EPRS RCC37 T RCCTOM, RECTOT,
FTKVKPLL X B*08 MYHg RCC210T, RCC399T, RCCTOT,
FVIKKHEL - B*08 GTF2I RCC70N
FVYEPKEQK - A03 IFI16 RCC297M2
FYDDKVSAL X C TNS3 RCC329N
FYNESIAFFY i A*29 LPARL RCC297M2
FYPELKLAY x A*29 DDX19A RCC297M2
FYPPDPAQL - C EPBA4L RCC297M2
FYSEVHPHY X A*29 ADPGK RCC297M2
FYSKLGLQY A*29 SETDBI1 RCC297M2
GAAGVHFIY X B*35 HNRNPF RCC329N
GASLGARFY - B*35 NDUFA4L2 | RCC297M2
GEASRLAHY x B*4403 HISTIH2BM | RCC297M2
GEFQSFSSA X B*50 c7 RCC399N
GEIASFDKA X B*50 TMSB10 RCC399N, RCC399T
GEIESKFNQA X B*50 POLR2A RCC399N
GEIPKVLVA x B*50 AP2A2 RCC399N
GENHLVQLIY - B*4403 VWASA RCC297M2
GENSAVLHY X B*4403 PEPD RCC297M2
GESSFTYRAY X B*4403 SCAF11 RCC297M2
GESVLKLTF x B*4403 HBP1 RCC297M2
GETSYIRVY x B*4403 SRSF9 RCC297M2
GEYEWVHKP - B*50 RPF1 RCC399T
GIFGGHIRSV X A02 USP10 RCC329N, RCC70N
GLADKVYFL A02 CAD RCC399T, RCC70N
GLAPKPVQV x A*02 NBEAL2 RCC329N
GLASFKSFL - A*02 RGS5 RCC399T
GLASFKSFLK - A03 RGS5 RCC377T
GLDDIKDLKV i A02 MOV10 RCC70N
GLDFGIVRV i A02 HYDIN RCC329T, RCC70T
GLDVDGIYRV x A02 ARHGAP9 RCC329N
GLGPPGRSV x A02 SPTY2D1 RCC329N, RCC399T, RCC70M
GLIDHQTYL X A02 PLEC RCC399T, RCC70N
GLIDKVNEL X A02 SRP54 RCC399T
GLIDRQVTV X A02 MACF1 RCC70M, RCC70T
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GLLEKIATPK X A*03 GSTK1 RCC297M2
GLNDETYGY - A*29 ATP1B1 RCC297M2

GLNDFIQKI X A*02 SGK1 RCC399T
GLSTEGIYRV - A*02 ARHGAP35 RCC70N

GLWGHALLL X A*02 SEC16A RCC70N
GPAKWQNVSL - B*07 KIAA1462 RCC70N

GPALGRSFL - B*07 CD70 RCC70M
GPDSSRLTSRL - B*07 SLC3Al RCC377T, RCC70N, RCC70T
GPGLSRTGVEL X B*07 FLNA RCC377M
GPLFRNSQL - B*07 PTOV1 RCC377T

GPLPRTVEL - B*07 GSTK1 RCC70N

GPRAVFVLL - B*07 TFE3 RCC377M, RCC377T
GPREAFRQL B*07 SCAND1 RCC70M

GPREAVSGL X B*07 TMEM39B RCC70N

GPRLPWTRL - B*07 TMEM214 RCC70N

GPRSSLRVL X B*07 SF3B3 RCC377T
GPRTAALGLL - B*07 RCN2 RCC377M, RCC70N
GPRTPTQPLL X B*07 TNS1 RCC70N

GPSREFFFLL - B*07 HECW1 RCC70M

GQYGNPLNK X A*03 ADAM10 RCC297M2
GRFGGVITI X C AQP9 RCC399T

GRHIVAVL - B*14 NAGK RCC329T
GSAKPGLQK - A*03 CA2 RCC377N
GSDPREELLY - A*01 CDH5 RCC377T

GSFHIRASY - B*35 VPS16 RCC329M, RCC329N
GSKSTQTVAK - A*03 MAP4 RCC377M
GSYNKVFLAK - A*03 PSMD8 RCC297M2, RCC377T
GSYSSHISSK A*03 ZEB1 RCC377N

GTAAKSITK X A*03 GIMAP4 RCC377M

GTDELRLLY X A*01 LASIL RCC210A, RCC377T, RCC399T
GTDGHVHLY - A*01 WDR34 RCC210A, RCC210T, RCC399N
GTDGQGGTFRY - A*01 DNAJB4 RCC210N, RCC210T
GTFGGLGSK A*03 AHNAK RCC297M1, RCC297M2
GTGASGSFK X A*03 HIST1H1A RCC297M2, RCC377M
GTIAKSGTK X A*03 HSP90AA1 RCC377M
GTMTGMLYK X A*03 TIMM23 Egggggl\l{lz’ RCC377M,
STNKVASOK I e onns RCCZ97V2, RCCITTM
GTQPGPLLKK - A*03 ITIH5 RCC297M2
GTYDQKVQGGK - A*03 TPPP RCC377T
GTYGVRAAW X A*32 ICAM2 RCC329M, RCC329N
GTYRDANIK X A*03 QKI RCC297M2, RCC377T
GVADKILKK X A*03 NMI RCC297M2
GVAPFTIAR X A*03 COL6A3 RCC297M2
GVHGGILNK X |wos PFNS RCCa77N, RCGaTTM, RocaTTT
GVMDRGYSY X A*03 PSMB5 RCC297M2
GVYGDVQRVK - A*03 PTBP1 RCC377T
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GVYSFQFNK - A*03 RBMS?2 RCC377T
GYIERPQLI X A*24 PAPD4 RCC210A

HAAGFAYTY - B*35 FAMI11A RCC329N

HAAVPTPGY X B*35 GBP4 RCC329N

HADVSNQLY - AOL ATP6VIB2 | RCC399T

HASDRIIAL X B*35 TKT R o REC297M2,
HAVVNLINY - B*35 CTNNBL RCC329N

HEAAPGKASY - B*4403 SLAMFS RCC297M2

HEAEVLKQL B*4403 STMNL RCC297M2

HEYPWILSA X B*50 COPA RCC399T

HFDDFVTNL X C SOATL RCC297M2, RCC329N
HFDMAVYL - C LAMBL RCC329N

HGYENPTYK X A*03 APLP2 RCC297M2

HGYVKQSL - B*08 LANCLL Egggégh ROCZLoN, RCC210T,
HIHKSLIGK X A*03 H2AFV RCC297M1, RCC377M
HIIENIVAV X A*02 RSL1D1 RCC329N, RCC399T, RCC70N
HIKVTQEQY X B*35 CBL RCC297M2

HILGAAYKY X A*29 SMARCC1 RCC297M2

HIYDTKLGTDK - A03 CNN2 RCC377T

HLANIVERV X A*02 TRIM22 RCC329N, RCC399T, RCC70N
HLDEAQRLLY - A*29 ZNF547 RCC297M2

HLDFISIMTY - AOL CHI3LL RCC377T

HLDLGILYY - AOL DPAGT1 RCC399T, RCC70N
HLDTLTEHY X AOL FAM32A RCC377T, RCC399T, RCC70M
HLGYLPNQL - A*02 DDX1 RCC70N

HLKALTSEL X B*08 MSN RCC70N

HLPAGGAVK - A03 MAP4 RCC377T

HLSIINEYL X A02 IQGAPL RCC399T

HLTDITLKV X A*02 KARS RCC399T

HMTPGMKIY - B*35 EPHB2 RCC297M2

HPAIALREY X B*35 TROVE2 RCC297M2

HPDAPMSQVY X B*35 MORF4L1 RCCa T\, REC32OM,
HPDEKSIITY X B*35 SPTBN1 RCC329N

HPDSHQLF! X B*51 G3BP1 RCC210A, RCC210N, RCC210T
HPFLYDRETY - B*35 SMCHD1 RCC297M2, RCC329N
HPHQNLIATY - B*35 SMU1L RCC329N

HPIRIADGY - B*35 ccTs RCC329N

HPKLFPQVF - B*35 GPR84 RCC329N

HPLPETAVRGY X B*35 XAB2 RCC297M2, RCC329N
HPLYPFNDPY - B*35 AKRIAL RCC329N

HPNLVVGGTY X B*35 DYNC1I1 RCC329N

HPNYPYSDEY - B*35 AKR1C3 RCC297M2, RCC329M
HPPSHWPLI X B*51 CTNNBL RCC210A, RCC210T
HPRDPNLLL X B 07 EED RCC70N

HPRIITEGF - B*35 CCT6A RCC297M2

HPTAFVVSY X B*35 TAP1 RCC297M2

HPTDPLTSF X B*35 THEMIS2 RCC297M2
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HPTVVISAY . B35 ccTs RCC297M2

HPVPQPLQSF . B*35 MAFB ROC2y vz, RCC329M,

HPWFGMEQEY : B35 GLUL RCC329M

HPYQPDPKM x B35 CBX4 RCC329N

HQVDYILETW i A2 SEC14L1 RCC329M, RCC320N

HRFPFSSAL B*14 ATP13A2 RCC329N

HRYEFLETL X B*14 NUAK2 RCC329N

HSAGHAVNVY i B35 DUOX2 RCC297M2

HSDPSILGY i AL GIGYF1 RCC7ON

HSDTIQWLY i AL FHOD1 RCC7ON

HSEAHTLLY AL HDAC4 RCC399T

HSERHVLLY X AL HDAC7 RCC210T, RCC399N

HSEYHTLLY x A%0L HDACS RCC3TI T RCCI99T, RCCIIN,

HSMDMKFTY : A2 EPASL RCC329N

HSNTQTLGK i A03 LARP1 RCC377M

HTAKISDFSW X A*32 RBBP4 RCC329N

HTDDPLTWDY X AL UTP6 RCC377T

HTDILKEKY X AL DTWD1 RCC7ON

HTDVGLLEY X AL NCOR?2 RCC377T, RCC377N, RCC70T
RCC210N, RCC210T, RCC377M,

HTETKTITY X A1 EPB41 RCC377N. RCC377T, RCC399T,
RCC399M, RCC399N

HTQGPVDGSLY : AL TNS3 RCC210T, RCC399T

HVHSEFESF i A*32 SPIL RCC329N

HVIDVKFLY X B35 DDB1 RCC329N

HVKVLNTSL X B08 IFI16 RCC70N

HVYVGNISK i A3 KIAAD947 RCC297M2

HYPLNTVTF i A24 TNS1 RCC210T

e

IAFSATRTI i B*51 c1QB RCC210A

IANHQULII i B51 DHX16 RCC210T

IANQVQLFY X B35 ATPAF1 RCC297M2

IARAAEHLRY i A29 MAGEF1 RCC297M2
RCC210N, RCC329T, RCC377M,

IARNLTQQL X B*07, B*08, B*35 | PLIN2 RCC377T, RCC399M, RCC70M,
RCC70T, RCC70N

IDRLFDTSA X B*50 EXOC7 RCC399N, RCC399T

IEFPYKNLP i B*50 ITGAV RCC399T

IFDQSGTYL x c PRPF19 RCC329N

IGLIRNLAL X B°08 JUP RCC70N

IDGFMTHY X AOL TMBSF1 RCC399T

IMPHNIYL x A2 SLCI1AL RCC329N, RCC70M

INSSITTK x A3 ccTs RCC377T

ILADVVQKL i A2 AOX1 RCC7ON

ILDEHVQRV X A02 AXINI RCC399T

ILDPHVVLL X A02, A*29 NUP88 RCC297M2, RCC399T

ILDPRPTII x B*08 GPHN RCC210T
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ILDQKINEV X A*02 oDpc1 RCC329N, RCC399T, RCC70N
ILDTGTIQL - A*02 NATS RCC329N, RCC399N, RCC70N
ILFGHENRV X A*02 GNB5 RCC70N, RCC70T
ILHDDEVTV X A*02 RPLP1 RCC329N

ILKEMTHSW - A*32 AFF4 RCC329N

ILLSHLHYL - A*02 ERG RCC70N

ILMEHIHKL X A*02 RPL19 RCC329N, RCC399N, RCC70N
ILMGVLKEV X A*02 DHX15 RCC399T, RCC70N
ILQEREYRL X A*02 SMARCA4 RCC329N

ILQNKIDLV X A*02 EIF2S3 RCC399T

ILTDITKGV X A*02 EEF2 Egggsgﬁ' RCC399N, RCC7ON,
ILTERGYSF X A*29 ACTA1L RCC297M2

ILVKHLTNV X A*02 ARHGAP10 RCC399T

ILYGEVEKL X A*02 MAT2B RCC399T

ILYGKIIHL X A*02 CHTF8 RCC70N

IMKFINDQY X B*35 SEPT9 RCC297M2

IMLEALERV X A*02 SNRPG RCC70M

IPAKLHNSL X B*07 HDLBP RCC70N

IPARFAGVL X B*07 VWF RCC377T

IPARIVTNY X B*35 F13A1 RCC329N

IPDGGVHII X B*51 RBM12B RCC210T

IPDKFVVGY X B*35 HPRT1 RCC297M2, RCC329N
IPGMVGPIL - B*35 DOCK2 RCC329M

IPIGIDKAL X B*35 FKBP5 RCC329N

IPMGKSMLV - B*51 IGF2 RCC210N

IPNEIHAL o |ees HNRNPM | R CCeon, ROG390T, RCCTON
IPNERTMQL - B*07 VPS52 RCC70N

IPPDQQRLI X B*51 UBC RCC210T

IPPHRLSKI - B*51 BRPF1 RCC210T

IPPIQVTKV X B*51 NCOR2 RCC210N, RCC210T
IPPLATHTI X B*51 CD46 RCC210T

IPPLIKSV - B*51 DSCAM RCC210N, RCC210T
IPPLPSKL - B*51 DPPA4 RCC210A

IPQGGRGAIQF X B*07 SEC23A RCC377M, RCC377T, RCC70N
IPRAALLPL - B*07 HTRAL RCC70N

IPRAALLPLL - B*07 HTRA1L ggg%n’" RCC70M, RCCYOT,
IPSNRIAITL - B*07 SDK1 RCC70M

IPTRVVTNY - B*35 TGM2 RCC297M2

IPTSARSML X B*07 GATAD2B RCC70N

IPYALRVEL - B*07 FGG RCC70M

IPYHIVNIV X B*51 SARS RCC210A

IPYHSEVPVSL X B*07 SPTBN1 RCC377T, RCC70N
IPYPRPIHL - B*07 LYRM1 RCC377M, RCC70M
IQNDRQLQY X B*35 TFIP11 RCC297M2

IQVTKVTQV X B*14 ARCN1 RCC329N

IRAAWTRAL - B*14 NID1 RCC329M, RCC329N

183




IRNIGKTL - B*14 RPS3A RCC329N
IRPGTAFEL X C PLEC RCC70N
IRVGHAVL - B*14 TRAPPC4 RCC329N
ISDLIRDSY - A*01 TBC1D8 RCC210A, RCC399T
ISESHPILY X A*01 VSIG2 Sgg?gr\:\/" RCC377T, RCC7OT,
ISNPTRHVY X B*35 TLE1 RCC329N
ITAPPSRVL - B*07 SCD RCC377T
ITDHGSLIY X A*01 TRIM21 RCC70N
ITOKNSLAY i OWC22 | RESaTIT, ROCa%ON. REGTON
ITDPHSPSRFR X A*03 ECE1l RCC377T

RCC210N, RCC210T, RCC377M,
ITDSAGHILY X A*01 TMED10 RCC377T, RCC399T, RCC399N,

RCC70M, RCC70T, RCC70N
ITQGTPLKY X A*01 NCOR2 Egggég\l‘ RCC210T, RCC399T,
IVAGSLITK X A*03 PRPF40A RCC297M2
IVAKHTSAL X A*03 TLN1 RCC377N, RCC377T
IVDGNHRLTL - A*02 SPTBN1 RCC70N
IVSSLRLAY X A*03 ARFGAP3 RCC297M2
IVYKPVDLSK - A*03 MAPT RCC377T
IYADLSLKY X A*29 TMX2 RCC297M2
IYDLATQTL X C AAMP RCC329N
IYIAGHPAF X A*24 HNRNPL RCC210T
IYIKHPHLF X A*24 DNTTIP1 RCC210A
IYTSSVNRL X A*24 COPB2 RCC210A, RCC210N, RCC210T
KAFNLRISF X B*35 UBE2L6 RCC329N
KAFQATQQK X A*03 SETD7 Sggg?;'\l\lﬂ’zﬁzgg?;;m
KAGEVFIHK X A*03 NONO RCC297M2
KAIEKNVL X B*08 PRKAR1A RCC210T, RCC399N
KASGTLREY X B*35 RPL18A RCC297M2
KAYHEQLSV X B*51 TuBB1 RCC210T
KAYHEQLTV - B*51 TUBA1C RCC210T
KEAPPMEKP X B*50 RPS15 RCC399N, RCC399T
KEFPGFLEN X B*50 S100A10 RCC399N, RCC399T
KELEKTYSA X B*50 LMNA RCC399N, RCC399T
KELESIKETY - B*4403 FMNL3 RCC297M2
KELLFGHSA - B*50 WDR72 RCC399N
KEMPTVAQA - B*50 RASL12 RCC399T
KENAFSLGA X B*50 SUPT6H RCC399T
KESTLHLVL X B*4403 UBA52 RCC297M2
KETADFKVY X B*4403 FLNA RCC297M2
KEVEQFTQV X B*50 NDUFB10 RCC399N, RCC399T
KFIDTTSKF X A*24 RPL3 RCC210N, RCC210T
KGSSAVRVY X A*03 IRF1 RCC297M1, RCC297M2
KIADFGLAR X A*03 FGFR3 RCC377T
KIADRFLLY X A*03 LMO4 RCC377M, RCC377T
KIAPNTPQL - A*02 NOMO1 RCC399T
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KIAQKALDL - A*02 HMOX1 RCC399T
KIFEGMPVTF - A*32 PALLD RCC329M, RCC329N
KIFEMGPVFTL X A*32 COX2 RCC329M, RCC329N
KIFYDRAEY X A*32 MOV10 RCC329N
KIFYKTVSF - A*32 TTI1 RCC329N
KIGDFGLTK A*03 JAK1 RCC297M2
KIGSIIFQV X A*02 PARP14 RCC399T
KIIAFVLEGK X A*03 TGOLN2 RCC377T

KIISTLPSW - A*32 DAPK1 RCC329N
KIKSFEVVF X A*32 TXNIP RCC329N

KILDIGLAY X A*03 VPS41 RCC297M2
KILDYEVTL X A*02 IL6ST RCC399T
KILEDVVGV X A*02 TPX2 RCC399T

KILPTLEAV X A*02 ILF2 RCC399T, RCC70N
KIRDVLIQK - A*03 IMPACT RCC297M2
KISGIKDFSW - A*32 EIF3B RCC329N

KITDVIIGF X A*32 MYH9 RCC329M
KIYEGQVEV X A*02 RPLS RCC399N
KIYNSRVQR X A*03 IERS RCC377M
KLAQIRHIY X A*32 PBX2 RCC329N
KLAVERYEW X A*32 KDM6A RCC329N
KLAVIKNAW X A*32 PANK4 RCC329N
KLDPTKTTL X A*02 NDRG1 sgg;gﬁyhgggg.?g—r’ RCC70M,
KLDQVIIHV X A*02 NPL RCC329N, RCC399T
KLEEQARAK X A*03 CTTN RCC377M, RCC377N, RCC377T
KLFAGLVHV X A*02 CRYL1 RCC399T

