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KAPITEL 1

EINLEITUNG

Mit rund 80 % stellt die AML (Akute myeloische Leukdmie) einen bedeuten-
den Anteil der akuten Leukdmien im Erwachsenenalter. Unter akuten Leukdmien
versteht man dabei hoch proliferative maligne Neoplasien der myeloischen oder
lymphatischen Zellreihe im Knochenmark. Die Prognose der Erkrankung ist bis-
her trotz medizinischer Erfolge mit einer hohen Mortalitédt belegt, nur etwa jeder
vierte Patient tiberlebt die ersten fiinf Jahre nach Diagnosestellung der AML. [1]
Die Therapie erfolgt derzeit risikoadaptiert nach Therapieprotokollen in Studien-
gruppen und umfasst zum Teil eine allogene Stammzelltransplantation [2]. Der
hierdurch teils erzielte Erfolg spiegelt dabei das bedeutende Potenzial unsere
Immunzellen wider, die AML erfolgreich heilen zu konnen. Mit weiteren im-
muntherapeutischen Ansdtzen wird vielfach versucht, dieses Potenzial fiir die
Therapie der AML weiter zu nutzen. Aufgrund diverser Hiirden konnte bis da-
to dennoch keiner der Therapieansitze erfolgreich als Standardtherapie in der
Klinik etabliert werden [3-5]. Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten sollen ge-
zielte immunologisch Therapieansidtze ermdglichen und die Prognose von AML-
Patienten nach allogener Stammzelltransplantation weiter verbessern.

1.1 Immunologische Grundlagen

Das humane Immunsystem setzt sich aus einem angeborenen unspezifischen so-
wie einem erworbenen adaptiven Anteil zusammen. Das angeborene Immunsys-
tem umfasst, neben den physiologischen und mechanischen Barrieren des Kor-
pers, einen humoralen (Komplementsystem, Zytokine) und zelluldren Bestand-

teil (neutrophile und eosinophile Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, NK-
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Zellen (Natiirliche Killerzellen)). Es ist fiir eine schnelle, aber unspezifische Im-
munantwort verantwortlich. Dem entgegengesetzt bildet das erworbene spezifi-
sche Immunsystem, bestehend aus T- und B-Lymphozyten, eine zeitlich verzo-
gerte, aber antigenspezifische Immunantwort. [6]

Da fiir die Immunabwehr von Tumoren vor allem zytotoxische T-Lymphozyten
von Bedeutung sind [7], wird im Weiteren nur auf die T-Zell-vermittelte Immun-

reaktion im Detail eingegangen.

1.1.1 T-Zell-vermittelte Immunitat

T-Lymphozyten entwickeln sich aus Vorlduferzellen im Knochenmark und mi-
grieren friith als Thymozyten in den Thymus. Dort findet zunéchst eine Positiv-
selektion der Zellen statt, welche einen TCR (T-Zell-Rezeptor) besitzen und
mit diesem korpereigene MHC (Haupthistokompatibilitdtskomplex)-Molekiile
erkennen. Im Anschluss erfolgt eine Negativselektion mit nachfolgender Apop-
tose jener Zellen, welche auf Selbstantigene reagieren. Zusammen fiihren die-
se Schritte zu einer Selektion selbsttoleranter, aber fremdantigen-erkennender T-
Lymphozyten. [6]

Der TCR ist ein Antigenrezeptor auf der Zelloberflache der T-Lymphozyten und
fiir die Antigenerkennung essenziell. Jeder TCR ist aus zwei Polypeptidketten
aufgebaut, die jeweils aus einer konstanten und einer variablen Region bestehen.
Der Grofiteil der TCRs ist aus «- und 3-Ketten zusammengesetzt, ein geringer
Anteil auch aus y- und 6-Polypeptidketten. [8] In der weiteren Arbeit bezieht
sich der Begriff TCR jedoch nur auf den «f3 TCR.

Insgesamt konnen durch Mechanismen des Gen-Rearrangements und Splicings
theoretisch circa 10'® verschiedene TCRs unterschiedlicher Antigenspezifititen
entstehen [9]. Pro Individuum wird jedoch nur eine Diversitdt von circa 2x107

vorkommenden TCRs beschrieben [10].

Der erste Antigenkontakt der T-Lymphozyten fiihrt zu einer Aktivierung, Prolife-
ration und Differenzierung der Zellen. Die Differenzierung erfolgt in verschiede-
ne T-Effektorzellen sowie seltener zu T-Gedachtniszellen. Die Effektorzellen un-
terteilen sich in CD (Cluster of Differentiation)8* zytotoxischen T-Zellen, CD4"
T-Helferzellen sowie Tregs (regulatorische T-Zellen). [8]

Um von einem TCR als Antigen erkannt zu werden und eine Immunantwort

hervorrufen zu konnen, muss ein Antigen von speziellen Glykoproteinen, soge-



nannten MHC-Molekiilen, auf der Zelloberflache antigenprésentierender Zellen
prasentiert werden. Die MHC-Molekiile werden im Menschen von tiber 200 ver-
schiedenen Genen, den HLA (humanes Leukozyten-Antigen)-Genen auf Chro-
mosom 6, codiert. Diese werden in Klasse I (HLA-A, -B, -C) und Klasse II (HLA-
DR, -DP, -DQ) unterteilt. Durch zahlreiche mogliche HLA-Allele sowie poly-
morphe Proteinprodukte kdonnen diverse MHC-Klasse-I- und -II-Molekiile un-
terschiedlicher Peptidbindungsspezifitaten entstehen. [8]
MHC-Klasse-I-Molekiile befinden sich auf der Zelloberflache aller kernhaltigen
Zellen des Korpers und werden nur von CD8" T-Lymphozyten erkannt. Sie wer-
den im endoplasmatischen Retikulum direkt mit Peptiden aus dem Zytosol der
Zelle beladen [6].

MHC-Klasse-II-Molekiile werden dementgegen nur von antigenprasentierenden
Zellen exprimiert und durch CD4" T-Lymphozyten erkannt. Die Beladung er-
folgt im Normalfall mit exogenen Antigenen, welche zuvor tiber Endozytose auf-
genommen und in der Zelle prozessiert wurden [6]. Es ist jedoch auch eine Pra-
sentation zytosolischer Peptide nach autophagischen Reaktionswegen moglich

[8].

Bindet ein TCR einen MHC-Peptid-Komplex, fiihrt dies zu einer Konformations-
dnderung des Korezeptors CD3 auf den T-Lymphozyten. Diese Konformations-
anderung gilt als Trigger fiir intrazelluldre Signalkaskasden in T-Lymphozyten,
welche zu einer T-Zell-Aktivierung fiihren. [11]

Mit Hilfe weiterer Korezeptoren expandieren sich die aktivierten T-Lymphozyten
klonal und starten nachfolgende Reaktionswege. Die CD8' T-Lymphozyten
tibermitteln auf verschiedenen Wegen eine direkte zytotoxische Wirkung. Zum
Beispiel werden Perforine in die Membran der Zielzelle eingefiigt und durch die-
se zytoplasmatische Granula mit Granzymen in die Zielzelle gebracht, um dort
eine DNA-Fragmentation und Apoptose zu induzieren. [6]

1.1.2 Kreuzreaktivitit von T-Lymphozyten

Urspriinglich wurde angenommen, dass es fiir jedes Peptid einen spezifischen
TCR gédbe. Dem widerspricht jedoch unter anderem, dass mehr verschiedene
Peptide existieren, als ein Individuum T-Lymphozyten habe [12]. Zudem miisste
jede peptidspezifische T-Zelle mehrfach vorhanden sein, um eine effiziente Im-
munantwort auszuldsen [13]. Daher besitzen einzelne TCRs die Fahigkeit, trotz
ihrer eigentlichen Antigenspezifitit mit verschiedenen MHC-Peptid-Komplexen
Bindungen einzugehen. Diese Fahigkeit fithrt zu der sogenannten Kreuzreak-
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tivitit von T-Lymphozyten [14] - Rechnungen zufolge kann jeder TCR bis zu
107 verschiedene MHC-gebundenen Nonamere erkennen [12]. Die Kreuzreakti-
vitdt der T-Lymphozyten dient somit als Mittel, das effektive Spektrum des TCR-
Repertoires zu vergrofiern [15].

Nach dem Review von Yin und Mariuzza [15] werden fiinf Mechanismen unter-
schieden, wie TCRs mit verschiedenen MHC-Peptid-Komplexen kreuzreagieren

konnen:

* Je nach Peptid konnen strukturelle Verdnderungen in der Peptid-
Bindestelle des TCR’s vorkommen, beispielsweise eine Konformationsan-

derung der CD3-Schleife oder eine Rotation von langen Aminosdureketten
[16].

¢ Fiir die Erkennung unterschiedlicher Liganden kann der TCR unterschied-
lich ausgerichtet werden, sodass verschiedene Bindestellen eines TCR ver-
wendet werden [14].

¢ Strukturelle Degeneration kann einen Mangel an spezifischen Interaktio-
nen zwischen dem TCR und dem Peptid, zum Beispiel an Wasserstoff- oder
Salzbriicken, verursachen. Dies fiihrt zu einer grofseren Toleranz in der Pep-
tiderkennung, beispielsweise der Akzeptanz von Aminosduresubstitutio-

nen an TCR-Kontakpositionen. [17]

* Molekulares Mimikry (gleiche strukturelle oder chemische Eigenschaften)
verschiedener Liganden kann eine Kreuzreaktivitit eines TCR ermoglichen
[18].

¢ Auch Konformationsanderungen der MHC und/oder Peptide fiihren zur
Erkennung mehrerer Antigene durch einen TCR [19].

Insgesamt erreiche ein TCR seine Spezifitit und Kreuzreaktivitdt jedoch nicht

uber einen einzelnen Mechanismus, sondern eine Kombination dieser [15, 20].

1.1.3 Das Repertoire des MHC-Klasse-I-Peptidoms

Die MHC-Klasse-I-prdsentierten Peptide stammen aus dem Zytosol der Zel-
le und werden anschlieffend im endoplasmatischen Retikulum auf die MHC-
Molekiile geladen. Moglich sind dabei sowohl Peptide des normalen Protein-
umsatzes von korpereigenen Proteinen, als auch virus- oder tumorspezifische

Peptide bei virusinfizierten oder Tumorzellen. Bildlich gesehen kann man den
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MHC-Klasse-I-Prasentationsweg, so beschreiben es Laumont und Perreault [21],
als Dimensionsreduktionsfunktion sehen: ein grofier Input-Datensatz, das Pro-
teom, wird in einen kleineren Output-Datensatz, das MHC-Klasse-I-Peptidom,
komprimiert. Dabei sei das Peptidrepertoire sehr plastisch und beispielsweise

abhingig vom Zelltyp, -metabolismus oder von Infektionen.
Kryptische Peptide

Lange wurde angenommen, dass die MHC-Klasse-I-prasentierten Peptide nur
durch die Translation protein-codierender Transkripte in ihrem kanonischen Le-
seraster, dass heift vom primédren Start- zum Stopcodon, entstehen. Analysen
des Peptidrepertoires zeigten jedoch, dass dieses zu mindestens 10 % aus soge-
nannten ,kryptischen” Peptiden des nicht-kanonischen Proteoms bestehe. Die-
se Peptide entstehen durch die Translation von Transkripten vermeintlich nicht-
codierender genomischer Regionen oder durch exonische Translationen aufser-
halb des Leserasters [22].

Folglich reprasentieren das MHC-Klasse-I-Peptidom nicht nur die proteincodie-
renden Gene, welche lediglich 2 % des Genoms bilden, sondern einen weitaus
grofieren Anteil. In Analysen des Transkriptoms wurden Transkripte von 62 bis
75 % des Genoms aufgedeckt [23]. Hieraus lédsst sich schlussfolgern, dass durch
die Existenz kryptischer Peptide das CD8" T-Zell-System 75 % statt urspriinglich
gedachten 2 % des humanen Genoms tiberwachen kann [21].

Die Biogenese kryptischer Peptide ist auf der Translationsebene reguliert:

¢ Die Initiation bei nicht-primédren Startcodons sowie bei Codons mit einer
Basenabweichung vom Startcodon kann zur Translation im nicht-kanoni-
schen Leseraster aufierhalb proteincodierender Regionen oder auch zu ei-

ner Leserasterverschiebung in proteincodierenden Regionen fiihren.

* Bei der Elongation kénnen, auch wenn im Menschen nur in weniger als
1 % der Gene, programmierte ribosomale Leserasterverschiebungen durch

bestimmte Nukleotidsequenzen geférdert werden.

¢ Wird bei der Termination ein Stoppcodon tiberlesen, fiithrt dies zur Trans-
lation der 3'UTR und folglich zur Produktion sowohl klassischer als auch
kryptischer Peptide. Zusitzlich kann durch das Stoppcodon eine ribosoma-
le Leserasterverschiebung initiiert werden.

Nach ihrer Translation bendtigen die kryptischen Peptide wahrscheinlich weni-



ge bis gar keine Weiterverarbeitungsschritte, bevor sie von den MHC-Klasse-I-
Molekiilen préasentiert werden kénnen [21]. Der anschlieflende Prozess der Anti-
generkennung durch CD8" T-Lymphozyten ist unabhéngig von der Quelle der
Peptide, sodass auch Immunantworten auf kryptische Peptide nachgewiesen

werden konnten [24].

1.2 Tumorimmunologie
1.2.1 Tumorabwehr und -immunevasion

Aufgrund des Leistungsvermogens unseres Immunsystems ist die Fahigkeit ei-
nes Tumors, diesem zu entkommen, eines der zur Tumorentwicklung notwendi-
gen Merkmale [25]. Komplexe Wechselwirkungen zwischen Tumoren und dem
Immunsystem sind schon seit Langem bekannt und seither Gegenstand vieler

Untersuchungen:

Bereits 1909 beschrieb der Nobelpreistrager Ehrlich die Bedeutung des Immun-
systems fiir die Abwehr von Tumoren [26]. Etwa 50 Jahre spéter stellten Burnet
und Thomas mit dem Begriff der Immuniiberwachung (,,immune surveillance”)
die Hypothese auf, dass Inmunzellen fahig seien, Tumorzellen zu erkennen und
zu eliminieren [27]. Spéter konnte beispielsweise an genverdnderten immundefi-
zienten Mdusen die Bedeutung von Lymphozyten in der Tumorabwehr, sowohl
gegen spontan, als auch chemisch induzierte Tumore, nachgewiesen werden [28].
Ein einfacher klinischer Beleg fiir die Tumorabwehr durch das Immunsystem ist
die erhohte Inzidenz bestimmter Tumore bei immunkompromittierten Patienten:
Patienten nach Organtransplantationen haben beispielsweise ein dreifach erhoh-
tes Risiko fiir maligne Erkrankungen gegeniiber alters- und geschlechtsangepass-
ten Vergleichsgruppen [29].

Dem Immunsystem wird jedoch nicht nur ein protektiver Effekt, sondern auch
die Forderung von Tumorwachstum durch die Selektion gering immunogener
Tumorzellen zugeschrieben. Der hierfiir verwendete Begriff des Immuneditings
wird in drei Phasen unterteilt: die Eliminierungs- (,,Elimination”), die Gleichge-
wichts- (,,Equilibrium®) und die Entkommensphase (,, Escape”). In der Eliminie-
rungsphase erkennt das Immunsystem die potenziellen Tumorzellen und fiihrt
zu deren Zerstorung. Erfolgt die Eliminierung nicht vollstandig, kommt es durch
stindige Verdnderungen der Tumorzellen unter dem Selektionsdruck des Im-

munsystems zu Varianten der Tumorzellen, welche der Eliminierung entkom-



men; dies beschreibt die Gleichgewichtsphase. Erwerben die Tumorzellen die Fa-
higkeit, dem Immunsystem vollkommen zu entgehen, so tritt die Entkommens-
als Endphase ein. [30]

Die Tumorimmunevasionsmechanismen sind dabei sehr vielfdltig, sodass im Fol-
genden nur einige Beispielmechanismen genannt werden.

Zum Teil spielt das bereits zuvor genannte Immunediting, genauer die Selektion
der Tumorzellvarianten, welche den Immunreaktionen entgehen, eine Rolle.
Zudem kann in der Tumormikroumgebung auf verschiedenen Wegen ein im-
munsuppressives Milieu erzeugt werden. So konnen beispielsweise verschie-
dene immunsuppressive Zytokine wie TGF (Tumorwachstumsfaktor)-3 oder IL
(Interleukin)-1 von Tumor- oder anderen Zellen sezerniert werden oder durch
Tumorzell-initiierte Chemokinproduktion Tregs in die Tumor-Mikroumgebung
gelockt werden und dort zu einer Immunsuppression fiihren.

Auf den Tumorzellen selbst kann die Antigenpradsentation {iber den MHC-
Klasse-I-Signalweg auf den Tumorzellen herunterreguliert werden, sodass kei-
ne Tumorantigene mehr von den zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt werden
konnen. Zusatzlich kann die Expression von kostimulatorischen Molekiilen auf
Tumorzellen fehlen und somit zu einer Toleranz durch die T-Lymphozyten fiih-
ren. Auf verschiedenen Wegen kann zusétzlich eine Apoptose der zytotoxischen
T-Lymphozyten durch die Tumorzellen induziert werden. [31]

1.2.2 Tumorimmuntherapeutische Strategien

Trotz der verschiedenen Immunevasionsmechanismen von Tumoren kann das
Immunsystem fiir die Therapie von Tumoren so manipuliert werden, dass es zur
Tumorerkennung und -elimination fihig ist [32]. In der Klinik werden bereits
verschiedene Immuntherapien verwendet, welche auf unterschiedlichen Mecha-

nismen beruhen:

Als erste beschriebene Immuntherapie gegen solide Tumoren gilt die Gabe von
IL-2, welche 1992 fiir die Therapie von Nierenkarzinomen sowie spéter auch fiir
Melanome zugelassen wurde [33]. IL-2 kann durch eine Induktion von T-Zell-
Proliferation, -differenzierung und -aktivierung eine komplette Tumorregression

hervorrufen, jedoch wurden zum Teil signifikante Nebenwirkungen beschrieben
[34].

Des Weiteren konnen monoklonale Antikdrper gegen Tumorantigene auf ver-

schiedenen Wegen tumorspezifische Immunantworten stimulieren [35]. Als Bei-
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spiel sei der anti-CD20-Antikdrper Rituximab genannt, welcher bei B-Zell-Lym-
phom-Patienten zu einer nachweisbaren Aktivierung von NK-Zellen fiihrt [36].
Neben dieser Induktion der zelluldren Zytotoxizitit wurde zusitzlich auch eine
direkt-signalvermittelte sowie komplement-vermittelte Zytotoxizitat durch Ritu-

ximab nachgewiesen [37].

Tumorspezifische T-Zellen kéonnen zudem im Rahmen einer adoptiven T-Zell-
Therapie ex-vivo vermehrt und dem Patienten im Anschluss wieder zugefiihrt
werden. Ein vielversprechender Ansatz ist hier die Verwendung von CAR (chi-
maérer Antigenrezeptor)-T-Zellen. Dies sind gentechnisch verdnderte zytotoxi-
sche T-Lymphozyten des Patienten, welche Rezeptoren fiir ein spezifisches Zie-
lantigen exprimieren. CAR-T-Zellen ermdglichen, die Spezifitit der T-Zellen zu
bestimmen und die MHC-Restriktion zu umgehen [38]. In der Klinik wurden
bereits verschiedene CAR-T-Zellen erfolgreich eingesetzt, beispielsweise CD19-
spezifische-CAR-T-Zellen in der Therapie von akuten und chronischen lym-
phatischen Leukdmien sowie B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen oder CD138-
spezifische-CAR-T-Zellen bei Patienten mit multiplen Myelomen [39]. In der The-
rapie der AML ist der Einsatz von CAR-T-Zellen aufgrund der komplizierten Su-
che nach einem geeigneten Zielantigen [3] erschwert, wird jedoch derzeit bereits

in klinischen Studien erprobt [40].

Ein weiterer Ansatz ist es, mittels einer Checkpoint-Blockade die nattirliche Im-
munantwort gegen einen Tumor zu verstdrken. Das Prinzip beruht auf der Aus-
schaltung inhibitorischer Mechanismen, den negativen Kontrollstellen in der Im-
munantwort, und folglich einer erleichterten T-Zell-Aktivierung. Der PD (pro-
grammed death)-1-Antikorper Nivolumab etwa verhindert die Bindung des Li-
ganden PD-L1 an das Kontrollstellen-Molekiil und inaktiviert somit die PD-1-
vermittelte Inhibition der T-Zell-Aktivierung [41]. Nivolumab wurde 2014 das
erste Mal zugelassen und wird in der Therapie von Melanomen, Nierenzellkarzi-
nomen, Non-Hodgkin-Lymphomen sowie Nicht-kleinzelligen-Lungen-Karzino-
men eingesetzt [42]. Durch die geringe Immunogenitit der AML sowie die im-
munsuppressive Umgebung im Knochenmark konnten fiir die AML bisher mit
Checkpoint-Inhibitoren jedoch keine vergleichbar gute Ergebnisse erzielt werden

[4].

Gleichfalls eine Verstarkung der Immunantwort ist das Ziel einer therapeutischen
Tumorvakzinierung, welche eine selektive Expansion tumorspezifischer Lym-
phozyten hervorrufen soll. Die Wirksamkeit der Vakzinierung ist dabei von der
Funktionalitdt der T-Effektorzellen sowie der Aufhebung des immunsuppressi-



ven Tumormilieus abhédngig [43]. Aufgrund mangelnder Wirkung hat die Tumor-
vakzinierung in der Klinik bisher wenig Bedeutung gewonnen [33], erneut stellt
die Auswahl geeigneter Antigene eines der grofiten Hindernisse in der Thera-
pieentwicklung dar [44]. Dennoch bestdrken bereits erzielte klinische Erfolge [43,
45] das Potenzial von Tumorvakzinierungen fiir maligne hdamatologische Erkran-

kungen.

1.2.3 Zielantigene in der Tumorimmuntherapie

Zum Erfolg einer Tumorimmuntherapie ist die Erkennung von Tumorzellen
durch T-Lymphozyten eine Voraussetzung. Diese erfolgt anhand von Pepti-
den aus Tumorzellproteinen, welche auf der Tumorzelloberfliche durch MHC-
Molekiilen prasentiert werden [8]. Es kann zwischen tumor-assoziierten und -
spezifischen Antigenen unterschieden werden. Erstere sind Antigene, welche
vermehrt auf Tumoren nachgewiesen werden, aber auch schwach in anderen Ge-
weben exprimiert werden [46]. Ihre Verwendung als Zielantigen in der Tumor-
therapie ist durch die von den Selbstantigenen hervorgerufene Toleranz einge-
schrankt. Dem entgegengesetzt werden tumorspezifische Antigene ausschlief3-
lich von Tumorzellen présentiert, sodass fiir diese keine negative Selektion der
zugehorigen spezifischen T-Zell-Populationen stattfindet. [47]

Zusammenfassend wird fiir die antigenspezifische Immuntherapie ein Zielanti-
gen benotigt, welches vom Immunsystem erkannt wird und eine gegen den Tu-
mor gerichtete Immunantwort auslost. Anguille, Van Tendeloo und Berneman
[48] definierten fiir ideale Zielantigene in der Therapie der AML folgende fiinf
Kriterien: (1) Leukdmie-Spezifitdt (2) regelméfiige Expression auf AML-Zellen
sowie bestenfalls Leukdmie-Stammzellen (3) Onkogenitat (4) Immunogenitét (5)

nachweisbare klinische Relevanz.

Die Identifikation von Tumorantigenen kann iiber genetische, reverse oder direk-
te zelluldre Ansitze erfolgen.

Ein klassisches Verfahren ist die Reverse Immunologie: zunéchst erfolgt eine in-
silico-Vorhersage von Antigenepitopen, im Anschluss werden diese dann experi-
mentell validiert [32]. Die Sensitivitdt der Vorhersage ist jedoch begrenzt, sodass
nicht alle natiirlich prasentierten Peptide vorhergesagt werden, zudem gibt es
hohe Zahlen falsch-positiver Peptide [49].

Ein etabliertes genetisches Verfahren ist die serologische Identifikation von An-
tigenen durch rekombinante Expressionsklonierung, auch unter SEREX bekannt.



Hier wird zundchst mit Tumorzellen eine cDNA-Bibliothek aufgebaut, tiber Ex-
pressionsvektoren in Escherichia coli exprimiert und die potenziellen Antigene
auf Membranen tiibertragen. Nach Inkubation mit Patientenserum kénnen im
Anschluss tiber einen enzymkonjugierten anti-humaner-Ig (Immunglobulin) G-
Antikorper die Antigen-Antikorper-Bindungen und folglich die reaktiven Anti-
gene detektiert werden. [50]

Der zelluldre Ansatz hingegen beruht auf der Elution der Antigene von den Ziel-
zellen und nachfolgender Ermittlung der Peptidsequenzen mittels Massenspek-
trometrie [32]. Dieses Verfahren ist aktuell das Einzige, welches das tatsdchlich
in-vivo vorkommende Repertoire an MHC-prasentierten sowie posttranslational-

modifizierten Peptiden identifiziert [49].

1.3 Akute myeloische Leukdmie
1.3.1 Epidemiologie und Atiologie

Mit einer Inzidenz von 3,7 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr [2]
werden in Deutschland circa 4.100 Neuerkrankungen der AML pro Jahr diagno-
stiziert. Bei stark ansteigenden Inzidenzen mit zunehmendem Lebensalter liegt
das mittlere Erkrankungsalter bei 72 Jahren.