KLFDAPLSI X A*02 WASH1 RCC399T
KLFDHAVSKF X A*03 ACSL4 RCC297M2, RCC377T
KLFDIRPIW X A*32 GTF3C5 RCC329N
KLFDKLLEY X A*03 API5 RCC297M2
KLFDRPQEL X A*02 DENNDA4C RCC329N
KLFGAAEVQRF X A*32 SPTAN1 RCC329N

KLFGMIITI X A*02 SEC61A1 RCC399T
KLFGPFTRNYY - A*32 CYBA RCC329N
KLFIGGLSF X A*32 HNRNPA1 RCC329M, RCC329N
KLFPYALAF X A*32 NAA15 RCC329N
KLFQGQLVL X A*32 USP1 RCC329N, RCC399T
KLFVGGLSF X A*32 CIRBP RCC329M, RCC329N
KLGEFAKVLEL - A*02 PPP2R1A RCC329N

KLGEIVTTI X A*02 ARF1 RCC329M, RCC329N
KLGSVPVTV X A*02 FAM115A Egg?g%’?‘h@%ﬁ%ﬁ?'\l’ RCC399T,
KLHDETLTY - A*03 TFCP2 RCC297M2
KLHDINAQL X A*02 AP1B1 RCC329N, RCC399T
KLHELNQKW - A*32 SPTAN1 RCC329N
KLHGVNINV X A*02 RBM4 Sgg?é?’?‘h?g?gﬁgt RCC70M,
KLHQRVEQL - B*08 CEBPD RCC210N, RCC210T
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KLIDDVHRL X A*02 SRPR RCC70T
KLIDRTESL X A*02 LSP1 RCC399T
KLIGQVHEV X A*02 FRY RCC70N
KLIPQLPTL X A*02 RRAGC RCC399T
KLKEAETRAEF - A*32 TPM1 RCC329N
KLLDEVTYL - A*02 CYP2J32 RCC399T
KLLEGEESRISL - A*02 VIM RCC329M
KLLEPVLLL X A*02 RPS16 RCC70M, RCC70N
KLLEQRAQY X A*32 CTR9 RCC329N
KLLNYAPLEK X A*03 POLR2L RCC377M
KLMDHIYAV X A*02 COG5 RCC329N
KLMDQLEAL X A*02 VTAlL RCC399T
KLNEMSYEL - A*02 PDEA4DIP RCC329N
KLNLQTFQW X A*32 KLHDC10 RCC329N
KLNNRQLNY - A*03 TWF1 RCC297M2
KLPNFGFVVF - A*32 G3BP2 RCC329N
KLPNSVLGK - A*03 EHD4 RCC297M2
KLPNSVLGR - A*03 EHD2 RCC297M2
KLQELNYNL X A*02 STAT1 RCC329N, RC399T
KLREPNFTLK A*03 TMEM131 RCC297M2
KLSDLQTQL X A*02 POLR2C RCC399T, RCC70T
KLSEIDVAL - A*02 EFHD1 RCC399N, RCC399T
KLSELEAAL - A*02 KRT8 RCC399T
KLSLVAAML - A*02 HSPA5 RCC399T
KLSQIRQIY X A*32 PBX1 RCC329N
KLSQKGYSW X A*32 BCL2L1 RCC329N
KLSSLIILM - A*02 SERPINH1 RCC329M, RCC399T
KLSTFRESF X A*32 SP100 RCC329N
KLTENLVAL - A*02 CDK17 RCC399T
KLTFEVVNL - A*02 ITPR1 RCC329M
KLVELPYTV X A*02 OSGEP RCC399T
KLWGQSIQL X A*02 SWT1 RCC399T
KLYEFVHSF - A*32 DNAJC22 RCC329N
KLYPWIHQF X A*32 C9orf41 RCC329N
KMFIGGLSW X A*32 HNRNPD RCC329M
KMMDVTVTI X A*02 NOMO1 RCC399T
KMWEEAISL X A*02 DOCK2 RCC399T
KMYDAAKLLY - A*03 CLTC RCC377M
KPAEYGYVSL - B*07 CEBPB RCC377M, RCC377T
KPAGPPGIL X B*07 MYH9 Sgg?gz\r’ RCC70M, RCC7OT,
KPAGPPGILAL X B*07 MYH9 RCC377T, RCC70T
KPANVFITA - B*07 NEK6 RCC377T
KPASFMTSI - B*07 ACLY RCC377M
KPEEQRQAL X B*07 PLEC RCC377M, RCC377T
KPFDPARTPLVL - B*07 BCARL1 RCC377M
KPFDQTTISL - B*07 CNN3 RCC377M, RCC377T, RCC70N
KPGLFSLTL - B*07 ASAH1 RCC70N
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KPHSGFHVAF X B*07 EFHA1 RCC377M, RCC70T
KPITTGGVTY - B*35 FHL2 RCC297M2, RCC329N
KPKEADESL X B*07 TLN1 RCC377M, RCC377T
KPLGPTAAF - B*07 PIP5K1C RCC377M, RCC70N
KPMEKISL - B*08 ZNF326 RCC70N

KPNANRIAL X B*07 LGALS3 RCC377T
KPNSNQVNL X B*07 GCLM RCC377T, RCC70M
KPRDVSSVEL X B*07 SPTBN1 RCC377T, RCC70N
KPRSPVVEL X B*07 ADRBK1 RCC70N
KPSGVSAAL - B*07 RRP7A RCC70N

KPTLPLRL - B*07 CMIP RCC377T
KPVDPIVGY - B*35 COL12A1 RCC297M2, RCC329N
KPVIPAAVL - B*07 ETS2 RCC377M, RCC70N
KPVKPHSSF X B*07 PRRC2C RCC377M
KPVYPGQTL B*07 HSD17B4 RCC377T, RCC70N
KQMEQVAQF - A*32 TAGLN RCC329M, RCC329N
KQSPSAGVHTF - A*32 WDTC1 RCC329N
KQTDVGITHF - A*32 PRPF8 RCC329N
KQVDSIVWTF - A*32 SLAMF7 RCC329N
KQYQIKGLEW - A*32 SMARCA4 RCC329N

KRGDVIYIL X C SKAP2 RCC399T, RCC70T
KRQEAIFEL X C ARHGEF3 RCC70N, RCC70T
KSDLFFHDY - A*01 RFC1 RCC377T
KSDSGKPYYY X A*01 PRPF40A RCC377T
KSDVHLNFY - A*01 HLTF Sgggég’b\’ RCC377T, RCC70M,
KSDVNKEYY X A*01 RBM22 RCC377M
KSEMNVNMKY - A*01 MET RCC70T
KSFEAPIKLVF - A*32 HM13 RCC329N
KSFEGNVFMY - A*32 TMEM30A RCC329N
KSFGSAQEFAW X A*32 COPB2 RCC329N
KSLERATQL - B*08 COMMD3 RCC210T
KSLLWTETF X A*32 ITGAV RCC329M, RCC329N
KSTDVAKTF X B*35 LCP1 RCC297M2
KSVYWENTL X A*32 NUP107 RCC329N
KTDASFHAY - A*01 SLC12A1 RCC210N, RCC399N
KTDGSFIGY - A*01 AKT3 RCC210A, RCC399T, RCC70N
KTDHFIFTY - A*01 LRRC42 RCC377T
KTDLDLQQY X A*01 LRRC8C RCC210A, RCC377T, RCC399T
KTDLHNEGY - A*01 RFTN1 RCC399N
KTDSTGTHSLY X A*01 SIPALL1 RCC210N, RCC377N, RCC377T
KTEVNSGFFY X A*01 CCT6A RCC377T
KTFEGNLTTK X A*03 PRPF8 RCC297M2
KTFSEHLTSY X A*32 KLRAQ1 RCC329N
KTFSGQTHGF - A*32 CMBL RCC329N
KTFTGHREW X A*32 PAFAH1B1 RCC329N
KTIDASVSKK X A*03 ATF7IP RCC377M
KTIGLREVW X A*32 MSN RCC329N
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KTKQDEVNAAW - A*32 SPTAN1 RCC329N
KTLAVVHSF - A*32 WDR72 RCC329N
KTLDHVLTH X A*03 TBCD RCC297M2
KTLGTDGLFLF X A*32 SEPN1 RCC329M, RCC329N
KTRDDWLVSW - A*32 PRKDC RCC329N
KTTDRYIQQK X A*03 MTA2 RCC377M
KTWTALRHQY - A*32 BCAR3 RCC329N
KTYETTLEK - A*03 ALB RCC377T
KTYGEIFEK X A*03 NDUFC2 RCC297ML, RCC297M2,
KTYSLLHQW - A*32 PIK3C2A RCC329N
KVADMALHY X A*03 ccTs RCC297M2
KVAGAATPK X A*03 HIST1H1D Egg§$;¥2' RCC377M,
KVANIILSY X A*03 SPG11 RCC297I2, RCCITTM,
KVAVATPAK X A*03 NCL RCC377T
KVDHHTDKY X A*01 F13A1 RCC377M
KVFAGYYTK - A*03 PLOD2 RCC297M2
KVFESWMHHW X A*32 CcD74 RCC329N
KVFEYHNVL X A*32 APPBP2 RCC329N
KVFFRAGVL X A*03 MYH9 RCC377T
KVFLGRDTY X A*32 ASNS RCC329N
KVFQEPLFY - A*03 CTsL1 RCC297M2
KVHAYIISY - A*32 EHD4 RCC329N
KVIDEIYRV X A*02 FBXO028 RCC399T, RC70N, RCC70T
KVLERVNAV X A*02 PSME2 RCC329N, RCC399T, RCCTOM,
KVLGDVIEV - A*02 CRYAB RCC399T
KVLGIVWGV X A*02 CNOTL RCC399T
KVMNWKETL X A*32 STK38 RCC329N
KVNAMTFTF X A*32 NOMO1 RCC329N
KVNIVPVIAK X A*03 SEPT2 RCC297M2
KVSDYILQH - A*03 ASTN2 RCC297M2
KVTEGSFVYK X A*03 GDI2 RCC297M2, RCC377T
KVYENYPTY X A*03 DEK RCC297M2, RCC377T
KVYGPGVAK X A*03 FLNA RCC297M1, RCC297M2
KVYNIQIRY X A*03 LcP2 RCC377T
KYEELFPAF X A*24 NAPA RCC210A

RCC210A, RCC297M1,
KYFDEHYEY e cKs2 RGCa20N. ROG326T, RCCTOM,

RCC70N, RCC70T
KYIHSANVL X A*24 MAPK1 RCC210A, RCC210N, RCC210T
KYKDAANLL - A*24 KLC1 RCC210T
KYPDRVPVI X A*24 GABARAP RCC210A, RCC210T
KYPSDLPYM - A*24 ERG RCC210A, RCC210N, RCC210T
KYPSPFFVF X A*24 DHX9 RCC210A
KYQEVTNNL X A*24 CAPRINI RCC210A
LAKLRQEL - B*08 RRBP1 RCC70N
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LAPLAKVI X B*51 GAPDH RCC210T
LAPVVKEI X B*51 IQGAPL RCC210T

LEAAKSIAA X B*50 TLNL RCC399N

LFDHAVSKF X C ACSL4 RCC297M2, RCC329N
LLAERDLYL - A02 TGM2 RCC399T

LLAPRPVAV X A2 CDKNIC RCC329N, RCC70N
LLDEHHISY X AOL SPECCIL RCC210A, RCC70M, RCC7ON
LLDIRSEY X A*01 ANXA11 Egggégf}‘: REC2I0T, RCCITIM,
LLDPSQKNLY X AOL ZNF124 RCC70N

LLDPSVFHV - A2 NOCAL RCC70N

LLDQGQLNKY X A*O1 cLTe RCC37IM, RCCTOM, RCCTOT,
LLDRFLATV X A02 CCNI RCC70N

LLDRVFTTY - AOL MIOX RCC70N

LLDVPTAAV - A02 IFI30 RCC329N

LLFDRPMHV X A*02 HNRNPM RCC329N

LLGPPPVGV X A*02 ciz1 RCC70N

LLGPRLVLA X A*02 TMED10 RCC329M, RCC329N, RCCI99T,
LLGPRVIGK - A*03 ODF38 RCC297M2

LLHDRSFSY X A*29 TUBGCP2 RCC297M2

LLHETDSAV - A02 FOLHL RCC70M

LLIENVASL X A*02 GPX1 RCC329M, RCC7ON
LLSPILARY - B*35 VCPIP1 RCC297M2

LLYDAEIHL - A*02 ITGA2 RCC399T

LLYESPERY AOL TAPL RCC377M, RCC377T
LMISRTPEV X A02 IGHG1 RCC329M

LMQTEVHHV - A*02 ARHGEF18 | RCC329N

LPAATRATL - B*07 TMEM213 RCC377N, RCC70N
LPAATRATLIL - B*07 TMEM213 RCC70N

LPAKILVEF B*35 ZWINT RCC329N

LPALRSIGL X B 07 RXRA RCC377T, RCC70N
LPAREATQF - B*35 GAS6 RCC329N

LPAWPHRGL - B*07 NSUNS RCC377M

LPDATSSHRTV X B*51 HCFC1 RCC210T

LPDTLKVTY X B*35 ITGB2 RCC297M2, RCC329N
LPFDKETGF - B*35 SLIRP RCC297M2

LPFGKVTNI X B*35 PTBP2 RCC297M2

LPGPKEGDL - B*51 DACHL1 RCC210T

LPHAPGVQM X B 07 HDAC1 RCC70N

LPHHRVIEV X B*51 NOMO1 RCC210T

LPHLADLVSY X B*35 VDR RCC297M2

LPHNRLVSL - B*35 LRRC58 RCC329N

LPHPGLQV X B*51 ATL3 RCC210T

LPIGDVATQY X B*35 ccr7 RCC297M2

LPKEHAASL - B 07 COMMD4 RCC70M, RCC70N, RCC70T
LPKQPPLAL X B*07 RANBP9 RCC70N

LPKTTALEL X B*08 SON RCC399T
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LPLEEHYRF X B*35 EHD1 RCC329M, RCC329N
LPLVKPYL - B*08 CLTC RCC399T

LPNAVITRI X B*51 POLE3 RCC210A, RCC210T
LPNGRSVSL - B*07 RASAL2 RCC70M

LPPGTKVTI - B*51 ZNF280D RCC210N

LPPPAAKTV X B*51 RNF181 RCC210T

LPPPPQQKI X B*51 CRNKL1 RCC210N

LPQGIVREL X B*07 SUPT4H1 RCC377M, RCC377T, RCC70N
LPQHQVPAY X B*35 JUND RCC329N

LPRAGGAFL - B*07 LAMB3 RCC377M

LPRAVGTQTL X B*07 SNX1 RCC377M, RCC70N
LPRAVNTQAL X B*07 SNX2 RCC377M, RCC70T
LPRGFGSLPAL X B*07 RSU1 RCC377M

LPRGGLTSI X B*51 DENND3 RCC210T

LPRGGSGSVL X B*07 UBAP1 RCC377T, RCC70T, RCC70N
LPRGMQPTEF - B*07 PSMB8 RCC377M

LPRGSIPRSL - B*07 MCM6 RCC70N

LPRGSSPSVL - B*07 TGIF2 RCC70M, RCC70N
LPRLTPPVL X B*07 CCT8 RCC377M

LPRPHASIMF B*07 DHX9 RCC70N

LPRPQGITV X B*51 PROSER2 RCC210T

LPRPTPQASF - B*07 DAB2 RCC70N

LPRQPPMSL X B*07 FLII RCC377M

LPRQSQITV - B*51 FILIP1L RCC210N, RCC210T
LPSAYQPGIL - B*51 CD248 RCC210T

LPSKPSSTL X B*07 PACSIN2 RCC70N

LPSPVTAQKY X B*35 EEF2 Sgggg;'\'\lﬂz’ RCC329M,
LPSSGRSSL X B*07 BAG3 RCC70T, RCC70N

LPVRLANI X B*51 PDK1 RCC210A

LPWANKVTI X B*51 PKHD1L1 RCC210A

LPWPARPAL X B*07 HPS6 RCC70N

LPYKGGNTL - B*51 COL12A1 RCC210N, RCC210T, RCC377T
LPYNHQHEY - B*35 FADS2 RCC297M2

LPYRATENDIY - B*35 Cux1 RCC329N

LOQTTRQEL - B*14 PRPF19 RCC329N

LQYSRQEGL - B*14 KIAA1967 RCC329N

LRFDGALNV - B*14 TUBAS RCC329N

LRFPGQLNA X B*14 TUBB1 RCC329N

LRFQSSAVM X B*14 HIST1H3A RCC329N

LRLLIHQSL - B*14 HNRNPK RCC329N

LSDKNIEQY X A*01 FYTTD1 Egggég?: Sgéé%l;“?CCZlOT,
LSDLGKLSY A*01 MYST1 RCC399T, RCC70N
LSDSGVTQRY X A*01 OSGEP RCC210T, RCC399T
LSERYAELY - A*01 IER5L Sgg;éﬁr’ RCC377M, RCC399T,
LTDITKGVQY X A*01 EEF2 Egg?gK‘M’ RCC377T, RCC399T,
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LTDPEAAKY X A*01 GBA RCC70M
LTDRGVMSY X A*01 IRF3 Egg%&T"RRCCCC?%KM' RCC399T,
LTDRLASLY X A*01 FAMI60B1 | RCC399T

LTDSSLKY - A*01 TRIOBP RCC210T, RCC70N
LTEKANHYY - A*01 CPSF3L RCC210T, RCC70 M, RCC7ON
LTEQQKALY - A*01 POGK RCC210T

LTEQRALLY - A*01 TECPR2 RCC210T

LTEVNKTGTQY X A*01 SERPINB6 | RCC7ON

LTRPGSSSL B*07 PLEKHA2 RCC377T

LVILGHYFK - A*03 SLC16A10 RCC377N

LVMAPRTVL X B*07 HLA-B RCC377M, RCC377T, RCC70N
LVRPPGTMA - B*07 CDHR5 RCC377T

LYANMFERL - A%24 FKBP4 RCC210A

LYDPVISKL X C MCRS1 RCC297M2, RCC329N
LYKLVNFFL - A*24 ccDC164 RCC210N

LYRATMIL X B*08 COX7A2 RCC70N

MAPARLFAL X B*08 Sbca RCC399T

MAPRALLL X B*51 HLA-C RCC210A, RC210N, RCC210T
MAPRSLLL X B*51 HLA-F RCC210T

MAPRTLIL X B*51 HLA-C RCC210A, RCC210T
MAPRVIVI X B*51 TMEM204 RCC210T

MAQKRIHAL - B*08 RGS5 RCC210T

MIEPRTLQY X A*01 RPS16 RCC70N

MLDGILSKY X A*01 MET RCC210A

MMSEAPGPINF X A*01 MYLO RCC70N

MPADTNKAF X B*35 TMEM111 RCC329N

MPFRGDTVI X B*51 TBCD RCC210N

MPFSPYEPLNF - B*35 cLU RCC329M

MPGFKGLIL - B*07 NRXN3 RCC70T

MPILISKI X B*51 SNTAL RCC210A

MPKESMPGF X B*35 AHNAK RCCa T\, RCC32OM,
MPKVHIEF B*08 HDLBP RCC70N

MPNVKVAVF X B*08 DDX39B RCC399T

MPRGVWVTL X B*07 HECTD1 RCC377M, RCC399T, RCC70N
MPSASMTRL - B*07 NDRG1 RCC377T

MPSHPDRAY - B*35 TNFSF13 RCC329N

MPVGPDAILRY X B*35 BAG6 RCCa T\, REC32OM,
MPVLKVVL X B*08 SEC31A RCC70N

MPYKGMTTV - B*51 DPYSL3 RCC210T

MQRARPTL - B*08 IGFBP3 RCC210T

MRFDGRLGF - B*14 NUDT16 RCC329M

MRLGGRLVL - B*14 CECR1 RCC329N

MRLGLHQVL X B*14 DIAPH1L RCC329N

MRMATPLLM - B*14 Co7a RCC329M, RCC329N
MSEAPGPINF - A*01 MYLO RCC70N

MTERQALSY X A*01 SIK3 RCC399T

MTNIICLLY - A*01 GALNTLA RCC399T
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MTNPHNHLY A*29 TTC35 RCC297M2

MVTEIRLKY A*29 SF3B3 RCC297M2

NAAERRGPL B*07 HLA-DRA RCC377M, RCC377T
NAAKIFNLY B*35 DPYS RCC297M2, RCC329N
NAFEVAEKY B*35 ACTN4 RCC297M2, RCC329N
NATDLLKVL B*35 SHANK3 RCC297M2

NAYKTPLL B*51 DHX37 RCC210N

NEASVLHNL B*4403 MYH9 RCC297M2

NELNIIHKF B*4403 PRPF31 RCC297M2

NEPYIFKVF B*4403 PIK3AP1 RCC297M2

NEVSKIVQTY B*4403 ACTN1 RCC297M2

NEVTTEIRF B*4403 COL6A3 RCC297M2

NFTEVHPDY A*29 CAT RCC297M2

NIELVHQV A*02 SYK RCC329M, RCC329N
NKTIHAEL B*14 FKBP8 RCC329N

NLAEDIMRL A*02 VIM RCC329M

NLAEKLIGV A*02 RALGAPB RCC70N

NLAENISRV A*02 PYGM RCC70M, RCC70T, RCC70N
NLASKIEEA A*02 CCNL1 RCC329T

NLDKNTVGY A*01 DNAJC11 RCC210T, RCC399T, RCC70N
NLGVTEDKV A*02 RHOXF1 RCC399M

NLKEKVAQL B*08 FGG RCC210T

NLKVKVLF B*08 STAT1 RCC70N

NLLPKLHIV A*02 CLIC1 RCC329N, RCC399T, RCC70N
NLLPYSLRY B*35 VPS13C RCC297M2

NLMEQPIKV A*02 JUP RCC70N

NLSPSASQY B*35 GUCA1A RCC297M1

NMYGKVVTV A*02 SUPT5H RCC329N

NPASKVIAL B*07 CLTC RCC377M, RCC70N, RCC70T
NPHEVQPSY B*35 EGLN3 RCC297M1, RCC329M
NPHNDIQAF B*35 CHDS RCC297M2

NPIDHVSFY B*35 SAMHD1 RCC329N

NPISGLLEY B*35 ADAR RCC329N

NPKAFFSVL B*07 IDO1 RCC377M

NPKESSSSL B*07 GTF3C1 RCC377M

NPMKAGTQL B*07 ITGAV RCC377T

NPQERTLTL B*35 HSP90AB1 RCC329N, RCC399T, RCC70N
NPRDLFGSL B*07 CIDEB RCC377T, RCC70N
NPRSVTLLI B*07 CCT6A RCC377M, RCC377T
NPRTQTHATL B*07 DPYD RCC377M, RCC377T
NPVGGLLEY B*35 ADAR RCC297M2

NPWDNKAVY B*35 SYVN1 RCC329M

NPYRDLQIY B*35 MYO1C RCC329M

NQFPGFKEV A*02 SNRPA RCC329N, RCC399T, RCC70N
NQHVKSAL B*08 PPP2R1A RCC399T

NQQSRDLSL B*14 UBR5 RCC329N

NQVIHRDI B*14 PAK1 RCC329N

NQYLRVSL B*14 CCPG1 RCC329N
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NRFAGFGIGL B*14 SLC25A46 RCC329M, RCC329N
NRFIRDDQL B*14 C10orf11 RCC329N
NRFPAVNSL B*14 GOSR1 RCC329N
NRFQIATV B*14 PSMB4 RCC329N
NRFSDHVAL B*14 DHX9 RCC329M, RCC329N
NRFTVAEL B*14 SF3B2 RCC329N
NRFYHEEL B*14 C90rf78 RCC329N
NRGDFFMTL B*14 VPS16 RCC329N
NRLAMATAL B*14 LRRC32 RCC329N
NRLTFASTL B*14 POLR2B RCC329N
NRVLHQEL B*14 AMOTLL RCC329N
NRVPLKHEL B*14 PTPRC RCC329N
NRVQSLVL B*14 ITGAM RCC329N
NRYDGIYKV B*14 UHRF1 RCC329N
NRYDGQVAV B*14 UBAL RCC329N
NRYHVPVWV B*14 RPN2 RCC329N
NRYIPTAAA B*14 SEC61A1 RCC329N
NSEILPTLKY A*01 GPX3 RCC70N
NSELLNDRY A*01 MYH14 RCC399N
NTDPWAGYRY A*01 METAP1 RCC70N
NTDRNIDKY A*01 C30rf63 RCC377T

RCC210A, RCC210N, RCC210T,
NTDSPLRY A*01 RPSA RCC377T, RCC399T, RCC399N,

RCC70M, RCC70N, RCC70T
NTERTVWQY A*01 PTPN11 RCC70N
NVADLHEKY B*35 PSMB5 Egggg;'\,\l"z' RCC329M,
NVADWVIKF B*35 RPN2 Sgggg;mz' RCC329M,
NVDPVQHTY A*01 AGRN Egggégmz Egg%ﬁ;’ RCC399T,
NVGGLIGTPK A*03 EYA2 RCC297M2
NVHDIMVSF B*35 SHQ1 RCC329N
NVIRDAVTY A*03, B*35 HIST1H4A Sgggg;mz' RCC329M,
NVKEKIYAV B*08 SPATS2L RCC399T, RCC70M
NVRIATTAL A*02, B*07 LAPTM5 Egg%n\"* RCC70M, RCCYOT,
NVTQVRAFY B*35 CAT RCC297M2
NYARGHYTI A*24 TUBAIA RCC210T
NYLALSGVL A*24 AMACR RCC210N
PSDSHRLSY A*01 NPY1R ggggégm' RCC377N, RCC399T,
eropY
PTDTNVIRY A*01 TTCY RCC210T
PVSSTRLSK A*03 MYST3 RCC297M1, RCC297M2
QALQKQAL B*08 G0S2 RCC399T
QAPPPPQQV B*51 FOXJ3 RCC210T
QARIEIESF B*35 HSPA5 RCC329M, RCC329N
QASDVSVKY B*35 TPR RCC297M2, RCC329N, RCC329T

193




QEAGIKTAF B*4403 PAICS RCC297M2
QEDRPGLHAY B*4403 LSP1 RCC297M2
QEHIDLGIKY B*4403 RPL11 RCC297M2
QEIEEIRQKY B*4403 STK4 RCC297M2
QEISHLIEP B*50 TLN1 RCC399N
QEKDKLLAA B*50 KTN1 RCC399N
QELNDRFANY B*4403 DES RCC297M2
QELQEINRVY B*4403 ANXA2 RCC297M2
QETHLKQQL B*4403 TXLNA RCC297M2
QETREILHF B*4403 PTPN1 RCC297M2
QETSFTKEAY B*4403 TPT1 RCC297M2
QEVIKAYGF B*4403 C12orf57 RCC297M2
QEVNELLQKF B*4403 RAI14 RCC297M2
QFHEKTSAL B*08 SYNE2 RCC210N, RCC399T
QIASFILLR A*03 GIMAP4 RCC377T
QIFVKTLTGK A*03 UBB RCC377M, RCC377T
QIYNPPSGK A*03 API5 RCC377T
QLDDLKVEL A*02 RPL35 RCC329N
QLDSHVHAV A*02 SNAPIN RCC399T
QLDSPGSLK A*03 ITPRIP RCC297M2
QLDTHMELY A*01 MACF1 RCC399T
QLEDGRTLSDY A*01 UBA52 RCC377T, RCC70M
QUIDKVWGL a2 SECIALL | RecTom, RECToN, RecToT
QLREKAGQL B*08 LZTS2 RCC210T

QLTNVILHL A*02 SMCR7L RCC399T

QLVDIIEKV A*02 PSME3 ggg%&M' RCC329N, RCC399T,
QLYKEQLAK A*03 MYH9 RCC297M2
QLYWSHPRK A*03 RPS29 RCC297M2, RCC377T
QNWYKAEL B*08 GRB2 RCC399T
QPAGHRPAL B*07 PCSK7 RCC377M
QPDQTRIVAL B*07 FBL RCC377T, RCC70M, RCC70N
QPHSPTSSL B*07 AMOT RCC377T

QPINLIFRY B*35 SNRPE Egggg;'\NﬂZ’ RCC329M,
QPLLREVL B*08 PSMB4 RCC399T, RCC70N
QPNPLPLRL B*07 PCM1 RCC377T
QPNTTGKQL B*07 MSN RCC377T
QPQHAFNAL B*07 CITED2 RCC70T
QPQHPLHVTY B*35 PEBP1 Sgggggl\l\lﬂz’ RCC329M,
QPREPQVYTL B*07 IGHG1 RCC377T, RCC70T
QPRNLLLAL B*07 DCTPP1 RCC377T

QPRTPILLI B*07 LOX RCC377M, RCC377T
QPRTPLVL B*08 CDH13 RCC70M

QPRVTGVVL B*07 SOD3 RCC377M
QPRYPVNSV B*07 TCP1 RCC70M
QPSPARAPAEL B*07 PMAIP1 RCC70M
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QPTVRITEL B*07 POLR2C RCC377M, RCC377T, RCC70N
QPVPRSVL B*08 IFI35 RCC70N
QPYTKEVL B*08 STAT2 RCC399T
QQIEKDIL B*08 APC RCC70T
QQVARAVL B*14 HSPG2 RCC329N
QRLPRPSSL B*14 FERMT3 RCC329N
QRVADRLGL B*14 PRPS2 RCC329N
QSDKVYEVY A*01 DPY19L4 RCC210N, RCC399N
QSEIASMLY A*01 KANK2 RCC377T
QSFDKEWVAK A*03 coxail RCC377T
QSRIRIDSL B*08 LMNA RCC210T
QTALPGNDRY A*01 UsP25 RCC210T
QTDHLFFKY A*01 ADAM10 RCC399T
QTEKQSTGVY A*01 LMOD1 RCC377N, RCC399N
QTESQQIRY A*01 ATP13A3 RCC210N

RCC210A, RCC210N, RCC210T,
QTETKTITY A*01 EPB41L2 SSS%Z;L', RR%%?;%EKI' Sggfgﬁ M,

RCC70N
QTKTRHLAL B*08 SMC1A RCC210T
QTYVGITEK A*03 SNRNP200 RCC297M1
QVDPLSALKY A*01 MKLN1 RCC70N
QVFKLGLAK A*03 RPS9 RCC297M2
QYAGKYVLF A*24 GPX3 RCC210A, RCC210N
QYLPHVARL A*24 SURF4 RCC210A
QYPVIIHLI A*24 ELOVL1 RCC210A
RALEAEKRALW A*32 SCRIB RCC329N
RAMVARLGL B*07 cD24 RCC377T
RARDAILDAL B*07 PYCARD RCC377T
RAYQQALSR A*03 PLIN2 RCC377T
RDAPIVNKV B*51 FN1 RCC210T
REAEFTKSI B*4403 SPCS2 RCC297M2
REAQSLISA B*50 SRSF11 RCC399N
REDAARAIA B*50 EIF3G RCC399N
REFPDRLVGY B*4403 EXT2 RCC297M2
REGDLLFTVA B*50 EIF3I RCC399T
REHAPFLVA B*50 PNPLA2 RCC399N, RCC399T
RELPFTKSA B*50 YTHDC1 RCC399N, RCC399T
REMIPFAVV B*50 SEPT9 RCC399N, RCC399T
REMPVKVEA B*50 IPO7 RCC399T
RESPFSTSA B*50 XPO1 RCC399T
REVSGIKAA B*50 LMNA RCC399N, RCC399T
REVTTVLQA B*50 DCBLD2 RCC399T
REYQVKLQA B*50 TRIMS RCC399N, RCC399T
RFDHVITNM C C10B RCC329N
RFKTQPVTF A*24 C110rf96 RCC210T
RGDSTFESKSYK A*03 FGA RCC377M, RCC377T
RIFEPPPPK A*03 DHX15 RCC297M2
RILPQDVILKF A*32 DDX27 RCC329N
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RILSGVVTK X A*03 RPS11 RCC377T
RIPPVAVRL - A*02 CHD4 RCC399T
RIPSFVTEL - A*02 GBF1 RCC399T
RIRDLAQLK - A*03 STAT6 RCC297M2
RISLPLPNF X A*32 VIM RCC329N
RISSNPVAK - A*03 RNF213 RCC297M2
RIYGESADAVK X A*03 FXR1 RCC297M2
RLANTAPAW A*32 SMARCB1 RCC329N
RLASTLVHL - A*02 CLTC RCC329N, RCC399T
RLASYLDKV - A*02 KRTO RCC399T
RLASYLDRV - A*02 KRT18 RCC329N, RCC399T, RCC70T
RLAVYIDRV X A*02 LMNA RCC399T
RLDELGGVYL X A*02 RPN2 RCC329M, RCC399T
RLFDDVPQV - A*02 HEATR2 RCC399T
RLFEGNALL X A*02 RPS9 RCC399T
RLFGAVVRW X A*32 BTBD1 RCC329N
RLFGISLSY X A*03 CLCN7 RCC297M2
RLFGTTVTF X A*32 ATP6AP1 RCC329M, RCC329N
RLFGTTVTFK X A*03 ATP6AP1 RCC377T
RLFPVPGSGLVL - A*32 LAMP2 RCC329N
RLFPWGNKL X A*32 SUMF1 RCC329N
RLFSSIVTV X A*02 DUS2L RCC399T
RLFVGSIPK X A*03 SYNCRIP Egg§3;¥2' RCC37TM,
RLGEAEGLMKV - A*02 SLC38A10 RCC329N
RLIDLGVGL X A*02 KDM5B RCC399T
RLIPERTVW - A*32 NEK6 RCC329N

RLIPTLVSI X A*02 IPO9 RCC399T
RLIQESPTL X A*02 LPCAT3 RCC399T
RLLDEEISRV - A*02 QKI RCC329N
RLLDGAFKL X A*02 CLASP1 RCC399T
RLLDLHQSW X A*32 PGGT1B RCC329N
RLLDYVVNI X A*02 KANK?2 RCC399T, RCC70T
RLLEQKVEL X A*02 PNN RCC399T
RLLGYVATL X A*02 CSDE1 RCC399T
RLLPGNATISK X A*03 PARP14 RCC297M2, RCC377T
RLLQEQHQL X A*02 RNF213 RCC399T
RLLSPPLRPR X A*03 ATRN RCC297M2
RLPVAPLRK - A*03 C1S RCC297M2
RLQEDPPVGV X A*02 UBE2B RCC329N
RLQGELQAV - A*02 ORAI3 RCC399T
RLSPAGAALLW X A*32 SPPL2A RCC329N
RLSPSPTSQR X A*03 LMNA RCC377M, RCC377T
RLSYNTASNK - A*03 RPL34 RCC297M2
RLTDYVAFL - A*02 COPSS8 RCC399T
RLVAIRTEY - A*32 PLEC RCC329N
RLVEIQYEL X A*02 GIT2 RCC399T
RLWGEPVNL X A*02 USPIX RCC329N, RCC399T
RLYPTPRVR X A*03 DNAJB12 RCC377T
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RLYPWGVVEV A02 SEPT2 RCC329N

RMFAPTKTW A*32 RPL4 RCC329N

RMGTYGVRAAW A*32 ICAM2 RCC329M, RCC329N
RCC329M, RCC329T, RCC390N,

RMLPHAPGV A*02 HDAC1 RCC399M, RCC399T, RCC70M,
RCC70N

RMNEVISLW A*32 SPTANL RCC329N

RMSDLHVLL A02 HABP2 RCC329M, RCC329N

RNADVFLKY A*29 TRIO RCC297M2

RPAGLPEKY B*35 SAAL RCC329N, RCC329T

RPAGLSPTL B*07 VGLL4 RCC70N

RPAGPALLL B*07 FUCAL RCC377M

RPAGPALLLL B*07 FUCAL RCC377M, RCC377T

RPANHRQLTF B*07 PSMD13 RCC377T

RPAPAAPLL B*07 ZNF385A RCC70T, RCC70N

RPAPLSAEL B*07 MVD RCC377T, RCC70N

RPAPPAQSL B*07 EPN2 RCC70N

RPAPVEVTY B*35 PTP4AL sgggg;m?hﬁggg?“"'

RPAQGVVTTL B*07 FN1 RCC70M, RCC70T

RPAQLHIGF B*07 UBAL RCC377T, RCC70T

RPAQVSQPF B*07 PRRC2C RCC70M

RPAVGHSGL B*07 ZC3H3 RCC377M

RPDGHQNNL B*07 KPNBL1 RCC377M

RPELVRPAL B*07 AKRIC1 RCC377T, RCC70M

RPFERTITM B*07, B*08, B*35 | SDCBP RCC329N, RCC399T, RCC70N

RPGAFSTVL B*07 SORBS3 RCC377M

RPGGLGSSSL B*07 KRT7 RCC70N

RPHHDASTF B*07 PLOD2 RCC377M

RPHQARETL B*07 MED7? RCC377M

RPHTVLTVI B*07 TBL3 RCC70N

RPHYGSVL B*08 IQGAPL RCC70N

RPILTIITL B*07, B*08, B*35 | TP53 Sgg?#lﬁggggsmz,

RPITDSPVL B*07 MAT2B RCC3TTM, RCSTIT, RCCTON,

RPKETDHKSL B*07 PHF20 RCC377M

RPLNVRVAL B*07 ADAM15 RCC377T

RPMPGTHTV B*07 NDRG1 RCC377M, RCC377T

RPPLEEKKAL B*07 PLEKHA2 RCC377M

RPQAPATVGL B*07 TCEB2 RCC70M, RCC70N

RPQASHQLL B*07 UROD RCC377M, RCC377T

RPQDGVAVL B*07 MYO1C RCC3TTN, RCCTOM, RCCTON,

RPRAATVVA B*07 PRKARLA RCC377M

RPREAEVRFL B*07 0S9 RCC70T, RCC70N

RPRGLALVL B*07 CASP2 RCC3TIM, RCC377T, RCCTON,

RPRHQGVMV B*07 ACTBL2 RCC377M

RPRLTSNEKL B*07 TRAPPC4 RCC377T, RCC399N, RCC70N

197




RPRNALLLL B*07 SGSH RCC377M, RCC70N
RPRPGNILL X B*07 TRPC4AP RCC70T
RPRPTEATVSL B*07 HMHA1 RCC70N, RCC70T
RPRVTEPISA - B*07 APOL1 RCC70M, RCC70N
RPSAAGINL X B*07 DHX9 RCC70T, RCC70N
RPSASTQAL - B*07 DDB1 RCC377M
RPSGAVVTL X B*07 NOSIP RCC70N
RPSGLHGDVSL - B*07 TUT1 RCC70N
RPSGPGPEL X B*07 SMARCA2 RCC70M, RCC70N
RPSLRALL - B*07 IGFBP7 RCC70N