Die Prognose der AML variiert je nach Alter, Geschlecht, Risikostratifizierung
und Therapie. In der Altersgruppe von 15 bis 35 Jahren wurde zwischen 2009
und 2013 ein relatives Fiinfjahresiiberleben von 60 % erreicht, wohingegen dieses
in der Altersgruppe von 55 bis 64 Jahren bei nur 34 % und bei iiber 75-Jdhrigen
lediglich bei 5 % lag. [1]

Atiologische Faktoren kénnen, neben Umweltfaktoren wie Arzneimitteln (u.a.
Zytostatika, Topoisomerase-II-Hemmer), Chemikalien (u.a. Benzole, Athylen—
oxyde) und ionisierenden Strahlen, auch genetische Faktoren sein. Zudem kann
sich aus vorbestehenden hiamatopoetischen Erkrankungen, beispielsweise einem
myelodysplastischen Syndrom, eine AML entwickeln. [2]

1.3.2 Klinik und Diagnostik
Die klinische Symptomatik ist zu Beginn haufig unspezifisch und beruht vor al-

lem auf den Folgen der Verdrangung der reguldren Hamatopoese im Knochen-
mark: Durch eine Andmie werden unter anderem Miidigkeit, Schwéche und Blés-
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se verursacht, eine Granulozytopenie zeigt sich beispielsweise anhand bakteriel-
ler Infektionen oder systemischer Mykosen und eine Thrombozytopenie fiihrt
unter anderem zu einer erhohten Blutungsneigung (Epistaxis, Menorrhagien,
Zahnfleischbluten). Zudem konnen weitere Symptome, zum Teil subtypenspe-

zifisch, auftreten:

* bei der akuten promeylozytdren Leukdmie ist eine vermehrte Blutungsnei-
gung auch durch eine disseminierte intravasale Koagulation oder Hyperfi-

brinolyse moglich

* bei akuten myelo-monozytiren Leukdmien kann es durch Blasteninfiltrati-

on in der Schleimhaut zur Gingivahyperplasie kommen

* bei 2 % der AML-Erstdiagnosen tritt eine Meningeosis leucaemica durch

Blasteninfiltration der Mengingen auf

¢ leukdmische Organinfiltrationen kénnen zu Lymphknotenschwellung oder

einer Hepatosplenomegalie fithren

60 % der Patienten zeigen einen hyperleukozytdren Verlauf, jedoch sind auch
normo- oder hypoleukozytdre Verlaufe moglich. Tritt eine Leukozytose mit mehr
als 100.000 Leukozyten pro Mikroliter auf, besteht die Gefahr eines Leukostase-
Syndroms mit Adhédsion der Leukozyten an den Gefdfiwéanden. Klinisch kann
sich dies durch Hypoxie, Retinainfiltrationen und -einblutungen oder neurologi-
sche Symptome présentieren. Das Leukostase-Syndrom ist ein hamatologischer
Notfall und muss umgehend durch die Reduktion der peripheren Leukozyten-
zahl behandelt werden. [2]

Zur Diagnosestellung einer AML ist der Nachweis von mindestens 20 % Blasten
im peripheren Blut oder Knochenmark notwendig. Zur Diagnostik zdhlen eine
Anamnese und korperliche Untersuchung, ein Blutbild, die Knochenmarkszy-
tologie, -zytochemie und -histologie, eine Immunphénotypisierung sowie zyto-

und molekulargenetische Analysen. [51]

Die biologische Heterogenitdt der AML wird anhand verschiedener Systeme
klassifiziert. Die Klassifikation der French-American-British-Group (FAB) teilt die
Erkrankung anhand zytomorphologischer Charakteristika der Zellen in acht Sub-
gruppen ein (vgl. Tabelle 1.1).

Im klinischen Alltag wird sie jedoch zunehmend von der WHO-Klassifikation
abgelost. Diese klassifiziert die AML mittels ihrer zyto- und molekulargeneti-
schen Charakteristika und stellt somit die molekulare Pathogenese der Erkran-
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Tabelle 1.1: FAB-Klassifikation der AML [53]

Typ | Beschreibung Morphologie

MO | AML mit minimaler Myeloblasten ohne Granula
Differenzierung

M1 | AML ohne Ausreifung Myeloblasten + Granula

M2 | AML mit Ausreifung Myeloblasten mit Granula,

einzelne Myelozyten

M3 | Akute Promyelozyten- Promyelozyten, deutlich granuliert
Leukdmie

M4 | Akute myelomonozytare Mpyeloblasten und Promyelozyten > 20 %
Leukdmie

M5 | Akute Monozyten-Leukdmie | grofie und normale Monoblasten,
Promonozyten und Monozyten,
Monozytose im peripheren Blut

M6 | Akute Erythroleukdmie Megaloblastdre Erythropoese > 50 %,
Myeloblasten > 30 %
M7 | Akute Megakaryoblasten- Megakaryoblasten
Leukédmie

kung stdrker dar. [51] Anhand der genetischen Charakteristika werden die Pati-
enten laut der Empfehlung des , European Leukemia Net” zudem in eine der drei
Risikogruppen (Niedrig-, intermedidres und Hochrisiko) eingeteilt [52].

1.3.3 Therapieschema

Die Therapie der AML erfolgt adaptiert an die verschiedenen Sub-, Risiko- und
Altersgruppen und wird oft im Rahmen von Therapiestudien durchgefiihrt. Das
allgemeine Therapieschema ldsst sich in eine Induktionstherapie zum Erreichen
einer kompletten Remission sowie die Konsolidierungs- und Erhaltungstherapi-
en in der Postremissionsphase gliedern. [51]

Bei Patienten unter 60 Jahren besteht die Standardinduktionstherapie aus einer
siebentdgigen Gabe von Cytarabin sowie einer dreitdgigen Anthrazyklingabe
(sogenanntes 7+3-Schema). Hiermit konnen Remissionsraten von circa 60-80 %
erzielt werden. [52]

Die Konsolidierungstherapie wird in der Niedrigrisikogruppe standardmafig
mit mehreren Zyklen Cytarabin durchgefiihrt, wohingegen bei intermedidrem
oder hohen Risiko eine allogene Stammzelltransplantation als Postremissions-
therapie angestrebt wird. Bei dlteren Patienten kann je nach Gesundheitszustand
eine kurativ-intendierte Therapie oder Best Supportive Care, gegebenfalls mit ei-

ner palliativen zytoreduktiven Chemotherapie, erfolgen. [2, 51]
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Eine Ausnahme bildet die akute Promyelozytenleukdmie (FAB M3), welche mit
All-Trans-Retinolsdure in Kombination mit Arsentrioxid oder Zytostatika thera-
piert wird. Hinzu gibt es diverse zielgerichtete Substanzen fiir die verschiedenen
genetischen Defekte der Leukdmiezellen. Diese werden derzeit jedoch teilweise
noch in klinischen Studien erprobt und nicht als Standardtherapie empfohlen.
[51]

1.3.4 Allogene Stammzelltransplantation

Die hochsten Heilungsraten der AML werden bishert nach allogener Transplan-
tation hamatopoetischer Stammzellen erzielt. Erfolgt die Stammzelltransplanta-
tion in der ersten Remission, so liegt die Rezidivrate bei circa 20 %.[2]

Den Patienten werden dabei nach einer Konditionierung durch eine intensi-
ve Chemotherapie, sowie z.T. einer myeloablativen Ganzkorperbestrahlung des
Knochenmarks, die Stammzellen eines HLA-kompatiblen Spenders intravenos
infundiert. Im Empfanger kommt es somit zu einem vollstindigen Ersatz der
Hamatopoese durch die Spenderzellen. Die Spenderzellen konnen dafiir aus
dem peripheren Blut, dem Knochenmark oder aus Nabelschnurblut gewonnen
werden, wobei ersteres Verfahren am héufigsten genutzt wird. Ist kein HLA-
kompatibler Spender verfiigbar, so kann auch eine Stammzelltransplantation mit

einem HLA-haploidentischen familidren Spender erwogen werden [51].

Die Stammzelltransplantation kann zu verschiedenen Komplikationen fiih-
ren. Neben hdufigen toxischen Nebenwirkungen der Konditionierungstherapie
(Ubelkeit/ Erbrechen, Haarausfall, etc.) und Infektionen (Bakterien, Pilze, CMV
(Cytomegalovirus), etc.) wird bei bis zu 50 % der Patienten eine GVHD (Graft-
versus-Host-Erkrankung) hervorgerufen. Bei der GVHD kommt es durch die
Spenderlymphozyten zu einer Schadigung der Empfdngerorgane, wodurch
beispielsweise Exantheme, Enteritiden und Hepatitiden entstehen konnen. [2]

1.3.4.1 Graft-versus-Leukimie-Reaktion

Wiéhrend eine Vermeidung der GVHD angestrebt wird, soll hingegen eine
maximale Wirkung des GvL (Graft-versus-Leukdmie)-Effekts erzielt werden.
Der GvL-Effekt beschreibt dabei die Wirkung des allogenen hdmatopoietischen
Stammzelltransplantats gegen die Leukdmie: Spender-T-Zellen erkennen die

Leukdmiezellen als fremd und fiihren zu deren Zerstérung. [7, 8]
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Die Fremderkennung basiert unter anderem auf der Erkennung von mHAg
(Nebenhistokompatibilititsantigenen) auf den Leukdmiezellen im Empfanger.
mHAg sind Peptide, welche auf nicht-identischen Gen-Loci codiert und somit
bei Spender und Empfanger unterschiedlich sind [54, 55]. Eine Ausnahme wurde
tiir identische Transplantate von Zwillingen beschrieben, hier konnte kein GvL-
Effekt beobachtet werden [56]. Als Effektorzellen werden sowohl den CD8™" als
auch den CD4" T-Zellen eine Bedeutung fiir die GvL-Reaktion zugeschrieben
[54, 57]. Voraussetzung ist jedoch das Vorliegen eines Spenderchimédrismus im
Empfanger [56].

Klinisch hat der GvL-Effekt in der Behandlung der AML eine enorme Bedeutung

und bildet die Basis fiir ihre zellulire Immuntherapie [58].

1.3.4.2 CMV-Reaktivierung nach allogener Stammzelltransplantation

Das humane CMV, auch als Humaner Herpesvirus 6 bekannt, ist ein DNA-Virus
und gehort zur 3-Herpesvirusfamilie. Das CMV ist ubiquitdr vorhanden und
zeigt weltweit variable Durchseuchungsraten von 45 bis 100 %, abhédngig von
Alter sowie geographischem, ethnischem und soziookonomischem Hintergrund
[59]. Die Ubertragung erfolgt diaplazentar, iber Schmier- und Trépcheninfektion,
Bluttransfusionen und Organtransplantationen, Muttermilch oder sexuell [2].
Nach Erstinfektion persistiert das CMV lebenslang im Organismus, unter an-
derem in hdmatopoetischen Zellen und Monozyten, und kann somit reaktiviert
werden [60].

Bei Immunkompetenten zeigt sich bei Infektion meist ein symptomloser Ver-
lauf, dabei wird jedoch die Bildung von CMV-spezifischen CD8" Effektor- und
Gedéchtnis-T-Zellpopulationen induziert [61]. Bis zu 30 % aller CD8* T-Zellen in
gesunden Erwachsenen zeigen eine Reaktion auf CMV [62].

Dem entgegengesetzt wird bei immunsupprimierten Patienten oft eine schwere
Symptomatik hervorgerufen. Als Beispiele sind hier die CMV-Kolitis,- Hepatitis,

-Retinitis und interstitielle Pneumonie zu nennen. [60]

Die CMV-Reaktivierung ist eine hdufige Komplikation der Immunsuppression
nach allogener Stammzelltransplantation und kann zu lebensbedrohlichen Sym-
ptomen fithren. Paradoxerweise wurden jedoch auch vorteilhafte Effekte einer
CMV-Reaktivierung nach Stammzelltransplantation bei AML-Patienten beob-
achtet: Bereits 1986 beschrieben Lounnqyvist et al. [63] ein reduziertes Leukdmiere-
zidivrisiko bei Stammzellempfangern mit CMV-Infektion, zahlreiche nachfolgen-
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de Studien bestitigten diesen Effekt [64]. In einer grof3 angelegten Studie von El-
maagacli et al. [65] 2011 wurde ein mehr als vierfach reduziertes Langzeit-Leuka-
mierezidivrisiko bei frither CMV-Replikation nach Stammzelltransplantation be-
schrieben.

Nachbaur et al. [66] wiesen eine erhohte Uberlebensrate nur fiir HLA* 02-positive
Patienten mit CMV-seropositiven Stammzellspendern nach. Die CMV-Seropo-
sitivitdt der Spender sei mit einer chronischen GVHD im HLA-A*02-positiven

Empféanger assoziiert und fiithre zu einer geringeren Leukdmierezidivrate.

Fiir den antileukdmischen Effekt der CMV-Reaktivierung nach allogener Stamm-
zelltransplantation werden verschiedene Mechanismen postuliert. Zum Einen
konne die CMV-Infektion direkte zytotoxische Effekte gegen Leukdmiezellen ha-
ben [65]. Zum Anderen sei eine Erhohung der leukdmischen Immunogenitat
durch die Virusreaktion denkbar [67], beispielsweise tiber eine erhohte Expres-
sion von mHAgs oder leukdmie-assoziierten Antigenen, welche zu einer ver-
starkten Vulnerabilitdt gegentiber den zytotoxischen Spender-T-Zellen fiihre [65].
Des Weiteren kdme eine Stimulation von T-Zell- und NK-Zell-Immunantworten
durch die CMV-Reaktivierung in Betracht [67, 68]. Sowohl Elmaagacli et al. [65]
als auch Nachbaur et al. [66] stellen die Hypothese einer Kreuzreaktivitit CMV-
spezifischer zytotoxischer T-Zellen mit HLA-A*02-beschrankten mHAgs oder
leukdmie-assoziierten Antigenen auf, welche einen GvL-Effekt bewirke.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Mit einem Anteil von 80 % an den akuten Leukdmien im Erwachsenenalter
[2] sowie einer durchschnittlichen Fiinfjahrestiberlebensrate von 20-30 % [1] ist
die AML eine hdmatologische Erkrankung mit grofier Bedeutung fiir die Ge-
sellschaft. Die eingeschrinkte Prognose kann durch den bisherigen Mangel an
durchschlagenden Therapiemdoglichkeiten erkldart werden.

Viele Forschungsergebnisse und die Erfolge der allogenen Stammzelltransplanta-
tionen und GvL-Reaktionen belegen jedoch das enorme immunogene Potenzial
der AML-Zellen, welches zur Therapie der Erkrankung genutzt werden kann.
Trotz vieler bekannter Tumorantigene, hdufig durch in-silico-Methoden vorher-
gesagt, konnte bisher keine wirkungsvolle Immuntherapie der AML etabliert

werden.

In der vorliegenden Arbeit sollen in primédren Patientenmaterialien und Zelllini-
en die tiber MHC-Klasse-I-prasentierten Peptide isoliert und analysiert werden.
Die Kartierung dieser in-vivo vorkommenden MHC-Peptidome soll zur Identi-
tikation tumorspezifischer Peptide als potenzielle Targets fiir immuntherapeuti-
sche Anwendungen bei AML-Patienten fiihren.

Dabei sollen auch die kryptischen Peptide speziell berticksichtigt werden: der
Fakt, dass viele Transkripte vermeintlich nicht-codierender Genregionen aus-
schliefslich in Tumorzellen exprimiert werden [69, 70], stellt die kryptischen Pep-
tide als potenziell reichhaltige Quelle tumorspezifischer Antigene dar.

Die Ergebnisse zahlreicher Studien zeigen einen positiven Effekt einer CMV-Re-
aktivierung nach allogener Stammzelltransplantation auf das Rezidivrisiko der
AML [63-66]. Der zugrundeliegende Mechanismus konnte hier jedoch noch nicht
geklart werden. Zur Uberpriifung der Hypothese einer Kreuzreaktivitit CMV-
spezifischer T-Lymphozyten mit AML-Blasten sollen die identifizierten AML-
Peptidome auf mogliche kreuzreaktive Peptide untersucht werden. Zur Entwick-
lung einer effizienten Immuntherapie der AML wéren diese Peptide ebenfalls
von besonderem Interesse.

Die Peptidprasentation der Tumorzellen ist abhidngig von der Expression der
MHC-Molekiile und legt die Grundlage fiir den Erfolg einer antigenspezifischen
Immuntherapie. Anhand einer Quantifizierung der MHC-Klasse-I-Molekiile soll
die Eignung der AML-Blasten fiir einen solchen Therapieansatz tiberpriift wer-
den.
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KAPITEL 2

MATERIAL UND METHODEN

2.1 Ethikvotum

Fir die durchgefiihrten Untersuchungen an humanen Biomaterialien mit
Patienten-/Probandenbezug (und zugehorigen personen-beziehbaren Daten)
liegt ein Ethikvotum vor. Die zugehorigen Aktenzeichen der Ethikkommission

sind AZ-85/13 sowie AZ-17/19.

2.2 Material

2.2.1 Gerite und Gebrauchsmaterialien

Gerite und Gebrauchsmaterialien
Brutschrank Thermo BBD 6220
CytoFLEX-Durchflusszytometer
FACS-R6hrchen 5 ml

Gefrierschrank -80 °C Forma
Gefriertrockner Alpha 1-2 LD plus
Kryorohrchen Cryo.s

Kiihl- und Gefrierschrank Premium
Kiihlraum

Lichtmikroskop DM 1000
Luer-Lock-Adaptoren male/female BioRad
Mikroliterspritzen 700 Series 50 pl, 500 ul
Mini Chiller 300 (Baker)
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Firma

Thermo Fisher Scientific, USA
Beckman Coulter, Krefeld
Becton Dickinson, Heidelberg
Thermo Fisher Scientific, USA
Christ, Osterode am Harz
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Liebherr, Schweiz
Universitdtsklinikum Wiirzburg
Leica, Wetzlar

BioRad, USA

Hamilton, Schweiz

Diagenode, Belgien



Minirotator Bio RS-24 (BioSan)
Nadeln Microlance 3
Neubauer-Zahlkammer
Pasteurpipetten steril 3ml

Perfusorspritze Injectomat 50 ml

Pipettensatz Discovery Comfort 1-1000ul

Pipettenspitzen Biosphere FilterTips

Pipettenspitzen Low-binding DeckWorks

Pipettierhilfe Pipetboy acu

Protein LoBind Tubes 1,5 ml, 2 ml
Pumpenschlauch

Reagiergefafs 1,5 ml
Schlauchkassetten MS/CA Click'n’go
Schlauchpumpe Reglo digital
Schiittler DOS-20S

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml
Silikonsschlauch Masterflex 2,06 mm
Spritzen Discardit 10 ml

Sterilbank HERAsafe KS 12, KS 18
Sterilfilter 0,2 pym
Stickstoff-Gefrierbehilter Typ K10
Ultraschallbad Elmasonic S 30 H
Ultraschallgerét Bioruptor®Plus
Vortexer Reax control

Wasserbad

Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm?, 175 cm?

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3-S-R
Zentrifuge Mikro 200-R
Zentrifuge Rotanta 46 RC

Hartenstein, Wiirzburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Hartenstein, Wiirzburg
Biosigma, Italien

Fresenius

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niirnbrecht

Corning®, USA

Integra BioSciences, Biebertal
Eppendorf, Hamburg

Ismatec® Cole Parmer, Wertheim
Sarstedt, Niirnbrecht

Ismatec® Cole Parmer, Wertheim
Ismatec® Cole Parmer, Wertheim
NeoLab, Heidelberg

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Cole Parmer, Wertheim

Becton Dickinson, Heidelberg
Thermo Fisher Scientific, USA
Sarstedt, Niirnbrecht

Taylor Wharton, Husum

Elma, Singen

Diagenode, Belgien

Heidolph Instruments, Schwabach
Memmert, Schwabach

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Thermo Fisher Scientific, USA
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Zentrifugenfiltereinheit Amicon Ultra 0,5 ml Merck, Darmstadt
Zentrifugenrohrchen 15 ml, 50 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen
ZipTip mit 0,6 pl-Cg-Harz Merck, Darmstadt

2.2.2 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien u. Reagenzien Bezugsquelle

Acetonitril Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

18



Aqua ad iniectabilia

BD FACS" Lysing Solution

BD FACS" Permeabilizing Solution 2
BD Pharm Lyse™

Biocoll

CHAPS (AppliChem)
CNBr-activated Sepharose

CytoFlex Sheath Fluid
Dimethylsulfoxid

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline 1x
fetales Kélberserum

Flow Clean Cleaning Agent
Gentamycin 50 mg/ml

Glycin (AppliChem)

Natriumchlorid (AppliChem)
Natriumhydrogencarbonat (AppliChem)
Natronlauge 0,5 N

Polymorphprep
Proteaseinhibitortabletten cOmplete
RPMI 1640 Glutamax

Salzsdure 1 N

Trifluoressigsaure

Trypanblau 0,4 %

Viability Staining Solution 7-AAD
Wasser LC-MS Grade

2.2.3 Kits

QIiFiKit® K0078
- Set-Up Beads 1 ml
- Calibration Beads 1 ml

Deltamedica, Reutlingen

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Hartenstein, Wiirzburg

GE Healthcare, Freiburg

Beckman Coulter, Krefeld
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Beckman Coulter, Krefeld

Gibco, Darmstadt

Hartenstein, Wiirzburg
Hartenstein, Wiirzburg
Hartenstein, Wiirzburg

Carl Roth, Karlsruhe

Alere Technologies AS, Norwegen
Roche, Mannheim

Gibco, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, USA
Gibco, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, USA
Merck, Darmstadt

Dako, Danemark

- FITC Konjugat 0,2 ml (F(ab’)2-Fragment von Ziegen-anti-Maus-Ig)

2.2.4 Losungen

Zum Ansetzen der Losungen wurde jeweils Wasser LC-MS Grade verwendet.
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Ajpag-LOsung

ABg-Losung

A-Ldsung

Bindungspuffer

Einfriermedium

Glycin 0,2 M

HCl ImM

Lysispuffer (2x)

NaOH 0,1 N
TFA 0,2 %/ 10 %
Trypanblau 0,04 %

Waschpuffer

TFA 0,05 %/ ACN 1 %
0,025 ml TFA

0,5 ml ACN

49,475 ml H,O

TFA 0,2 %/ ACN 32,5 %
0,1 ml TFA

16,25 ml ACN

33,65 ml H,O

TFA 0,1 %
0,05 ml TFA ad 50 ml H,O

NaCl 0,5 M/ NaHCO;3 0,1 M; pH 8,3

14,61 g NaCl/ 0,51 H,O)

4,2 ¢ NaHCO3/ 0,51H,0)

pH 8,3 mit circa 40 Tropfen NaOH 2 N eingestellt

autoklaviert

RPMI 1640 Glutamax/ 50 % FCS/ 10 % DMSO

3,75 g Glycin
0,251 H,0
steril filtriert

0,5ml HC11 N ad 500 ml H,O

0,4 g CHAPS
1 Proteaseinhibitortablette
33 ml D-PBS

10 ml NaOH 0,5 N ad 50 ml H,O

TFA 1:500/ 1:10 mit H,O verdiinnt
Trypanblau 0,4 % 1:10 mit D-PBS verdiinnt
1% FCS/ D-PBS
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2.2.5 Monoklonale Antikorper

2.2.5.1 Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antigen Konjugat Isotyp

IgGi FITC
IgGk PerCP
IgGy APC
CD3 FITC
CDS8 APC

CD14 PerCP

Maus IgGqy
Maus IgG
Maus IgG
Maus IgG
Maus IgGq
Maus IgG

Klon
X40
X40
X40
SK7
SK1

Hersteller

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

M®P9 Becton Dickinson, Heidelberg

2.2.5.2 Antikorper fiir die Immunprazipitation

Antigen
pan-MHC-Klasse-I

pan-MHC-Klasse-I
anti-HLA-A*02

2.2.6 Zellmaterial

Klon

We6/32// W17-118

W6/32
BB7.2

Hersteller

Herr Prof. Dr. S. Stevanovi¢
Interfakultares Institut ftir Zell-
biologie, Universitdt Tiibingen
BioLegend, USA

2.2.6.1 Humane Zelllinien und Zellkulturmedien

Zelllinie DG-75

Zelllinie ML-2

Zelllinie THP-1

Burkitt-Lymphom (mé&nnlich, 10 Jahre)
HLA A*02:01; 66:01 B*41:01; 50:01 C*06:02; 17:01
DSMZ (ACC-83)

Akute myelomonozytidre Leukdmie (méannlich, 26 Jahre)
HLA A*02:01; 02:01 B*44:02; 51:01 C*05:01; 14:02
DMSZ (ACC-15)

Akute monozytdre Leukdmie (méannlich, 1 Jahr)
HLA A*02:01; 24:02 B*15:11; 35:01 C*03:03; 03:03
DMSZ (ACC-16)

Die Zelllinie DG-75 wurde in RPMI 1640 L-Glutamax / 10 % FCS/ Gentamycin
50 pug/ml kultiviert. Die Kultivierung der Zelllinien ML-2 und THP-1 erfolgte in
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RPMI 1640 L-Glutamax / 20 % FCS/ Gentamycin 50 pg/ml.

2.2.6.2 Patientenmaterial

In dem Zeitraum vom 14.03.2018 bis zum 15.01.2019 wurde in der Medizinischen
Klinik IT der Universitdtsklinik Wiirzburg natives Probenmaterial in Form von
EDTA-Blut, EDTA-Knochenmark oder Leukapheresen von Patienten bei Aufnah-
me mit der Verdachtsdiagnose AML gesammelt. Vor Probenentnahme erfolgte ei-
ne Aufklarung der Patienten von &drztlicher Seite, zudem wurde die Einwilligung
schriftlich festgehalten. Insgesamt wurde bei 16 Patienten Material entnommen
und zum Einfrieren aufgearbeitet (Abschnitt 2.3.2). Einschlusskriterien fiir die
weitere Verwendung des Probenmaterials waren eine Bestdtigung der Verdachts-
diagnose der AML sowie ein Blastenanteil von mindestens 80 % im Nativma-
terial. Neun Patientenproben entsprachen diesen Kriterien und wurden fiir die
weiteren Versuche verwendet, eine Ubersicht dieser Patienten ist in Tabelle 2.1
dargestellt. Die HLA-Befunde dieser neun Patienten wurden von dem Institut
fiir Klinische Transfusionsmedizin und Hamotherapie des Universitatsklinikums

Wiirzburgs bezogen.

Tabelle 2.1: Patientenmaterial

Nr. | HLA Material

P1 | A*01:01; 03:01 B*18:01; 40:02 18 ml EDTA-Blut,
20 ml EDTA-KM

P2 | A*02:01; 03:01 B*27:05; 40:01 18ml EDTA-Blut

P3 | A*02:01; 02:01 B*18:01; 40:01 Leukapherese

P4 | A*01:01; 31:01 B*44:02; 51:01 27 ml EDTA-KM

P5 | A*03:01; 11:01 B*35:01; 40:01 C*03:04; 04:01 | 18 ml EDTA-KM
P6 | A*02:01; 03:01 B*07:02; 35:01 C*04:01; 07:02 | 19,5 ml EDTA-KM
P7 | A*01:01; 03:01 B*08:01; 44:27 C*07:01; 07:04 | 18 ml EDTA-KM
P8 | A*23:01; 24:03 B*07:02; 44:03 C*04:01; 07:02 | 24,5 ml EDTA-Blut
P9 | A*24:02; 33:03 B*35:01; 52:01 C*04:01; 12:02 | Leukapherese

2.2.6.3 Spendermaterial fiir Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe wurde acht gesunden Spendern venos fiir die Granulozyte-
nisolation Blut in EDTA-Rohrchen entnommen (Tabelle 2.2).

Zum Einen stellten sich hierfiir sechs freiwilligen gesunden Spendern zur Ver-
fiigung. Fiinf dieser Spender (K1, K3, K4, K5, K6) bezogen zusétzlich ihre HLA-
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Befunde tiber die DKMS (Deutsche Knochenmarkspenderdatei) und gaben die-
se fiir die Auswertung frei. K2 wurde von dem Institut fiir Klinische Transfu-
sionsmedizin und Hamotherapie des Universitatsklinikums Wiirzburgs HLA-
typisiert.