RPSLRALLL - B*07 IGFBP7 RCC377M, RCC70M, RCC70N
RPSQNLLQL - B*07 MED25 RCC377M, RCC377T, RCC70N
RPSTSRSL X B*07 VIM RCC377M, RCC377T
RPTLWAAAL - B*07, B*35 IGFBP3 EEEES&T’RRCCC%%?;M' RCC377T,
RPVSSAASVY - B*35 KRT18 RCC297M2
RPWLEGRHTL - B*07 EIF2B4 RCC70N
RPWSNSRGL X B*07 CDC42SE1 RCC70M

RPYEPINSI X B*07 GTF3C2 RCC377T
RPYSQVNVL X B*07 UTRN RCC377T, RCC70M, RCC70N
RQIDDILSV X A*02 AKR1Al RCC399T
RQYGSEGRFTF - A*32 TMED4 RCC329N
RSDAEKQLLY - A*01 FRK RCC377T
RSDLQSLGY - A*01 VRK3 RCC399T
RSDTPLIYK X A*03 IARS RCC297M2
RSLAYIHSF X A*32 GSK3B RCC329N
RSLDHPNVLKF - A*32 LIMK2 RCC329N
RSLGSSPVK X A*03 C120rf35 RCC297M2
RSYSDPPLK X A*03 HNRNPF RCC297M2
RSYVTTSTR - A*03 VIM RCC297M2, RCC377T
RTEEALQLY X A*01 SRP72 RCC210A, RCC377T
RTEYNLRLK A*03 PLEC RCC377T
RTGPPMGSRF X A*03 EIF4H RCC377T
RTHLVSEVF - A*32 ALOX5 RCC329N
RTLPVLLLY X A*03 BIRC6 RCC297M2
RTLPWSSVL - A*32 TBC1D10A RCC329N
RTMNIKSATW X A*32 HIF1A RCC329N
RTNPNSGDFRF - A*32 RLIM RCC329N
RTREDIEGSHW - A*32 RNF123 RCC329N
RTVNLKSATW - A*32 EPAS1 RCC329N, RCC329T
RTYSSHVSW - A*32 KIAA0913 RCC329N
RVAPPRALL - B*07 RAB11FIP5 RCC377T
RVASNPYTW X A*32 SPTAN1 RCC329N
RVFPDKGYSF X A*32 TIA1 RCC329N
RVFPEKGYSF X A*32 TIALL RCC329N
RVFPHEVNW X A*32 GTF3C1 RCC329N
RVFTGVVTK X A*03 CCAR1 RCC297M2
RVFVVGVGMTK X A*03 SCP2 RCC297M2, RCC377T
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RVGALYLLY A*03 SNAPC1 RCC297M2
RVGVGIRSSY X A*32 MCM5 RCC329N

s | Jon oo e
RVHPETYEW X A*32 SUPT6H RCC329N

RVKLPSGSKK X A03 RPLS RCC377M

RVKPLHYISW X A*32 NRDL RCC329N

RVLEKDSVTLK X A03 FCGR3A RCC297M2

RVLEKPESLLL X A2 TIAPL RCC329N

RVLNKLGGVK X A03 ATOX1 RCC297M2

RVLPPSHRVTW X A*32 VAVL RCC329N

RVMAPRALL X B*07 HLA-C RCC377T, RCC7ON
RVNEYRFAW X A*32 ATP6VLH RCC329N

RVPPPPQSV X A*02 SHC1 RCC399T

RVQEAVESMVK X A*03 FAM136A RCC377T

RVRDVFEAK X A03 IMPDH?2 RCC297M2

RVREITENL - B*07 LCP1 RCC70N

RVSDINFTL X A02 PPP6R3 RCC329N, RCC329T
RVTPFILKK X A*03 TOMMS RCC297M2

e | < oo e e
RVYGGLTTK X A*03 PDCD6IP RCC377T

RVYIGRLSY X A*03, A*32 SRSF4 ROC329M, RCCI29N, RCCI29T,
RVYSPPEWISR X A*03 PIM2 RCC377T

RYASINTHL X A*24 CSNK1D RCC210A, RCC210T, RCC210N
RYGLVTNEI X A*24 IFIHL RCC210A, RCC210T, RCC210N
RYIPTAAAF X A*24 SEC61A1 RCC210A, RCC210T, RCC210N
RYLPDTLLL X A*24 comT RCC210A

RYPDSHQLF X A*24 G3BP2 RCC210A, RCC210T, RCC210N
RYPTSIASL X A*24 BUB3 RCC210A, RCC210T
RYSSMAASF - A*24 PDZK1IP1 RCC210T, RCC210N
RYVPRASYF X A*24 CCND3 RCC210A

SAKPKVLL X B*08 SAMHD1 RCC210A, RCC210T
SALEHSIQY X B*35 CAT RCC329N

SAPSALRV - B*51 PPP2R3C RCC210T

SASSLARAY X B*35 UBRS RCC297M2

SAVDFIRTL X B*35 STK17A RCC297M2

SAYGSVKAY X A*03 ANXA2 RCC297M2

SEASKLGAP X B*50 HEXIML RCC399N, RCC399T
SEGDITQKGY X B*4403 DIP2A RCC297M2

SEIHLQVKY - B*4403 SIGLEC1 RCC297M2

SEIYGLMKA X B*50 GK RCC399N

SELITKAVA X B*50 HISTIHIC RCC399T

SELQARETF X B*4403 PLEC RCC297M2

SEMDTSVKF - B*4403 ITGAV RCC297M2

SENKIVGIGY X B*4403 DCTD RCC297M2

SESPIEKVL - B*4403 MAP1B RCC297M2

SEVTFALHSA - B*50 AAMP RCC399N
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SEYIHAQVA X B*50 FKBP9 RCC399N, RCC399T
SFDSTVRL X C TBLLY RCC329N
SFEQFHLFY X A*29 PLCG2 RCC297M2
SFSTVHEKF X A*24 WDR36 RCC210N, RCC210T
SIDGRVVEPK X A*03 HNRNPA2B1 | RCC297M2
RCC210N, RCC210T, RCC377M,
SIDRTVMYY - A*01 SLC3A1 RCC377T, RCC399T, RCC399N,
RCC70N
SIFDGRVVAK X A*03 TMCO1 RCC297M2
SIFKQPVTK A*03 MBD2 RCC297M1
SIGDIFLKY X A*29 ECT2 RCC297M1, RCC297M2
SIDDRVIL - A*02 CRYLL RCC399T
SIGRLLEV X A*02 PPP1CA ESE?S&%@%%@?’&CRC%%?QT'
SIVEYNSV - A*02 RB1 RCC329T
SINPNNHSW X A*32 INTS8 RCC329N
SLAEGLRTV X A*02 OAS3 RCCI29N, RCCTOM, RCCTON,
SLAELVHAV - A*02 SESN1 RCC70N
SLAGGIIGV - A*02 HNRNPK RCC399T, RCC70N
SLAQYLINV X A*02 PCBP2 RCC329M
SLDKLLQNNY - A*03 RGS5 RCC297M2
SLDVGGPLRY X A*01 PXMP2 RCC377T
SLEGGSVKL X A*02 PDCD6IP RECI2oN, RCC39IT, RCCTOM,
SLFGSPVAK X A*03 MKL2 RCC297M2
SLFPGKLEV X A*02 FLI RCC329N, RCC399T, RCC70N
SLFPGKLEWV X A*02 FLI RCC329N
SLGVAALYK X A*03 COX6C RCC297M2, RCC377T
SLIPEALRL - A*02 HCFCIR1 RCC399T
SLIPHPFGV - A*02 LRP2 RCC70N
SLKQAPLVH X A*03 CLTA RCC377T
SLLDKIIGA x| a0z PTRF RCCIOM ROGTON. ReCTOT
SLLEKSLGL X A*02 EEF1E1 RCC399T
SLLENLEKI X A*02 HNRNPCLL | RCC329N, RCC399T
SLLGGDWVSV X A*02 TSC22D3 RCC329N
SLLGHLMIV - A*02 HINTL RCC399T
SLLHLGALY - A*29 sco RCC297M2
SLLTSSKGQLQK X A*03 PLIN2 RCC297M2, RCC377T
SLLYNVPAV X A*02 APP RCC329N
SLMDHTIPEV X A*02 SDCBP RCC329N
SLMHSFILK X A*03 DYNLRB1 RCC377M, RCC377T
SLPDIKVYL X A*02 RGS14 RCC399T
SLSDHIVLL - A*02 ITGA3 RCC399T
SLSEKTVLL x| w0 CD59 RGCIoM. RocToN, Recror
SLWGQPAEA - A*02 COL4AS RCC70N
SLYASSPGGVYATR - A*03 VIM RCC297M2
SLYHIYVAL - A*02 HMOX1 RCC70M
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SLYHRVLLY - A*03 ARFGEF3 RCC297M2
SLYKEGHSK X A*03 CHD5 RCC377M

SMTLAIHEI - A*02 DEGS1 RCC329N
SPAAEKAQL X B*07 CLCC1 RCC377T
SPAARSLSL - B*07 PRX RCC70N

SPAFSTRVL X B*07 SND1 RCC377T
SPAGKTNAL - B*07 INADL RCC377N, RCC377T, RCC399M
SPAQQHAHL - B*07 WWTR1 RCC377N
SPDLRLTWL X B*07 DOCK®6 RCC377T
SPEGRLYQVEY - B*35 PSMAG6 RCC297M2, RCC329N
SPEVGRLSL - B*07 SYNE1 RCC70N
SPGQKGTVM X B*07 MFSD10 RCC377M
SPGQRSISL - B*07 ABL1 RCC70N
SPGWVRLAL X B*07 VKORC1 RCC377M, RCC377T
SPHGGALVM - B*35 INTS1 RCC329N
SPHPAIARL - B*07 C4B RCC377T
SPIKVTLATL X B*07 NPM1 RCC70N

SPKLPVSSL X B*07 ARID3A RCC377M, RCC70T
SPLTKSISL X B*08 AKAP13 RCC210T, RCC399T
SPNQARAQAAL X B*07 PTBP1 RCC377T
SPNSKVNTL - B*07 HADHA RCC377T
SPQGRVMTI X B*07 PCBP1 RCC70N

SPQKVTLYL B*07 ITGB2 RCC377M, RCC377T, RCC70T
SPQPRLIYL X B*07 ADIPOR1 RCC70N
SPRAAEPVQL - B*07 CA9 RCC377T
SPRASMGVL - B*07 TP53BP1 RCC70N

SPRDPVLTL X B*07 ANKLE2 RCC70M, RCC70N, RCC70T
SPRENILVSL - B*07 SCD RCC377T
SPRGAGWLF X B*07 PPP6C RCC377T, RCC70N
SPRGAGYLF X B*07 PPP4C RCC377M, RCC70N
SPRGFPLGL X B*07 SLAIN2 RCC377T, RCC70N
SPRGYFHTF - B*07 WASL RCC70N
SPRLPVGGF B*07 TRIP12 RCC70N
SPRLPVGGFRSL X B*07 TRIP12 RCC377M, RCC70T, RCC70N
SPRLSQTFL X B*07 DOCK2 RCC377T
SPRPAAMVL - B*07 NTN4 RCC70N

SPRPAPLLL - B*07 AMACR RCC377T, RCC70N
SPRPPLISV B*07 MUDENG RCC377T, RCC70N
SPRSSLNNSL X B*07 FOXJ3 RCC70N

SPRVGISAV - B*07 PAPPA2 RCC70N

SPRVHSLIL - B*07 SPG21 RCC70T, RCC70N
SPRVTVAQL - B*07 FAMB86A RCC377T
SPRYIFTML B*07 TOP2A RCC377T

SPSLRILAI X B*08 LLGL2 RCC399T
SPSTSRTPLL - B*07 EGFR RCC377M
SPTASRISL - B*07 SASH1 RCC70N

SPTPHGLSL - B*07 F8 RCC70N

SPVDSVLFY X B*35 CTNNBL1 RCC297M2, RCC329N

201




SPVHVAFERL B*35 MLK4 RCC329T
SPVNSSKQPSY B*35 ATP5G1 RCC329N
SPVVRVAV B*07 EEF2 RCC70T
SPYLRPLTL B*35 NUDT14 RCC329N, RCC377M, RCC399T
SPYQNIKIL B*07 SMS RCC377M, RCC377T
SQILKHLL B*08 NNMT RCC399T
SQMLRAVSL B*14 BAZ2A RCC329N
SRADLIKQY C HSDL1 RCC399T
SRIARALAL B*14 CYR61 RCC329N
SRVIRNAL B*14 NCKAP1L RCC329N
SRYLNEKAV B*14 PICALM RCC329N
SRYTGASL B*14 HDAC3 RCC329N
SSAPPLTGK A*03 PATZ1 RCC297M2, RCC377T
SSAPTARVF B*35 PRPF6 RCC297M2
SSDRHLTQY A*01 CHD1 RCC377M, RCC377T
SSDSLRHVY A*01 F13A1 RCC377T
SSDSVGGFRY A*01 CLINT1 RCC399T
STDHIPILY A*01 GFPT1 RCC210N, RCC377T
STDKAEYTFY A*01 RBPJ sggggz_M' RCC377T, RCC7OM,
STDKFKTDFY A*01 COPS6 RCC70M, RCC70N
STDKQMGY A*01 EIF3I RCC399N

RCC210A, RCC210N, RCC210T,
STDPSVLGKY A*01 HES1 RCC377T, RCC399T, RCC399N,

RCC70N
STDSETLRY A*01 SYTL2 RCC399N
STDWHVVNY A*01 DOCK11 RCC377T
STEERHLLY A*01 ENPP2 RCC210T, RCC399T, RCC399N
STINYKWSF A*32 GPNMB RCC329M, RCC329N
STTASLSKK A*03 PRUNE RCC377M
STVSRFFLY A*29 CIRH1A RCC297M2
STYPRPHEY A*03 CTSzZ RCC297M1, RCC297M2
SVAGKIHTV A*02 STON1 Egg?éﬁ:\l’ RCC399N, RCC399T,
SVAQLLLSK A*03 KDM5A RCC297M2
SVAQVVLSR A*03 AQP3 RCC297M2, RCC377T
SVASAAAVLSH A*03 RPN2 RCC297M2, RCC377M
SVASPFTSK A*03 ATP13A3 RCC297M2
SVDPHGFISY A*01 TIMM50 Eggggzﬂl\,ﬂiq%%g?)L?T’ RCC399T,
SVFPGARLL A*02 CARM1 RCC399T
SVFPGARLLTI A*32 CARM1 RCC329M
SVFYGAPSK A*03 C4A RCC297M2
SVPLPISHK A*03 USP11 RCC297M2
SVSNWVITK A*03 EPS15 RCC297M1, RCC297M2
SVYVYKVLK A*03 HIST1H2BL RCC297M2, RCC377T
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SYFPEITHI . 24 IAKL RCC210T, RCC297M2, RCC399T
SYILRPVAF i A24 SLC28AL RCC210T

SYINFELRY x A29 CRNKLL RCC297M2

SYMGHFDLL X A*24 SF3B5 RCC210A

SYSGTFHSL : A24 NBPF1 RCC210A

SYTSVKENF i A24 FAM120B RCC210N, RCC210T
TAADIFKQY x B35 STAG2 RCC329N

TAAKPAAS| B*51 ZNF207 RCC210T, RCC210N
TAAPGRFSF i B35 DCTPP1 RCC329M

TADHNLLLY : AL TBL3 RCC210T, RCC377T
TAFDVAEKY x B35 ACTNL RCC297M2

TAGAKLLF i B*51 STAT2 RCC210N

TAHNKVAL B*08 TRIM25 RCC399N

TAIRHHVL X B*51 NOMO1 RCC210T

TAKLPAPSI B*51 LCP2 RCC210A, RCC210N, RCC210T
TAPPGVLKI i B*51 RASIP1 RCC210N, RCC210T
TATATNHVL X B35 RECQL RCC329N

TAVIDHHNY : B35 DDOST RCC329M, RCC320N
TAVVKHVL X B*08 NSD1 RCC210T, RCC7O0N
TEAKPAVVA : B*50 ILF3 RCC399N

TEAPLNPKA X B50 ACTAL RCC399T

TEAPVLNIQF i B*4403 AP2A2 RCC297M2

TEAQVEKQL : B*4403 CTTNBPZNL | RCC297M2

TEIPGTKVF : B*4403 TPMT RCC297M2

TELDLHKRL i B*4403 RBM27 RCC297M2

TENTEENRRFY X B*4403 ALDOA RCC297M2

TEVDARLSF X B*4403 TALDOL RCC297M2

TEVSKTPEA x B*50 MAGED2 RCC399N

TEYPVQRNY i B*4403 MPRIP RCC297M2

TFDASRTTF X c NUMB RCC329N

TFPGIKLIY i A*29 SLC43A2 RCC297M2

TGKIRVQSL i B08 UTRN RCC210T, RCC7ON
TGLQKVQSL . B*08 PRKCDBP | RECZION. RCCZ10T, RECIIIT,
TGYLKGYTL B*08 RBM8A RCC399T, RCC7O0N
TGYLNTVTV x B*51 GNB2L1 RCC210A, RCC210T
TIAPALVSK i A3 ENOL RCC297M2, RCC377T
TIFTARLYY X A03 APOBEC3F | RCC297M1, RCC297M2
TIKEGSQLK X A03 NHP2L1 RCC297M2, RCC377M
TLADLVHHV x A2 TRRAP RCC329N, RCC399T, RCC7O0N
TLADVLYHV x A2 ASH2L RCC399T

TLDGSLHAV X A2 ERNI RCC399T, RCC70T
TLIEDILGV i A02 TRPC4AP RCC329N

TLKNREASL i B°08 SPTBNL RCC210N

TLLNVIKSV A2 ITPR1 RCC329N, RCC399T, RCC7O0N
TLNEKLTAL X B*08 BRK1 RCC7ON

TLSDLRVYL x A%02 SRXNL RCC399T, RCCTOM, RCCTON,
TLSEIKALL X A2 ACTNL RCC7ON
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TLVYHWGV A*02 SF3B3 RCC399T