Zum Anderen konnte den Patienten P3 (Kontrolle K8) und P4 (Kontrolle K7) nach
Therapie der AML im Zustand der Remission fiir die Granulozytenisolation Blut
entnommen werden. Die zugehorigen HLA-Daten sind bereits zuvor bezogen

wurden.
Tabelle 2.2: Spendermaterial fiir Kontrollgruppe

Nr. | HLA

K1 | A*03:ABWAJ; 32: ABWBP B*07:ADYXYV; 44:ABZP] C*07:XX; 08:ABXAT
K2 | A*02:01; 32:01 B*40:02; 51:01 C*02:02; 14:02

K3 | A*02:AMAUU; 02:ANUUM B*40:01:01G; 53:01:01G

C*03:04:01G; 04:01:01G

K4 | A*23:ENWE; 30:04:01 B*07:KHMH; 51:08 C*12:GJEF; 16:BNR

K5 | A*03:01:01G; 03:01:01G B*07:02:01G; 07:02:01G C*07:02:01G; 07:02:01G
K6 | A*02:05:01G; 68:02:01G B*50:01:01; 51:01:01G C*03:03:01G; 06:02:01G
K7 | A*01:01; 31:01 B*44:02; 51:01

K8 | A*02:01; 02:01 B*18:01; 40:01

2.3 Methoden

2.3.1 Kaultivierung humaner Zelllinien: DG-75, ML-2 und THP-1

Von den  Zelllinien @ wurden  circa 5x10° Zellen aufgetaut
(Abschnitt 2.3.5.3) und in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen. Die Zell-
suspension wurde in eine 25 cm? Zellkulturflasche tiberfiihrt und bei 37 °C und
5% CO, gelagert. Alle 3 bis 4 Tage erfolgte eine Zellzdhlung und anschlieffende
Zellteilung. Die Zelllinie DG-75 wurde mit einer Zelldichte von circa 5x10° /ml
kultiviert, ML-2 mit 8x10°/ml und THP-1 mit 4x10°/ml. Bei ausreichendem
Volumen wurde die Zellsuspension in die ndchstgrofsere Zellkulturflasche tiber-
fihrt.

Sofern die Zellkulturen eine ausreichende Zellzahl erreichten, wurden die Zell-
suspension in 50 ml Falconrohrchen tiberfiihrt, 10 min bei 1500 rpm und 4 °C zen-

trifugiert und die Pellets in D-PBS zum poolen und zdhlen aufgenommen (vgl.
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Abschnitt 2.3.4). Anschliefend wurden sie als Pellets a 1,5x108 Zellen weggefro-
ren (vgl. Abschnitt 2.3.5.1).

2.3.2 Isolation der PBMCs und BMMCs

Es wurden entweder die PBMCs (mononukledre Zellen des peripheren Blutes)
aus EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-Blut oder die BMMCs (mononukleédre Zel-
len des Knochenmarks) aus EDTA-Knochenmark isoliert. Hierzu wurden die Ab-
nahmerohrchen in einem extra Rohrchen gepoolt und mit D-PBS ad 40 ml aufge-
tillt. Je 20 ml der Zellsuspension wurden langsam auf je 15 ml vorgelegte Bio-
coll Dichtegradientlosung (1,077 g/ml) gegeben und 20 min bei 2000 rpm ohne
Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert. In der Trennldsung bildete sich eine
Interphase mit den mononukledren Zellen, welche nach Abpipettieren der obe-
ren Schicht mit einer Pipette gesammelt wurde. Anschlieflend wurden die Zellen
noch zweimal mit D-PBS gewaschen und dabei je 10 min bei 1500 rpm und 4 °C

zentrifugiert.

2.3.3 Isolation der Granulozyten

Die Granulozytenisolation wurde mit frisch abgenommen EDTA-Blut und Poly-
morphprep-Dichtegradientlosung durchgefiihrt. Vom gepoolten Blut wurden cir-
ca 7 ml mit einer 10 ml Spritze mit 0,8 mm Kaniile auf je 5 ml vorgelegte Dich-
tegradientlosung geschichtet und 35 min mit 2200 rpm ohne Bremse bei Raum-
temperatur zentrifugiert. Dabei aggregieren Polysaccharide der Dichtegradient-
16sung mit den Erythrozyten, sodass diese ziigiger nach unten sinken. Wahrend
der Sedimentation kommt es durch eine Differenz der Osmolalitdt zwischen den
Erythrozyten und der Losung zur Diffusion von Wasser aus den Erythrozyten.
Die osmotische Differenz verringert sich somit im zeitlichen Verlauf, wahrend
die Erythrozyten weiter absinken. In den tieferen Schichten kommt es aus diesem
Grund zu einer geringeren Diffusion, sodass die Dichte der Losung Richtung Bo-
den zunimmt. Die Bestandteile des Blutes trennen sich entsprechend ihrer Dichte
in dem Dichtegradienten auf (vgl. Abbildung 2.1).

Mit einer Pasteurpipette wurden zuerst das Serum sowie die obere Schicht mit
den mononukledren Zellen abgenommen und anschlieffend die untere Schicht
mit den polymorphkernigen Leukozyten gesammelt. Die Zellsuspension wurde
mit einer 1:1-Lésung von D-PBS und destilliertem Wasser sowie nur mit D-PBS
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Abbildung 2.1: Separation der mononukledren Zellen und polymorphnukledren Leuko-
zyten mit der Polymorphprep-Dichtegradientlosung, eigene Darstellung

gewaschen, bevor eine Erylyse mit 2-6 ml einfachkonzentrierter BD Pharmlyse
fiir 3 min bei Raumtemperatur im Dunkeln durchgefiihrt wurde. Es folgen zwei
weitere Waschschritte mit D-PBS, dann konnten die Granulozyten gezdhlt und
eingefroren sowie die Reinheit am Durchflusszytometer bestimmt werden.

2.3.4 Zellziahlung in der Neubauer-Zahlkammer

Ein kleiner Teil der Zellsuspension wird zur Bestimmung der Gesamtzellzahl mit
einer von der Zelldichte abhingigen Menge Trypanblau verdiinnt und in eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben. Unter dem Mikroskop werden nur die leben-
den Leukozyten gezdhlt. Die Zellviabilitat kann mit Hilfe des Farbstoffes Trypan-
blau beurteilt werden, welcher aufgrund der Membranpermeabilitdt nur abge-
storbene und perforierte Zellen blau farbt. In der Zdhlkammer werden die grofien
Eckquadranten, welche in je 16 kleine Quadrate unterteilt sind, einzeln ausge-

zdhlt und die Gesamtzellzahl mit folgender Formel berechnet:

gezdihlte lebende Leukozyten

Verdii kt
Anzahl Eckquadranten x Verdiinnungsfaktor

Gesamtzellzahl =

x Volumen der Zellsuspension x Kammer faktor(10%)
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2.3.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

2.3.5.1 Wegfrieren als Pellet

Ein grofier Teil der isolierten Zellen wurde als Pellet weggefroren. Hierzu wurde
die Zellsuspension auf 1-3 x 108 Zellen pro Rohrchen aufgeteilt, mit D-PBS ad
10 ml aufgefiillt und 10 min bei 1500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Anschlieflend
wurde der Uberstand abgekippt und das Pellet bei -80 °C eingefroren.

2.3.5.2 Kryokonservierung

Zusitzlich wurden kleinere Zellmengen kryokonserviert, dass heifit die Vitalitat
der Zellen wurde wéahrend der Lagerung im fliissigen Stickstoff aufrechterhalten.
Zunéchst erfolgte hierfiir die Zentrifugation der Zellsuspension wie fiir die Pel-
lets und anschliefSend eine Resuspension des Pellets in vorgekiihltem RPMI 1640
mit 50 % FCS und 10 % DMSO. Die Zellsuspension wurde auf mehrere Cryo-
rohrchen mit 1,5 ml und 1-4 x 107 Zellen pro Rohrchen verteilt. Die Cryordhrchen
wurden zunéchst fiir bei -80 °C in einer Styroporbox eingefroren und dann in den

fltissigen Stickstoff tiberfiihrt.

2.3.5.3 Auftauen kryopriservierter Zellen

In Kryorthrchen eingefrorene Zellen wurden zunéchst bei 37 °C im Wasser-
bad aufgetaut und anschlieffend in 10 ml warmes Zellkulturmedium {iberfiihrt,
welches in einem 50 ml Falconrohrchen vorgelegt wurde. Es wurde 5 min bei
1500 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und das
Zellpellet in 5 ml Zellkulturmedium zur Zellzdhlung (Abschnitt 2.3.4) aufgenom-

men.

2.3.6 Durchflusszytometrische Verfahren

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur quantitativen Analyse von Zel-
len. Dabei werden die Zellen im Durchflusszytometer in einem Fliissigkeitss-
trom einzeln an einem Laserstrahl vorbeigeleitet. Das Laserlicht wird abhéngig
von der Zellgrofie (Vorwartsstreulicht) und ihrer Granularitdt (Seitwértsstreu-
licht) verschieden gestreut und die Streuung detektiert. Durch eine zusitzliche

Farbung mit fluoreszenz-aktivierten Antikorpern gegen Oberflaichenantigene der
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Zelle konnen durch Messung der Fluoreszenzintensitdt Informationen ihre Ex-

pression in den vermessenen Zellen erfasst werden. [71]

Die durchgefiihrten Messungen erfolgten am CytoFLEX Durchflusszytometer
(Beckman Coulter) und dem CytExpert-Programm, die anschlieffende Auswer-
tung erfolgte mit der Beckman Coulter Kaluza Analysis-Software.

2.3.6.1 Bestimmung der Granulozytenreinheit

Zur Bestimmung der Reinheit der Granulozytenisolation wurden je circa 5x10°
Zellen vom Vollblut, von der Granulozytenaufarbeitung, den wahrend der Gra-
nulozytenisolation abgenommenen mononukledren Zellen sowie einer Isotypen-
kontrolle in einem FACS-Réhrchen mit je 1 ml D-PBS mit 1 % FCS fiir 5 min bei
1500 rpm und 4°C gewaschen. Die Farbung erfolgte mit 5 ul CD3 FITC, 5 ul CD14
PerCP und 1 pl CD8 APC sowie entsprechenden Mengen der Isotypkontrollen
fiir 20 min bei 4°C im Dunkeln. Bei dem Vollblut musste im Anschluss noch eine
Erylyse (mit 2 ml 1:10 verdiinnter Lysepuffer fiir 10 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln) durchgefiihrt werden. Es folgten zwei weitere Waschschritte wie zu-
vor, bevor die Proben in etwa 300 pl D-PBS mit 1 % FCS zum Messen suspendiert
wurden. Die Messungen erfolgten bei einer Einstellung vom FSC/SSC = 82/52.

2.3.6.2 Quantifizierung der MHC-Klasse-I-Molekiile

Durch einen quantitativen indirekten Immunfluoreszenz-Assay mit Hilfe des
QIiFiKit's® (Dako Nr. K0078) kénnen Oberflichen- und intrazelluldire Molekiile
von Zellen quantifiziert werden. In dieser Arbeit erfolgte die Quantifizierung
der gesamten MHC-Klasse-I- sowie spezifisch der HLA-A*02-Molekiile der ver-
wendeten Proben. Das Prinzip beruht auf der Inkubation mit einem murinen
Primarantikorper und anschliefSender Farbung mit einem fluoreszierenden Anti-
Maus-Sekundérantikorper (vgl. Abbildung 2.2)

Hierzu wurden pro Probe 1x10° Zellen zweimal mit D-PBS mit 1 % FCS gewa-
schen und anschlieffend mit je 1 pg murinem Antikorper gegen das Zielantigen
als Primédrantikorper in Sattigungskonzentration fiir 30 min bei 4 °C gefarbt. Se-
parat erfolgte eine Farbung entsprechender Zellmengen mit einem irrelevanten
monoklonalen murinem Antikérper zur Isotypenkontrolle. Nach zwei weiteren
Waschschritten wurden sowohl alle zu vermessenden Proben, als auch die eben-

falls gewaschenen Konfigurations- und Kalibrierungsbeads mit einem FITC-kon-
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ANTIKORPER Antikérper W6/32

ZIELANTIGEN i i MHC-Klasse-I-Molekiil

Abbildung 2.2: Schema der Funktionsweise des QiFiKits® am Beispiel der MHC-Klasse-
[-Quantifizierung mit dem pan-MHC-Antikdrper W6/32, eigene Darstellung

jugierten Anti-Maus-Sekundéarantikorper fiir 45 min bei 4 °C inkubiert. Nach ei-
nem weiteren Waschschritt wurden die Ansétze in 2 ml D-PBS mit 1 %FCS auf-
genommen und gleichméflig auf je zwei Rohrchen verteilt. Es folgte eine erneute
Zentrifugation mit anschliefendem Abkippen des Uberstands.

Je ein Ansatz jeder Probe wurde in 400 pul Waschpuffer zur Messung der Anzahl
der extrazelluldaren MHC-Klasse-I-Molekiile suspendiert und vermessen.

Mit der anderen Hailfte der Ansitze erfolgte eine Messung der Gesamtheit der
intra- und extrazellularen MHC-Klasse-I-Molekiile. Hierzu wurden die Ansét-
ze zundchst durch Zugabe von je 250 pl 1X BD FACS Permeabilizing Solution 2
und Inkubation im Dunkeln fiir 12 min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Im
Anschluss folgten zwei Waschschritte wie zuvor, sowie eine Wiederholung aller
Schritte ab der Inkubation mit je 1 pq murinem Antikorper gegen das Zielantigen
bis zur Suspension der Zellen in 400 pl Waschpuffer zur Messung am Durchfluss-
zytometer.

Bei der Auswertung wurde anhand der gemessenen Fluroeszenzintensitit (vgl.
Abbildung 2.3b) der Kalibrierungsbeads und deren definierter Beladung mit mo-
noklonalen Antikdrpern eine Kalibrierungskurve (vgl. Abbildung 2.3c) erstellt.
Mittels dieser konnten mit den Fluoreszenzintensitdten der vermessenen Proben

die Antigendichten berechnet werden .
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Die Bestimmung der absoluten Menge an intrazellularen MHC-Klasse-I-Molekii-
len erfolgte durch Substraktion der extrazelluldren Molekiile von der Gesamtheit
der intra- und extrazelluldren Molekiile.

800 -
=
c
=1
o
(&)
<
)
w
wv
W6/32 FITC-A
200 - Gate Number %Total %Gated X-Med X-AMean
Al 56,607 90.19 100.00 40,021.51 101,730.02
B 6,177 9.84 10.91 1,109.39 1,228.36
C 10,282 16.38 18.16 6,828.86 7,109.89
0 1'53 1:)4 155 1:,5 D 14,992 23.89 26.48 31,786.58 32,905.28
E 13,612 21.69  24.05 99,852.86 100,417.18
W6/32 FITC-A F 11,530 18.37  20.37 330,192.59 330,758.40
(a) Durchflusszytometrie der Kali- (b) Histogramm der Kalibrierungsbeads
brierungsbeads
ABC A
Kalibrierungsbheads
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y =0,5533xL1112
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100
10
1 T T 1
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(c) Kalibrierungskurve mit MFI (Mean Fluorescence Intensity) versus ABC
(Antibody-Binding-Capacity)

Abbildung 2.3: Auswertung der QiFiKit® Kalibrierungsbeads

2.3.7 Identifikation von MHC-prasentierten Peptiden

Die Isolation und Identifikation der MHC-présentierten Peptide erfolgte in An-
lehnung an das von Kowalewski und Stevanovi¢ publizierte Protokoll "Bioche-
mical large scale identification of MHC class I ligands": Zuerst wurden mittels
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Immunoaffinitits-Chromatographie der Zellysate die Peptide iiber ihre MHC-
Molekiile an die Sepharose-Antikdrper-Matrix gebunden. Im Anschluss erfolg-
te die Elution der MHC-Peptid-Komplexe und eine Ultrafiltration des Eluats,
bei welcher die MHC-Molekiile von den Peptiden getrennt und zuriickgehalten
wurden. Das Filtrat mit den Peptiden wurde gefriergetrocknet und {iiber C18-
Pipettenspitzen entsalzen. Zuletzt erfolgte eine weitere Gefriertrocknung und an-
schlieflende massenspektrometrische Analyse (vgl. Abbildung 2.4). [72]

2.3.7.1 Herstellung der Sepharose-Antikoérper-Matrix

Die Sepharose-Antikorper-Matrix der Affinitdtschromatographie bestand aus
CNBr (cyanogen bromid-aktiviert)-Sepharose sowie an sie gekoppelte Antikor-
per, hier wurden der pan-MHC-Klasse I Antikdrper W6/32 sowie der HLA-A*(02-
spezifische Antikorper BB7.2 verwendet.

Zunidchst wurden zur Aktivierung der abgewogenen CNBr-Sepharose 45 ml
1 mM HCL (Salzsdure, Chlorwasserstoffsaure) zugegeben, das Rohrchen fiinf
Mal invertiert und 30 min iiber Kopf rotiert. Nach einer Zentrifugation bei
300 rpm fiir 4 min ohne Bremse mit Abkippen des Uberstandes folgte die Zugabe
von Antikorperlosung und Bindungspuffer und erneutes fiinfmaliges Invertieren
und 120 min Rotation iiber Kopf zur Kopplung der Antikorper an die Sepharo-
se. Zentrifugation und Abkippen des Uberstandes wie zuvor, Zugabe von 45 ml
0,2 M Glycin und erneutes Invertieren und 60 min Rotation zum Blockieren der
Bindung. Zuletzt wurde wie zuvor zentrifugiert und der Uberstand abegekippt,
die Sepharose zwei Mal mit je 45 ml D-PBS gewaschen und schlieSlich mit D-PBS
auf eine Endkonzentration von 1 mg Antikorper/ 40 mg Sepharose/ 1 ml D-PBS
aufgefiillt.

Es wurden jeweils 10 ml der Matrix vorbereitet und diese bei 4 °C gelagert.

2.3.7.2 Vorbereitung der Affinititschromatographiesdulen

Die Econo-Column® Chromatographiesdulen wurden zunéchst mit je 1 ml D-
PBS gespiilt und anschliefend mit 1 mg des Antikorpers, das heifst 1 ml der
Antikorper-Sepharose-Matrix, unter sterilen Bedingungen befiillt. Nach einer Se-
dimentationszeit von etwa 60 min bei 4 °C wurden die Sdulen sowie das mit D-
PBS gefiillte Schlauchsystem im Kiithlraum zuerst 15 min mit D-PBS, dann 10 min
mit Lysispuffer in den Abfall gespiilt. Im Anschluss wurden 8 ml Lysispuffer je
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Abbildung 2.4: Ablauf der biochemischen Isolation der MHC-présentierten Peptide
durch eine Immunprézipitation und massenspektrometrische Analyse, Abbildung in An-

lehnung an [73]
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Sdule fiir ca. 90 min mit einer Pumpengeschwindigkeit von 7,5 U/min im Kreis-
lauf durch das Sdulen-Schlauch-System gepumpt.

2.3.7.3 Herstellung der Zelllysate

Die Zellpellets mit je 1-1,5x10% Zellen wurden mit 1 ml zweifachen Lysispuffer
versehen, gevortext und, sofern nicht bereits der Fall, in ein 50 ml Falconrohr-
chen tiberfiihrt. Nach Zugabe von weiteren 8 ml einfach-konzentriertem Lysis-
puffer wurden die Proben erneut gevortext und fiir 60 min bei 4 °C geschiittelt.
Es folgten fiinf Zyklen a 30 s Beschallung/ 30 s Pause der Zellen im 4 °C kiihlen
Bioruptor Plus, weitere 60 min schiitteln und 45 min Zentrifugation bei 4000 rpm
und 4 °C. Der Uberstand mit dem Lysat wurde dann in ein 15 ml Falkonréhrchen
abgekippt. Bei der Probe der Zelllinie THP-1 fiir die IP23 und IP24 war das Lysat
nicht klar, sodass dieses zusitzlich durch einen Sterilfilter mit einer Porengrofle

von 0,2 pm filtriert wurde.

2.3.7.4 Isolation der MHC-Peptid-Komplexe

Als Schritt der Immunprazipitation fand eine Immunoaffinitatschromatographie
statt. Das Lysat wurde im Austausch gegen den Lysispuffer in das Sdulen-
Schlauch-System integriert und zirkulierte tiber Nacht im Kiihlraum mit einer
Pumpengeschwindigkeit von 7,5 U/min durch die Sepharose. Am folgenden Tag
wurde das System im Kiithlraum 30 min mit D-PBS und 60 min mit Aqua ad iniec-
tabilia in den Abfall gespiilt. Zuletzt wurden die Sdulen durch den Einzug von
Luft in die Schlduche halb trocken gelegt und mit einem Restiiberstand der Spiil-

flissigkeit von circa 1,5 cm tiber der Sepharose aus dem System ausgebaut.

Im Labor wurde die restliche Spiilfliissigkeit durch leichten Luftdruck aus der
Sdule entfernt, dies erfolgte mit einer 50 ml Spritze, welche tiber einen Schlaucha-
dapter am Sdulendeckel befestigt wurde. Zur Elution der MHC und Peptide wur-
de ein Tropfen 10 %ige TFA (Trifluoressigsdure) mit einer 50 pl Hamilton-Pipette
sowie 100 ul 0,2 %ige TFA mit einer 500 pl Hamilton-Pipette auf das Gelbett ge-
geben, die Sdulen 20 min auf dem Schiittler bei 4 °C inkubiert und das Eluat mit
Luftdruck wie zuvor in ein low-binding Eppendorf-Gefaf tiberfiihrt. Die Zugabe
von 100 pl 0,2 %iger TFA wurde mit entsprechender Inkubation und Elution vier
Mal wiederholt.
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Insgesamt wurde ein Volumen von circa 500 pl eluiert, welches vor der Filtration
noch 5 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert wurde.

2.3.7.5 Trennung der MHC-Molekiile von den Peptiden

Fiir die Aufreinigung der MHC-klasse-I-Peptide wurden Amicon Ultra - 0,5 ml
Zentrifugen-Filtereinheiten mit einer Porengrofie von 3 kDa verwendet. Bei ih-
rer Verwendung werden die MHC-prasentierten Peptide im Filtrat gesammelt,
wihrend die MHC-Molekiile im Riickstand zurtickbleiben.

Die Filtereinheiten wurden zu-ndchst in mehreren Zentrifugationsschritten bei
13000 rpm und 4 °C gewaschen: zundchst 8 min mit 500 pl MS-grade H,O und
anschliefiend je 15 min mit 500 pl 0,1 N NaOH, 500 ul MS-grade H,O und 500 pl
0,2 %iger TFA. Der Durchfluss wurde jeweils weggekippt und die Filtereinheit
vor dem nédchsten Waschschritt auf einem Tuch ausklopft. Zuletzt wurden die
Filtereinheiten mit 500 1l 0,2 %iger TFA gefiillt und so bei 4 °C zwischengelagert,
bis sie zum Gebrauch (nach Beendigung der Elution) 15 min wie zuvor zentrifu-

giert, entleert und auf frische Sammelrohrchen gesetzt wurden.

Das Eluat wurde in die Filtereinheiten pipettiert, 30 min bei 13000 rpm und 4 °C
zentrifugiert und der Durchfluss in einem low-binding Réhrchen gesammelt. Es
folgte eine Zentrifugation der Filtereinheit mit dem Rest-Eluat der Filtereinheit
sowie 450 pul ABg-Losung (32,5 % ACN (Acetonitril); 0,2 % TFA) fiir 5 min und
Sammeln des Durchflusses wie zuvor. Das gesammelte Filtrat wurde bei -80 °C
eingefroren und dann in dem Gefriertrockner Alpha 1-2 LD Plus lyophilisiert.

2.3.7.6 Equilibrieren der ankonzentrierten Peptidproben

Die ankonzentrierten Proben wurden tiber ZipTips mit 0,6 pnl-Cqg-Harz entsalzen
und weiter konzentriert. Zur Vorbereitung der lyophilisierten Probe wurden 30 pl
Puffer A (0,1% TFA) hinzugegeben, gevortext, die Probe 20 s im Wasserbad be-
schallt und 5 min bei 13000 rpm und Raumtemperatur abzentrifugiert. Das Zip-
Tip wurde auf eine 10 pl-Pipette gesteckt und durch zehnmaliges Aufnehmen
und Auslassen in 500 ul ABg-Losung vorbereitet. Es folgten fiinf Durchgidnge
von zehnmaligen Aufnehmen und Auslassen in 500 pl Puffer A zum Equilibrie-
ren, zehnmaligen Aufnehmen und Auslassen in der Probe zur Beladung, drei-
maligen Aufnehmen und Auslassen in 500 pl Puffer A zum Entsalzen der Probe

und Eluieren der Probe durch zehnmaliges Aufnehmen und Auslassen in 35 pl
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ABg-Losung in einem low-binding Eppendorf-Gefafs. Der Wechsel zwischen den
Losungen erfolgte jeweils mit heruntergedriicktem Pipettenknopf.

Die equilibrierten Proben wurden bei -80 °C eingefroren und erneut gefrierge-
trocknet.

2.3.7.7 Massenspektrometrie

Die gewonnenen Peptidproben wurden mittels Nano-LC-MS/MS (Tandem-
Nano-Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie) analysiert. Dies erfolgte
an einem Orbitrap Fusion (Thermo Scientific) mit einer PicoView-lonenquelle
(New Objective) und gekoppelt an ein Easy-nLC 1000 (Thermo Scientific). Die MS
(Massenspektrometrie) wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Andreas Schlos-
ser und seiner Arbeitsgruppe am Rudolf-Virchow-Zentrum fiir Experimentelle

Biomedizin der Universitdt Wiirzburg durchgefiihrt.

Zunidchst wurden die Peptide iiber einen 30-miniitigen linearen ACN-Gradienten
von 3 % bis 40 % ACN und 0,1 % Methansidure bei einer Flussrate von 500
nl/ min fliissigkeitschromographisch nach ihrer Hydrophobizitdt aufgetrennt.
Hierzu wurden die Peptide auf kapilldre Sdulen (PicoFrit, 30 cm x 150 um ID,
New Objective) mit ReproSil-Pur 120 C18-AQ (Dr. Maisch, 1,9 pm) geladen.
Die eluierenden Peptide wurden mittels Elektrospray-Ionisation ionisiert und
im Anschluss im Orbitrap Analysator massenspektrometrisch vermessen. Bei
diesem ersten MS-Scan erfolgte die Messung des Masse-/ Ladungsquotienten
der intakten Masse des jeweiligen Peptids. Aus den generierten Ubersichtss-
pektren jedes Scan-Zykluses wurden durch den on-line gekoppelten Orbitrap
die Peaks moglicher MHC-prasentierter Peptide ausgewdhlt und diese Ionen
mit einer HCD (Higher-Energy kollisions-induzierten Dissoziation) oder ETD
(Elektronentransfer-Dissoziation) in der Kollisionskammer fragmentiert. Die ent-
standenen Fragmentionen wurden in dem zweiten MS-Scan der Tandem-MS ver-

messen.

Die generierten Rohdaten umfassten somit sowohl die intakten Massen als auch
die Fragmentspektren der Peptidionen.
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2.3.7.8 Datenanalyse

Die weitere Datenverarbeitung der Rohdaten bis zu den Datentabellen in Spotfire

wurde ebenfalls von Herrn Dr. Schlosser und seiner Arbeitsgruppe erbracht.

Anhand der Rohdaten wurde zunédchst eine De-novo-Sequenzierung der Peptide
mittels PEAKS X+ (Bioinformatics Solutions Inc., Canada) durchgefiihrt. Zur wei-
teren Datenanalyse wurden die jeweiligen Top 10 Peptidsequenz-Kandidaten pro
Peptidionenfragmentspektrum anhand des ALC (average local confidence)-Score
ausgewdhlt und im Anschluss durch einen hauseigens entwickelten Algorithmus
in einem Suchlauf mit verschiedene Datenbanken abgeglichen.

Dieser umfasste zundchst die Suche der zuvor de-novo-sequenzierten Peptid-
sequenzen-Kandidaten im gesamten humanen Genom von Uniprot sowie den
Transkriptoms inklusive aller bekannten Spleifivarianten von Ensembl anhand
des Aho-Corasick-Algorithmuses. Es wurden dabei fiir das Genom alle sechs
moglichen und fiir das Transkriptom alle drei moglichen Leseraster berticksich-
tigt. Da die beiden Aminoséduren Isoleucin und Leucin als Konstitutionsisomere
massenspektrometrisch nicht zu unterscheiden sind, wurden diese in der De-
novo-Sequenzierung gleichgesetzt und alle moglichen Kombinationen bei der
Datenanalyse berticksichtigt. Gleiches galt fiir weitere variable Modifikationen
wie beispielsweise die Deamidierung von Asparagin-Glutamin.

Im Anschluss wurden die identifizierten Ubereinstimmungen kategorisiert. Fol-
gende Kategorien (sortiert nach absteigender Prioritdt) waren hier moglich: CDS
(codierende Sequenz), 5’UTR (5" untranslatierte Region), Off-Frame, 3'UTR (3’
untranslatierte Region), ncRNA (nicht-codierende Ribonukleinsdure), intronisch
oder intergenisch. Darauthin wurde die Sequenz der jeweils hochsten Prioritét
unter den {ibereinstimmenden Peptidsequenz-Kandidaten ausgewéhlt und die
restlichen Kandidaten der Top 10 verworfen.

In weiteren Schritten erfolgte das Mapping der identifizierten Sequenzen auf das

Genom sowie die Bestimmung der Bindungsaffinitdten zu den MHC-Molekiilen
mittels NetMHCPan 4.0.

Die identifizierten Peptidsequenzen der De-novo-Sequenzierung und des Ana-
lysealgorithmuses wurden in der Software Spotfire weiter gefiltert. Zum Einen
wurde die FDR (False Discovery Rate), berechnet durch eine Target-Decoy-Suche,
auf 10 % gesetzt. Zum Anderen wurden mittels der MHC-Bindungsaffinitit nur
die Binder herausgefiltert, dass heifst Peptide, deren NetMHC-Score < 2 % be-
trug.
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2.3.8 Statistische Methoden

Die durchgefiihrten statistischen Analysen wurden alle eigenstindig durchge-
fiihrt. Es erfolgte grofitenteils die Nutzung des Statistikprogramms IBM SPSS
Version 1.0.0.118. Die deskriptiven Daten wurden anhand absoluten und rela-
tiven Haufigkeiten sowie Mittelwert und Standardabweichung dargestellt. Bei
normalverteilten Daten geméfs des Shapiro-Wilk-Tests wurde der t-Test fiir un-
abhéngige Stichproben (beziehungsweise der Welch-Test bei fehlender Varianz-
homogenitdt nach dem Levene-Test) oder eine einfaktorielle Varianzanalyse als
parametrischer Test zum Vergleichen der Mittelwerte gewéhlt. Zur Bestimmung

der bivariaten Korrelation wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient berechnet.

Die durchgefiihrte logarithmische Regressionsanalyse erfolgte mit Microsoft Ex-
cel 2016.
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KAPITEL 3

ERGEBNISSE

In unserem Immunsystem spielt das CD8*' T-Zellsystem zur Erkennung und Be-
kampfung korperfremder Infektionspathogenen und malignen Zellen, wie bei-
spielsweise Tumorzellen, eine bedeutende Rolle. Zur Aktivierung der CD8" T-
Lymphozyten ist zunédchst ein Antigenkontakt notig, bei welchem der TCR das
Antigen der Zielzelle im Kontext von MHC-Klasse-I-Molekiilen bindet; erst nach-
folgend konnen weitere Reaktionswege gestartet werden. Die MHC-Klasse-I-
gebundenen Peptide sind somit der Angriffspunkt der CD8" T-Lymphozyten
und infolgedessen auch als potenzielle Targets fiir immuntherapeutische Anwen-

dungen von grofier Bedeutung.
Identifikation der MHC-Klasse-I-Peptidome

In der vorliegenden Arbeit wurden die MHC-Klasse-I-Liganden in verschiede-
nen Probenmaterialen massenspektrometrisch identifiziert. Die Analyse der in-
vivo vorkommenden MHC-Klasse-I-Peptidome in AML-Blasten im Vergleich zu
benignen Kontrollzellen soll zur Erkennung potenzieller AML-spezifischer Anti-
gene fiihren.

Die verwendeten AML-Blasten wurden aus PBMCs und BMMCs sowie Leuka-
pheresematerial von AML-Patienten gewonnen. Im Zeitraum vom 14.03.2018
bis zum 15.01.2019 konnte hierfiir von neun AML-Patienten des Universitats-
klinikums Wiirzburg Probenmaterial verwertet werden. Fiir weitere Patienten-
und Probencharakteristika vgl. Abschnitt 2.2.6.2. Zusitzlich wurden zwei AML-
Zelllinien als Ergdanzung zu den AML-Patienten analysiert.

Als benigne Kontrollzellen dienten die von acht gesunden Spendern isolierten
Granulozyten. Zwei dieser Spender entsprechen Patienten aus der AML-Patien-
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tengruppe, befanden sich zum Zeitpunkt der Probenentnahme fiir die Kontroll-

gruppe jedoch in Remission der Erkrankung, vgl. Abschnitt 2.2.6.3.

In der Aufarbeitung wurden die mononukledren Zellen aus dem Patientenma-
terial, beziehungsweise die Granulozyten aus dem Spendermaterial, isoliert und
als Pellet eingefroren. Die Zellpellets wurden lysiert, im Bioruptor Plus beschallt
und anschliefiend tiber eine Immunoaffinititschromatographie an die Sepharose-
Antikorper-Matrix gebunden. Fiir die Sepharose wurden die Antikorper W6/32
(pan-MHC-Klasse-I-Antikorper) und BB7.2 (HLA-A*02-Antikorper) verwendet.
Im Anschluss erfolgte eine Elution der MHC-Peptid-Komplexe von der Sepha-
rose iiber TFA. Uber Zentrifugen-Filtereinheiten wurden die Peptide von den
MHC-Molekiilen getrennt und dann lyophilisiert. Im letzten Schritt fand eine
weitere Ankonzentration und Aufreinigung in ZipTip-Pipettenspitzen statt, be-
vor die Peptide massenspektrometrisch vermessen wurden. Zuletzt folgte eine
Datenanalyse und Weiterverarbeitung der Rohdaten bis hin zu einer Auflistung
der in-vivo prasentierten MHC-Klasse-I-Peptide der verarbeiteten Probe.

Insgesamt fanden fiir die vorliegende Arbeit 47 Inmunprézipitationen dieser Art
statt. Die Tabelle .1 im Anhang dieser Arbeit zeigt eine Ubersicht aller Aufarbei-

tungen.

Da zu dieser verwendeten Methode der Identifikation von MHC-Liganden noch
keine umfassenden Erfahrungswerte und Literatur vorhanden sind, wurde die
Methode selbst beziiglich ihrer Giite hinsichtlich Validitdt, Objektivitdt und Re-
liabilitdt evaluiert. Zur Beurteilung dieser wurde die Lymphom-Zelllinie DG-75
als Referenz mehrfach aufgearbeitet und die jeweiligen Ergebnisse der Versuche

miteinander verglichen.
Quantifizierung der MHC-Klasse-I-Molekiile

Die Antigenprésentation einer Zelle ist abhdngig von den MHC-Molekiilen, so-
wohl ihrer Ausprdgung, als auch ihrer Anzahl. Um mogliche Verzerrungen der
quantitativen Ergebnisse der MHC-Peptidomanalyse durch interindividuell un-
terschiedliche MHC-Molekiilzahlen erkennen zu konnen, wurden die MHC-
Klasse-I-Molekiile der jeweiligen Proben quantifiziert. Die Ergebnisse der einzel-
nen Proben wurden untereinander verglichen sowie mit der Anzahl identifizier-
ter Peptide in Korrelation gesetzt.

Zudem ist die Expression von MHC-Molekiilen auf Tumorzellen fiir den Erfolg
einer antigen-spezifischen Immuntherapie essentiell. Fiir viele Tumoren ist eine

Herunterregulierung der MHC-Expression als Inmunevasionsmechanismus be-
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schrieben [74, 75]. Anhand der Quantifizierung der MHC-Klasse-I-Molekiile der
AML-Blasten soll die Eignung der AML fiir peptid-spezifische Therapien {iber-

priift werden.

Durch einen quantitativen indirekten Immunfluoreszenz-Assay mit Hilfe des
QiFiKit's® wurden die Oberflichen- und intrazelluliren MHC-Klasse-I-Molekiile
von allen verwendeten Proben mit Ausnahme der AML-Patienten P1 und P2 so-
wie der Kontrolle K8 bestimmt. Bei den Proben P1, P2 und K8 stand leider kein

geeignetes Probenmaterial fiir die MHC-Quantifizierung zur Verfiigung.

3.1 Giite der Peptididentifizierung

Zunichst wurde das zuvor beschriebene Verfahren zur Identifikation von MHC-
prasentierten Peptiden anhand der Aufarbeitungen der Zelllinie DG-75 evalu-
iert. Dies erfolgte durch die Beurteilung der drei Giitekriterien eines Experiments,
welche die Basis fiir zuverldssige verwertbare Ergebnisse legen: Validitiat, Objek-
tivitat und Reliabilitat.

Dabei beschreibt die Validitdt die Eignung des Experiments beziiglich seiner Ziel-
setzung, die Objektivitdt die Unabhéangigkeit der Ergebnisse vom Versuchsleiter
sowie die Reliablitdt die Zuverldssigkeit der Methode, dass heifst ob bei Wieder-

holung des Experiments die gleichen Ergebnisse erhoben werden kénnen.

Insgesamt fanden neun separate Immunprazipitationen statt, in denen die Pepti-
de der Zelllinie DG-75 mit dem pan-MHC-Klasse-I-Antikorper W6/32 unter glei-

chen experimentellen Bedingungen isoliert und analysiert wurden.

Insgesamt fiithrten diese Aufarbeitungen zur Identifikation einer Gesamtheit von
4.872 nicht-redundanten Peptiden. Im Durchschnitt wurden dabei 1.842 Peptide
pro Immunprézipitation detektiert, diese entsprachen je 37,8 % der Gesamtheit
der isolierten Peptide. Das Minimum lag bei 590, das Maximum bei 2.539 Pepti-
den pro Aufarbeitung. Eine Ubersicht iiber die Anzahl detektierter Peptide pro
Immunpréazipitation zeigt die Abbildung 3.1.

Je ein Drittel der Peptide wurde in nur einer, in zwei bis vier beziehungsweise
in fiinf oder mehr Aufarbeitungen isoliert. Nur 5,2 % der Peptide konnten dabei
in allen Immunprézipitationen nachgewiesen werden. Im Durchschnitt waren je-
weils 9,7 % der Peptide jeder Aufarbeitung unikal, dass heift in keiner der acht

anderen Immunprézipitationen zu finden.

39



3000

2500

2000
1500
100
500 I

1P40 P41 1P42 P43 P44 1P45 1PO1 P13 1P28

Peptide pro IP

(=]

(=]

Abbildung 3.1: Ubersicht iiber die Anzahl identifizierter Peptide pro Immunprazipitati-
on (IP-Nr. angegeben) der Zelllinie DG-75.
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Abbildung 3.2: Peptidgewinn mit steigender Anzahl an Aufarbeitungen der Lymphom-
Zelllinie DG75. Vorhersage des weiteren Peptidgewinns anhand einer logarithmischen
Regressionsanalyse.
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Die Abbildung 3.2 zeigt den Zugewinn an neuen Peptiden pro Immunpréazipita-
tion. Der Kurvenverlauf der Gesamtpeptide ndhert sich anndhernd asymptotisch
einem Maximum an isolierbaren Peptiden an. Mit den neun vollzogenen Aufar-
beitungen wurde dieses Maximum jedoch noch nicht erreicht, die neunte Aufar-
beitungen fiihrte mit 270 neuen Peptiden noch zu einem Zugewinn von 5,8 %.
Die durchgefiihrte logarithmische Regressionsanalyse (f(x)=1.785,7In(x)+1.051,6)
sagte eine Gesamtheit von 6.213 Peptiden bei 18 Aufarbeitungen vorher. Dies wi-
re ein weiterer Peptidgewinn von 27,5 % durch Verdopplung der Anzahl der Im-
munprazipitationen von 9 auf 18. Die 50. Aufarbeitung briachte einen Zugewinn
von 36 Peptiden. Nach dieser Regression konnte theoretisch mit 130 Immunpra-
zipitationen die Gesamtheit der isolierten Peptide auf 9.744 Peptide verdoppelt
werden. Hypothethisch betrachtet, fithrte man 10 Millionen Immunprazipitatio-
nen der Zelllinie DG-75 durch, kime man auf eine Gesamtheit von knapp 30.000
identifizierten nicht-redundanten Peptiden. Definierte man diese 30.000 Peptide
als Maximum, so erbrédchte jede einzelne Immunprézipitation eine durchschnitt-
liche Ausbeute von 6,1 % der potenziell identifizierbaren Peptide.

Zusammenfassend fiihrten die Ergebnisse der Immunprézipitationen der Zell-
linie DG-75 zu einer Vielzahl an identifizierten MHC-Klasse-I-Peptiden, welche
die Validitdt der Methode belegen. Die Objektivitat konnte durch einen Vergleich
mit anderen in der Arbeitsgruppe durchgefiihrten durchgefiihrten Experimen-
ten bestdtigt werden. Limitationen der Methode wurden in ihrer Reliabilitit be-
obachtet: Wiederholungen des Verfahrens fiihrten zwar zu dhnlichen Anzahlen
identifizierter Peptide, jedoch zu unterschiedlichen Peptidsequenzen.

Gemeinsam mit den Hochrechnungen der Regressionsanalyse zeigte dies, dass
mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit durch die neun durchgefiihrten Immunpra-
zipitationen der Zelllinie DG-75 nicht das gesamte HLA-Klasse-I-Peptidom der
Zelllinie identifiziert werden konnte. Fiir die nachfolgenden Ergebnisanalysen
kann somit gesagt werden, dass vermutlich nicht alle MHC-Klasse-I-assoziierten

Peptide der analysierten Proben erfasst wurden.

3.2 Quantifizierung der MHC-Klasse-I-Molekiile

Neben der Immunprizipitation zur Identifikation der MHC-Klasse-I-
prasentierten Peptide erfolgte zuséatzlich eine Quantifizierung der Oberflachen-
und intrazelluliren MHC-Klasse-I-Molekiile. Die Prédsentation von MHC-

Molekiilen auf der Zelloberfliche von Tumorzellen legt die Grundlage fiir
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eine antigenspezifische Tumorimmuntherapie.

Zum Einen wurde die Anzahl der MHC-Klasse-I-Molekiile pro Zelle jeder Probe
zwischen den einzelnen Probenkategorien verglichen. Hiermit wurde tiberpriift,
ob Leukdmiezellen eine signifikant unterschiedliche Anzahl an MHC-Klasse-I-
Molekiilen als benigne Zellen prasentieren. Zum anderen wurde getestet, ob die
Anzahl identifizierter Peptide jeder Probe mit der zugehorigen MHC-Klasse-I-
Molekiilanzahl in Korrelation steht.

Es erfolgte jeweils zunédchst eine Aufarbeitung des zu vermessenden Materials
zur Quantifizierung der extrazelluldren, dass heifit auf der Zelloberfldche vorhan-
denen MHC-Klasse-I-Molekiile mit dem pan-MHC-Klasse-I-Antikdrper W6/32.
Vor der Messung im Durchflusszytometer wurden die Ansitze geteilt und bei
je einem Ansatz pro Probe erfolgte eine Permeabilisierung der Zellen, sodass im
Anschluss zusitzlich die Gesamtheit der extra- und intrazellularen MHC-Klasse-
I-Molekiile quantifiziert werden konnten. Durch Substraktion der extrazelluldren
Anzahl von der Gesamtheit wurde die intrazelluldre Anzahl von Molekiilen be-
rechnet.

Fiir alle drei Zelllinien sowie die Probe P3 fand zusétzlich eine Quantifizierung
der HLA-A*02-Molekiile mit dem HLA-A*02-Antikorper BB7.2 statt, sodass hier
ein Vergleich zwischen der Gesamt-MHC-Klasse-I-Expression und dem Anteil

von HLA-A*02-Molekiilen gezogen werden konnte.

Zudem fand zur Validierung des verwendeten Antikorpers die MHC-
Quantifizierung der drei Zelllinien sowohl mit dem Antikorper W6/32 aus
dem Interfakultdren Institut fiir Zellbiologie aus Tiibingen sowie mit dem von
BioLegend statt. Es konnte somit die Affinitdt beider Antikorper verglichen

werden.

Bei der Auswertung der durchflusszytometrischen Ergebnisse konnten mittels
des vorwdérts gestreuten Lichts (FSC (Forward Scatter)), welches mit der Grofle
der Zellen korreliert, sowie des Seitenstreulichts (SSC (Side Scatter)), welches mit
die Granularitdt und Komplexitédt der Zellen widerspiegelt, verschiedene Zellpo-
pulationen unterschieden werden. Fiir die Quantifizierung der MHC-Molekiile
wurden jedoch alle Zellpopulationen mit in die Auswertung einbezogen, da dies
der heterogenen Zellzusammensetzung in den Proben der Immunprazipitatio-
nen entsprach.
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3.2.1 Vergleich zwischen den Probenkategorien

Die MHC-Klasse-I-Quantifizierung zeigte eine heterogene Expression der intra-
und extrazelluliren MHC-Klasse-I-Molekiile pro Zelle mit einer durchschnitt-
lichen Molekiilzahl (+ Standardabweichung) von 125.051 (+ 82.613) pro Zelle.
Mit Werten zwischen 48.396 und 372.185 MHC-Klasse-I-Molekiilen gab es hier-
bei starke interindividuelle Unterschiede. Zudem unterschieden sich die Mittel-
werte zwischen den Leukdmie- und benignen Proben signifikant (t(14)=2,298,
p < .05). Die mittlere Gesamtmolekiilzahl betrug bei den AML-Patienten 127.122
(£ 66.059), bei den AML-Zelllinien 289.371 (+ 82.814) sowie bei den Kontrollen
76.031 (£ 44.091) pro Zelle, siehe auch Abbildung 3.3a. Die Leukdmiez zeigten
somit eine hohere MHC-Klasse-I-Expression als die Zellen der Kontrollgruppe.

Der prozentuale Anteil von intrazelluldren an der Gesamtanzahl der gemesse-
nen MHC-Klasse-I-Molekiile variierte stark zwischen 10,83% und 79,3 % mit ei-
nem Mittelwert von 43,9 (£ 16,1) %. Hier betrug der Mittelwert bei den AML-
Patienten 31,3 (4 16,7 )%, bei den AML-Zelllinien 51,2 (+ 3,3) % und in der Kon-
trollgruppe 54,4 (& 21,6) %. Die Haufigkeitsverteilungen der Anzahlen der extra-
und intrazellularen MHC-Klasse-I-Molekiile sind in den Abbildung 3.3b und 3.3c
in Boxplots dargestellt.

In der Gruppe der AML-Patienten wurden verschiedene Zellmaterialien
(PBMCs, BMMCs, Leukapheresen) fiir die Quantifizierung der MHC-Klasse-
I-Molekiile verwendet. Die durchgefiihrte einfaktorielle Varianzanalyse zeigte
keinen signifikanten Unterschied in der MHC-Klasse-I-Gesamtexpression zwi-
schen den verschiedenen Zellmaterialien (p > .05).

Zusammenfassend zeigen die Blasten der AML-Patienten eine hohere MHC-Pré-
sentation als die Kontrollgranulozyten, jedoch eine geringere Anzahl an MHC-
Molekiilen als die AML-Zelllinien. Auffillig ist dabei ein vergleichsweise gerin-
ger Anteil an intrazelluliren MHC-Molekiilen in der Gruppe der AML-Patienten.
Die hohe Anzahl der MHC-Molekiile der Leukédmiezellen spricht fiir gute Grund-
voraussetzungen beziiglich der Immunogenitdt der Zellen: die Leikdmiezellen
zeigen eine ausreichende Prasentation von MHC-Molekiilen, ihre tatsdchliche
Immunogenitét ist jedoch von der Immunognitédt der prasentierten Liganden ab-

héngig.
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Abbildung 3.3: Boxplots zur Darstellung der Anzahlen von intra-und extrazelluldren
MHC-Klasse-I-Molekiilen pro Zelle in den verschiedenen Probenkategorien

3.2.2 Analyse der HLA-A*02-Molekiilanzahlen

Analog zu den separaten Immunprézipitationen mit dem HLA-A*02-
spezifischen Antikorper BB7.2 (vgl. Abschnitt 3.3.1) wurden die HLA-A*02-
Molekiile ebenfalls zusitzlich separat quantifiziert. Anhand des Anteils der
HLA-A*02-Molekiile an den gesamten MHC-Klasse-I-Molekiilen soll weiteres
Wissen tiiber A*02-spezifische MHC-Prasentation auf Tumorzellen gewonnen

werden.

Hierfiir wurde bei den Zelllinien DG-75, ML-2 und THP-1 sowie der AML-Pati-
entenprobe P3 die MHC-Oberfldchenquantifizierung sowohl mit dem pan-MHC-
Klasse-I-Antikorper W6/32 als auch mit dem spezifischen HLA-A*02-Antikorper
BB7.2 durchgefiihrt. Eine Ubersicht iiber die bestimmten Molekiilzahlen zeigt die
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Abbildung 3.4.
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Abbildung 3.4: Quantitative Analyse der extrazelluliren MHC-Klasse-I- und HLA-
A*02-Molekiile pro Zelle bei den Zelllinien DG-75, ML-2 und THP-1 sowie der AML-
Patientenprobe P3

Durchschnittlich exprimierten die Proben im Mittel 40.161,91 + 22.464,84 ex-
trazelluldare HLA-A*02-Molekiile bei insgesamt durchschnittlich 119.192,68 +
39.079,62 MHC-Klasse-I-Molekiilen. Dies entsprach einem relativen Anteil von
33,25 £ 15,58 %. Das Maximum lag hier bei 53,88 % bei der AML-Zelllinie ML-2,
das Minimum bei 16,3 % bei der Lymphom-Zelllinie DG-75.

Der Mittelwert der beiden HLA-A*02-homozygoten Proben ML-2 und P3 lag
bei 37,04 £+ 16,84 % von den gesamten MHC-Klasse-I-Molekiilen. Dabei betrug
der Anteil an HLA-A*02-Molekiilen bei der homozygoten AML-Zelllinie ML-2
mit 53,88 % das 2,7-fache gegeniiber den 20,2 % bei der homozygoten AML-
Patientenprobe P3.

Im Gegensatz dazu betrug der Mittelwert der heterozygoten Proben DG-75 und
THP-1 29,47 + 13,16 %. Mit 16,3 % bei der Zelllinie DG-75 und 42,63 % bei Zell-
linie THP-1 unterschieden sich die Anteile bei den beiden Proben signifikant.
In Relation zu der Gesamtheit der MHC-Klasse-I-Molekiile waren 2,6 mal mehr
HLA-A*02-Molekiile auf den Zellen der AML-Zelllinie THP-1 als bei der Zelllinie
DG-75.

Die gewonnen Daten prédsentieren somit stark variable Ergebnisse und lassen
auf grofie interindividuelle Unterschiede in der Prasentation von HLA-A*02-
Molekiilen sowohl bei HLA-A*02-homo- als auch heterozygoten Individuen
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schliefien. Es ldsst sich keine allgemeine Aussage iiber den Anteil von HLA-
A*02-Molekiilen an den gesamten MHC-Klasse-I-Molekiilen treffen. Allgemein
lasst dies schliefien, dass die Expression der einzelnen HLA-Allele interindividu-

ell stark variiert.

3.2.3 Affinitit des Antikorpers W6/32 aus Tiibingen

Die durchgefiihrten Immunprézipitationen zur Identifizierung der MHC-Klasse-
I-prasentierten Peptide basierten auf einer Immunoaffinitdtschromatographie.
Bei dieser wurden die MHC-Peptide des verwendeten Zellmaterials an eine
Sepharose-Antikorper-Matrix gebunden und im Anschluss fiir die weitere Auf-
arbeitung eluiert. Die Affinitdt des fiir die Matrix verwendeten Antikorpers ist
folglich fiir die Giite der Ergebnisse der Immunpréazipitation essentiell.

Alle fiir diese Arbeit durchgefiihrten Immunprazipitationen zur Identifizierung
der gesamten MHC-Klasse-I-Peptidome fanden mit dem pan-MHC-Klasse-I-An-
tikorper W6/32 aus dem Interfakultdren Institut fiir Zellbiologie der Universitét
Tiibingen (Prof. Dr. S. Stefanovi¢) statt. Zur Uberpriifung dessen Affinitat wurde
der Versuch der MHC-Klasse-I-Quantifizierung der drei Zelllinien DG-75, ML-
2 sowie THP-1 sowohl mit dem Antikérper W6/32 aus Tiibingen als auch mit
dem Antikorper W6/32 von BioLegend durchgefiihrt und die Ergebnisse beider
Antikorper verglichen.

Die beiden Antikorper fiithrten bei allen drei Zelllinien zu dhnlichen Anzahlen der
MHC-Klasse-I-Molekiile, es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Antikorpern beschrieben werden. Die Affinitédt des fiir diese Arbeit verwendeten
Antikorpers W6/32 aus Tiibingen scheint somit mit anderen Produktionen des

gleichen Klons vergleichbar zu sein.

3.24 Korrelation MHC-Molekiile und Peptide

Es wurde untersucht, ob die Anzahl der MHC-Klasse-I-Molekiile mit der Anzahl
der identifizierten Peptide zusammenhéngt. Zu diesem Zweck wurde der Kor-
relationskoeffizient nach Pearson berechnet. Hierfiir wurden die Anzahlen extra-
und intrazelluldrer MHC-Klasse-I-Molekiile sowie die identifizierten Peptide pro
Immunprézipitation verwendet. Fiir einen besseren Vergleich zwischen den ein-

zelnen Proben wurde bei mehrfach aufgearbeiteten Proben der Mittelwert der
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Abbildung 3.5: Darstellung der einzelnen Wertepaare von MHC-Klasse-I-Molekiil- und
Peptidanzahlen sowie der linearen Trendlinien der Korrelation in den einzelnen Proben-
kategorien

Peptidanzahlen der einzelnen Immunpréazipitationen berechnet und zur Auswer-
tung genutzt.