TLYEAVREV A2 RPL10A RCC399T

TMDPKPLAY A*01 GPR155 ROCaon REC2L0T, RCCI9IT,

TMLARLASA AO2 CSPG4 RCC399T

TNTLRILAL B 08 SF3B3 RCC70N

TPALRFVAV B*07 ACP5 RCC377T, RCC399T

TPAPRPLLL B*07 SH3D19 RCC70N

TPDTGRILSKL B 07 PSMD4 RCC377T

TPFGGRLLVL B 07 FLYWCHL RCC377T

TPHDFIEHF B*35 CCNDL RCC329M

TPHLRNLAV B*07 PSMG4 RCC70N

TPHQTFVRL B*07 RPN2 RCCITTT, RCCTOM, RCCN,

TPIKDGILY B*35 DOK3 RCC329N

TPISRLVAL B*08 ASBS RCC399T

TPKNTSVSL B*07 YMELLL RCC377T, RCC70N

TPLERAQHL B*08 TGFB1 RCC210T

TPMGPGRTV B*07, B'51 LGALSS RCC210T, RCC377T

TPQSNRPVM B*07 POLR2A RCC377T

TPRDLVLRSL B*07 MYO1G RCC377M, RCC377T

TPRGKPPL B*08 HMOX1 RCC210A, RCC210T

TPRPTAAEL B*07 ESYT1 RCC70M, RCC70T

TPRSTVGVVAL B*07 KLHL4 RCC377T, RCC7ON

TPRVHISSV B*07, B'08 NEFL RCC377T, RCC399T

TPRVPDNSL B*07 TNFAIPL RCC70T, RCC70N

TPSLVKSTSQL B*07 ATP5G2 RCC3TIM, RCC3TTT, RCCTOM,

TPVRLPSI B*51 IRF1 RCC210N, RCC210T

TQTVRVVAL B*14 PMVK RCC329N

TSALPIIQK A03 PLIN2 RCC377M, RCC377T

TSDKPGSPY AOL ACSL4 RCC210T

TSDQQRQLY AOL OCLN RCC210N

TSERTVLRY A*0L DHX16 RCC210A, RCC210T, RCC70N

TSSKGQLOK A*03 PLIN2 RCC377M

TTDPNIRVGY AOL HGF RCC70N

TTDPSVRWEY AOL LPA RCC70N

TTEQHGARY AOL TAPBP RCC377M, RCC377N, RCC377T

TVADKIHSV A*02 DUSP14 Egg%g’\lhzgggzﬂ, RCC70M,

TVAEKSFAV A02 IPO4 RCC329N

TVAVPLVGK A*03 DERLL RCC377M, RCC377T

TVDGVVFHY A*0L VCAN RCC399T

TVDNVHLEY A*OL PREX2 Sgggég’.ﬁ: REca10N, Rec210T,
RCC210T, RCC377M, RCC377T,

TVDQVKDLY A*01 cp RCC399T, RCC399M, RCC70M,
RCC70N, RCC70T
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TVGLIRNL X A*02 CTNNB1 RCC399N, RCC399T
TVGSAISRK - A*03 TPD52L2 RCC377M
TVKQKYLSF - B*08 PAK2 RCC70N
TVNSKALEI - B*08 GBP4 RCC210N. RCC210T
TVNSPAIYK - A*03 UTP11L RCC297M2
TVRPPVAVK - A*03 COL6A3 RCC297M1, RCC297M2
TVTEVLLKY X A*29 RRN3 RCC297M1, RCC297M2
TVYRNPESFK - A*03 HIGD2A RCC297M2
TYGEIFEKF X A*24 NDUFC2 RCC210A
TYLEKAIKI A*24 USP7 RCC210T
TYTDRVFFL X A*24 PLXNB2 RCC210A
RCC210A, RCC210N, RCC210T,
VADKVHLMY - A*01 TRIM25 RCC377M, RCC399T, RCC399N,
RCC70N
VAHQQLIQI X B*51 DDB1 RCC210A
VAKAVTQAL X B*07 TLN1 RCC377M, RCC377T, RCC70N
VEINIDHKF - B*4403 HDLBP RCC297M2
VEKPVGVAA X B*50 GSE1 RCC399N, RCC399T
VEVPETPKA B*50 MAGED2 RCC399N
VFDEAIRAVL X C RAC1 RCC297M2, RCC329N
VFDIHVIDF - C FKBP9 RCC329N
VFDKTLAEL X C ATF7IP RCC329N
VFIDKQTNL X A*24 CELF1 RCC210T
VFLPIHITY X A*29 CMKLR1 RCC297M2
VFPDKGYSF X A*24 TIA1 RCC210A
VFPEKGYSF X A*24 TIALL RCC210A, RCC210N, RCC210T
VFPKEPVEL - C HLA-DPA1 RCC329M
VGARIYHTI - B*51 MGST1 RCC210T
VGHVKPQAL X B*08 GP1BA RCC210T, RCC70M
VGKGRDISL - B*08 DCP1B RCC70N
VGLIRNLAL X B*08 CTNNB1 RCC399T, RCC70T, RCC70N
VIFDEVHYI X A*02 SKIV2L RCC399T
VIFTGGVGK X A*03 CEPT1 RCC297M2, RCC377T
VIKEKALTL X B*08 USP9X RCC210T
VIKETQERY X A*29 BRD8 RCC297M2
VILPGKTPV - A*02 EIF2C1 RCC329N
VISPPTVPK - A*03 POLR1B RCC297M2
VLAPRVLRA - A*02 RCN1 RCC329M
VLDDKLVFV X A*02 ANOG6 RCC399T, RCC70T, RCC70N
VLDERSALY - A*01 SASH1 RCC210T, RCC399T
VLDPYLLKY X A*01 MRPS17 Sgg?g;yhgg?g?g-r' RCC70M,
VLFEHAVGY X A*03 NOP56 RCC297M2
VLFRGGPRGLLAVA - A*02 SSR1 RCC329N
VLGQFLVLK - A*03 BANF1 RCC297M2
VLGSKHLDL - B*08 ADH6 RCC399T
VLGTVVHGK - A*03 MTCH2 RCC297M2
VLHVKTESL X B*08 ATF6B RCC210T, RCC70N
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VLIDYQRNV X A*02 XPO1 Sgg%ﬁ:\"’ RCC399T, RCC7OM,
VLIEKSHEM - A*02 UACA RCC399T, RC70N
VLIPKLPQL X A*02 ORMDL3 Egg%ﬂ\"’ RCC329N, RCC399T,
VLLGKVYWV x A*02 KLHL24 RCC329N, RCC399T, RCC70N
VLLPLRVTL X A*02 AGPATY RCC329N, RCC70N
VLMDRLPSL X A*02 URB1 RCC399T
VLMTEDIKL x A*02 EIF4G1 RCC399T
VLPRSSRGLL - A*02 LAMAS RCC399T
VLQGKLAEV x A*02 MACF1 RCC70N
VLRVTHEL - B*08 PSMC3 RCC399T, RCC70N
RCC329M, RCC329N, RCC399N,
VLSSRLAFA X A*02 HLA-DRB3 RCC399T, RCC70M, RCC70T,
RCC70N
VLVDRTIYI - A*02 HRSP12 RCC70N
VLWDRTFSL X A*02 STAT1 53@%&“&%@%@?’&&%@?2’“
VLWGETVHL X A*02 MAP3K8 RCC329N, RCC329T, RCC70N
VMAPRALLL X E HLA-C RCC210T
VMAPRTLIL x E HLA-C 332323&', %%%23%2“42'
VMAPRTLLL - E HLA-A RCC210N
VMAPRTLVL x E HLA-A Egggégﬁ RCC210T, RCC329M,
VMAPRTVLL X E HLA-B RCC329N
VMDSKIVQV x A*02 KPNAL RCC329N, RCC70M, RCC70N
VMEKSFLEY x A*01 UBE2Z RCC399T, RCC70N
VPAHFVAL - B*07 c2 RCC377T
VPATDRNAL X B*07 EIF3E RCC70M, RCC70T
VPDSSGPERIL x B*35 HNRNPK Egggg;mehggg?ﬁ,'\ﬂéccmN
VPDTSRIYV X B*51 UXT RCC210A
VPFHRVDTI X B*51 LGALS9 RCC210A, RCC210N, RCC210T
VPFRHLLL x B*08, B*14 cD4 RCC329N, RCC399T
VPHGHITSL x B*07 NAAL0 RCC70N
VPHSIINGY X B*35 RPLPOP6 RCC297M2
VPKTHLEL X B*08 AIF1 RCC399T, RCC70N, RCC70T
VPLDERIVF x B*35 FAM129B RCC297M2
VPLDKQITI x B*51 GNL3 RCC210A, RCC210T
VPLRRDQTI - B*51 C1QB RCC210T
VPNNKITVV X B*51 LDHB RCC210N
VPNRIIEI X B*51 MNDA RCC210T
VPPKSLEI - B*51 COBLL1 RCC210N
VPPLATNTV X B*51 SAP130 RCC210T
VPRAAFLSPLLPL - B*07 ERP29 RCC70M
VPRAILVDL - B*07 TUBB RCC70N
VPRPPQTSL X B*07 wiz RCC70T
VPRPPSLLATL X B*07 DIP2A RCC70N
VPRQPTVTSV X B*07 PDLIM5 RCC70N
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VPRSSSMVL - B*07 MARCH7 RCC377M, RCC377T, RCC70N

VPRVGLGL X B*08 TMEM140 RCC70N

VPSKPPMSL B*07 ANKRDA40 RCC377M, RCC70N

VPSTERMVL X B*07 UBTF RCC377M

VPVAKTAEL - B*07 NUP153 RCC377M

VPVGHLVVL - B*07 WFS1 RCC70N

VPVGRQPII X B*51 LATS1 RCC210T

VPVPPLPEY X B*35 ATP5F1 RCC329M, RCC329N

VPYLRDLGL X B*14 ABCG1 RCC329N

VPYPVTTTV X B*51 CD36 RCC210T

VQHPRLQAL - B*14 JUN RCC329N

VQLIRSWSL - B*14 PLEC RCC329N

VQPSKYHFL - B*08 MAGEF1 RCC210T

VQSLHSKL - B*14 KTN1 RCC329N

VQVARNAL - B*14 SIGLEC1 RCC329N

VRFLGNLVL - B*14 RRAGA RCC329M, RCC329N

VRVDRDYVL - B*14 HTATIP2 RCC329N

VRYEGSYAL X B*14 SDPR RCC329N

VSDFGGRSL - C RPA1 RCC329N

VSDHSGFHY - A*01 PTAR1 RCC210T, RCC70N

VSDKGNLMY - A*01 GRIN2A RCC210T, RCC377T

VSDKTLSFY X A*01 ABCF2 RCC70N

VSDRVTVLY - A*01 COQ6 RCC399T, RCC70N

VSSHVERVF - B*35 Clorf109 RCC297M2

VSYSHIQSK X A*03 MAP4 RCC297M1, RCC377T

VTASVRLSY - A*32 VWF RCC329M

VTDGPGNYKY - A*01 ATRN RCC70N

VTDKSMVDKY - A*01 ECM29 RCC210T, RCC70N
RCC210N, RCC377T, RCC399T,

VTDNRAFGY X A*01 DAB2 RCC399N, RCC70M, RCC70T,
RCC70N

VTDRSDARLQY - A*01 APHI1A RCC70N

VTDSPRILK - A*03 DOPEY2 RCC297M2

VTEFQPLYY - A*01 PAH RCC377T

VTEIDQDKY X A*01 FLNA RCC377T

VTEKDLLLY X A*01 SNTB2 FRQSSESZ'TY RCC329N, RCCTON,

VTELHVISY e RNF213 | ROCa77M, ROCa0ST. ROGasON

VTFPEFLRY X A*29 CHST14 RCC297M2

VTNPHTDAW A*32 GADD45B RCC329N

VTSGKIIEY X A*03 HCFC1 RCC297M2

VTSPIRASY « |es wEaps | RCCZSTMZ, RCCTZOM

VTYKNVPNW X A*32 RAN RCC329N

VVKEDAFYSW X A*32 EIF4G1 RCC329N

VVKPPGSSL X A*02 BAP1 RCC70N

VVLPQIHTV - A*02 F8 RCC70N

VVMRDPASK X A*03 HNRNPA2B1 RCC297M2
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VVNKVPLTGK X A*03 C120rf23 RCC297M2, RCC377T
VVSKHQSPK - A*03 SNX1 RCC377M

VYAQKHQQL X A*24 TRIM33 RCC210T, RCC210N
VYGFVREAL X A*24 UBXNG6 RCC210A

VYIKHPVSL X A*24 PSMD8 RCC210A, RCC210T, RCC210N
VYISEHEHF X A*24 CLPTM1 RCC210A, RCC210N, RCC210T
VYLPTHTSL X A*24 MYLIP RCC210T

VYPDGIRHI X A*24 SF3B3 RCC210T

VYQHLFTRI X A*24 AP5Z1 RCC210A

VYQNHVQHL - A*24 ARHGAPS RCC210T, RCC210N
VYSHVIQKL - A*24 SDS RCC210A, RCC210T
VYSPHVLNL X A*24 DNM1 RCC210A

VYTSGVYHI - A*24 TENC1 RCC210A, RCC210N, RCC210T
VYVVGTAHF X A*24 TRABD RCC210A, RCC210N
WSDGHLIYY - A*01 PLEKHB2 RCC70N

YADPVNAHY X A*01 ROD1 RCC399T, RCC70N
YAFNMKATV X B*51 HSPAS8 RCC210A

YAYDGKDYI X B*51 HLA-C RCC210A

YEAPGVREA X B*50 BCAS2 RCC399N

YEHDDKLTP - B*50 RDX RCC399N

YEKILFTEA X B*50 PSMD8 RCC399T

YFELVQHEY X A*29 TNFAIP3 RCC297M2

YFEYIEENKY - A*29 HNRNPU RCC297M2

YFHHQDGYRY X A*29 N4BP2L2 RCC297M2

YFSDPFLKY - A*29 PON2 RCC297M2

YGMPRQIL X B*08 TAGLN2 RCC210T, RCC399T, RCC70N
YIDEQFERY X A*01 SEPT2 RCC70M

YIHGRLQSL - B*08 ERCC1 RCC399T, RCC70N
YIKHPVSL - B*08 PSMD8 RCC210N

YIYPKHLKY X A*29 DOCK10 RCC297M2

YLAPHVRTL - A*02 GPS1 RCC70N

YLDIGQVYY - A*01 TTC22 RCC377T

YLDYHMEKY - A*01 AS3MT RCC210A

YLEQLHQLY X A*01 STAT3 RCC70N

YLLPAIVHI X A*02 DDX5 RCC70M, RCC70N, RCC70T
YLLPHILVY X A*03 ATR RCC297M2

YLNDLIHSV X A*02 AKAP10 RCC70N

YPAFPGRAI - B*51 NRS5A1 RCC210A

YPDPYSRASL - B*07 EPPK1 RCC377T

YPDRIMNTF X B*51 TUBB1 RCC210N

YPFDGPGNTL - B*35 MMP7 RCC297M2

YPFFRGVTI X B*51 CDC123 RCC210A

YPKGAGEML B*07 ANAPC16 RCC70N

YPKRPLLGL X B*07 DDX24 RCC70N

YPLKTGETI - B*51 PPAP2B RCC210N, RCC210T
YPNVNIHNF X B*35 SPTBN1 RCC329N

YPPGVKEI X B*51 PDS5A RCC210T

YPPHVQKV X B*51 SENP6 RCC210A, RCC210T, RCC210N
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YPPPEVRNI B*51 SF3Al1 RCC210A, RCC210T, RCC210N
YPVEHPDKF X B*35 VCP RCC297M2
YSEGYPGQRY - A*01 SHMT1 RCC70M, RCC70N
RCC210N, RCC210T, RCC399T
- * , ) )
YTDATSKY A*01 DNAJC3 RCG70M
YTDHQNSSSYY - A*01 SOX9 RCC70M
RCC210A, RCC210T, RCC399T
* ’ , ,
YTDKIDRY X A*01 TSPAN4 RCC70M, RCC7O0N, RCC70T
YTDPEVFKY - A*01 PTGIS RCC70N, RCC70T
RCC377T, RCC399N, RCC70M,
YTDVSTRY X A*01 TMX2 RCC70T, RCC70N
YTDYGGLIFNSY - A*01 COX2 RCC377T
YTPPPHHI - B*51 NDUFS5 RCC210N
RCC297M1, RCC297M2,
YTRPTPVQK X A*03 DDX3X RCC377M. RCC377T
RCC210A, RCC377M, RCC70M,
YVDPQFLTY X A*01 PJA1 RCC70N
RCC297M2, RCC329M,
YVHDDGRVSY X B*35 GMFG RCC329N
YVKDIPATL - A*02 HNMT RCC329T
YVYEYPSRY X A*29 NEDD9 RCC297M2
YVYPLQLKY X A*29 DOCK11 RCC297M2
YWGEIISQQY X A*29 IDE RCC297M1
YYIFIPSKF X A*29 DDX47 RCC297M2
YYPEYKLLF X A*29 ATP6VOD1 RCC297M2
YYRYPTGESY - A*29 PFKFB3 RCC297M2
YYSNKAYQY X A*29 GIMAPG6 RCC297M2
YYYDPTTGLYY - A*29 RBM5 RCC297M2
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HLA-Klasse Il

Peptidsequenz I;im% Annotation | Quellprotein Interne Probennummer (IPN)
AAAAFAGLSREEALR - DR IL411 RCC377M
AAAFAGLSREEALR - DR IL411 RCC377M
AAHLPAEFTPAVH - DR HBA1 RCC329T, RCC399M
AAHLPAEFTPAVHA - DR HBA1 RCC329T
AAHLPAEFTPAVHASL - DR HBA1 RCC329T
AAHLPAEFTPAVHASLDKF - DR HBA1 RCC399M
AAKILADATAKMVEA - DR TLN1 RCC399N
AAKILADATAKMVEAA - DR TLN1 RCC399N
AAKYQLDPTASISA - DR VDAC2 RCC210N
AAPAHVPPAPQASGWAF - DR MYO15A RCC377M
ADNILRLKSKQSEPPV - DR LYST RCC70N
ADRDLLLIHKSLSKD - DR PTPRB RCC329T
ADSGEGDFLAEGGGVR - DR FGA RCC329M, RCC329T
AEEHVRVTKAFSVN - DR LAMP1 RCC210N
AEEHVRVTKAFSVNIF - DR LAMP1 RCC210N
AERDALNIETAIKTKG - DR ANXA2 RCC297M2
AFGLPRLPEE - DR HSPB1 RCC399M
AFKVHQYFNVELIQ - DR C3 RCC70N
AFSDGLAHLDNL - DR HBB RCC399M
AFSDGLAHLDNLK - DR HBB RCC377M
AFSDGLAHLDNLKGTF - DR HBB RCC399M

RCC210N, RCC297M2, RCC329M,
AGKYVPAIAHLIH - DR CPVL RCC329T

RCC210N, RCC297M2, RCC329M,
AGKYVPAIAHLIHS - DR CPVL RCC329T
AGPPGFPGAVGAKGEAGPQ - DR COL1A1 RCC329T
AGSWAFSTAAVASDR - DR TINAGL1 RCC210N
AGTAFIQTQQLHAAM - DR PKM2 RCC377M
AGTAFIQTQQLHAAMA - DR PKM2 RCC377M
AGTVRRQAVDVSPL - DR RPS5 RCC329M, RCC329N
AGTVRRQAVDVSPLR - DR RPS5 RCC329M
AGVANALAHKYH X DR HBB RCC210N
AGWDVIQMTPQEIAVN - DR ITGB5 RCC297M2
AGYALAQMGRLKGP - DR C3 RCC329T

RCC329M, RCC329N, RCC329T,
AGYALAQMGRLKGPL - DR C3 RCC377N
AGYALAQMGRLKGPLL - DR C3 RCC329N, RCC329T
AGYRLLSRGHTPT - DR HSPG2 RCC70N
AHLLILRDTKTYMLA - DR ORM1 RCC399N

RCC329M, RCC329N, RCC329T,
AISDYVENTASLVYH - DR LBP RCC377N, RCC399N
AISDYVENTASLVYHE - DR LBP RCC329T
AISDYVFNTASLVYHEE - DR LBP RCC399N
ALADLDELLIRA - DR HSPG2 RCC70N
ALAQMGRLKGPL - DR C3 RCC70N
ALEEQLQQIRAE - DR KRT10 RCC377T
ALKDIVINANPASPP - DR AIMP2 RCC377M
APAALYQTIEENIK - DR ITM2B RCC210T, RCC329N
APAHVPPAPQASGWAF - DR MYO15A RCC377M
APASTRLFQVRANSAGAT - DR GSN RCC210T

210




RCC297M1, RCC329M, RCC377N,

APGHTIVPSTASPPVSSA DR PAX2 ivsoscatly
APHYYEQTRGGQVS DR ITGAD RCC210N, RCC297M2, RCC329M
APITGYRIVYSPSV DR FNL RCC210N, RCC297M2
APITGYRIVYSPSVE DR FNL RCC210N, RCC297M2

RCC210N, RCC297M2, RCC329M,
APITGYRIVYSPSVEG DR FN1 RoczIoN

RCC210A, RCC210N, RCC297M2,
APITGYRIVYSPSVEGS DR FN1 R Caron Rocanon
APITGYRIVYSPSVEGSS DR FN1 RCC210N
APSAILPLPGQSVER DR TiHa RCC297M2

RCC210A, RCC210N, RCC297M2,
APSNLRFLATTPNSL DR FN1 RCC329M, RCC329N, RCC329T
APSNLRFLATTPNSLL DR FN1 RCC297M2, RCC329N, RCC329T

RCC210N, RCC297M2, RCC329M,
APSNLRFLATTPNSLLV DR FN1 vl
APSNLVISERTHRS DR COLI2A1 | RCC210T
AQELLRVLRAQPVQV DR GSN RCC297M2
AQELLRVLRAQPVQVA DR GSN RCC297M2
AQHALTSVSRGSSLK DR CXCR4 RCC329M, RCC329T
AQMGRLKGPL DR Cc3 RCC329N
AQTAFSANPANPAI DR SDCBP RCC377M
AQTAFSANPANPAIL DR SDCBP RCC377M
ASAPGYLAITKKVAVPY DR CPE RCC377M
ASGRTTGIVMDSGDGVTHTVPIYEG DR ACTB RCC399M
ASLGKNPTDAY DR MYL12B RCC399M
ASLGKNPTDAYLDA DR MYL12B RCC399M
ASNDMYHSRALQVVR DR CST3 RCC210N, RCC210T, RCC329N
ASNDMYHSRALQVVRA DR CST3 RCC210N, RCC210T, RCC329N
ASSGASGGKIDNSVLVL DR AIFM1 RCC70N
ASSPGGVYATRSSA DR VIM RCC399M
ASSPGGVYATRSSAVR DR VIM RCC329M
ASVSTVLTSKY DR HBAL RCC70N
ASVSTVLTSKYR DR HBAL RCC210T, RCC70N
ASVYAGAGGSGSRISVSRS DR KRT18 RCC399M
ATAASSSSLEKS DR POTEE RCC297M2
ATAYGSTVSKRVAWH DR APOB RCC210T
ATPFLVVRHQLLKT DR COX7C RCC210N, RCC70N
AVASFPKKQE DR COX7A2 RCC210N
AVHKAVLTIDEKGTEA DR SERPINAL | RCC210T

RCC210T, RCC210N, RCC377M,
AVHKAVLTIDEKGTEAA DR SERPINAL | RCEa T
AVHKAVLTIDEKGTEAAG DR SERPINAL | RCCoe0T RCCZ10N, RCCIIN,
AVHQFDSVKRISNSG DR ENPEP RCC377M, RCC70T

RCC210A, RCC210T, RCC210N,
AVRDMRQTVAVGVIK DR EEF1A2 R Caoom, RoCamon. Rocamr
AVRDMRQTVAVGVIKA DR EEF1A2 RCC210N
AWGKVGAHAGEY DR HBAL RCC210N
AYIPTNVISITDG DR ATPSAL RCC329N
DAFNLASAHKVPVT DR ANPEP RCC329N
DAPAALYQTIEENIK DR ITM2B RCC210T
DASTLQSQKAEGTGDAK DR HMGN4 RCC210T, RCC329T
DDVPHIALDGKLGGLVQPH DR ITGB5 RCC399N
DENQFVAVTSTNAAK DR CRMP1 RCC210N, RCC297M2
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DENTVHMSWAKPVDPI DR COL12A1 RCC210T
DEVGGEALGRL DR HBB RCC70N

RCC210A, RCC210N, RCC210T,
DEYLKTTGKPIE DR ANXAG RCC329M, RCC329N, RCC329T
DEYLKTTGKPIEA DR ANXAG RCC210N
DEYLKTTGKPIEAS DR ANXAG RCC210N, RCC210T, RCC329N
DFFGNGPPVNYK DR IFI30 RCC377M
DFFGNGPPVNYKTG DR IFI30 RCC377M
DGGDFVGTAAHLVQPR DR ILVBL RCC210N, RCC329N
DGKRIQYQLVDISQD DR SH3BGRL3 | RCC329M, RCC329N, RCC329T
DGPVVTDPKAPNVV DR ARHGDIB RCC210T
DGPVVTDPKAPNVVV DR ARHGDIB RCC210T
DGPVVTDPKAPNVVVT DR ARHGDIB RCC210T, RCC399N
DGQSYRGTSSTTTTG DR PLG RCC297M2
DGRAYTAISHIPQPA DR NID2 RCC70N
DHPTFNKITPNLAE DR SERPINA1 RCC297M2
DHPTFNKITPNLAEF DR SERPINA1 RCC297M2
DIRPEIHENY DR ATP6V1G1 RCC70N
DIRPEIHENYR DR ATP6V1G1 RCC70N
DIRPEIHENYRING DR ATP6V1G1 RCC70N
DISASRPNILLL DR ARSE RCC70N
DIVADHVASYG DR HLA-DQA1 RCC210T, RCC70N
DIVADHVASYGVN DR HLA-DQA1 RCC377M, RCC70N
DKLHVDPENFRLLG DR HBB RCC210N

RCC210T, RCC210T, RCC70N,
DKPVYTPDQSVKV DR C5 RCC70T
DKPVYTPDQSVKVR DR C5 RCC210T
DKPVYTPDQSVKVRV DR C5 RCC210T
DKTYSYLNKLPVKS DR NPC2 RCC70N
DLAGRDLTDYL DR ACTB RCC399M
DLDKKETVWH DR HLA-DPA1 RCC210T
DLGTYVINKQTPNKQ DR FXN RCC329N, RCC329T, RCC70N
DLHSYVVMNHGRSY DR NID1 RCC70N, RCC70T
DLHSYVVMNHGRSYT DR NID1 RCC70N, RCC70T
DLRLPYSVVR DR C3 RCC210T, RCC210N, RCC70N
DLSFNQIARLPSG DR LUM RCC70N
DLSFNQIARLPSGLPV DR LUM RCC377N
DMRQTVAVGVIK DR EEF1A2 RCC210T, RCC210N, RCC329T
DNHGATYAFSGTHYWR DR HPX RCC329N
DNKGIDSDASYPYK DR CTSS RCC210T
DNKGIDSDASYPYKA DR CTSS RCC210T
DNSRNLDLDSIIA DR KRT2 RCC377T
DPIIEDRHGGYKP DR CKB RCC70N

RCC210A, RCC210N, RCC210T,
DPIIEDRHGGYKPS DR CKB RCC70N, RCC70T
DPIIEDRHGGYKPSDE DR CKB RCC210N
DPIISDRHGGYKP DR CKM RCC210T

RCC210N, RCC210T, RCC399N,
DPIISDRHGGYKPT DR CKM RCC70N
DPSGTYHAWKANAIGR DR PSMA7 RCC210N

RCC210T, RCC210N, RCC329N,
DPSGTYHAWKANAIGRG DR PSMA7 RCC329T
DQINTDLNLERSHAQ DR MYH9 RCC210N
DRIFVSVTNEHL DR TNFSF10 RCC210N
DRYFYNQEEYVR DR HLA-DRB1 RCC329N
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DSGDGVTHNVPIYEG DR ACTA1 RCC399M, RCC70N
DSGYRPNLSPEEA DR PSMB8 RCC70N
DSGYRPNLSPEEAY DR PSMB8 RCC377M, RCC399N

RCC329T, RCC377M, RCC399N,
DSGYRPNLSPEEAYD DR PSMB8 RCC7ON
DSKDSTYSLSSTLT DR IGKC RCC210N
DSNIKFSHVEKLGNNP DR APOB RCC210T
DSSATAYGSTVSKRVAWH DR APOB RCC210T, RCC210N
DTYRHTFTLSLPR DR CSF1R RCC210T
DVHWTRAGEVQ DR AZGP1 RCC210N
DVPHIALDGKLGG DR ITGBS RCC210T, RCC210N
DVPHIALDGKLGGLV DR ITGBS RCC399N
DVPHIALDGKLGGLVQPH DR ITGBS RCC399N
DVSAYIPTNVISITDG DR ATP5A1 RCC329N, RCC329T
DYGNNIRTVARVPGPA DR PLXND1 RCC329N, RCC329T
DYGSYSGNTQGGTSTQ DR HNRNPUL1 | RCC377M, RCC70N
EAKAFLHVPAKVIIG DR NID1 RCC210T, RCC210N, RCC297M2
EDHRFENTPEIAIR DR PLXND1 RCC210N
EDIVADHVASYG DR HLA-DQA1 RCC399N, RCC70N
EDIVADHVASYGVN DR HLA-DQA1 RCC210N, RCC70N, RCC70T
EDMKGHFSISIPVK DR A2M RCC210T
EDPKFEVIEKPQA DR ATPSJ RCC70N
EEHWVHESGRPVQR DR HSPG2 RCC297M2
EETQYVMDDTGLVPGR DR PTPRB RCC399N
EETQYVMDDTGLVPGRQ DR PTPRB RCC399N

RCC210T, RCC210N, RCC399N,
EETVITVDTKAAGKG DR FLNA RCC70N
EETVITVDTKAAGKGK DR FLNA RCC210N, RCC399N, RCC70N
EFVVNTSNAGAG DR FLNA RCC70N
EGPEYWDEETGKVK DR HLA-A RCC210T

RCC329N, RCC329T, RCC377M,
EGQFSINKVPGNFH DR ERGIC1 RCC377N, RCC399N, , RCC70N,

RCC70T
EGQYARLISPPVH DR NRP2 RCC297M2
EHPAYTQIAKEHALA DR SCAMP1 RCC70N
EHPAYTQIAKEHALAQ DR SCAMP1 RCC70N
EHPEFLKAGKEPG DR GSN RCC377M
EHPEFLKAGKEPGLQ DR GSN RCC70N
EHRSPPPGLSKFE DR PRIC285 RCC70T, RCC70N
EKSAVTALWG DR HBB RCC70N
ELAVASFPKKQE DR COX7A2 RCC70N
ELDEKAVRPGYPK DR VTN RCC210T
ELPDGQVITIG DR POTEE RCC399M
ELPDGQVITIGNER DR POTEE RCC399M
ENDRIFVSVTNEHL DR TNFSF10 RCC210N

RCC210A, RCC210N, RCC210T,
ENNKLTYSHGNYL DR VAMP7 RCC329N
EPKGIFRINENTGSVS DR CDH13 RCC329N, RCC70N
EQLGEYKFQNA DR ALB RCC297M2
EQWLLTTAKNL DR HP RCC329T
ERDALNIETAIKTKG DR ANXA2 RCC297M2
EREAILAIHKEAQR DR ACTN4 RCC329T
ERPTYTNLNRLISQ DR TUBAS RCC377M, RCC70N
ESRAQLGGPEAAKSDETAAK DR HSPB1 RCC399M
ESTGVFTTMEKAGAHLQ DR GAPDH RCC377M
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RCC210A, RCC210T, RCC210N,

ETTQLTADSHPSYHTDG DR DNAJC5 RCC377M, RCC399N, RCC399T,
RCC70N
RCC210T, RCC210N, RCC399N,
ETVITVDTKAAGKG DR FLNA RCC70N, RCC70T
RCC210A, RCC210N, RCC210T,
ETVITVDTKAAGKGK DR FLNA RCC377M, RCC377N, RCC399N,
RCC399M, RCC399T
EVGGEALGRL DR HBB RCC210N, RCC329M, RCC70N
EVKEYAQVFREHAN DR CTNNA1 RCC70N
EYAQVFREHANK DR CTNNA1 RCC70N
EYDESGPSIVHRK DR POTEE RCC70N
FAGDDAPRAVFPSIVG DR POTEE RCC70N
FAIDNSGRII DR CDH5 RCC210N, RCC70N
FAIDNSGRIIT DR CDH5 RCC210N, RCC70N
FDPIIEDRHGGYKPS DR CKB RCC70N
FDPIISDRHGGYKPT DR CKM RCC210T
FDRTGDGKIL DR MYL6 RCC70N
FDRTGDGKILYS DR MYL6 RCC70N
RCC329N, RCC329T, RCC377N,
FEGQFSINKVPGNFH DR ERGIC1 RCC399N. RCC70N
FESFGDLSTPDAVMGNPKVKA DR HBB RCC399M
FFIDLRLPYSVVR DR C3 RCC210T
FFLPDSSKLLSG DR MAN1A1 RCC210T
FGGPGTASRP DR VIM RCC210T
RCC210T, RCC297M2, RCC329M,
FGGPGTASRPSSS DR VIM RCC329T
FGGPGTASRPSSSRSYVTTSTRT DR VIM RCC329T
FIDLRLPYS DR C3 RCC210T
FIDLRLPYSV DR C3 RCC210T
FIDLRLPYSVVR DR C3 RCC399N, RCC70N
FLKAGKEPGLQ DR GSN RCC70N
FLPDSSKLLSG DR MAN1A1 RCC70N
FLSFPTTKTY DR HBA1 RCC399M
FRVPTANVSVVD DR GAPDH RCC377M
FRVPTANVSVVDL DR GAPDH RCC377M
FSAYIKNSNPALNDN DR CLIC1 RCC377M
FSHDYKGSTSHHL DR APOB RCC210N
FSHDYKGSTSHHLVS DR APOB RCC210N
FSINKVPGNFH DR ERGIC1 RCC70N
FSNALEPDFKATSIT DR DAG1 RCC399N
FSNKITPIQSKE DR AK4 RCC70N
FSNKITPIQSKEAY DR AK4 RCC210N, RCC70N
FSSKFQVDNNNRL DR A2M RCC210T, RCC70N
FSVTKKQLGAG DR PLG RCC70N
FTVDDKEHSIK DR CFB RCC210N, RCC210T, RCC70N
FTVDDKEHSIKVS DR CFB RCC210T
FVELGTQPAT DR APOA2 RCC70N
FVELGTQPATQ DR APOA2 RCC70N
FVIDKSGSMSG DR ITIH4 RCC70N
FVQTHRPTGEF DR HLA-DPA1 RCC70N
FVRFDSDAASPR DR HLA-C RCC210N
FWINGTPLVK DR APCS RCC399N, RCC70N
FYVDLDKKETVWH DR HLA-DPA1 RCC210N
GARNIVAAMKAHGVD DR BLVRB RCC329M, RCC329T
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GASQAGMTGYGRPRQIIS DR TAGLN RCC329T
GAVYSFDPVGSYQR DR PSMB1 RCC399N
GDFRYTTTMGVNT DR C1R RCC210T, RCC329N
GDFRYTTTMGVNTY DR C1R RCC297M2
GDGQSYRGTSSTTTTG DR PLG RCC297M2
GDGQSYRGTSSTTTTGK DR PLG RCC297M2
GDGTFQKWAAVVVPS DR HLA-C RCC329N
GDGTFQKWASVVVPSG DR HLA-A RCC329N
GDLGTYVINKQTPNKQ DR FXN RCC70N
GEETVITVDTKAAGKGK DR FLNA RCC70N
GEGDFLAEGGGVR DR FGA RCC329T
GEITTGPRVSA DR SLC25A12 RCC210A, RCC377M
GENYRGNVAVTVSG DR PLG RCC399N
GENYRGNVAVTVSGHT DR PLG RCC399N
GERGVPGPPGAVGPAG DR COL1A1 RCC399T
GGGYVKLFPNSLDQ DR CALR RCC297M2
GGGYVKLFPNSLDQT DR CALR RCC297M2
GGIGALVRLKSLQG DR TGFBI RCC329M
GGKYAATSQVLLPS DR IGHM RCC329N
GGNKIEVNKNQFALIE DR KDR RCC399N
GGNKIEVNKNQFALIEG DR KDR RCC399N
GGPGFLSIERPDSRPP DR C4A RCC70N, RCC70T
GGPGGFGPGGYPGGIHEVS DR KRT2 RCC377T
GGPSLTSDLQAQSKG DR VTN RCC399T
RCC210T, RCC210N, RCC399N,
GGPSLTSDLQAQSKGNPE DR VTN RCC399T
GGWIKANPVPDGHS DR ECE1l RCC70N
GGWIKANPVPDGHSR DR ECE1l RCC70N
GHPNIVINNAAGNFIS DR DECR1 RCC399N, RCC70N
RCC329N, RCC329T, RCC377M,
GHPNIVINNAAGNFISP DR DECR1 RCC399N. RCC70N
GHPNIVINNAAGNFISPT DR DECR1 RCC377M, RCC399N, RCC70N
GHPQYLLDSNSWIE DR C4A RCC399N
GHPQYLLDSNSWIEE DR C4A RCC399N
GIAEFWINGTPLVK DR APCS RCC329N, RCC377N
GIAEFWINGTPLVKKG DR APCS RCC377N, RCC399N
GIFRINENTGSVS DR CDH13 RCC70N
GINISPDDKYI1YVADI DR PON2 RCC399N
GINISPDGKYVYIAEL DR PON2 RCC399N
GKEYFAIDNSGRI DR CDH5 RCC210N, RCC399N, RCC70N
RCC210A, RCC210N, RCC399N,
GKEYFAIDNSGRII DR CDH5 RCG70N
RCC210N, RCC210T, RCC399N,
GKEYFAIDNSGRIIT DR CDH5 RCG70N
GKIDVHWTRAGEVQ DR AZGP1 RCC210N
GKKEYLIAGKAEGDG DR TIMP2 RCC70N
GKNPTDAYLDA DR MYL12B RCC399M
GKVNVDEVGGEALGR DR HBB RCC210N
GKVNVDEVGGEALGRL DR HBB RCC210N, RCC70N
GLTAFEATDNQAIK DR MTPN RCC210N
GNALVVDPKKPFR DR EHD3 RCC210N
GNNIRTVARVPGPA DR PLXND1 RCC329N
GNPKSDEMNVKVL DR MYL6 RCC399M
GPDGLTAFEATDNQAIK DR MTPN RCC210N
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GPDPSSPAFRIEDA DR THBS1 RCC297M2
GPPPQGGRPQ DR PRH1 RCC297M1
GPPVSELITK DR HISTIHIC |RCC329T
GPPYVSWLIDANHNM DR ENG RCC210T, RCC399N
GPPYVSWLIDANHNMQ DR ENG RCC210T, RCC399N
GPQGPGGPPGPKGNSGEPG DR COL1A1 RCC329M
GPSLTSDLQAQSKGNPE DR VTN RCC399N
GPTTYKVTSTLTIK DR IGHM RCC210N, RCC210T, RCC329N
RCC210N, RCC210T, RCC297M2,
GPTTYKVTSTLTIKE DR IGHM RCC329M
GRPQGPPQQGGHQQ DR PRH1 RCC297M1
GSDSFLAEHKLLGNIK DR FKBP3 RCC70N
GSFHASSSLTVK DR FCGRT RCC210T
GSFHASSSLTVKS DR FCGRT RCC210N, RCC210T
GSFHASSSLTVKSG DR FCGRT RCC210N, RCC210T, RCC329N
GSLQFGYNTGVINAPQ DR SLC2A1 RCC377M, RCC399N
GTFQKWAAVVVPS DR HLA-C RCC329N
GTFQKWASVVVPSG DR HLA-A RCC329N
GTGENYRGNVAVTVSG DR PLG RCC399N
RCC329M, RCC329N, RCC329T,
GTGENYRGNVAVTVSGHT DR PLG RCC377M, RCC399N, RCC70N,
RCC70T
GTLIIRDVKESDQG DR HSPG2 RCC210T, RCC399N
GVANALAHKYH DR HBB RCC329T
GVDISATKAVHISNPK DR FARSB RCC210N, RCC210T
GVFTTMEKAGAH DR GAPDH RCC377M
GVFTTMEKAGAHL DR GAPDH RCC377M
GVLRIQNLDQS DR HSPG2 RCC329T
GVTHTVPIYEG DR POTEE RCC399M
GYALAQMGRLKGPL DR C3 RCC329N, RCC329T
HAFILQDTKALHQV DR C2 RCC399N
HATPTPVTAIGPPTTA DR DAG1 RCC297M2
RCC210A, RCC210N, RCC210T,
HKAVLTIDEKGTEA DR SERPINA1 | RCC377M, RCC399T, RCC70N,
RCC70T
RCC210N, RCC210T, RCC377M,
HKAVLTIDEKGTEAA DR SERPINAL | RCC399M, RCC399N, RCC70N,
RCC70T
RCC210A, RCC210N, RCC210T,
HKAVLTIDEKGTEAAG DR SERPINAL | RCC377M, RCC399N, RCC70T,
RCCC70N
HLLILRDTKTYMLA DR ORM1 RCC399N
HLPAEFTPAVH DR HBAL RCC210N
HLPAEFTPAVHASL DR HBAL RCC210N
HLPAEFTPAVHASLDK DR HBAL RCC210N
HLTPEEKSAVTA DR HBB RCC210N, RCC329T, RCC70N
HLTPEEKSAVTAL DR HBB RCC210N
HPNIVINNAAGNFIS DR DECR1 RCC399N
HPNIVINNAAGNFISP DR DECR1 RCC399N
HPQYLLDSNSWIE DR C4A RCC399N
HVIGPEGVLAGKTRV DR ABCC3 RCC297M2, RCC329T
IAAKYQLDPTASISA DR VDAC2 RCC210N, RCC399N, RCC70N
RCC210A, RCC210N, RCC210T,
IAAKYQLDPTASISAK DR VDAC2 ROGTON, RCCIOT
IAEFWINGTPLVK DR APCS RCC377N, RCC399N
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IAEFWINGTPLVKK DR APCS RCC377N, RCC399N