Fiir die Gesamtheit aller Proben konnte eine statistisch signifikante mittelstarke
positive lineare Korrelation zwischen der MHC-Klasse-I-Molekiilanzahl und der
Anzahl identifizierter Peptide gezeigt werden (r = 0,54; p < .05).

Die Korrelation unterschied sich in den einzelnen Probenkategorien, dies ist
deutlich in dem Streudiagramm in Abbildung 3.5 erkennbar. Dabei konnte nur
in der AML-Patientengruppe ein signifikanter Korrelationskoeffizient berechnet
werden, welcher auf einen starken positiven linearen Zusammenhang hinwies
(r=0,8; p < .05). Die Korrelationskoeffizienten nach Pearson zeigten in der Kon-
trollgruppe sowie bei den AML-Zelllinien keine statistische Signifikanz.
Aufgrund relativ kleiner Gruppengrofien der einzelnen Probenkategorien hat
die Berechnung des jeweiligen Korrelationskoeffizienten nur eine stark limitierte
Aussagekraft. Die statistisch signifikante mittelstarke positive lineare Korrelation
zwischen der MHC-Klasse-I-Molekiilanzahl und der Anzahl identifizierter Pep-
tide aller Proben sollte somit in den Vordergrund gestellt werden.
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3.3 Quantitative Analyse der MHC-Klasse-I-Peptidome

Im folgenden Kapitel wird die quantitative Auswertung der MHC-Klasse-I-
Peptidom-Kartierung dargelegt. Es wurden die Ergebnisse der AML-Blasten in
-Patienten und - Zelllinien sowie der Kontrollgranulozyten analysiert. Bei der
Analyse wurde in die sogenannten ,klassischen” Peptide, welche aus codieren-
den Sequenzen der DNA stammen, und die ,kryptischen” Peptide unterteilt.
Diese bezeichnen Peptide, die durch Translation in nicht-kanonischen offenen
Leserahmen entstehen, dass heifdt in intergenischen, intronischen oder aufierhalb
des Leserasters (,,off-frame”) liegenden DN A-Bereichen, ncRNA oder 3- oder 5'-
untranslatierten Bereichen codiert sind.

Es wurden die Peptidanzahlen pro Probe, die Uberlappungen zwischen den ein-
zelnen Proben sowie Merkmale der enthaltenen kryptischen Peptide verglichen.
In den anschlieffenden Unterkapiteln wurden einzelne Vergleiche zwischen ver-

schiedenen Proben detaillierter dargestellt.

Fiir die nachfolgenden Auswertungen wurden die Ergebnisse aller Immunprazi-
pitationen derselben Probe zusammengefiihrt, sofern diese mehrfach aufgearbei-
tet wurde. Der Begriff Probe bezeichnet daher beispielsweise die Ergebnisse bei-
der Immunprazipitationen von AML-Blasten der AML-Patientenprobe P2. Eine
Ubersicht iiber die einzelnen Immunprézipitationen gibt die Tabelle I.1. Jede Pro-
be kann dabei jeweils einer Probenkategorie (AML-Blasten, AML-Zelllinie oder
Kontrolle) zugeordnet werden.

Insgesamt fiihrten alle Immunpréazipitationen zu einer Summe von 17.750 ver-
schiedenen Peptiden aus 6.218 Ursprungsproteinen. Separat betrachtet wurden
bei den AML-Blasten 13.214, bei den AML-Zelllinien 4.748 und bei den Kontrol-
len 4.050 nicht-redundante Peptide massenspektrometrisch identifiziert.

Die durchschnittliche Peptidanzahl (+ Standardabweichung) lag bei 1.729
(£ 1.237) Peptiden pro Probe. Dabei lag der Mittelwert bei den AML-Blasten bei
2.290 (= 1.360) Peptiden, bei den AML-Zelllinien bei 2.652 (+ 1.854) Peptiden
und bei den Kontrollen bei 995 (+ 591) Peptiden. Bei der Interpretation dieser
Zahlen ist jedoch zu berticksichtigen, dass einzelne Proben unterschiedlich oft
in der Inmunprazipitation aufgearbeitet wurden. Die Peptidanzahlen pro Probe
waren gemdfl des Shapiro-Wilk-Tests in den Kategorien der AML-Patienten
und Kontrollen normalverteilt (p > .05). In der Kategorie der AML-Zelllinien
konnte aufgrund der kleinen Gruppengrofie von n=2 kein Test auf Normalver-

teilung durchgefiihrt werden. Der Unterschied der Mittelwerte zwischen den
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Abbildung 3.6: Ubersicht iiber die Anzahl aller identizifierten Peptide pro Probe (a) so-
wie die Uberschneidungen der klassischen (b) und kryptischen (c) Peptide zwischen den
einzelnen Probenkategorien
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beiden Kategorien ist statistisch signifikant (t(11,4) = 2,4; p < .05). Die genauen
Peptidanzahlen der einzelnen Proben sind in Abbildung 3.6a dargestellt.

77,2 % der Peptide kamen ausschliefllich in Leukdmie-Proben vor, 3 % waren
in allen drei Probenkategorien auffindbar. Die Uberlappungen der Peptide zwi-
schen den einzelnen Probenkategorien sind in den Venn-Diagrammen in den Ab-
bildung 3.6b und 3.6¢ dargestellt.

Insgesamt wurden 464 nicht-redundante kryptische Peptide identifiziert. Die Ver-
teilung auf die einzelnen Probenkategorien zeigt das Venn-Diagramm in Abbil-
dung 3.6¢. 12,1 % der kryptischen Peptide waren nur in der Kontrollgruppe nach-
zuweisen, 87,9 % hingegen kamen in mindestens einer AML-Patientenprobe vor.
Der Mittelwert lag bei 41 (+ 40) kryptischen Peptiden pro Probe. Die kryptischen
Peptide insgesamt entsprachen einem Anteil von 2,6 % aller identifizierten Pep-
tide. Diese Prozentzahl unterschied sich zwischen den einzelnen Probenkatego-
rien: durchschnittlich waren in der Gruppe der AML-Patienten 3,3 %, bei den
Zelllinien 1,3 % und in der Kontrollgruppe 0,7 % der identifzierten Peptide kryp-
tischer Herkunft. Dabei lag das Minimum mit 0 % bei den Proben K6 und KS8,
das Maximum mit 4,8 % bei der Probe P2. Hinzu variierte dieser Anteil stark
zwischen den einzelnen HLA-Merkmalen, denen die Peptide zugeordnet wur-
den: durchschnittlich waren 1,4 % der zugeordneten Peptide pro HLA-Merkmal
kryptisch, mit Anteilen von 4,3 % bis 7,1 % wurden bei den HLA-Merkmalen
A*03:01, A*11:01, A*31:01, A*33:03, B*27:05 und B*44:03 die kryptischen Peptide
jedoch drei bis fiinf mal haufiger identifiziert.

Die Verteilung der Entstehungsmechanismen beziehungsweise Genregionen, in
welchen die identifizierten kryptischen Peptide codiert sind, stellt das Tortendia-
gramm in Abbildung 3.7 dar.

Intergenisch Intronisch

3'UTR

Abbildung 3.7: Biogenese-Mechanismen der identifizierten kryptischen Peptide
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3.3.1 Verwendung eines HLA-A*02-spezifischen Antikorpers

Mit einer Haufigkeit von circa 30 % ist das HLA-Allel A*02 das am haufigsten
vorkommende Allel in der deutschen Bevolkerung [76]. Eine zielgerichtete The-
rapie gegen ein A*(02-assoziiertes tumorspezifisches Peptid kime demnach fiir
ein Drittel der deutschen Bevolkerung in Betracht.

Wie bereits anhand der Hochrechnungen unter der Evaluation der Methode be-
schrieben, ist es sehr wahrscheinlich, dass nicht alle MHC-Klasse-I-assoziierten
Peptide der analysierten Proben durch die Immunprézipitationen mit dem pan-
MHC-Klasse-I-Antikorper W6/32 erfasst wurden. Um jedoch eine maximal hohe
Ausbeute der HLA-A*(02-assoziierten Peptide zu erreichen, soll tiberpriift wer-
den, ob die Ausbeute durch Immunpréazipitationen mit dem HLA-A*02-spezifi-
schen Antikorper BB7.2 im Vergleich zu dem Antikorper W6/32 gesteigert wer-

den kann.

Zu diesem Zweck wurden die HLA-A*02-positiven AML-Patientenproben P2
und P3 sowie alle Zelllinien sowohl mit dem pan-MHC-Klasse-I-Antikdrper
W6/32 als auch mit dem HLA-A*02-spezifischen Antikorper BB7.2 in der Im-
munprazipitation aufgearbeitet. Fiir eine bessere Reliabilitdt wurde die P3 je drei
Mal mit jedem Antikorper aufgearbeitet. Im Folgenden sollen die Ergebnisse der

Aufarbeitungen beider Antikorper verglichen werden.

Im Vergleich mit den durch die Datenbankanalysen A*02 zugeordneten Pepti-
den nach der Immunprézipitationen mit dem Antikdrper W6/32 erbrachten die
Aufarbeitungen mit dem Antikorper BB7.2 zwischen 34,9 % (ML-2) und 127,7 %
(THP-1) der Peptidanzahl. Der Anteil iibereinstimmender Peptide beider Aufar-
beitungen war stark variabel: zwischen 11,1 % (P3) und 75,8 % (ML-2) der tiber
BB7.2 identifizierten Peptide wurden gleichzeitig auch in der Immunprazipitati-
on mit W6/32 gefunden.

Insgesamt konnte aufgrund der Heterogenitdt der Ergebnisse keine signifikant
verbesserte Ausbeute an HLA-A*(2-assoziierten Peptiden durch die Ausfiithrung
der Immunprézipitation mit dem HLA-A*02-spezifischen Antikdrper BB7.2 im
Vergleich mit dem pan-MHC-Klasse-I-Antikdrper W6 /32 beschrieben werden.

3.3.2 Vergleich der Peptidome von PBMCs und BMMCs

Im Folgenden wurde die MHC-Klasse-I-Prasentation von AML-Blasten unter-
schiedlicher Lokalisationen (peripheres Blut und Knochenmark) beispielhaft ver-
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glichen. Hierfiir standen sowohl PBMCs als auch BMMCs desselben Abnahme-
zeitpunkts von der AML-Patientenprobe P1 zur Verfligung. Beide Materialien

wurden zweifach mit einer Imnmunprézipitation aufgearbeitet und analysiert.

Insgesamt wurden 2.913 nicht-redundante Peptide bei den PBMCs und 2.814 bei
den BMMCs identifiziert. Davon waren 1.954 Peptide identisch in beiden Mate-
rialien, dies entspricht 51,8 % aller in P1 identifizierten Peptide.

Als Vergleich hierzu kénnen die Uberschneidungen unter den mehrfach durchge-
fiihrten Immunpréazipitationen desselben Materials herangezogen werden. Hier
stimmten jweils 54,2 % der Peptide beider Aufarbeitungen der BMMCs sowie
39 % der Peptide beider Immunprézipitationen der PBMCs tiberein. Im Mittel
fiihrt dies zu 45,4 % tibereinstimmenden Peptiden in zwei unabhéngig durchge-

fiihrten Immunprézipitationen desselben Probenmaterials.

In Zusammenschau zeigten die PBMCs und BMMCs &dhnliche Anzahlen von
MHC-Klasse-I-prasentierten Peptiden. Der Anteil von circa 50 % tibereinstim-
menden Peptide zwischen den beiden Zellmaterialien war quantitativ mit den
Uberschneidungen zwischen zwei Immunprizipitationen desselben Materials
vergleichbar und kann somit auf die Methodik zurtickgefiihrt werden. Es konnte
somit sowohl qualitativ als auch quantitativ kein bedeutender Unterschied in der
MHC-Prasentation von PBMCs und BMMCs beschrieben werden.

Zusatzlich konnte auch zwischen den Anteilen kryptischer Peptide an der Ge-
samtpeptidzahl mit 2,5 % bei den PBMCs und 2,9 % bei den BMMC:s kein signi-
fikanter Unterschied festgestellt werden.

3.3.3 Vergleich HLA-identischer AML- und benigner Peptidome

Die Polygenie sowie der Polymorphismus der MHC fiihren dazu, dass jedes In-
dividuum MHC-Molekiile unterschiedlicher Peptidbindungsspezifititen besitzt.
Bei einem Vergleich der MHC-Peptidome von nicht HLA-identischen Proben
kann allein die HLA-Abhangigkeit der Antigenprasentation folglich zu unter-
schiedlichen MHC-assoziierten Peptiden fiihren. Ein definitiver Ausschluss der
HLA-Abhéngigkeit als kausale Ursache von verschiedenen MHC-Peptidomen ist

nur bei einem Vergleich HLA-identischer Proben moglich.

Zu diesem Zweck standen von den AML-Patienten P3 und P4 jeweils sowohl
AML-Blasten vom Zeitpunkt der Diagnosestellung als auch Granulozyten (K8
bzw. K7) in Remission der Erkrankung zur Verfiigung. Die Immunprézipitation

der Granulozyten K8, korrespondierend zu P3, fiihrte nur zur Identifikation von
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Abbildung 3.8: Ubersicht iiber die Ubereinstimmungen der (a) identifizierten Peptide
und (b) zugehorigen Quellproteine der AML-Probe P4 und korrespondierenden Kon-
trollprobe K7

4 nicht-redundanten Peptiden, sodass hier ein Fehler in der Durchfiihrung sug-
geriert wurde und somit kein direkter Vergleich mit dieser Aufarbeitung moglich
war. Der anschliefiende Vergleich umfasst daher nur die AML-Blasten P4 mit den

Granulozyten derselben Person nach allogenener Stammzelltransplantation K7.

Bei P4 wurden insgesamt 3.959 und bei K7 1.914 Peptide iiber die Immunprézi-
pitation identifiziert. Dabei wurden die AML-Blasten einmal und die Kontroll-
granulozyten zweimal aufgearbeitet. Die Ubereinstimmungen der Peptide und
Quellproteine zwischen den beiden Proben sind in dem Venn-Diagramm in Ab-
bildung 3.8 dargestellt. 22,9 % der Peptide und 33,2 % der Quellproteine aus P4

kommen auch in K7 vor.

Zum Vergleich kamen 15,6 % der Peptide und 32,7 % der Quellproteine aller
AML-Patientenproben in mindestens einer der Kontrollproben vor. In Nebenein-
anderstellung mit den vorherigen Analysen ist die Ubereinstimmung der Peptide
somit zwischen den HLA-identischen Proben P4 und K7 deutlich hoher, der An-
teil {ibereinstimmender Quellproteine jedoch vergleichbar mit der allgemeinen
Gegeniiberstellung von AML-Patientenproben und Kontrollproben unterschied-
licher HLA-Typen.

3.4 Qualitative Analyse der MHC-Klasse-I-Peptidome
3.4.1 AML-exklusive Peptide und ihre Quellproteine

Nachfolgend wurden nun die Peptidsequenzen selbst im Hinblick auf potenziell
interessante Zielantigene fiir eine antigenspezifische Immuntherapie der AML
analysiert. Nach Anguille, Van Tendeloo und Berneman [48] sind unter anderem
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die Leukdmiespezifitit sowie die regelmaflige Expression auf AML-Zellen bedeu-
tende Kriterien fiir die Zielantigenauswahl: das Antigen sollte somit idealerweise
ausschliefilich, aber regelmafig auf AML-Zellen prasentiert werden.

Zur Identifikation tumorspezifischer Peptide wurden in den nachfolgenden Ana-
lysen folglich lediglich die Peptide von , AML-exklusiven” Antigenen bertick-
sichtigt. Zur Definition dieser erfolgte die Analyse des Quellproteoms der Kon-
trollgruppe, welches als Negativkontrolle diente. Somit wurden in dieser Arbeit
jene Peptide als ,, AML-exklusiv” beschrieben, deren Quellproteine ausschliefSlich
in AML-Zelllinien und /oder AML-Patientenmaterial vorkamen.

Insgesamt wurden 5.626 nicht-redundante AML-exklusive Peptide aus 2.918
Quellproteinen identifiziert, dies entspricht 41,1 % des in dieser Arbeit identifi-
zierten AML-MHC-Klasse-I-Peptidoms. Die Haufigkeitsverteilungen, in wie vie-
len Proben die Peptide jeweils gefunden wurden, zeigt das Diagramm in Abbil-
dung 3.9.

B klassische Peptide cryptische Peptide
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Abbildung 3.9: Anzahl der AML-Patientenproben und -Zelllinien, in denen jeweils eine
definierte AML-exklusive Peptidsequenz gefunden wurde

Fiir die Zielsetzung dieser Arbeit waren von diesen Peptiden vor allem die mehr-
fach in unterschiedlichen Proben vorkommenden Peptide von besonderem Inter-
esse. In den folgenden beiden Unterkapiteln wurdenn somit die am haufigsten
auftretenden AML-exklusiven klassischen und kryptischen Peptide beschrieben.
Die Auswertung von klassischen und kryptischen Peptiden erfolgt getrennt, so-
dass den kryptischen Peptiden trotz ihres selteneren Vorkommens ausreichend

Bedeutung zugemessen werden konnte. In Anbetracht der Tatsache, dass vie-
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le Transkripte vermeintlich nicht-codierender Genregionen ausschliefilich in Tu-
morzellen exprimiert werden [69, 70], waren die kryptischen Peptide hier ndm-

lich von besonderem Interesse.

3.4.1.1 Klassische Peptide und ihre Quellproteine

Es konnte eine Gesamtheit von 5.386 klassischen HLA-Klasse-I-Peptiden aus
2.749 Quellproteinen als AML-exklusiv beschrieben werden. Von diesen wurden
67,8 % ausschliefslich auf Zellen der AML-Patienten, 21,2 % ausschliefslich bei den
AML-Zelllinien und die restlichen 11 % in beiden Probenkategorien identifiziert.

Die in Tabelle 3.1 dargestellten 56 Peptide aus 51 verschiedenen Quellproteinen
kamen in mindestens 5 der insgesamt 11 Leukdmie-Proben (45,5 %) vor. Diese
stellten 1 % aller klassischen AML-exklusiven Peptide dar, weitere 8,8 % kamen

in drei oder vier, 15,3 % in zwei und 74,9 % lediglich in einer Probe vor.

Nur ein Peptid, das NTTSAVTVK des 60 S-ribosomalen Quellproteins L.37a, kam
in acht der elf Proben (72,7 %) vor. Der Vorkommenshéaufigkeit nach folgend wur-
de ein weiteres Peptid desselben Proteins, RTKKVGIVGK, sowie das Peptid ILD-
PHVVLL vom Nuclear pore complex protein Nup88 identifiziert. Beide kamen in
sechs Proben, entsprechend 54,5 %, vor.

Nur zwei Quellproteine sind Ursprung mehrerer AML-exklusiver klassischer
Peptide, die in mindestens fiinf Proben vorkamen. Dies sind zum Einen das
bereits genannte 60 S-ribosomale Protein L37a (Peptide NTTSAVTVK, RTKKV-
GIVGK und YGTRYGASL) sowie das Structural maintenance of chromosomes
Protein 4 (Peptide AVNPKEIASK, IGPNGSGK, KVLDAIIQEK).

Fiir die 51 Quellproteine wurde eine funktionale Annotation durchgefiihrt (da-
vid.ncifcrf.gov, am 23.09.2019). Die Clusteranalyse zeigte eine heterogene Ge-
samtheit ohne erkennbare verbindende funktionale Charakteristika. Die Quell-
proteine entstammen verschiedenen Stoffwechsel- und Signalwegen, viele wur-
den dem allgmeinen Zellmetabolismus (ribosomaler Metabolismus, Translation,

Transkription) zugeordnet.

Bei der Auswertung ist auffillig, dass 69,6 % der AML-exklusiven klassischen
Peptide, welche in mindestens fiinf der Leukdmie-Proben Proben vorkamen, u.a.
dem HLA-Merkmal A*03:01 zugeordnet wurden. Im Vergleich wurden von der
Gesamtheit aller AML-exklusiven klassischen Peptide nur 10,8 % dem Merkmal
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Tabelle 3.1: AML-exklusive klassische Peptide, welche in mindestens 5 der Leukdmie-
Proben identifiziert wurden

Peptid Quellprotein |Vollstandiger Quellproteinname HLA

5: NTTSAVTVK RPL37A 60S ribosomal protein L37a A*03:01

(-] A*11:01

< A*33:03

S ILDPHVVLL NUP88 Nuclear pore complex protein Nup88 A*01:01

.g A*02:01

a C*04:01

‘g C*05:01

~ |RTKKVGIVGK RPL37A 60S ribosomal protein L37a A*03:01

A*31:01

S AIVDKVPSV COPG1 Coatomer subunit gamma-1 A*02:01

-g B*08:01

a |AIYEPKTFK MRPL20 39S ribosomal protein L20, mitochondrial A*03:01
wn
£

S AIYGTRKFK MPEG1 Macrophage-expressed gene 1 protein A*03:01

E ALAPGLPTA NENF Neudesin A*02:01

2 |ALLDGSNVVFK PFDN6 Prefoldin subunit 6 A*03:01

§ ALLDKLYAL IMP3 U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IMP3 A*02:01

B*08:01

ALSTPVVEK GTF2E2 Transcription initiation factor IIE subunit beta A*03:01

AQNAKVIEK CXorf56 UPF0428 protein CXorf56 A*03:01

ATGDMSGLLK AAMP Angio-associated migratory cell protein A*03:01

A*11:01

ATSSTLVSK STAC3 SH3 and cysteine-rich domain-containing protein 3 A*03:01

A*11:01

AVAAVAARR GANAB Neutral alpha-glucosidase AB A*03:01

A*11:01

A*33:03

AVNPKEIASK SMC4 Structural maintenance of chromosomes protein 4 A*03:01

FAFEHSEEY TCF25 Transcription factor 25 A*01:01

B*35:01

C*12:02

FLDPNNIPKA ALG8 Probable dolichyl pyrophosphate Glc1Man9GIcNAc2 alpha- A*01:01

1,3-glucosyltransferase A*02:01

FLWKEPATM TCF25 Transcription factor 25 A*02:01

B*08:01

C*03:04

GSYSSHISSK ZEB2 Zinc finger E-box-binding homeobox 2 A*03:01

HIMEIFSTY RNPS1 RNA-binding protein with serine-rich domain 1 A*03:01

B*15:11

B*35:01

C*12:02

HLVPEVPTV ZBTB7B Zinc finger and BTB domain-containing protein 7B A*02:01

HVAAPYIAK ADNP Activity-dependent neuroprotector homeobox protein A*03:01

A*11:01

IIGPNGSGK SMC4 Structural maintenance of chromosomes protein 4 A*03:01

IQFNPPLSEK KDM1B Lysine-specific histone demethylase 1B A*03:01

IVAGTLTNK NDUFS7 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 7, A*03:01

mitochondrial
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Vorkommen in 5 Proben

KLDSVRVLR
KLGGVIKEK
KLYEEGSNK
KVLDAIIQEK

KVYTKSSHLK
LLGPPPVGV
LLYGPPGTGK
RAYPHVFTK
RIGNFIVKK
RIYNMEMARK
RLAEWKATKL

RLAKNLVEK
RLQEDPPAGV
RTAVYSLHK

RTDGHTLSEK
RTLEPLAKK
SIFDGRVVAK
SLLEKSLGL

SLMHSFILK
SLYGPGTNR
STNPKAALK

STSEPLSSK

TLADVLYHV

TLDEATPTL

TSGPVTTSK

TVYRNPESFK
VLGAPVKGK
YGTRYGASL

YLDPAQRGV

YLHSQVVSV

YPVEIHEY

MYC
NOP58
PSMA3
SMC4

KLF5
Clz1
PEX1
UQCRQ
SORD
MRPS21
PDCL3

GOLPH3
UBE2A
METTLS

CNOT2
CEBPZOS
TMCO1

EEF1E1-
BLOC1S5

DYNLRB1
NOL7
RPRD2

AC009086.2

ASH2L

TAB1

HTT

ARL10
DDX56
RPL37A

METTL26

AL669918.1

CiD

Myc proto-oncogene protein
Nucleolar protein 58

Proteasome subunit alpha type-3

Structural maintenance of chromosomes protein 4

Krueppel-like factor 5

Cipl-interacting zinc finger protein
Peroxisomal ATPase PEX1

Cytochrome b-c1 complex subunit 8
Sorbitol dehydrogenase

28S ribosomal protein S21, mitochondrial

Phosducin-like protein 3

Golgi phosphoprotein 3
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 A

Methyltransferase-like protein 5

CCR4-NOT transcription complex subunit 2

Calcium load-activated calcium channel

Dynein light chain roadblock-type 1

Nucleolar protein 7

Regulation of nuclear pre-mRNA domain-containing protein

2

Set1/Ash2 histone methyltransferase complex subunit ASH2
TGF-beta-activated kinase 1 and MAP3K7-binding protein 1

Huntingtin

ADP-ribosylation factor-like protein 10

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX56

60S ribosomal protein L37a

Methyltransferase-like 26

Nuclear nucleic acid-binding protein C1D
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A*03:01
A*03:01
A*03:01
A*03:01
A*11:01
A*03:01
A*02:01
A*03:01
A*03:01
A*03:01
A*03:01
A*02:01
A*03:01
A*03:01
A*02:01
A*03:01
A*11:01
A*03:01
A*03:01
A*03:01
A*02:01
B*08:01
A*03:01
A*03:01
A*03:01
A*11:01
A*03:01
A*11:01
A*02:01
A*01:01
A*02:01
C*05:01
A*03:01
A*11:01
A*03:01
A*03:01
C*03:03
C*03:04
C*12:02
C*14:02
A*01:01
A*02:01
C*05:01
A*02:01
B*08:01
B*18:01
B*35:01



A*03:01 zugewiesen. A*03:01 war jedoch mit Vorkommen in fiinf AML-Patienten-
proben auch das am haufigsten vertretene HLA-Allel bei den Leukdmie-Proben.

Trotz der Heterogenitit der HLA-Typen der Proben ist jedoch festzuhalten, dass
alleine mit den drei am haufigsten vorkommenden AML-exklusiven Peptiden
(NTTSAVTVK, ILDPHVVLL und RTKKVGIVGK) alle Leukdmie-Proben abge-
deckt sind, dass heif3t jede der Proben mindestens eines dieser Peptide prasentiert
hat. Fiir die Entwicklung einer klinisch breit anwendbaren peptidspezifischen

Immuntherapie stellt eine solche Peptidkombination ein enormes Potenzial dar.

3.4.1.2 Kryptische Peptide und ihre Quellproteine

Im Ganzen wurden 240 kryptische AML-exklusive Peptide aus 225 Quellpro-
teinen identifiziert, diese reprasentieren 51,7 % des kryptischen Peptidoms der
Leukdmie-Proben. Der Ursprung lag zu 48,8 % im 5" untranslatierten Bereich,
30,8 % off-frame, 15,4 % in ncRNA, 2,9 % im 3’ untranslatierten sowie 2,1 % im
intronischen Bereich.