IAEFWINGTPLVKKG DR APCS RCC399N

IAGYALAQMGRLKGPL DR C3 RCC329T

IAGYALAQMGRLKGPLL DR C3 RCC329T

IDKVISTITNNIQ DR TGFBI RCC210T

IDLRLPYSVVR DR C3 RCC210N, RCC70N

IDQINTDLNLERSHAQ DR MYH9 RCC210T, RCC210N, RCC399N

IEDTFETLRAAVAASG DR TGFBI RCC297M2

IEGNLIFDPNNYLPK DR APOB RCC210T, RCC399N

IEGNLIFDPNNYLPKE DR APOB RCC399N

IEGSNKVPVDPA DR GSN RCC210N

IEKPAGPPGILAL DR MYH9 RCC70N

IEVDGKQVELA DR RHOA RCC210N

IGEETVITVDTKAAGKGK DR FLNA RCC210T

IGTVLAMDPDAARHS DR CDH5 RCC399N

IGTVLAMDPDAARHSIG DR CDH5 RCC210T, RCC399N

IGVEFATRSIQVDGK DR RAB11A RCC210N

IIPLLTDPKNHGLSD DR EPHX1 RCC210A, RCC399N

IIPLLTDPKNHGLSDE DR EPHX1 RCC399N

IKEEHVIIQAE DR HLA-DRA RCC297M2, RCC70N

IKEEHVIIQAEF DR HLA-DRA RCC297M2

IKIIAPPERKY DR ACTAl RCC399M

ILQDTKALHQ DR Cc2 RCC210T, RCC210N, RCC70N

ILQDTKALHQV DR Cc2 RCC210N, RCC210T, RCC70N

ILRDTKTYMLA DR ORM1 RCC70N

INDAFNLASAHKVPVT DR ANPEP RCC329N

INEQWLLTTAKNL DR HP RCC210T, RCC329M, RCC329T

INISPDGKYVYIAEL DR PON2 RCC210T

INNQLTLDSNTKYFHK DR APOB RCC399N

INNQLTLDSNTKYFHKLN DR APOB RCC399N

INTDLNLERSHAQ DR MYH9 RCC210N, RCC210T, RCC70N

IPAPTDLKFTQVTPTSL DR FN1 RCC297M2

IPGNALVVDPKKPFR DR EHD3 RCC210N

IPGPPALTLVPAELVR DR CSF1R RCC210T

IPQKIAVQPGTVGPQ DR COL4A2 RCC297M2, RCC329N, RCC329T

IRPEIHENYRING DR ATP6V1G1 RCC70N

IRTIELDGKTIKLQ DR RAB1A RCC399N

ISDYVFNTASLVYH DR LBP RCC399M, RCC399N

ISDYVFNTASLVYHE DR LBP RCC329T, RCC377N
RCC329M, RCC329N, RCC329T,

ISDYVFENTASLVYHEE DR LBP RCC377N. RCC399N

ISKYELDKAFSDR DR C3 RCC210T

ISPMVMDAKAVAGNI DR VCL RCC210T, RCC399N

ISPMVMDAKAVAGNIS DR VCL RCC399N

ISTPEELGLDKV DR COX5A RCC70N

ISVLYGDEEVPRSPF DR FLNA RCC399N

ITSIVKDSSAARNG DR SDCBP RCC210N, RCC399T, RCC70N

ITSIVKDSSAARNGL DR SDCBP RCC210N, RCC399N

ITSIVKDSSAARNGLL DR SDCBP RCC210N, RCC399N

IVINNAAGNFIS DR DECR1 RCC70N

IVINNAAGNFISPT DR DECR1 RCC70N

IVSAADKVDAG DR VPS8 RCC377T, RCC399T

IVVIGHVDSGKS DR EEF1A1 RCC399M
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RCC210T, RCC210N, RCC399N,

KAVLTIDEKGTE DR SERPINA1 RCC70N, RCC70T
RCC210A, RCC210T, RCC210N,
RCC377M, RCC377N, RCC399T,
KAVLTIDEKGTEA DR SERPINA1 RCC399M. RCC399N. RCC399T,
RCC70M, RCC70T, RCC70N
RCC210A, RCC210T, RCC210N,
RCC377M, RCC377N, RCC377T,
KAVLTIDEKGTEAA DR SERPINA1 RCC399T, RCC399M, RCC399N
RCC399T, RCC70T, RCC70N
RCC210T, RCC210N, RCC377M,
KAVLTIDEKGTEAAG DR SERPINA1 RCC377N, RCC399M, RCC399N,
RCC399T, RCC70N, RCC70T
KAVLTIDEKGTEAAGA DR SERPINA1 RCC399N
KDILEDRRGQVDT DR HLA-DRB1 RCC210T
KDIVINANPASPP DR AIMP2 RCC377M
KDKTYSYLNKLPVK DR NPC2 RCC70N
RCC210N, RCC210T, RCC297M2,
KDSTYSLSSTLTLSK DR IGKC RCC329M, RCC329N
RCC210N, RCC210T, RCC329M,
KDSTYSLSSTLTLSKA DR IGKC RCC329N
KEETQYVMDDTGLVPG DR PTPRB RCC399N
KEETQYVMDDTGLVPGR DR PTPRB RCC399N
KEETQYVMDDTGLVPGRQ DR PTPRB RCC399N
KEQLTPLIKKAGTE DR APOA2 RCC70N
KEYFAIDNSGRII DR CDH5 RCC210N, RCC399N
KEYFAIDNSGRIIT DR CDH5 RCC210N, RCC399N
KFDHTNSLNIAG DR APOB RCC210A, RCC210T, RCC210N
KGKEYFAIDNSGRII DR CDH5 RCC210N, RCC70N
KIAFSATRTINVP DR C1QB RCC297M2
KIAFSATRTINVPL DR C1QB RCC297M2, RCC329M
KIAFSATRTINVPLR DR C1QB RCC210N, RCC210T, RCC329N
KIRTIELDGKTIKLQ DR RAB1A RCC399N
KIVLDPSGSMN DR CFB RCC210T
KNPKFMETVAEKA DR CLU RCC210N
KNPKFMETVAEKALQ DR CLU RCC210N, RCC210T
KNTLYLQMNSLRAED DR - RCC377M
KNYRIDTINLFPA DR CP RCC70N, RCC70T
KPNKFTVETRGAGTGG DR FLNA RCC377M
KPPSYNVATTLPSYDE DR NDFIP1 RCC70N
KQEYDESGPSIVHRK DR POTEE RCC70N
KQGYQLIEGNQVLH DR CiR RCC297M2
KQIWRIEGSNKVPVD DR GSN RCC297M2
KRAEFTVETRSAGQG DR FLNA RCC377M
KRKIVLDPSGSMN DR CFB RCC70N
KSTLITDGSTPIN DR MVP RCC210T, RCC399T
KTVETRDGQVINETSQ DR VIM RCC329M
KVDIVAINDPFID DR GAPDH RCC70M
KVDLSFSPSQSLPA DR A2M RCC210N
KVLGNPKSDEMNVKVL DR MYL6 RCC399M
KVNVDEVGGEALGRL DR HBB RCC210N
KVVPEMTEILKKK DR ETFA RCC70N
KYVPAIAHLIH DR CPVL RCC210N, RCC210T, RCC329M,

RCC329N, RCC329T
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RCC210T, RCC210N, RCC297M2,

KYVPAIAHLIHS DR CPVL RCC329M, RCC329N, RCC329T
LANIAVDKANLEI DR HLA-DRA RCC399N
LANIAVDKANLEIM DR HLA-DRA RCC399N
LANIAVDKANLEIMT DR HLA-DRA RCC399N
LASVSTVLTSKYR DR HBA1 RCC210N, RCC329M
LATISTLEAVRGRPF DR CREG1 RCC297M2
LAVASFPKKQE DR COX7A2 RCC70N
LAVFQDEGAEPLKQ DR C4A RCC297M2
LDELRDEGKASSAK DR ALB RCC329M
LDLSFNQIARLPSG DR LUM RCC377N
LDRYFYNQEEYVR DR HLA-DRB1 | RCC329N
LEKDIISDTSGDFRK DR ANXA2 RCC210T
LILRDTKTYMLA DR ORM1 RCC70N
LILRDTKTYMLAF DR ORM1 RCC210T
LLILRDTKTYMLAFD DR ORM1 RCC329T
LLSPYSYSTTAVVTNPK DR TTR RCC210N
LNTILPDARDPAF DR LAMP1 RCC399N
LNTILPDARDPAFK DR LAMP1 RCC210N, RCC399N
LNTILPDARDPAFKA DR LAMP1 RCC399N
LPIIDVAPLDVGAPD DR COL1AL RCC329N
LPSPFQQSPSVPLNH DR NOTCH1 RCC210N
LPSPFQQSPSVPLNHLP DR NOTCH1 RCC210N
LRDTKTYMLA DR ORM1 RCC70N
RCC210A, RCC297M2, RCC329N,
LRFLATTPNSL DR FN1 RCG329T
LRFLATTPNSLL DR FN1 RCC210T
LRFLATTPNSLLV DR FN1 RCC210T
LRLPYSVVRN DR Cc3 RCC70N
LSDRYVSHFETEGPH DR C4A RCC210T
LSFPTTKTYFPHF DR HBA1 RCC329T
RCC210A, RCC210N, RCC297M2,
LSPYSYSTTAVVTNPK DR TTR RCG220N
LSTLEMDDRSHYT DR VSIG4 RCC377M
LTAFEATDNQAIK DR MTPN RCC210N
LTEAPLNPKA DR ACTAL RCC399M
LVEVSRNLGKVG DR ALB RCC70N
LVQDTRIHLVPS DR AEBP1 RCC210N, RCC70N
LVVRHQLLKT DR COX7C RCC210N, RCC210T, RCC70N
RCC297M2, RCC329M, RCC329N,
LVVYPWTQRF DR HBB RCC329T, RCC377N, RCC399M,
RCC70M, RCC70N, RCC70T
LVWVPSDKSGFEPAS DR MYH9 RCC399M
LVWVPSDKSGFEPASLKEEVGEEA DR MYH9 RCC399M
MATAASSSSLEKS DR POTEE RCC399M, RCC70N
MDSGYRPNLSPEEAYD DR PSMB8 RCC399N
MFYVDLDKKETVWH DR HLA-DPA1 | RCC399N
MLEPVQRPDVVLVGAGYR DR HSPG2 RCC399N
MPFSPKASVAAMEA DR TP53BP1 RCC70T
MPIRKDDEVQVVRG DR RPL26 RCC210T
NDRIFVSVTNEHL DR TNFSF10 RCC210N, RCC329N, RCC329T
NKNNFIQTKSIPKSE DR PTPRB RCC210N
NKVDLSFSPSQSLPA DR A2M RCC297M2
NLRFLATTPNSLLV DR FN1 RCC210T
NLSKEDDVRQY DR RPS6 RCC329M
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NNKLTYSHGNYL DR VAMP7 RCC210N, RCC210T
NPANPAILSEASAPIPH DR SDCBP RCC297M2
NPGGYVAYSKAATVTG DR TFRC RCC210T, RCC329N
NPGGYVAYSKAATVTGK DR TFRC RCC210T, RCC329N
NPHVNPLPTGYEDE DR COX6A1 RCC70N
NQIARLPSGLPV DR LUM RCC70N
NQKGHSGLQPRGFLS DR HLA-DRB1 |RCC70N
NQLTLDSNTKYFHK DR APOB RCC210A, RCC210N, RCC210T
RCC210N, RCC210T, RCC377M,
NTILPDARDPAFK DR LAMP1 RC399N, RCCTOM. RCCTON
RCC210N, RCC210T, RCC399N,
NTILPDARDPAFKA DR LAMP1 RCGTON
NTILPDARDPAFKAA DR LAMP1 RCC210T, RCC399N, RCC70N
NTVISVNPSTKLQEGG DR VCAM1 RCC329N, RCC399N, RCC70N
NVLRIINEPTAAAIAYG DR HSPALA RCC70M
PAVHASLDKF DR HBA1 RCC329T
PLTKAADISLDNLVE DR TP53BP1 RCC70N
PTTKTYFPHF DR HBA1 RCC329T
RCC329N, RCC329T, RCC377M,
QAVLHMEQRKQQQQ DR NUCB1 RGG7OT
QAVLHMEQRKQQQQQ DR NUCB1 RCC329N
QEYDESGPSIVHRK DR ACTB RCC210N, RCC70N
QGYQLIEGNQVLH DR C1R RCC297M2
QIWRIEGSNKVPVD DR GSN RCC210T
RCC210T, RCC297M2, RCC329M,
QKIAFSATRTINVPLR DR C1QB RCG329T
QLGEYKFQNAL DR ALB RCC297M2
QLNTILPDARDPAFK DR LAMP1 RCC377M, RCC399N
QPRPAFSAIRRNPP DR C1QA RCC377M
QPTEMALMHKVPSEG DR GPRC5C RCC329N, RCC377M
QRSHSTIASLGLAFP DR LYST RCC329T
RAIAVDPIRGNLYWT DR NID2 RCC297M1
RAVTELGRPDAEY DR HLA-DRB1 |RCC399M
RCC210T, RCC210N, RCC297M2,
RDMRQTVAVGVIK DR EEF1Al RCC229T
RETNLDSLPLVDTHSK DR VIM RCC329M
RETNLLYDPKESASSN DR ENPEP RCC210T
RIFVGSSQVPIVFEN DR NID1 RCC70N
RIQLVEEELDRAQER DR TPM1 RCC329M, RCC329T
RLPIIDVAPLDVGAPD DR COL1A1 RCC297M2, RCC329M, RCC329N
RPRAPIIAVTRNPQ DR PKM2 RCC70N
RPRAPIIAVTRNPQT DR PKM2 RCC377M
RCC329T, RCC377M, RCC70N,
RPRAPIIAVTRNPQTA DR PKM2 RGGTOT
RPSLVPASAENVNK DR ITIH4 RCC210T
RSIQVDGKTIKAQ DR RAB11A RCC210T, RCC70N
RVAPEEHPTL DR ACTB RCC399M
RCC210A, RCC210N, RCC210T,
RVAPEEHPVL DR ACTB RCO390M
RVAPEEHPVLLT DR ACTA1 RCC399M
RVDPVNFKLLSH DR HBA1 RCC210N
SAAIAAMQKFYGLQ DR MMP14 RCC329M, RCC329N, RCC329T
SAAKILADATAKMVEA DR TLN1 RCC399N
SAAKILADATAKMVEAA DR TLN1 RCC210T, RCC399N
SALEEYTKKLNTQ DR APOA1 RCC210T
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SAPGYLAITKKVAVPY DR CPE RCC377M, RCC399M, RCC70T
SASMISNEAVVNILS DR ENG RCC399N

RCC210T, RCC210N, RCC329N,
SATAYGSTVSKRVAWH DR APOB RCC329T
SATRTINVPLR DR C1QB RCC210T
SDGLAHLDNLKGT DR HBB RCC329T

RCC210T, RCC210N, RCC329M,
SDGSFHASSSLTVK DR FCGRT ROGIZON, RECa29T
SDGSFHASSSLTVKS DR FCGRT RCC210N, RCC210T

RCC210A, RCC210T, RCC210N,
SDGSFHASSSLTVKSG DR FCGRT RCC297M2, RCC329M, RCC329N,

RCC329T
SDGSFHASSSLTVKSGD DR FCGRT RCC210T, RCC329N
SDGSFHASSSLTVKSGDE DR FCGRT RCC210N, RCC329N
SDHINFDPVYKVKPNP DR IL6ST RCC399N
SDHINFDPVYKVKPNPP DR IL6ST RCC399N
SEEHWVHESGRPVQR DR HSPG2 RCC297M2
SFNQIARLPSG DR LUM RCC70N
SFNQIARLPSGLPV DR LUM RCC70N
SGEGDFLAEGGGVR DR FGA RCC329M, RCC329T
SGKDYNVTANSKL DR LDHA RCC210T, RCC329N, RCC329T
SGPLSLQEVDEQPQHP DR PEBP1 RCC329N
SGPPVSELITK DR HISTIHIC | RCC329T
SGPTTYKVTSTLTIK DR IGHM RCC210T, RCC329N
SGPTTYKVTSTLTIKE DR IGHM RCC210N, RCC210T, RCC329N
SGTDFTLTISRLEP DR - RCC329N

RCC210N, RCC297M2, RCC329M,
SGTDFTLTISRLEPE DR - RCC329N. RGC320T
SGTDFTLTISRLEPED DR - RCC210N
SGTYHAWKANAIGRG DR PSMA7 RCC210N
SHDLVQEAIDHAQD DR LAMA4 RCC297M2, RCC329T
SINKVPGNFH DR ERGIC1 RCC70N
SLGSALRPST DR VIM RCC329T
SLGSALRPSTS DR VIM RCC329T
SLGSALRPSTSR DR VIM RCC329T
SLGSALRPSTSRS DR VIM RCC329M, RCC329N, RCC329T
SLGSALRPSTSRSL DR VIM RCC329T
SLGSALRPSTSRSLY DR VIM RCC329M
SLPIKESEIIDF DR RPS2 RCC297M2
SLQFGYNTGVINAPQ DR SLC2A1 RCC399N
SLSDRYVSHFETEGPH DR C4A RCC210T
SLVQDTRIHLVPS DR AEBP1 RCC70N
SLVSKGTLVQTK DR HISTIHIA | RCC329M, RCC329N, RCC329T
SLVSKGTLVQTKGTGASGS DR HISTIHIA | RCC329T
SMPIRKDDEVQVVR DR RPL26 RCC210T
SMPIRKDDEVQVVRG DR RPL26 RCC377M
SNDMYHSRALQVVRA DR CsT3 RCC210N
SNKITPIQSKEAY DR AK4 RCC70N
SNLRFLATTPNSL DR FN1 RCC210N
SPAFRIEDANLIPP DR THBS1 RCC297M2
SPELEETLTHTITK DR KNG1 RCC329N
SPHWGSTYSVSVVE DR PTGDS RCC210T, RCC329N
SPHWGSTYSVSVVET DR PTGDS RCC210N
SPMYSIITPNILR DR c3 RCC297M2, RCC329N, RCC329T
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RCC210A, RCC210T, RCC210N,

SPYSYSTTAVVTNPK DR TTR RCC297M2, RCC329N
SRAQLGGPEAAKSDETAAK DR HSPB1 RCC399M
SRGTLLALEGPGLSQ DR THBS2 RCC297M2
SRGTLLALEGPGLSQR DR THBS2 RCC297M2
SRLPIIDVAPLDVGAPD DR COL1A1 RCC297M2, RCC329T
SRSVALAVLA DR B2M RCC399T
SSALTTVIATV DR PTCHD2 RCC399N, RCC399M
RCC210T, RCC210N, RCC399T,
SSKFQVDNNNRL DR A2M RCC70T
RCC210N, RCC210T, RCC399N,
SSKFQVDNNNRLL DR A2M RCC70T
SSVYEQHESTPLR DR FN1 RCC210T, RCC210N
SSVYEQHESTPLRGR DR FN1 RCC210N, RC210T, RCC329N
SSVYEQHESTPLRGRQ DR FN1 RCC210N
STGVFTTMEKAGAH DR GAPDH RCC377M, RCC70N, RCC70T
STGVFTTMEKAGAHL DR GAPDH RCC377M, RCC70N
STPTLVEVSRNLGK DR ALB RCC329N, RCC329T, RCC70N
RCC329M, RCC329N, RCC329T,
STPTLVEVSRNLGKVG DR ALB RCC377M, RCC377N, RCC399M,
RCC70M, RCC70N, RCC70T
RCC329N, RCC329T, RCC377N,
STPTLVEVSRNLGKVGS DR ALB RCC70N, RCC70T
STQLQIDPSLHE DR HSPG2 RCC210T
STQTLYVNVAPRDTT DR VCAM1 RCC329N
STQTLYVNVAPRDTTV DR VCAM1 RCC329N, RCC329T, RCC399N
SVNKYRGTAGNALMD DR FGB RCC210T
RCC210T, RCC210N, RCC329N,
SVNKYRGTAGNALMDG DR FGB RCC329T
SVPGVRLLQDSVDF DR VIM RCC329T
SVPKEISPDTTLLDLQNN DR BGN RCC399N
SVQAPSYGARPVSSA DR KRT18 RCC399M
SVSSSSYRRMFGGPGTASRPSSS DR VIM RCC329T
SVSSVYEQHESTPLR DR FN1 RCC210T
SVSSVYEQHESTPLRGRQ DR FN1 RCC210T
SVSTVLTSKY DR HBA1 RCC70N
SVSTVLTSKYR DR HBA1 RCC210N, RC210T
SVWDYAHQHGIPD DR CTSZ RCC297M2
SVWDYAHQHGIPDE DR CTSzZ RCC210T, RCC297M2
RCC210A, RCC210T, RCC210N,
SVYEQHESTPLR DR FN1 RCC297M2, RCC329M
SVYEQHESTPLRG DR FN1 RCC210N, RCC210T
SVYEQHESTPLRGR DR FN1 RCC210T, RCC210N
SVYEQHESTPLRGRQ DR FN1 RCC210T
SYPARVPPPPPIAR DR HNRNPC RCC329M
SYSTTAVVTNPK DR TTR RCC210T, RCC210N
SYVGDEAQSKR DR ACTA1 RCC399M
SYVGDEAQSKRG DR ACTA1 RCC399M
SYVTTSTRTYSLG DR VIM RCC329T
TDKPVYTPDQSVKV DR C5 RCC210T
TERGYSFTTTAERE DR ACTB RCC399M
RCC329M, RCC329N, RCC329T,
TGENYRGNVAVTVSG DR PLG RCC377M. RCC399N
TGENYRGNVAVTVSGHT DR PLG RCC329M, RCC329N, RCC377M,

RCC399N, RCC70N

222




RCC377M, RCC377N, RCC399M,

TGVFTTMEKAGAH DR GAPDH RCC70N, RCC70T
TGVFTTMEKAGAHL DR GAPDH RCC377N, RCC377M
THLPKGSAEAELMSVV DR C5 RCC329N
TIEKFEKEAAEMGKG DR EEF1A1P5 RCC297M2
TILPDARDPAFK DR LAMP1 RCC70N
TKDTYRHTFTLSLPR DR CSF1R RCC210T
TLDSNTKYFHK DR APOB RCC210N, RC210T
TLIYLDKVSHSEDD DR C3 RCC399N
TLPTKETIEQEKRSE DR TMSB10 RCC329M
TLVEVSRNLGKVG DR ALB RCC70N
TLVEVSRNLGKVGS DR ALB RCC70N
TLVEVSRNLGKVGSK DR ALB RCC70N
TPDFIVPLTDLRIPS DR APOB RCC70M
TPESRYLAQIGDSVSL DR VCAM1 RCC297M2
TPGKPYILTVPGHLDE DR C4A RCC210N, RCC297M2, RCC329N
TPGNALVVDPKKPFR DR EHD4 RCC210T, RCC210T
TPHGIILDSVDAAFI DR HPX RCC329N, RCC329T
TPILVDGKDVMPEVN DR GPI RCC377M
TPKIQVYSRHPA DR B2M RCC70T
TPKIQVYSRHPAE DR B2M RCC329T
TPKIQVYSRHPAEN DR B2M RCC210A, RCC329T, RCC70M
TPPLSSTQLQIDPSLHE DR HSPG2 RCC210N, RCC399N, RCC70N
TPPLSSTQLQIDPSLHEFQ DR HSPG2 RCC399N
TPSYVAFTDTERL DR HSPA1A RCC329T
TPSYVAFTDTERLIG DR HSPA1A RCC297M2, RCC329N
TPTLVEVSRNLGK DR ALB RCC329N, RCC329T, RCC70N
TPTLVEVSRNLGKV DR ALB RCC377M

RCC329M, RCC329N, RCC329T,
TPTLVEVSRNLGKVG DR ALB RCC377M, RCC377N, RCC399M,

RCC70N, RCC70T
TPTLVEVSRNLGKVGS DR ALB RCC329T, RCC377N, RCC70N
TSDHINFDPVYKVKPNPP DR IL6ST RCC399N
TSPSPKAGAATGRIVA DR ATP5B RCC210N
TTQLTADSHPSYHTDG DR DNAJC5 RCC210T, RCC210N, RCC399N
TTSTRTYSLGSA DR VIM RCC210T
TVETRDGQVINETSQ DR VIM RCC329M
TVGGTAYAIYEL DR COX7A2 RCC70N
TVITVDTKAAGKGK DR FLNA RCC399T
TVYLAAVNRLYQLSG DR PLXND1 RCC329N
TVYLOQMNSLRAEDT DR - RCC377M
TYGETGGNSPVQEFTVPG DR FN1 RCC210N
VADIEVDGKQVELA DR RHOA RCC399N
VAGDIFKDNAILSNPV DR SLC34A1 RCC399N
VAGDIFKDNAILSNPVA DR SLC34A1 RCC399N
VANALAHKYH DR HBB RCC210T, RCC70T
VAPEEHPTLLT DR ACTA1 RCC399M
VAPEEHPVLLT DR ACTB RCC399M
VAPEEHPVLLTEAPLNPKA DR ACTB RCC399M
VASFVLNLPSGV DR C5 RCC70T
VAVISYDGSNKYYADS DR - RCC377M
VAVVVPSGQEQR DR HLA-A RCC329N
VDEVGGEALGRL DR HBB RCC210N, RCC70N
VDKVIQAQTAFSANPA DR SDCBP RCC297M2
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VDPENFRLLGNVL DR HBB RCC297M2
VDPVNFKLLSH DR HBAL RCC210N
VDTGIGMTKADLINN DR HSPO0AAL | RCC297M2, RCC329N
VDTGIGMTKADLINNL DR HSPO0AAL | RCC297M2, RCC329N
VEHPEFLKAGKEPG DR GSN RCC70N
VEHPEFLKAGKEPGLQ DR GSN RCC70N
VELGTQPATQ DR APOA2 RCC70N
VFDEYLKTTGKPIE DR ANXAG RCC210N
VGAGYRLLSRGHTPT DR HSPG2 RCC70N
VHKAVLTIDEKGTEA DR SERPINAL Egg%&t RCC377M, RCC390N,
RCC210T, RCC210N, RCC210T,
VHKAVLTIDEKGTEAA DR SERPINAL | RCC377M, RCC399M, RCC399N,
RCC70N, RCC70T
RCC210N, RCC210T, RCC377M,
VHKAVLTIDEKGTEAAG DR SERPINAL | RCC20N Recron, RoaTor
VHLTPEEKSA DR HBB RCC329T
RCC210N, RCC210T, RCC329T,
VHLTPEEKSAVT DR HBB Rocal
VHLTPEEKSAVTA DR HBB RCC210N, RCC210T, RCC329T
RCC210T, RCC210N, RCC297M2,
VHLTPEEKSAVTAL DR HBB RCC329M, RCC329T, RCC377N,
RCC399M, RCC7ON
VHPDYRQDESYNF DR CIR RCC210T
RCC210T, RCC210N, RCC7ON,
VHPDYRQDESYNFE DR CIR Rec210
RCC210T, RCC210N, RCC399M,
VHPDYRQDESYNFEG DR CIR RCC399N, RCC70M, RCC7ON,
RCC70T
VHPDYRQDESYNFEGD DR CIR RCC210T
VHPISTQSPDLEPI DR KNG1 RCC329N, RCC329T
VHPKVTVYPSKT DR HLA-DRB1 | RCC399M
VIALKNNQKSEPL DR FNL RCC70N
VIGEPIDERGPIK DR ATP5B RCC399M
VITVDTKAAGKG DR FLNA RCC210T
VIVPLKTGLQE DR Cc3 RCC329N, RCC329T
VIVPLKTGLQEVE DR Cc3 RCC329N, RCC329T
VKEYAQVFREHANK DR CTNNAL RCC70N
VLSAAAGGKNLKSP DR IFNARL RCC210T, RCC70T
RCC210T, RCC329M, RCC329T,
VLSPADKTNVK DR HBA1 RCC210
RCC210T, RCC210N, RCC329T,
VLSPADKTNVKA DR HBA1 ReCaoom ocaon
VLSPADKTNVKAAWG DR HBAL RCC210T
VLTIDEKGTEAAG DR SERPINAL | RCC70N
VMDDTGLVPGR DR PTPRB RCC70N
VNGFGRIGRLVTR DR GAPDH RCC377M, RCC7ON
VNGFGRIGRLVTRA DR GAPDH RCC377M, RCC7ON
VNSLAEVHRLY DR POLG RCC210T, RCC399T
VNVAPRDTTV DR VCAML RCC70N
VNVDEVGGEALGRL DR HBB RCC399M
VPGKTEVNITPAEVG DR PENT RCC297M2
VPGKTEVNITPAEVGVL DR PENT RCC297M2
VPKEISPDTTL DR BGN RCC70N
VPKEISPDTTLLDLON DR BGN RCC399N

224




VPKEISPDTTLLDLQNN DR BGN RCC399N
VPYVIVPLKTGLQE DR c3 RCC329M, RCC329N, RCC329T
VPYVIVPLKTGLQEVE DR c3 RCC329M, RCC329N, RCC329T
VQDTRIHLVPS DR AEBP1 RCC70N

RCC210N, RCC210T, RCC329N,
VRDMRQTVAVGVIK DR EEF1A2 RoCaIoN
VRQQYESVAAKNLQE DR VIM RCC329N
VRSLVQDTRIHLVPS DR AEBP1 RCC377M, RCC399N, RCC70T
VSASMISNEAVVNILS DR ENG RCC399N
VSASMISNEAVVNILSS DR ENG RCC399N
VSETESRGSESGIFTN DR FGA RCC70N
VSGGIGALVRLKSLQGD DR TGFBI RCC329M
VSGVALDPKNNLVIF DR PAM RCC399N
VSGVALDPKNNLVIFH DR PAM RCC210N, RCC399N
VSHEFAINFNPTNPF DR CPNE2 RCC329T, RCC399N
VSSVYEQHESTPL DR FNL RCC210N

RCC210A, RCC210T, RCC210N,
VSSVYEQHESTPLR DR FN1 RCC297M2, RCC329M, RCC329N,

RCC329T

RCC210A, RCC210T, RCC210N,
VSSVYEQHESTPLRG DR FN1 R eCaoTNi2 RCearoN

RCC210A, RCC210T, RCC210N,
VSSVYEQHESTPLRGR DR FN1 RCC297M2, RCC329N, RCC329T
VSSVYEQHESTPLRGRQ DR FNL RCC210T, RCC210N

RCC329N, RCC329T, RCC377M,
VSTPTLVEVSRNLGKVG DR ALB gt
VSTPTLVEVSRNLGKVGS DR ALB RCC329T, RCC377N, RCC70N
VSTVLTSKYR DR HBAL RCC210N
VSVSSVYEQHESTPLR DR FNL RCC210T
VSWLIDANHNM DR ENG RCC399N
VSWLIDANHNMQ DR ENG RCC399N
VSWQPPRARITGY DR FNL RCC399T
VTAPGHTIVPSTASPPVSSA DR PAX2 RCC377N
VTTSTRTYSLG DR VIM RCC399M

RCC210N, RCC210T, RCC329T,
VVAGVANALAHKYH DR HBB Roca10
VVEHPEFLKAGKEPG DR GSN RCC70N
VVINPYKNLPIYSEE DR MYHO RCC399M
VVSLGSPSGEVSHPRKT DR AHSG RCC329T
VWVPSDKSGFEPASL DR MYHO RCC399M
VWVPSDKSGFEPASLKEEVGEEA DR MYHO RCC399M
WRPSLVPASAENVNK DR ITIHa RCC210T
WVAVVVPSGQEQR DR HLA-A RCC329N
YAGKYVPAIAHLIH DR CPVL RCC297M2, RCC329M, RCC329T
YAGKYVPAIAHLIHS DR CPVL RCC297M2
YALAQMGRLKGPL DR c3 RCC329T
YALPHAILRL DR ACTB RCC399M
YASGRTTGIVM DR ACTB RCC399M
YASGRTTGIVMDSGD DR ACTB RCC399M
YASGRTTGIVMDSGDGVTHTVPIYEG DR ACTB RCC399M
YDESGPSIVHRK DR ACTB RCC210N, RC399M, RCC70N
YDMNAANVGWNNSTFA DR MIF RCC297M2
YEEIAQRSKEEAEAL DR KRT2 RCC377T
YELDEKAVRPG DR VTN RCC210T
YELPDGQVITIGNER DR ACTAL RCC399M
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YELPDGQVITIGNERF DR ACTA1 RCC399M
YGNNIRTVARVPGPA DR PLXND1 RCC329N
YKFQNALLVRYT DR ALB RCC297M2
YLQMNSLRAEDT DR - RCC377M
YNELRVAPEEHPVL DR ACTB RCC399M
YPGKIDVHWTRA DR AZGP1 RCC210N
YPGKIDVHWTRAGEVQ DR AZGP1 RCC210T
YSIITPNILR DR c3 RCC297M2
YSITPNILRL DR c3 RCC210T, RCC329N
YSIITPNILRLE DR c3 RCC297M2
YSKQFTSSTSYNRGDS DR FGA RCC210T
YSTTAVVTNPK DR TTR RCC210N
YTELSSTRGYSIFSY DR CRP RCC329T
YVDLDKKETVWH DR HLA-DPA1 | RCC210T, RCC70N, RCC70T
YVDLDKKETVWHLE DR HLA-DPA1 | RCC210N
YVENTASLVYH DR LBP RCC329N, RCC329T, RCC70N
RCC329N, RCC329T, RCC377M,
YVFNTASLVYHEE DR LBP ROC399N. RECTON
YVTTSTRTYS DR VIM RCC210T
YVTTSTRTYSLG DR VIM RCC210T, RCC329T
YVTTSTRTYSLGSA DR VIM RCC210T, RCC329T
RCC210A, RCC210N, RCC210T,
YYIQQDTKGDYQK DR ANXA2 RCC377M, RCC399M, RCC399N,
RCC70T
YYIQQDTKGDYQKA DR ANXA2 RCC210T, RCC377M, RCC399N
YYYIQQDTKGDYQK DR ANXA2 RCC399N
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Die Konzeption der Studie erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Direktor des
Instituts Professor Dr. Hans-Georg Rammensee und dem Gruppenleiter und

Betreuer Professor Dr. Stefan Stevanovié.

Die Versuche wurden nach Einarbeitung durch Marc Gunder, Christian Hotz
und Ursula Kohlhofer von mir eigenstandig durchgefiihrt. Die laborinterne
Datenbank zum Abgleich von HLA-Liganden, insbesondere von Liganden aus
mononukledren Zellen, wurde von den Diplomanden und Doktoranden der
letzten Jahre (u.a. Heiko Schuster, Daniel Kowalewski und Nico Trautwein) aus
dem Interfakultaren Institut fir Zellbiologie zur Verfigung gestellt.

Die statistische Auswertung erfolgte eigenstandig durch mich.

Aus dieser Arbeit ging die spater aufgefiihrte Publikation mit dem Namen
,carcinogenesis of renal cell carcinoma reflected in HLA ligands: A novel
approach for synergistic peptide vaccination design“ hervor.

Hierbei stellte Moreno Di Marco HLA-Liganden aus Nierenzellkarzinomen und
gesunden Nierengewebe zur Validierung der identifizierten Peptide zur
Verfigung. Die fur den Abgleich von HLA-Liganden notwendigen Peptide aus
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