84,6 % dieser Peptide wurden exklusiv auf Zellen der AML-Patienten iden-
tifiziert, 9,6 % nur bei den AML-Zelllinien und 5,8 % in beiden Leukdmie-

Probenkategorien.

Zusitzlich wurde analysiert, in wie vielen Proben die Peptide jeweils vorkamen.
Insgesamt 73,3 % aller kryptischen AML-exklusiven Peptide kamen jeweils nur
in einer Probe vor, 13,8 % in zwei Proben und 12,9 % in drei bis fiinf Proben. Letz-
tere, das heift alle 31 AML-exklusiven kryptischen Peptide welche in mindestens
drei der elf Leukdmie-Proben vorkamen, stellt die Tabelle 3.2 mit ihrem zugeord-

neten Quellprotein, ihrem Ursprung sowie dem zugeordneten HLA-Allel dar.

Ein einziges Quellprotein, der Magnesiumtransporter NIPA2 (non imprinted in
Prader-Willi/ Angelman syndrome 2), fithrte zu zwei Peptiden (RISHWTATK
und RISHWTATKA), welche in mindestens drei Proben vorkamen. Alle weiteren
Quellproteine fiihrten jeweils nur zu einem Peptid, welches in mindestens drei
Proben vorkamen. Die funktionelle Annotation zeigte eine Beteiligung an ver-
schiedenen Stoffwechsel- und Signalwegen der Zelle, wobei vorrangig eine ge-
haufte Zuordnung (26,7 %) der Quellproteine zur Transkription und -regulation
beobachtet wurde (david.ncifcrf.gov am 24.09.2019).

Alle vier Peptide, welche in fiinf verschiedenen Proben identifziert wurden, ka-
men in denselben fiinf Proben vor: den AML-Patientenproben P1, P2, P5, P6 und
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Tabelle 3.2: AML-exklusive kryptische Peptide, welche in mindestens drei der Leukdmie-
Proben identifiziert wurden

Protein- Vollstindiger Proteinname
Symbol
g QLYRHSQEK MFN2 Mitufosin 2 Off-frame 1 A*03:01
'g RFYNPPGTPK RNF130 Ringfingerprotein 130 5’UTR 5 A*03:01
; RISHWTATK NIPA2 Magnesiumtransporter NIPA2 5‘UTR 15 A*03:01
-£ | SVLAPAGNK MVB12A Multivesicular body subunit 12A 5‘UTR 19 A*03:01
5 ALYGGRILK NFX1 Nuclear transcription factor, X-box Off-frame 9 A*03:01
S binding 1
& |HLDSRVGNTK ZNF322 Zinkfingerprotein 322 5’UTR 6 A*03:01
<
£ |KTSQLTLQK MED21 Mediator complex subunit 21 Off-frame 12 A*03:01
S A*11:01
g LLLDQLTKA IFT122 Intraflagellar transport 122 5’UTR 3 A*02:01
g QTLRVHTLK METTLS Methyltransferase like 5 5’UTR 2 A*03:01
g A*11:01
RTTTWNTLK COPS2 COP9 signalosome subunit 2 Off-frame 15 A*03:01
RVHEVFRVGK CUL5 Cullin5 5'UTR 11 A*03:01
RVWKHLTTK LMBR1L Limb development membrane protein1  5’UTR 12 A*03:01
like
SLFSGSFSK FOSL2 FOS like 2, AP-1 transcription factor 5’UTR 2 A*03:01
subunit
VVISRAISVK AP002360.2 ncRNA 11 A*03:01
VVRASSGLK CES2 Carboxylesterase 2 5‘UTR 16 A*03:01
g GVYTGKLSEK ZBTB17 zinc finger and BTB domain containing 17 5’UTR 1 A*03:01
'§ ILYEILLGK AC245427.1 Off-frame 7 A*03:01
: ISDPGVQGY ELP1 elongator complex protein 1 Off-frame 9 A*01:01
£ A*35:01
E KTLQTQIAK RSRC2 arginine and serine rich coiled-coil 2 5’UTR 12 A*03:01
€ |KVLGDVATK TLK1 tousled like kinase 1 Off-frame 2 A*03:01
o
< |LIYFQTQRK EEF1B2 eukaryotic translation elongation factor 1 5’UTR 2 A*03:01
>° beta 2
NYQGHFHLF RMNDS5A required for meiotic nuclear division 5 Off-frame 2 A*24:02
homolog A A*23:01
RISHWTATKA NIPA2 NIPA magnesium transporter 2 5’UTR 15 A*03:01
RLLWKKSTPK SNRNP25 small nuclear ribonucleoprotein U11/U12 Off-frame 16 A*03:01
subunit 25
RSAEPWRTK TWF2 twinfilin actin binding protein 2 5’UTR 3 A*03:01
RTLPTSGTWTK HTATSF1 HIV-1 Tat specific factor 1 Off-frame X  A*03:01
A*11:01
SADPGNLKY SMG1P5 SMG1 pseudogene 5 ncRNA 16 A*01:01
B*35:01
SLISTYFHV CCDC88A  coiled-coil domain containing 88A 5’UTR 2 A*02:01
TPVAVITDM(+15.99) WAC WW domain containing adaptor with 5’UTR 10 B*08:01
coiled-coil B*35:01
VQYHGQHRV SLC39A9 solute carrier family 39 member 9 5’UTR 14 A*02:01
B*52:01
VTEKVYADTGLY TMEM168 transmembrane protein 168 5’UTR 7 A*01:01
A*03:01
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P7. Dies sind genau die fiinf AML-Patienten, welche das HLA-Merkmal A*03:01
aufweisen. Insgesamt stellen die auf diesen Proben identifizierten Peptide 83,9 %
der in mindestens drei Proben vorkommenden Peptide, jedoch nur 54,6 % aller
kryptischen AML-exklusiven Peptide.

Allgemein wurde, wie auch schon bei den klassischen AML-exklusiven Peptiden
beschrieben, ein Grofiteil der in mindestens drei Proben vorkommenden kryp-
tischen Peptide (77,4 %) dem HLA-Merkmal A*03:01 zugeordnet. Kein weiteres

HLA-Merkmal zeigte eine dhnliche Dominanz.

3.4.2 Vergleich mit in der Literatur beschriebenen Antigenen

3.4.2.1 Vergleich mit Tumorantigenen der AML

In der Literatur sind mehrere tumorspezifische und -assozierte Antigene fiir die
AML beschrieben. Die Identifizierung dieser Tumorantigene kann iiber geneti-
sche, reverse oder direkte zelluldre Anséatze stattfinden. Dabei ist der direkte zel-
luldre Ansatz, wie auch in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt, die bisher ein-
zige Moglichkeit, das tatsdchlich in-vivo prasentierte MHC-Peptidom zu analy-

sieren.

Nachfolgend wurde untersucht, zu welchen bereits etablierten Tumorantigenen
der AML in dieser Arbeit korrespondierende natiirlich MHC-présentierte Pepti-
de in den verschiedenen Probenmaterialien, sowohl Leukdmie- als auch benignen
Zellen, gefunden wurden. Die Tabelle 3.3 zeigt eine Ubersicht der von Anguille,
Van Tendeloo und Berneman [48] herausgearbeiteten T-Zellepitope, welche als
Grundlage fiir den durchgefiihrten Vergleich dienten, sowie die in dieser Arbeit

identifizierten korrespondierenden Peptide.

Anguille, Van Tendeloo und Berneman [48] beschreiben insgesamt 38 Tumo-
rantigene der AML, davon 5 leukdmie-spezifische, 28 leukdmie-assoziierte so-
wie 5 Krebs-Hoden-Antigene. In den Proben dieser Arbeit konnten 84 nicht-
redundante Peptide identifiziert werden, welche 19 der 38 beschriebenen Tumo-
rantigenen der AML représentieren.

Die einzelnen AML-Patientenproben zeigten korrespondierende Peptide zu zwei
(P8) bis zehn (P4) und die AML-Zelllinien zu neun (ML-2) und zehn (THP-1) Tu-
morantigenen.

Neben den Leukdmie-Proben zeigten zusétzlich sechs Kontrollproben Peptide zu

mindestens einem Tumorantigen, das Maximum lag bei Peptiden zu fiinf Tu-
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Tabelle 3.3: Korrespondierende Peptide zu in der Literatur beschriebenen Tumorantige-
nen der AML [48]

Tumorantigen Alternative |Zugehorige Peptide in AML- Zugehorige Peptide in
Patienten und Zelllinien Kontrollen
Q AML1-ETO RUNX1-
,go RUNX1T1
5 DEK-CAN
g PML-RARa PML-RARA
Q
i'g FIt3-ITD
gJ_ NPM1 NPM1 AVEEVSLRK (P5)
3 (Nucleophosmin 1) DELHIVEA (P1)
‘€ DENEHQLSL (P1)
&; HQLSLRTV (P9)
g MSVQPTVSL (P5)
- TPPVVLRL (P4)
VEAEAM(+15.99)NY (P1)
VEAKFINY (P1)
YEGSPIKVTL (P2, P5)
o AurA AURKA
.go (Aurora Kinase A)
5 Bcl-2 BCL2,
9 PPP1R50
:E BI-1 TMBIMSG, AYVHM(+15.99)VTHF (P8, P9, ML-2, AAGAYVHM(+15.99)V
§ (Transmem-brane BAX BAX1 THP-1) (K4)
$ inhibitor motif containing DALLKFSHI (P4, ML-2) ALYARRRSY (K1)
g 6) YVHM(+15.99)VTHF (P8, ML-2, THP- AYVHM(+15.99)VTHF (K4,
] 1) K2)
3 DALLKFSHI (K7, K2)
—
~ |BMI1 RNF51
BRAP BRAP2, VYVERAEVL (ML-2, THP-1)
(BRCA1 associated IMP,
protein) RNF52
CcMmL28 EXOSC5 HPRTSITV (P4)
(Exosome complex
component RRP46)
CML66 NUDCD1 DPFIILHSI (P4, ML-2) DPFIILHSI (K7)
(NudC domain-containing
protein 1)
Cyclin B1 CCNB1 ALVQDLAKA (THP-1)
EEEQAVRPKY (ML-2)
EEQAVRPKY (ML-2)
GEVDVEQHTL (P1, P2, P3, P5)
TLAKYLM(+15.99)EL (ML-2)
VDVEQHTL (P1)
Cyclin E CCNE1 IYPPKLHQF (THP-1)
CYP1B1 CP1B AAVGQAAHL (THP-1) FLDPRPLTV (K7)
(cytochrome P450 family FLDPRPLTV (P3, P6, ML-2, THP-1)
1 subfamily B member 1)
ETO/MTGS
G250/CAIX
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HOXA9 HOX1G
(HomeoboxA9)

hTERT

(Telomerase reverse
transcriptase)

Mcl-1 BCL2L3 ETLRRVGDGVQR (P9) KALETLRRV (K7, K4)
(MCL1 apoptosis GRIVTLISF (P2) RPPPIGAEV (K4, K5)
regulator) ISFGAFVAK (P1, P5, P6) TATPARLLF (K4)
RELGGGEAGAVL (P5) VEFFHVEDL (K3)
RPPPIGAEV (P6) ITDVLVRTK (K5)
RSWFGISNK (P5)
SRKALETLR (P2)
VEFFHVEDL (P1, P5)
Mesothelin MSLN,
CAK1, MPF
LRH-1 NR5A2

(nuclear receptor

subfamily 5 group A

member 2)

Myeloperoxidase MPO ADYLHVAL (P1) FSM(+15.99)QQRQAL (K2,
DFTPEPAAR (P1, P3, P7, P9) K3)
EEAKQLVDKAY (P7, ML-2) PELTSM(+15.99)HTL (K1)
FVDASM(+15.99)VY (P1, P7)
GEVDTSLVL (P1)
GVSEPLKRK (P1)
LTSFVDASM(+15.99)VY (P1)
NQINALTSF (P6)
PELTSM(+15.99)HTL (P2, P3, P6, P8)
QPVAATRTA (P9)
QPVAATRTAV (P6, P8)
RDYLPLVL (P1)
SEM(+15.99)PELTSM(+15.99) (P1,
P3)
SLWRRPFNV (ML-2)
TDVLTPAQL (P1)
TIRNQINAL (P6)
TLLLREHNR (P4, P9)
VLGPTAM(+15.99)RK (P1)
YFKQPVAATR (P9)

MPP11 DNAJC2,  KM(+15.99)M(+15.99)EEVEKL (THP-
(Dnal heat shock protein  ZUO1 1)
family (Hsp40) member
)
Muc1 CD227,
(Mucin 1) PEM, MCD,
MCKD,
ADMCKD
(1)
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NuSAP1 FLJ13421,

(Nukleolar-und-Spindel-  LNP, ANKT,

assoziiertes Protein 1) NuSAP1,
APL, M037,
PRO0310p1,
Q0310

OFA/iLRP

Proteinase 3 PRTN3

RGS5

(regulator of G protein

signaling 5)

RHAMM HMMR

(hyaluronan mediated

motility receptor)

SSX21P hMsd1

(SSX family member 2

interacting protein)

Survivin BIRCS5, EPR-

(baculoviral IAP repeat 1
ontaining 5)

ATQTPVSNK (P2)
ESIDQYIER (P9)
SVASTPISQR (PS5, P7)
SVWTLTHSR (P4)
VASTPISQR (P5)

AEIVGGHEA (P1)
LLLSGAARA (ML-2)
NDVLLIQL (P1)

KLQEELNKV (THP-1)
RLNAALREK (P5)

KLDNQVSKV (ML-2, THP-1)

(MOK protein kinase)
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WT1 WAGR, RIHTHGVFR (P4)
WIT-2,
AWT1,
NPHS4
@ [Cyclin A1 CCNAL, EPPAVLLL (P4, ML-2)
g CT146 SLM(+15.99)EPPAVLLL (ML-2)
5 MAGE family DVYPEIIER (P9) ILISTPESL (K1)
& | (Melanoma antigen EIDKNDHLY (P1, P4, P7) NADPQAVTM(+15.99)
§ family) GVYDGEEHSV (THP-1) (K1)
I GVYDGREHTV (THP-1)
2 KEIDKEEHL (P5)
] KVLEHVVRYV (THP-1)
o NADPQAVTM(+15.99) (P4, P5, P9,
THP-1)
SM(+15.99)M(+15.99)QTLLTV (P3)
VPNSNPPEY (P6)
VQPSKYHFL (THP-1)
VQQRYLSYR (P4)
PASD1 CT63
(PAS domain containing
repressor 1)
PRAME CT130 AAFDGRHSQTL (THP-1)
(preferentially expressed
antigen in melanoma)
RAGE-1 MOK, STK30



morantigenen in einer Kontrollprobe (K7). Insgesamt wurden Peptide von sechs
verschiedenen Tumorantigenen in den Kontrollproben identifiziert. Alle in Kon-
trollproben identifizierten Tumorantigene kamen jedoch auch in mindestens ei-

ner Leukdamie-Probe vor.

Von den fiinf beschriebenen ,leukdmie-spezifischen” Tumorantigenen wur-
de nur eines, das Tumorantigen Nucleophoshmin 1, anhand MHC-Klasse-I-
prasentierter Peptide in Proben dieser Arbeit gefunden. Hierzu wurden in
finf verschiedenen AML-Patientenproben insgesamt neun verschiedenene kor-
respondierende Peptide sequenziert. Im Gegensatz dazu wurden in keiner AML-
Zelllinie und keiner Kontrollprobe Peptide zu bekannten leukdmie-spezifischen

Antigenen identifiziert.

Bei den ,leukdmie-assoziierten” Tumorantigenen wurden Peptide zu 15 der 28
beschriebenen Antigene gefunden. Davon waren zehn Tumorantigene lediglich
in AML-Blasten von -Patienten und Zelllinien zu finden, fiinf wurden gleichzei-
tig auch in Kontrollproben identifiziert.

Das dominanteste Tumorantigen war hier die Myeloperoxidase, zu welcher in
acht der neun AML-Patientenproben sowie einer der zwei AML-Zelllinien zuge-
horige Peptide identifiziert wurden. Mit 19 verschiedenen Peptiden ist die Myel-
operoxidase das Quellprotein, welches in den meisten AML-Proben vorkam und
die meisten Peptide hervorbrachte. Eines der Peptide wurde ebenfalls in zwei
Kontrollproben gefunden, zusitzlich auch noch ein weiteres zur Myeloperoxida-
se korrespondierendes Peptid in einer anderen Kontrollprobe.

Weitere dominante Quellproteine, die den leukdmie-assoziierten Tumorantige-
nen zugeordnet werden, sind der MCL1-Apoptose-Regulator und das nukleolér-
und-Spindel-assoziierte-Protein 1 (NuSAP1), beide fiihrten zu Peptiden in fiinf
AML-Patientenproben; MCL1 zudem auch in vier Kontrollproben.

Zusammenfassend wurden natiirlich prasentierte Peptide zu genau 50 % der von
Anguille, Van Tendeloo und Berneman [48] beschriebenen Tumorantigene der
AML in Proben dieser Arbeit nachgewiesen. Durch einen Vergleich der Quell-
proteine der Leukdmie- und benignen Proben konnten 13 der 19 nachgewiesenen
Tumorantigene in den hier untersuchten Proben als AML-exklusiv identifiziert
werden, darunter ein leukdmie-spezifisches Antigen, zehn leukdmie-assoziierte

Antigene und zwei Krebs-Hoden-Antigene.
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3.4.2.2 Vergleich mit CMV-spezifischen T-Zell-Antigenen

Anhand klinischer Daten wurde mehrfach ein reduziertes Leukdmierezidivrisi-
ko bei CMV-Reaktivierung nach allogener Stammzelltransplantation bei Leuk-
dmiepatienten beschrieben [63-66] . Es werden hierfiir verschiedenste Hypothe-
sen als Mechanismen diskutiert, unter anderem eine Kreuzreaktivitit von CMV-
spezifischen CD8" T-Lymphozyten mit AML-Blasten. Ein solches kreuzreaktives
Peptid auf AML-Blasten wire als Zielantigen fiir eine Immuntherapie der AML

von besonderer Bedeutung.

Zur Uberpriifung der Hypothese der Kreuzreaktivitit von CMV-spezifischen T-
Zellen mit Antigenen auf AML-Zellen wurden die in dieser Arbeit identifizierten
Peptide auf Uberschneidungen mit bekannten CMV-Antigene und ihren Protein-

sequenzen untersucht.

Zunidchst wurden alle Peptidsequenzen in alle moglichen Subsequenzvarian-
ten mit einer Liange von sieben Aminosduren aufgespalten. Die Originalpep-
tide dieser Arbeit zeigten eine Linge von 8 bis 15 Aminosduren, sodass je-
des Peptid zu mindestens zwei moglichen 7er-Sequenzen fiihrte. Mit der Lis-
te der 7er-Sequenzen wurde im Anschluss ein multipler Peptid Match {iber
research.bioinformatics.udel.edu (abgerufen am 24.09.2018) durchgefiihrt. Bei
diesem fand ein Abgleich der 7er-Sequenzen gegen das Proteom des Humanen
Cytomegalovirus (Taxid 10359) statt, welches aus der Datenbank UniprotKB plus
SwissProt bezogen wurde. Isoformen wurden in die Suche mit eingeschlossen.
Fiir die aus dem Vergleich erhaltenen Ubereinstimmungen wurde manuell {iber-
priift, ob weitere direkt mit den Teilpeptiden benachbarte Aminosduren der Ori-
ginalpeptide sich mit der CMV-Proteinsequenz iiberlappten und somit um eine
Sequenziiberlappung von mehr als sieben Aminosduren vorlag.

Die zu den CMV-Proteinen korrespondierenden Gene wurden mit den von Syl-
wester et al. [62] beschriebenen CD8" T-Zell-spezifischen immunogenen CMV-
Protein-Zielstrukturen abgeglichen. Somit wurden die Uberschneidungen mit je-
nen CMV-Proteinen identifiziert, welche nachgewiesen eine CMV-spezifische T-
Zell-Antwort gegen die in Tabelle 1.2 aufgelisteten Ursprungsgene hervorrufen.

Die Tabelle 3.4 stellt alle Sequenzhomologien mit einer Mindestldnge von sieben
Aminosduren zwischen allen in dieser Arbeit identifizierten Peptide und dem

Proteom des Humanen Cytomegalovirus dar.

Insgesamt waren 45 der Peptid-Subsequenzen mit mindestens sieben Aminosau-
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Tabelle 3.4: Identifizierte Ubereinstimmungen der Peptidsequenzen mit dem CMV-
Proteom der UniProtKB Datenbank. Die rot markierten Aminosduren der Peptidsequen-
zen zeigen die Uberschneidungen mit CMV-Proteinsequenzen. In den fett markierten
Zeilen wurde das Quellprotein in dieser Arbeit als AML-exklusiv beschrieben. Die dun-
kelgrau hinterlegten korrespondierenden CMV-Proteine 16sen nach Sylwester et al. [62]
eine CD8* T-Zell-spezifische Inmunantwort aus.

AML AML Kont- Peptid-

Zelll. rollen Quellprotein CMV-Protein
MAPRSLLL klassisch  0/9 0/2 1/8 HLA-F B*51:01 uL40
EVSSSLILR klassisch 1/9 0/2 0/8 SETMAR A*33:03 UL111A
SYGSGRRF klassisch 1/9 1/2 1/8 AC078778.2 A*24:02,C*14:02 UL136
RRSSLVITTK klassisch 1/9 0/2 0/8 KCNAB1 B*27:05 RL13
RYSRKGFLF klassisch  1/9 1/2 0/8 SUPTSH A*24:02 UL57
ALYATKTLR klassisch  3/9 0/2 0/8 LATS1 A*03:01 us14
QLLTAIVKL klassisch 0/9 1/2 0/8 AP1B1 A*02:01 UL51
SLSSLvvaQL klassisch  0/9 1/2 0/8 AC073896.4 A*02:01 uL9s
MPTTSTTSTRF UL31 (pp150)
MPTTSTTSTRF kryptisch 0/9 1/2 0/8 AC008124.1 B*35:01 RL1
MPTTSTTSTRF uL73
GTAPPTLAL klassisch  0/9 1/2 0/8 LyLi C*03:03 uL137
SLDSVRSVL klassisch  0/9 0/2 1/8 MPP7 B*07:02 UL55 (gB)
TPRATLLTF klassisch  0/9 0/2 1/8 IGF2R B*07:02 TRS1/IRS1

A*01:01, A*02:01, A*23:01,
A*31:01, B*08:01, B*51:01, C*02:02,

VMAPRTLLL klassisch 8/9 2/2 7/8 HLA-A C*03:03. C*04:01, C*05.01, C*07:02. | V140
C*16:01
NTLLALLLL klassisch  0/9 0/2 1/8 MT-ND3 A*68:02 Us29
RAAPPPPPR kryptisch 1/9 0/2 0/8 RHEB A*03:01 uL101
RLSGIEERY klassisch  0/9 0/2 1/8 SPTBN1 A*30:01 uL87
TVAEGLRQLY klassisch  0/9 0/2 1/8 EHD1 A*30:04 uL24
. A*03:01, A*11:01, A*30:04,
AASSSSLEK klassisch  1/9 0/2 7/8 POTEI A*31:01, C*02:02, C*03:03, C*03:04
TAASSSSLEK klassisch 0/9 0/2 3/8 A*03:01, A*30:04, C*02:02 U7 22
ilﬁﬁzzzzlii klassisch 3/9 0/2 4/8 PLEKHB2 A*03:01, A*11:01, A*30:04, A*31:01 UL48
TASPPPPPK klassisch  1/9 0/2 0/8 SRRM1 A*11:01 UL50
SVSDLAPPRK klassisch 1/9 0/2 0/8 ANAPC16 A*11:01 uL135
RELGGGEAGAVL klassisch  1/9 0/2 0/8 MCL1 B*40:01 uL9s
ATLGDLKLVEK klassisch 1/9 0/2 0/8 COPB1 A*11:01 uL48
AAAAAALLY klassisch  2/9 0/2 1/8 ZFP36L2 A*01:01, A*03:01, B*35:01 uUL124
SSSAASSLKK klassisch  1/9 0/2 0/8 A*11:01
GTSSSAASSLK klassisch  1/9 0/2 0/8 ARID18 A*11:01 UL150A
GRYLRRELL klassisch 1/9 0/2 0/8 IP6K2 B*27:05 uLz7
SSDGAISLLTY klassisch  3/9 0/2 0/8 SEC13 A*01:01, B*35:01 UL123 (IE1)
ASSPHGLVM(+15.99)  klassisch 1/9 0/2 0/8 C3orf38 B*07:02 UL70
LTSSAVTTALK kryptisch  4/9 0/2 0/8 LMO2 A*03:01, A*11:01 UL150A
LPPPPPPAM(+15.99) klassisch 1/9 1/2 0/8 PRR12 B*51:01 UL112
LPPPPPPHL klassisch 0/9 1/2 0/8 CASC3 B*51:01
APGSARRPL klassisch 1/9 0/2 1/8 LAMP1 B*07:02, B*08:01 uLs50
AAAAAAAAY LT:;/IRSI
klassisch 1/9 1/2 0/8 TLE3 A*01:01, B*15:01
AAAAAAAAY bzw. UL105
AAAAAAAAY
AAAAAAAATY vgl. AAAAAAAAY
AAAAAAAATY Klassisch 1/9 0/2 0/8 NKX2-4 A*01:01 TRS1/IRS1
uL3s
YAAAAAAAA klassisch 0/9 1/2 0/8 IRX3 C*03:03 vgl. AAAAAAAAY
SPSSVTGNAL klassisch 1/9 0/2 1/8 TERF2IP B*07:02, B*08:01 uL7/8
APSGVGAAL kryptisch  1/9 0/2 0/8 RNF28 B*08:01 uLs57
ATAPPGADK klassisch 1/9 0/2 0/8 MED19 A*03:01 uL8o
FAALHGPAL klassisch 2/9 1/2 0/8 TTLL12 A*02:01, C*03:03, C*03:04 uLe
M(+15.99)APPPPRSV  klassisch 1/9 2/2 0/8 CBLL1 B*51:01, C*03:03 Us17
RVITALVER klassisch  1/9 0/2 1/8 KIF11 A*31:01 us24
STLESIYQR klassisch 2/9 0/2 1/8 STAt6 A*31:01, A*33:03 UL111A
GEGEQVTITL klassisch 1/9 0/2 0/8 EAF2 B*40:01 uL141
LPPPPPPAM(+15.99) klassisch 1/9 1/2 0/8 PRR12 B*51:01 uL69
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ren mit Sequenzbereichen des CMV-Proteoms identisch. Diese stammen von Pro-
ben aller drei Probenkategorien, nur 3 Proben (P3, K8, K9) zeigten keine mit CMV
homologe Subsequenz. Im Durchschnitt wurden bei den AML-Patientenproben
5,2, bei den AML-Zelllinien 8 und bei den Kontrollproben 3,7 tibereinstimmende
Peptide pro Probe gefunden. Das Maximum lag mit 12 Peptiden bei Probe P5.
Die Peptide werden insgesamt 26 verschiedenen HLA-Allelen zugeordnet, am
haufigsten den Allelen A*03:01, A*11:01, B*51:01 und C*03:03 .

Acht Subsequenzen zeigten sogar eine Sequenziibereinstimmung von acht und
eine Subsequenz von neun Aminosduren. Zwei Originalpeptide dieser Arbeit
wurden in voller Lange im CMV-Proteom identifiziert: das klassische Peptid
MAPRSLLL aus dem Quellprotein HLA-F sowie das ebenfalls klassische Peptid
VMAPRTLLL aus dem HLA-A-Quellprotein. Beide wurden in dem CMV-Protein
UL40 nachgewiesen.

Einige Subsequenzen kamen in mehreren Peptiden vor, die Anzahl ist in Klam-
mern angegeben: AAAAAAA (3), AAAAAAAA (3), AASSSSL (3), SSAASSL (2)
sowie LPPPPPP (2). Die Subsequenzen AAAAAAAA und AAAAAAAT wurden
zusdtzlich in zwei verschiedenen CMV-Proteinen identifiziert. Andersherum ent-
hielten vier Peptide mehr als eine Subsequenz, die sich mit dem CMV-Proteom
tiberschnitt: das Peptid MPTTSTTSTRF zeigte drei, die Peptide AAAAAAAAY,
AAAAAAAATY und ATAASSSSLEK je zwei verschiedene Subsequenziiber-

schneidungen.

Die zu den Subsequenzen korrespondierenden Peptide waren grofsenteils klassi-
scher Herkunft, nur vier der 46 Peptide waren kryptischen Ursprungs. Bei zwolf
der Peptide wurden die dazugehorigen Quellproteine in dieser Arbeit als AML-
exklusiv beschrieben.

Die Uberschneidungen lagen mit insgesamt 38 verschiedenen CMV-Proteinen
vor. Neun dieser CMV-Proteine wurden von Sylwester et al. [62] durch Nach-
weis einer CMV-spezifischen T-Zell-Antwort als immunogen nachgewiesen, die-
se sind in der Tabelle 3.4 durch dunkelgraue Felder markiert. Um das beschrie-
bene erniedrigte Rezidivrisiko fiir AML-Patienten mit frither CMV-Replikation
nach Stammzelltransplantation [65] mit einer moglichen Kreuzreaktivitdt von
CMV-spezifischen T-Zellen mit AML-Blasten zu erkldren, brauchte es eine Kreuz-
reaktivitit von AML-Antigenen mit immunogenen CMV-Antigenen. Zur Erho-
hung der Spezifitit waren AML-exklusiven Antigenen vorteilhaft. Dies fiihrt
bei den Peptiden dieser Arbeit zu folgenden Kriterien: 1) AML-Exklusivitdt des
dazugehorigen Quellproteins 2) Sequenzhomologie mit immunogenem CMV-
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Protein. Zwei Peptide entsprachen diesen beiden Kriterien:

e MPTTSTTSTRE: Das kryptische Peptid entstammt der ncRNA des Gens
AC008124.1 auf Chromosom 12 und wurde auf Zellen der AML-Zelllinie
THP-1 identifiziert. Die MHC-Prasentation wurde dem HLA-Allel B*35:01
zugeordnet. Die Subsequenz MPTTSTTS mit einer Lange von acht Amino-
sduren ist identisch mit einem Sequenzbereich des Tegumentproteins pp150
auf dem Gen UL32 des humanen Cytomegalovirus.

¢ AAAAAAAATY: Dieses klassische Peptid, identifiziert im Probenmateri-
al des AML-Pat. P6, wurde iiber das HLA-Allel A*01:01 prasentiert und
stammt von dem Homeoboxprotein NKX2-4 ab. Dies ist ein Transkriptions-
faktor mit prognostizierter intrazelluldrer Lokalisation und mRNA-Expres-
sionen vor allem in den Geweben des Hypoythalamus, der Hypophyse und
der Hoden, gering jedoch auch in Monozyten (Human Protein Atlas [77]).
Die beiden Subsequenzen des Peptids AAAAAAAA und AAAAAAAT mit
je acht Aminosduren stimmen mit Sequenzbereichen des CMV-Tegument-
proteins TRS1/IRS1 {iiberein. Zusatzlich ist die sieben Aminosduren lange
Subsequenz AAAAAAA mit einem Bereich der DNA-Replikationshelikase
auf dem CMV-Gen UL105 homolog.

Beide dieser Peptide konnten potenziell eine Kreuzreaktion bei bei CMV-
spezifischen CD8* T-Lymphozyten auslosen und das verminderte Rezidivrisiko
der AML bei CMV-Reaktivierung nach allogener Stammzelltransplantation

erklaren.
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KAPITEL 4

DISKUSSION

Die AML ist eine maligne Neoplasie hamatopoetischer Stammzellen der mye-
loischen Zellreihe. Sie tritt mit einer Inzidenz von 3,7 Erkrankungen pro 100.000
Einwohnern auf und zeigt eine stark ansteigende Haufigkeit im Alter, 80 % der
akuten Leukdmien im Erwachsenenalter sind AML [51]. Trotz intensiver For-
schung nach Therapiemdglichkeiten ist die Prognose derzeit eingeschréankt und
stark abhédngig vom Alter sowie molekularen und zytogenetischen Verdnderun-
gen. Im schwedischen Register lagen die 5-Jahresiiberlebensraten bei Patienten
unter 30 Jahren bei 60 %, in der Altersgruppe zwischen 55 und 64 Jahren ledig-
lich bei 23 % und sanken im Alter weiter ab [78]. Die Therapie erfolgt risiko-
adaptiert nach Therapieprotokollen innerhalb von Studiengruppen. Die hochs-
ten Heilungsraten werden durch die myeloablative allogene Transplantation ha-
matopoetischer Stammzellen erzielt. Diese ermoglicht durch den GvL-Effekt, bei
welchem die Spender-T-Lymphozyten die Tumorzellen als fremd erkennen und
angreifen, zum Teil eine Langzeitremission [2].

Die erzielten Erfolge der Stammzelltransplantationen sprechen fiir das Potenzial
immuntherapeutischer Anwendungen bei einer AML sowie die Immunogenitit
der Tumorzellen. Weitere Ansidtze der AML-Tumorimmuntherapie sind bisher
nicht routinemaflig in der klinischen Anwendung etabliert. Der Blick auf die Er-
folge neuer Immuntherapien bei anderen hamatologischen Tumorerkrankungen,
beispielsweise der CAR-T-Zelltherapie fiir die ALL (Akute lymphatische Leuk-
dmie)[79] und das Multiple Myelom [80], ldsst den Wunsch nach einer effizienten
immuntherapeutischen Anwendung fiir die AML wachsen. Fiir CAR-T-Zell- und
weitere antigenspezifische Therapien ist die Wahl eines geeigneten tumorspezifi-
schen Zielantigens essentiell und vermutlich die grofite Hiirde in der Etablierung
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der Verfahren fiir die AML [3, 44].

Grundlegend fiir den Erfolg einer antigenspezifischen Inmuntherapie ist die Pra-
sentation von Peptiden durch die Tumorzellen, welche abhidngig von deren Ex-
pression der MHC-Molekiile ist. Seit langem gilt eine Verminderung der MHC-
Expression auf Tumorzellen als klassischer Tumorimmunevasionsmechanismus
[75] - eine Herunterregulierung der MHC-Molekiile auf der Zelloberflache fiihrt
zu einer verminderten Suszeptibilitit fiir zytotoxische T-Lymphozyten und NK-
Zellen. Der Erfolg T-Zell-basierter Immuntherapien kann mithin stark beein-
trachtigt werden [74] und setzt folglich eine ausreichende MHC-Expression der
Zielzellen voraus.

Anhand eines indirekten Immunofluoreszenz-Assays wurden in der vorliegen-
den Arbeit die Oberflachen- und intrazelluliren MHC-Klasse-I-Molekiile quan-
tifiziert. Die Ergebnisse der MHC-Quantifizierung bestitigten keine verminderte
MHC-Klasse-I-Expression auf AML-Blasten. Im Gegenteil lag die durchschnitt-
liche Anzahl an MHC-Klasse-I-Molekiilen pro Zelle bei den AML-Blasten so-
gar signifikant tiber der mittleren Gesamtmolekiilzahl der benignen Kontroll-
granulozyten. Vergleichbare Ergebnisse wurden ebenfalls durch vorherige Ar-
beiten beschrieben [81, 82]. Die beobachtete Uberexpression auf den Tumorzellen
konnte durch eine Induktion der MHC-Expression durch Entziindungsreaktio-
nen oder Lymphokinfreisetzungen in der Tumorumgebung erklart werden [83].
Hierdurch liefSe sich auch erlautern, weshalb der Anteil intrazellularer Molekiile
an der Gesamtheit der MHC-Klasse-I-Molekiile bei AML-Patienten geringer war
als bei den AML-Zelllinien und Kontrollgranulozyten: Nur die Zellen der AML-
Patienten entstammten einer natiirlichen Tumorumgebung, welche die verstarkte
Prasentation der MHC-Molekiile induziert haben kénnte.

Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson wies eine statistisch
signifikante mittelstarke positive lineare Korrelation zwischen der MHC-Klasse-
I-Molekiilzahl und der Summe identifizierter nicht-redundanter Peptide fiir die
Gesamtheit aller Proben nach. Es kann somit die Hypothese aufgestellt wer-
den, dass durch die Uberexpression der MHC-Klasse-I-Molekiile auf den AML-
Blasten vermehrt auch die Peptide prasentiert werden, welche bei der geringeren
MHC-Molekiilzahl benigner Zellen zuriickgehalten werden. Diese konnten als
AML-exklusive Peptide von besonderer Bedeutung sein.

Bei dem verwendeten Verfahren zur HLA-Quantifizierung wurden die Proben
zundchst mit einem der murinen Primérantikérpern W6/32 oder BB7.2 inkubiert

und anschlieffend mit einem fluoreszierendem Anti-Maus-Antikorper gefarbt.
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Die nachfolgende Messung der Fluoreszenzintensitiat im Durchflusszytometer er-
moglichte anhand der definierten Referenzwerte der ebenfalls vermessenen Ka-
librierungsbeads einen Riickschluss auf die Quantitiat der Zielantigene der Pri-
maérantikorper. Die Methode ist in dieser Weise stark abhdngig von der Affinitat
und Spezifitdt aller verwendeten Antikdrper. Um die unspezifische Hintergrund-
bildung des Anti-Maus-Antikorpers zu ermitteln, wurde eine Negativkontrolle,
gefdrbt mit einem murinen Antikorper desselben Isotyps, welcher keine Bindung
mit humanen Antigenen eingeht, angefertigt. Durch die Substraktion des Signals
der Anti-Maus-Negativkontrolle vom Ergebnis wurde das Hintergrundsignal auf
die verwendeten Primadrantikorper W6/32 und BB7.2 reduziert.

Die Affinitdt des verwendeten pan-MHC-Klasse-I-Primédrantikdrpers W6/32 aus
dem Interfakultdren Institut fiir Zellbiologie in Tiibingen wurde durch einen Ver-
gleich mit einem kommerziell erhiltlichem Antikorper W6/32 evaluiert: Die Ge-
geniiberstellung bei der MHC-Quantifizierung von dem fiir diese Arbeit verwen-
deten Antikdrper W6/32 des Tiibinger Instituts sowie des von uns genutzten
kommerziell erhiltlichen Antikdrpers W6/32 (vgl. Abschnitt 2.2.5.2) erbrachte
keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Antikorpern. Der verwendete
Antikorper entspricht demgemafs vermutlich der Qualitdt weiterer erhaltlicher
Antikorper des Klons W6/32. Unter der Voraussetzung einer zusatzlich bereits
erfolgten Qualitdtssicherung im Rahmen der Antikérperproduktion wurde auf
weitere Versuche zur Antikorpertestung verzichtet.

Sollte der Antikorper weiter validiert werden, so wére es jedoch moglich, die Kri-
terien der International Working Group for Antibody Validation zu {iberpriifen:
Diese beschreiben insgesamt fiinf verschiedene Sdulen zur Validierung von An-
tikdrpern, wobei das jeweilige Vorgehen anwendungsspezifisch angepasst wer-
den soll. Fiir die Methode der Immunprézipitation ist zum einen die genetische
Saule empfohlen, bei welcher ein Antikorper, der spezifisch fiir ein bestimmtes
Protein ist, mit einer Probe getestet wird, welche aufgrund genetischer Verdn-
derungen dieses Protein nicht mehr exprimiert [84]. Das Hintergrundsignal des
verwendeten Antikorpers W6/32 liefse sich folglich durch eine Immunprazipi-
tation mit Zellen ohne MHC-Klasse-I-Molekiile ermitteln. Zudem wire es eine
weitere Moglichkeit, den Antikdrper W6/32 anderen anti-MHC-Klasse-I-Klonen

gegeniiberzustellen.

Bisher wurde keine absolute Mindestanzahl an MHC-Molekiilen fiir ein er-
folgreiches Ansprechen auf T-Zell-basierte Immuntherapien definiert, sodass
zur Beurteilung der Ergebnisse lediglich der Vergleich mit benignen Zellen zu
Rate gezogen werden kann. Die Uberexpression von MHC-Klasse-I-Molekiilen
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bei AML-Blasten in Gegeniiberstellung zu den benignen Kontrollgranulozyten
spricht dabei fiir eine potenzielle Fignung der AML-Blasten als Targets fiir eine
T-Zell-Immuntherapie.

In Abhédngigkeit von dem Zielliganden einer solchen Therapie, sollte jedoch die
allel-spezifische MHC-Expression iiberpriift werden. Bei der erfolgten Quanti-
fizierung der MHC-Klasse-I-Molekiile mit dem pan-MHC-Klasse-I-Antikorper
W6/32 bliebe ein Verlust eines spezifischen HLA-Allels, wie zum Teil fiir
Tumore beschrieben [83], unerkannt. Die stark interindividuell unterschiedli-
chen Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten spezifischen HLA-A*02-
Quantifizierung unterlegen den Sachverhalt, dass man von der Gesamtheit der
MHC-Molekiile nicht auf die Expression eines einzelnen Allels schlieflen sollte.
Es sollten somit fiir jedes potenzielle Targetpeptid die Allele spezifisch tiberpriift
werden, iiber welche das Peptid prasentiert wird.

Ein geeignetes Zielantigen fiir antigenspezifische Therapieansitze zeichnet sich
idealerweise durch seine ausschliefsliche, aber regelmafiige Expression auf den
AML-Zellen, Onkogenitdt, Inmunogenitdt sowie nachweisbare klinische Rele-
vanz aus [48]. Die Grundlage fiir die Immunogenitit eines Antigens ist seine Pré-
sentation iiber MHC-Molekiile auf der Zelloberfldche, welche fiir die Erkennung
durch T-Lymphozyten unabdingbar ist. Soll ein Peptid von zytotoxischen CD8"
T-Lymphozyten erkannt werden, so muss es auf der Tumorzelle tiber MHC-
Klasse-I-Molekiile prasentiert werden.

Durch breite in-silico Genom- und Transkriptomanalysen wurden bereits zahlrei-
che tumorspezifische Antigene beschrieben. Trotz fortgeschrittener bioinformati-
scher Algorithmen zur Vorhersage der Inmunogenitit der Liganden konnten in
den nachfolgenden Versuchen zur Validierung der T-Zell-Antwort diese jedoch
nur teils bestédtigen [47]. Das derzeitige Wissen {iber die tatsdchlich in-vivo pra-
sentierten MHC-Klasse-I-Peptidome auf AML-Blasten ist derzeit hingegen stark
begrenzt. Das in dieser Arbeit durchgefiihrte direkte zelluldre, massenspektrome-
trisch basierte Verfahren der Immunprazipitation ermoglichte genau die Identi-
fikation jener Peptide, welche in-vivo von MHC-Klasse-I-Molekiilen prasentiert
werden.

Obwohl das gewdhlte Verfahren die Identifikation einer Vielzahl natiirlich pra-
sentierter Peptide ermdglichte, so wies die Auswertung der drei Giitekriterien
Validitat, Objektivitdt und Reliabilitdt auch Limitationen der Methode auf. De-
finierte man als Ziel der Methode allein die Identifizierung MHC-prasentierter
Peptide, so konnten die Validitdt und Objektivitdt ohne weiteres bestdtigt wer-
den: die Ergebnisse fiihrten, unabhingig vom Versuchsleiter, zu einer grofien
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Anzahl identifizierter MHC-prasentierter Peptide: Insgesamt wurde in der vor-
liegenden Arbeit eine Gesamtheit von 17.750 nicht-redundanten MHC-Klasse-
I-prasentierten Peptiden identifiziert. Darunter konnte eine Vielzahl von 5.626
Peptiden mit Prasentationsfrequenzen bis zu 72 % als AML-exklusiv beschrieben
werden.

Dem entgegengesetzt wurde die Reliabilitdt nur eingeschrankt belegt: Mehrfache
Wiederholungen des Verfahrens erbrachten zwar dhnliche Anzahlen an identifi-
zierten Peptiden, durchschnittlich 1.729 Peptide pro Probe, jedoch unterschieden
sich diese in ihren Peptidsequenzen. Ein Peptid X, welches in der Probe A im ers-
ten Durchlauf identifiziert wurde, wurde demnach nicht immer auch im zweiten
oder dritten Durchlauf der Probe A nachgewiesen. Die Sensitivitdt der Methode,
das Peptid X zu identifizieren, ist somit limitiert. Eine durchgefiihrte logarithmi-
sche Regressionsanalyse zeigte nachfolgend, dass anhand einer einzelnen Aufar-
beitung nur circa 6 % der potenziell nachweisbaren Peptide identifiziert wurden.
Eine Eignung der Methode zur Identifizierung des gesamten MHC-Peptidoms
einer Probe besteht demgemaf nicht. Dies bestitigt auch die von Hassan et al.
[85] durchgefiihrte Quantifizierung der MHC-présentierten Peptide mittels iso-
topisch markierter MHC-Peptid-Komplexe, welche alle Verluste im Laufe der ge-
samten Probenaufarbeitung mit erfasste. Insgesamt wurde dabei sogar nur eine
Peptidausbeute von 0,5 bis 3 % beschrieben. Weitere Versuche zeigten, dass 90 bis
99 % der Peptidverluste auf den Schritt der Immunprézipitation zurtickzufiihren
seien [85]. Mogliche spezifische Ursachen konnten hier in der Bindungsspezifi-
tat und Affinitdt des verwendeten Antikorpers sowie den vielen nétigen Wasch-
schritten liegen [86].

Trotz der geringen Ausbeute ist die Methode der Immunprézipitation auf Basis
einer Immunoaffinitdtschromatographie jedoch anderen Methoden zur Identifi-
zierung MHC-Klasse-I-prasentierter Peptide deutlich {iberlegen: Eine ebenfalls
massenspektrometrie-basierte Alternative wére beispielsweise die Isolation der
Peptide durch eine milde saure Elution der Peptide von der Zelloberfldche gan-
zer Zellen, bei welcher jedoch auch eine Elution kontaminierender, nicht-MHC-
prasentierter Peptide stattfande [87]. Zudem betrage die Ausbeute identifizierter
MHC-Klasse-I-prasentierter Peptide bei dieser Methode nur etwa ein Sechstel der

durch die Inmunprazipitation identifizierten Peptide [88].

Insgesamt wurden mononukleédre Zellen von neun AML-Patienten, zwei AML-
Zelllinien sowie acht gesunden Kontroll-Spendern in der Immunprazipitation
aufgearbeitet.

Einschlusskriterien fiir die AML-Patienten war neben der Diagnose der AML
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ein Blastenanteil von mindestens 80% im Nativmaterial. Im weiteren Verlauf der
Aufarbeitung erfolgte keine weitere Zellsortierung, folglich ist nicht sicher aus-
zuschliefSen, dass wenige benigne Zellen mit den Leukdmie-Proben aufgearbeitet
wurden. Da ein grofser Teil der Proben jedoch deutlich iiber 90% Blasten ent-
hielt, lasst sich annehmen, dass dies maximal bei wenigen Ausnahmen der Fall
ist und die Wertigkeit der Ergebnisse nicht mindert. So wihlte die dhnlich ange-
legte Studie von Berlin et al. [81] zur Identifizierung von MHC-Peptidomen in
Leukdmiepatientenmaterial mit dem Cut-off-Wert von 80 % Blasten und keiner
weiteren Zellsortierung das gleiche Vorgehen. Sollte die Methode jedoch mit so-
liden Tumoren durchgefiihrt werden, so hatte die Zellsortierung aufgrund des
h&ufig hoheren Anteils von beispielsweise Bindegewebszellen oder Leukozyten
einen grofieren Stellenwert.

Aus den MHC-Klasse-I-Peptiden der Granulozyten acht gesunder Spender wur-
de zum Vergleich ein Benignom gebildet. Mit der Ausnahme der beiden Kontroll-
proben, welche von AML-Patienten in Remission der Erkrankungen stammten,
lagen jedoch keine HLA-identischen AML- und Kontrollproben vor. Zudem ka-
men nicht alle in den Leukdmie-Proben vorkommenden HLA-Allele ebenfalls in
den Kontrollproben vor. Zumal die verschiedenen MHC-Molekiile jedoch unter-
schiedliche Peptidbindungsspezifititen aufweisen, besteht indessen eine HLA-
Abhiangigkeit der MHC-présentierten Peptide. Bei einem Vergleich nicht- HLA-
identischer Proben kann somit allein die HLA-Abhéngigkeit der Antigenprasen-
tation zu unterschiedlichen MHC-Peptidomen fiihren. Fiir die in dieser Arbeit als
AML-exklusiv identifizierten Peptide bedeutet dies, dass ein Teil der Peptide bei
einer Erweiterung der Kontrollgruppe seinen Status der AML-Exklusivitdat mut-
mafllich verlieren wiirde. Der Aufbau einer grofleren Benignom-Datenbank mit
einem breiteren Spektrum an HLA-Allotypen wére somit fiir weitere Analysen
sinnvoll. Es ist jedoch hervorzuheben, dass bei dem durchgefiihrten Vergleich
einer AML- mit HLA-identischer Kontrollprobe in Gegeniiberstellung zu nicht-
HLA-identischen Vergleichen lediglich eine hohere Ubereinstimmung der pra-
sentierten Peptide gefunden wurde, nicht jedoch der zugehorigen Quellproteine.
Die Definition der AML-exklusiven Peptide dieser Arbeit erfolgte jedoch genau
auf Grundlage der Quellproteome: Nur die Peptide, deren zugehorigen Quell-
proteine kein Peptid in der Kontrollgruppe hervorbrachten, wurden als AML-
exklusiv identifiziert. Es kann folglich die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass die Differenz der HLA-Allotypen der AML- und Kontrollproben die Aus-
sagekraft der identifizierten AML-exklusiven Peptide nicht signifikant mindern
sollte.
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Die Identifikation der MHC-Klasse-I-Peptidome der AML-Blasten und Kontrol-
len fiihrte zu insgesamt 17.750 nicht-redundanten Peptiden. Mit einem Durch-
schnittswert von 2.290 nicht-redundanten Peptiden pro AML-Patient wurden
deutlich hohere Peptidanzahlen als in der Vergleichsstudie von Berlin et al. [81]
erzielt. Dementgegen betrdgt der Maximalwert dieser Arbeit mit 3.959 Peptiden
in einer AML-Probe nur ein Bruchteil der maximal identifizierten Peptidanzahl
bei Proben eines humanem Melanoms [89] - dies konnte jedoch auf die bekannte

intratumorodse Zellheterogenitdt des Melanoms [90] zuriickzufiihren sein.

Angesichts der Tatsache, dass viele vermeintlich nicht-codierende Transkripte
nur in Tumorzellen exprimiert werden [69, 70], stellen die Peptide der Transkrip-
te vermeintlich nicht-codierender Genregionen oder von Translationen auflerhalb
des Leserasters, sogenannte kryptische Peptide, eine potenziell bedeutende Quel-
le tumorspezifischer Antigene dar.

Der durchschnittliche Anteil der kryptischen Peptide am gesamten MHC-Klasse-
I-Peptidom lag bei den AML-Patienten dieser Arbeit bei 3,3 %. Obgleich dieser
Wert nur etwa der Hélfte des von Laumont et al. [22] beschriebenen Anteils der
kryptischen Peptide bei einer B-lymphoblastoiden Zelllinie entspricht, so lassen
sich die Ergebnisse beider Arbeiten dennoch vereinen: Die Analysen dieser Ar-
beit wiesen auf eine starke HLA-Abhdngigkeit hin, mit einer vermehrten Ex-
pression der kryptischen Peptide auf den Molekiilen der HLA-Allele A*03:01,
A*11:01, A*31:01, A*33:03, B*27:05 und B*44:03. Diese HLA-Abhéngigkeit stimmt
mit den Beobachtungen von Laumont et al. [22] {iberein. Betrachtet man die spe-
zifischen Bindemotive der HLA-Allele, so gehoren alle genannten HLA-A-Allele
demselben HLA-Supertypen an, welcher sich durch eine basische Aminosédure an
Position 9 seines Bindemotivs definiert [91]. Kryptische Peptide zeigen, vermut-
lich bedingt durch eine Proteasom-unabhédngige Prozessierung, im Gegensatz zu
klassischen Peptiden andere Aminosdurekombinationen in ihrem C-Terminus.
Fiir die Position 1 des C-Terminus eines kryptischen Peptids sind dabei polare
Aminosduren beschrieben [22]. Bei einem Peptid einer Lange von 9 Aminosduren
entspricht dabei die Position 1 des C-Terminus der Position 9 des Bindemotivs.
Eine dort positionierte polare Aminosdure fiihrt zu einer Bindung tiber das Bin-
demotiv der besagten HLA-Allele. Die bevorzugte Bindung kryptischer Peptide
an spezifische HLA-Allele scheint folglich schliissig und konnte auf den abwei-
chenden C-Terminus zuriickgefiihrt werden. Infolge des Sachverhalts, dass die in
der Vergleichsarbeit verwendete Zelllinie sowohl das Allel HLA-A*03:01 als auch
-B*44:03 besitzt [22], ist der dortige hohere Anteil kryptischer Peptiden nachvoll-
ziehbar.
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Da klassische Datenanalysen der Massenspektrometrie lediglich Peptidsequen-
zen aus Referenzdatenbanken identifizieren konnen, bedarf die Identifikation
der kryptischen Peptide eines besonderen Analysealgorithmus. Durch eine De-
Novo-Sequenzierung wurde in der vorliegenden Arbeit die Bestimmung der
Peptidsequenzen unabhédngig von Proteindatenbanken ermoglicht: Hierfiir wur-
den die isolierten Peptide im Anschluss an die Immunprazipitation und Aufrei-
nigung zundchst mittels Nano-LC-MS/MS analysiert. Nachfolgend erfolgte die
Weiterverarbeitung der massenspektrometrischen Rohdaten zu den einzelnen
Peptidsequenzen. Die Datenanalyse basierte dabei auf einer zunichst durchge-
fiihrten De-Novo-Sequenzierung. Im weiteren Verlauf wurden die identifizierten
Peptide anhand eines Analysealgorithmus unter anderem mit dem humanen Ge-
nom und Transkriptom abgeglichen sowie weiter gefiltert.

Anhand der gemessenen Peptidionenfragmentspektren konnen die Aminoséu-
ren der Peptidsequenzen jedoch nicht mit hundertprozentiger Wahrscheinlich-
keit abgeleitet werden. Vielmehr wurden mittels der Spektren und ALC-Scores
zundchst Listen der wahrscheinlichsten Peptidsequenzen gebildet, welche im
Anschluss durch den Analysealgorithmus weiter gefiltert wurden. Unter ande-
rem wurde hierfiir in der nachfolgend verwendeten Analysesoftware Spotfire ein
Grenzwert von < 10 % fiir die FDR nach dem Target-Decoy-Ansatz gewihlt. De-
finierte man einen kleineren Wert fiir die FDR, beispielsweise zwischen 1 und 5 %
wie in Vergleichsarbeiten [81, 89, 92, 93], so wédre zwar die Rate falscher Peptide
weiter minimiert, jedoch die Anzahl der identifizierten Peptide darunter stark
reduziert. Damit konnten vor allem niedrig abundante Peptide, die dennoch be-
deutend sein konnen, in der Analyse verloren gehen. Der gewéhlte Grenzwert
von 10 % ist somit als Kompromiss zwischen minimaler Fehlerwahrscheinlich-
keit und maximaler Peptidausbeute anzusehen.

Trotz einer gering vorhandenen Fehlerwahrscheinlichkeit ist die Datenanalyse
auf Grundlage der De-Novo-Sequenzierung als grofies Plus zu unterstreichen.
Nur anhand dieser konnten Peptide aus Transkripten aller moglichen Leseraster
aller genomischer Regionen identifiziert und die kryptischen Peptide in die Aus-
wertung eingeschlossen werden.

Obwohl der in der vorliegenden Arbeit verwendete Analysealgorithmus der De-
Novo-Sequenzierung unter Verwendung humaner Genom- und Transkriptom-
datenbanken bereits zur Identifizierung kryptischer Peptide fiihrt, werden jedoch
keine Peptide erfasst, welche durch tumorspezifische DNA-Alterationen entste-
hen [94]. Erst eine Kombination der massenspektrometrischen Peptidomanalyse
mit der Genom- und Transkriptomsequenzierungen ein- und desselben Patien-
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tenmaterials ermoglicht die Identifizierung solcher Neoantigene, die durch Mu-
tationen in der DNA der malignen Zellen entstehen [47, 95]. Fiir die Identifizie-
rung klinisch relevanter Neoantigene beim Humanen Melanom [89] konnte die-
se Methode bereits erfolgreich eingesetzt werden. Im Anblick der Tatsache, dass
99 % der tumorspezifischen Mutationen in nicht-codierenden Genregionen vor-
kommen [96], stellt das kryptische Peptidom eine potenziell reichhaltige Quelle
fiir Neoantigene dar. Diese spielen eine bedeutende Rolle als potenzielle The-
rapietargets. Die Kombination der bereits durchgefiihrten massenspektrometri-
schen De-Novo- kdnnte durch die zusétzliche Genomsequenzierung desselben
Patientenmaterials und Einbau der Genom-Daten in die Analysedatenbank zur
Identifizierung AML-spezifischer kryptischer Neoantigene fiithren. Dies wiirde
zusétzliche Moglichkeiten 6ffnen und in Zukunft zu einer Weiterentwicklung der
verwendeten Methode fiihren.

Die fiir ein ideales Zielantigen genannten Kriterien der Leukdmiespezifitat
und regelmafligen Expression auf AML-Blasten [48] wurden von einer Vielzahl
der identifizierten Peptide erfiillt: Von insgesamt 5.386 identifizierten AML-
exklusiven klassischen Peptiden kamen 56 verschiedene Peptide in mindestens
fiinf der elf untersuchten Leukdmie-Proben vor. Darunter zeigte das Peptid
NTTSAVTVK des 60 S-ribosomalen Quellproteins L37a mit Vorkommen in acht
AML-Proben die hochste Prasentationsfrequenz. Ndhme man die drei meist
prasentiertesten AML-exklusiven Peptide dieser Arbeit (NTTSAVTVK, ILD-
PHVVLL und RTKKVGIVGK) als Targets einer Inmuntherapie, so deckte diese
Kombination alle untersuchten Leukdmie-Proben mindestens einfach ab.

Von den kryptischen Peptiden wurden 240 Peptide als AML-exklusiv definiert,
dies entspricht circa jedem zweiten identifizierten kryptischen Peptid. Auch
hier konnten Ubereinstimmungen zwischen verschiedenen Proben beobachtet
werden: 31 der AML-exklusiven kryptischen Peptide kamen in mindestens drei
der elf der Leukdmie-Proben vor.

Es konnen somit die Ergebnisse vorheriger Arbeiten bestitigt werden, dass eine
Vielzahl tumorspezifischer klassischer und kryptischer Peptide auf den MHC-
Klasse-I-Molekiilen der Tumorzellen prasentiert und diese zum Teil von ver-
schiedenen Individuen geteilt werden [22, 81, 89]. Der durchgefiihrte Vergleich
mit etablierten Tumorantigenen zeigte zu 19 der 38 von Anguille, Van Tendeloo
und Berneman [48] beschriebenen etablierten AML-Tumorantigenen korrespon-
dierende Peptide in dieser Arbeit. Von sechs dieser bestédtigten Tumorantigene
wurden jedoch auch Peptide in Proben gesunder Spender identizifiert. Es wurde
somit die Peptidexpression in-vivo von 50 % der etablierten Tumorantigene [48]
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nachgewiesen - zu den anderen 50 % der beschriebenen AML-Tumorantigenen
jedoch kein korrelierendes Peptid in den untersuchten AML-Proben identi-
fiziert. Dies unterstreicht erneut die Bedeutung der Identifizierung natiirlich
prasentierter Peptide im Vergleich zu anderen Vorhersagemethoden.

Aulffédllig bei der Betrachtung der mehrfach identifizierten Peptide ist die haufi-
ge Prasentation durch das gleiche Allel oder Allele desselben HLA-Supertypen
nach Lund et al. [91]. So teilten sich beispielsweise alle fiinf untersuchen HLA-
A*03:01 positiven Leukdmie-Proben ganze vier identische AML-exklusive kryp-
tische Peptide. Dies weist erneut darauf hin, wie bedeutend die Auspriagung
der HLA-Allele fiir das prasentierte Peptidrepertoire einer Zelle ist. Diese HLA-
Abhéngigkeit der Peptidprasentation sollte bei der Entwicklung antigenspezifi-
scher Tumorimmuntherapien unbedingt berticksichtigt werden.

Zum einen konnte fiir jeden Patienten anhand des HLA-Allotyps eine HLA-
spezifische Therapie erstellt werden. Singh-Jasuja, Emmerich und Rammensee
[32] schlagen fiir einen Multipeptidimpfstoff vor, pro HLA-Allel ein Set von sechs
bis zehn Peptiden zu erarbeiten, die in den meisten Tumorpatienten vorkamen.
Kémen die Peptide bei jeweils 60 % der Patienten vor, so wiirden damit bei tiber
80 % der Patienten mindestens drei verschiedene T-Zellantworten hervorgeru-
fen. Die Peptidsets der verschiedenen Allele konnten dann je nach Patienten un-
terschiedlich kombiniert werden. Obgleich die Spezifitidt dieses Ansatzes sehr
attraktiv ist, sind aufgrund der Patientenindividualitdt jedoch erheblicher Zeit-
aufwand und Kosten damit verbunden. Eine routineméfiige Anwendung dieses
Konzeptes in der Klinik scheint somit in naher Zukunft nicht realistisch.

Zum anderen konnte eine nicht-personalisierte, breit anwendbare Immunthera-
pie angestrebt werden. Dieser Ansatz basiert auf einer fixen Kombination der
Therapie-Targets, welche die haufigsten HLA-Allotypen der Bevolkerung abde-
cken. Im Gegensatz zum vorherigen Therapiekonzept gewinnt dieses Vorgehen
durch seine einfachere und kosteneffizientere Anwendung an Attraktivitit. Die
Auswahl optimaler Targets trégt hierbei besondere Bedeutung, um trotz weniger
Angriffspunkte pro Patienten eine ausreichende Wirkung der Therapie zu erzie-
len. Bestdtigten sich die zuvor genannten drei AML-exklusiven Peptide, welche
in allen untersuchten Leukdmie-Proben prasentiert wurden, in der weiteren Vali-
dierung als AML-exklusiv und immunogen, so erfiillten diese die Voraussetzun-

gen optimal.

Die Priifung der Immunogenitit der identifizierten Peptide spielt auf dem wei-
teren Weg zur Auswahl geeigneter Therapietargets eine essenzielle Rolle - an-
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hand der durchgefiihrten Versuche kann hiertiber bisher keine Aussage getrof-
fen werden. Erst die Erkennung MHC-Klasse-I-prasentierter Peptide durch das
Immunsystem, vor allem CD8" T-Lymphozyten, fithrt zu der gewtiinschten Im-
munantwort. Im ndchsten Schritt sollten die identifizierten AML-exklusiven Pep-
tide mit hohen Prédsentationsfrequenzen somit anhand eines Immunogenitéts-
tests weiter gefiltert werden. Zunéchst konnte eine Uberpriifung der CD8*-T-
Zellreaktivitat in-vitro beispielsweise mittels eines Interferon-y ELISpot (Enzyme
Linked Immuno Spot)-Assays durchgefiihrt werden, bei welchem die CD8"-T-
Lymphozyten durch die zu tiberpriifenden Peptide stimuliert werden [97]. Im
weiteren Verlauf der Validierung eines Peptids ist jedoch auch eine Kontrolle der

Immunogenitat in-vivo unabdingbar [48].

Eine bedeutende Immunogenitat in-vivo ist auf jeden Fall fiir Antigene des Cyto-
megalovirus beschrieben: durchschnittlich 10 % und zum Teil > 20 % aller CDS8™"
T-Gedéchtniszellen CMV-seropositiver Spender zeigen spezifische Reaktionen
auf den Virus [62]. Wahrend die Bildung CMV-spezifischer CD8" Effektor- und
Gedéchtniszellpopulationen induziert wird, verlduft sowohl die Primérinfektion
als auch die anschlieflende lebenslange Persistenz des Virus bei Immunkompe-
tenten meist symptomlos. Dementgegen kann eine Infektion beziehungsweise
Virusreaktivierung bei immungeschwichten Patienten zu schweren Symptomen
fiihren. [61]

Paradoxerweise, obwohl stammzelltransplantierte Patienten eben jener im-
mungeschwdchten Gruppe angehoren, wurde hier ein positiver Effekt einer
CMV-Reaktivierung beschrieben: Klinische Daten weisen ein vermindertes
Rezidivrisiko der AML bei CMV-Reaktivierung nach allogener Stammzelltrans-
plantation auf [63-66]. Der Mechanismus hierfiir ist bislang ungeklart. Moglich
wire dabei eine Kreuzreaktivitit zwischen CMV-spezifischen T-Lymphozyten
und tumorspezifischen Antigenen auf den AML-Blasten [65] - aufgrund des
enormen immunogenen Potenzials wére eine antitumordse Kreuzreaktion als
GvL-Effekt denkbar. Die Identifizierung eines solchen kreuzreaktiven Peptids
wire fiir die Entwicklung einer effektiven Immuntherapie der AML folglich von
grofiem Interesse.

Entgegen der Hypothese von Nachbaur et al. [66], welche eine Kreuzreaktivitit
von CMV-spezifischen T-Lymphozyten auf ein HLA-A*02-beschrianktes mHAg
auf Leukdmiezellen suggeriert, konnten andere durchgefiihrte Studien die Hypo-
these der HLA-A*02-beschrankten Kreuzreaktivitat auf mHAgs nicht bestédtigen
[65, 98]. Vor diesem Hintergrund wurde bei der Suche nach kreuzreaktiven De-
terminanten in der vorliegenden Arbeit das gesamte MHC-Klasse-I-prasentierte
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Peptidrepertoire in Betracht gezogen.

Es wurden 45 identische Sequenzbereiche einer Mindestlange von sieben Ami-
nosduren zwischen identifizierten MHC-Klasse-I-préasentierten Peptiden und
dem CMV-Proteom ermittelt. Fiir kreuzreaktiv-erkannte Determinanten werden
zumeist partiell identische Aminosduresequenzen oder zumindest strukturelle
Ahnlichkeiten wie Grofe, Ladung und Hydrophobizitit in bestimmten Positio-
nen beschrieben [13]. Da ein TCR vor allem die zentralen Aminosduren eines
Peptids erkennt, konnen TCR-MHC-Peptid-Bindungen trotz eines Aminosdu-
reaustauschs an den Seiten des Peptids entstehen und zur Kreuzreaktivitit
fiihren [99]. Bei einer durchschnittlichen Lange der MHC-Klasse-I-prasentierten
Peptide von 8 bis 16 Aminosduren [7] ist eine Kreuzreaktivitdt bei einer Uber-
einstimmung von mindestens sieben aufeinanderfolgenden Aminosduren gut
vorstellbar.

Ein potenziell klinisch relevantes Peptid sollte zudem im Idealfall AML-
Exklusivitdt aufweisen sowie die Immunogenitdt des homologen CMV-Proteins
nachgewiesen sein. Zwei der identifizierten Sequenzhomologien erfiillten bei-
de dieser Kriterien: Die korrespondierenden Peptide waren das kryptische
Peptid MPTTSTTSTRF der ncRNA des Gens AC008124.1 présentiert durch
HLA-B*35:01 sowie das klassische Peptid AAAAAAAATY des Homeobox-
proteins NKX2-4 prasentiert durch HLA-A*01:01. Die weitere Verifizierung
dieser potenziell kreuzreaktiven Peptide konnte mittels eines Interferon-y
ELISpot-Assays erfolgen. Eine Interferon-y Produktion durch CMV-spezifische
T-Lymphozyten nach Stimulation durch die zu testenden AML-Peptide spréache
dabei fiir eine vorliegende Kreuzreaktivitét.

Waihrend der beschriebene positive Effekt der CMV-Reaktivierung nach alloge-
ner Stammzelltransplantation auf den GvL-Effekt der Spender-T-Lymphozyten
zuriickzufiihren ist, wére es fiir mogliche Therapieansitze bedeutend, die Klona-
litdt der T-Lymphozyten in AML-Patienten zu kennen. Sollte sich ein relevanter
Anteil der T-Lymphozyten auch bei AML-Patienten, die CMV-Seropositivitat sei
hier vorausgesetzt, als CMV-spezifisch erweisen, so konnte eine Reaktivierung
der patienteneigenen T-Lymphozyten potenziell zu einer wirksamen Immu-
nantwort gegen die AML fiihren. Zhang et al. [100] zeigten fiir erwachsene
AML-Patienten bereits, dass bei vergleichsweise reduzierter TCR-Klonalitdt der
Anteil virusspezifischer TCR’s hoher war als bei Proben gesunder Spender -
die mangelnde Funktionalitit konnte unter anderem dem immunsuppressiven

Tumormilieu zugeschrieben werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden zahlreiche Peptide als potenzielle Targets ei-
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ner Immuntherapie der AML identifiziert. Auf dem Weg zur Entwicklung einer
immuntherapeutischen Anwendung zdhlt dies als bedeutender erster Schritt und
Grundlage jedes T-Zell-basierten Therapieansatzes.

Voraussetzung fiir die erfolgreiche Anwendung einer solchen Immunthera-
pie ist zudem das Vorhandensein funktionsfihiger T-Zellpopulationen. Wih-
rend kein Konsens {iiber die Hoch- oder Herunterregulierung der absoluten
T-Lymphozytenzahl in AML-Patienten besteht [100, 101], liegt durch die ver-
schiedenen Tumorimmunevasionsmechanismen jedoch hédufig eine Dysfunkti-
on der T-Lymphozyten vor. Inmunsuppressive Zellen und 16sliche Faktoren in
der Tumormikroumgebung fiihren zu einer Inhibition der T-Lymphozyten, zu-
dem konnen die Liganden inhibitorischer Immuncheckpoints auf den Tumor-
zellen exprimiert werden oder notwendige kostimulatorische Molekiile zur T-
Zellaktivierung fehlen [5, 31].

Ein vielversprechender Ansatz, der Inmunevasion der Tumorzellen entgegenzu-
wirken und die natiirliche antitumurdse Immunantwort zu stirken, liegt in der
Blockade der inhibitorischen Immuncheckpoints. Die Anwendung von Check-
point-Inhibitoren, beispielsweise gegen das CTLA-4 (zytotoxisches T-Lympho-
zyten-Antigen 4) oder PD-1, wird derzeit vielfach in Studien untersucht [4, 5,
102]. Hier wire auch eine Reaktivierung der virusspezifischen T-Lymphozyten in
AML-Patienten und somit eine Boosterung der eventuellen Kreuzreaktion cmv-
spezifischer T-Lymphozyten mit AML-Peptiden vorstellbar.

Zusitzlich zur unspezifischen Verstarkung der natiirlichen Immunantwort soll-
ten verschiedene zielgerichtete Therapieansatze in Betracht gezogen werden. Die
auf tumorspezifischen Antigenen basierende Vakzinierung hat die spezifische
Vermehrung und Aktivierung tumorreaktiver T-Lymphozyten als Ziel. In der
Etablierung der Tumorvakzinierung traten dabei vor allem die Auswahl geeig-
neter Targets sowie die Induktion einer klinisch relevanten Immunantwort in
den Vordergrund. Eine Verstirkung der Immunantwort kann unter anderem
durch Adjuvantien und Immunomodulatoren, wie beispielsweise das Zytokin
GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) oder Cyclophos-
phamid, hervorgerufen werden, sodass bereits klinische Erfolge der Tumorvak-
zinierung gezeigt werden konnten [45, 103]. Anhand der zu berticksichtigenden
Faktoren wurden in dieser Arbeit potenzielle Targets einer Vakzinierung ermit-
telt.

Eine weitere hochspezifische Moglichkeit stellen CAR-T-Zellen dar, dessen Spe-
zifitat gezielt auf ein bestimmtes Antigen gerichtet ist. Mit dem Blick auf den Er-
folg der CD19-spezifischen CAR-T-Zelltherapie fiir die ALL und Non-Hodgkin-
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Lymphome [39] sollte dieser Ansatz auch fiir die AML weiter verfolgt werden.
Die Kombination von beispielsweise Immuncheckpointinhibitoren zur Uberwin-
dung des immunsuppressiven Milieus der Tumormikroumgebung mit zielge-
richteten Immuntherapien wie Tumorvakzinierungen oder CAR-T-Zellen weist
tiir die Zukunft der AML-Therapie hoffnungsvolle Moglichkeiten auf. Die grof3-
te Herausforderung lag hier bisher in der Auswahl eines geeigneten Targets [3]
und weist erneut auf die Bedeutung der Identifizierung tumorspezifischer Anti-
gene hin.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit zahlreiche potenzielle MHC-Klasse-
I-prasentierte Targetpeptide ermittelt: Von den insgesamt 17.750 identifizierten
MHC-Klasse-I-prasentierten Peptiden konnten 5.626 Peptide als AML-exklusiv
beschrieben werden. Hierunter waren neben kryptische Peptiden vermeintlich
nicht-codierenden Ursprungs auch potenziell CMV-kreuzreaktive Peptide, die zu
der reduzierten Rezidivrate bei CMV-Infektion nach allogener Stammzelltrans-
plantation fithren konnten. Die ermittelten Peptide legen somit einen bedeuten-
den Grundstein in der weiteren Etablierung antigenspezifischer immuntherapeu-
tischer Anwendungen bei AML-Patienten.
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KAPITEL 5

ZUSAMMENFASSUNG

Die AML stellt mit einem Anteil von 80 % an den akuten Leukdmien bei Erwach-
senen [2] eine bedeutende Erkrankung fiir die Gesellschaft dar. Aufgrund fehlen-
der durchbrechender Erfolge in der Therapieentwicklung liegt die durchschnitt-
liche Fiinfjahresiiberlebensrate dennoch nur bei etwa 25 % [1]. Der Blick auf die
Kraft des GvL-Effekts nach allogener Stammzelltransplantation, eine Langzeitre-
mission der AML erzielen zu konnen, weist jedoch auf die Immunogenitit und

Eignung der Erkrankung fiir neue immuntherapeutische Ansatze hin.

Anhand der Kartierung der in-vivo prasentierten MHC-Klasse-I-Peptidome auf
AML-Blasten sollten in dieser Arbeit potenziell geeignete Therapietargets iden-
tifiziert werden um eine breitere Anwendung immuntherapeutischer Strategien

bei AML-Patienten zu ermoglichen.

Auf primdren Patientenmaterialien, Zelllinien und benignen Zellen wurden
hierzu tiber eine Immunoaffinitdtschromatographie mit nachfolgenden Purifi-
zierungsschritten die MHC-préasentierten Peptide massenspekrometrisch-basiert
identifiziert. Zuséatzlich erfolgte eine Quantifizierung der Oberflachen- und in-
trazellularen MHC-Klasse-I-Molekiile der verwendeten Proben durch einen in-

direkten Immunfluoreszenz-Assay.

Unter der Gesamtheit von 17.750 identifizierten nicht-redundanten MHC-Klasse-
I-prasentierten Peptiden konnte eine Vielzahl von 5.626 Peptiden mit Prasenta-
tionsfrequenzen bis zu 72 % als AML-exklusiv beschrieben werden. Hierunter
wurden 240 kryptische Peptide vermeintlich nicht-codierenden Ursprungs iden-
tifiziert. Zudem wurden mehrere potenziell CMV-kreuzreaktive AML-Peptide
erfasst, die zu der reduzierten Rezidivrate bei CMV-Infektion nach allogener
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Stammzelltransplantation [63-66] fiihren konnten.

Bei der MHC-Quantifizierung wiesen die AML-Blasten keine verminderte MHC-
Expression auf und stellten sich somit als geeignete Targetzellen fiir eine T-Zell-
Immuntherapie dar.

Im nédchsten Schritt sollten zur Validierung der identifizierten AML-exklusiven
Peptide unter anderem ein Vergleich mit einem grofleren Benignom sowie Im-
munogenitétstests erfolgen. Bei der nachfolgenden Wahl eines geeigneten T-Zell-
basierten Therapieansatzes sollten zudem mogliche Tumorimmunevasionsme-
chanismen beriicksichtigt und konterkariert werden.

Insgesamt wurde mit den Daten dieser Arbeit ein breite Grundlage fiir die wei-

tere Entwicklung einer effizienten Immuntherapie der AML geschaffen.
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ANHANG |

ERGANZENDE MATERIALIEN

1.1 Ubersicht iiber die durchgefiihrten Immunprizipitationen

1.2 CD8* T-Zell-spezifische immunogene CMV-Antigene



Tabelle L.1: Ubersicht Immunprézipitationen

Die mit einem * markierten IPs wurden mit dem BB7.2-AK durchgefiihrt, die
restlichen IPs mit dem W6/32-AK. n.a. = nicht analysiert.

Probenkategorie Probe IP-Nr. Zellzahl Peptidanzahl gesamt
(kryptische Peptide)
Zelllinien DG-75 1PO1 1,5x108 1366 (94)
IP13 1,6x108 1769 (137)
1P14%* 1,6x108 504 (11)
P28 1,6x108 2129 (152)
1P40 1,5x108 590 (n.a.)
P41 1,5x108 2528 (165)
1P42 1,5x108 2539 (160)
IP43 1,5x108 2455 (161)
1P44 1,5x108 1631 (112)
P45 1,5x108 1560 (110)
ML-2 1P02 1,0x108 787 (14)
P18 1,5x108 993 (16)
IP19* 1,5x108 132 (1)
P47 1,0x108 728 (19)
THP-1 P03 1,0x108 2219 (19)
P23 1,3x108 2991 (51)
IP24* 1,3x108 894 (14)
AML-Patienten P1 IPO7 1,6x108 2599 (68)
1PO8 1,6x108 1449 (31)
IPO9 1,2x108 2333 (44)
IP10 1,2x108 2007 (73)
P2 P11 1,4x108 1688 (86)
IP30* 1,4x108 149 (1)
P3 IP20* 8,3x10% 387 (8)
IP21* 8,3x108 342 (7)
IP22* 8,3x108 593 (3)
P37 8,3x10® 379 (n.a.)
IP38 8,3x108 404 (n.a.)
P39 8,3x10® 399 (n.a.)
P4 IPO5 1,5x108 4041 (113)
P5 P04 3,0x108 3705 (126)
P6 P17 1,0x108 1829 (42)
P7 1P12 1,5x108 1288 (36)
P8 IP15 1,6x108 192 (3)
P16 1,6x108 149 (3)
P9 IP25 2,0x10% 325 (9)
IP26 2,0x108 1376 (49)
P27 2,0x108 1166 (39)
Kontrollgruppe K1 P33 5,0x107 807 (10)
K2 IP32 5,0x10’ 665 (4)
K3 P31 1,3x108 994 (10)
K4 IP36 1,9x108 1362 (13)
K5 IP34 2,1x108 1503 (30)
K6 IP35 1,3x108 711 (0)
K7 IPO6 5,6x107 1462 (9)
IP29 1,0x108 909 (6)
K8 P46 7,0x107 3 (0)




Tabelle 1.2: von Sylwester et al. [62] nachgewiesene CD8* T-Zell-spezifischen immuno-
genen CMV-Antigene

UL48 UL69 UL34
UL83 (pp65) UL105 US30
UL123 (IE1) UL82 (pp71)  TRLI14
UL122 (IE2) UL99 (pp28)  IRS-1

US32 UL154 UL36
UL28 UL44 (pp50)  UL37
US29 ULS6 UL75 (gH)
US3 UL33 UL45
UL32 (pp150) UL49 UL153
ULS55 (gB) Usl UL116

UL9%4 UL150 UL54
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3’'UTR 3’ untranslatierte Region

5’'UTR 5 untranslatierte Region

ACN Acetonitril

ALC average local confidence

ALL Akute lymphatische Leukdmie

AML Akute myeloische Leukdmie

BMMCs mononukleédre Zellen des Knochenmarks
CAR chimiérer Antigenrezeptor

CD Cluster of Differentiation

CDS codierende Sequenz

CMV Cytomegalovirus

CNBr cyanogen bromid-aktiviert

CTLA-4 zytotoxisches T-Lymphozyten-Antigen 4
DKMS Deutsche Knochenmarkspenderdatei
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISpot Enzyme Linked Immuno Spot



ETD Elektronentransfer-Dissoziation

FDR False Discovery Rate

FSC Forward Scatter

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
GVHD Graft-versus-Host-Erkrankung

GvL Graft-versus-Leukdmie

HCD Higher-Energy kollisions-induzierten Dissoziation
HCL Salzsidure, Chlorwasserstoffsaure

HLA humanes Leukozyten-Antigen

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

mHAg Nebenhistokompatibilititsantigenen

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex

MS Massenspektrometrie

Nano-LC-MS/MS Tandem-Nano-Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie
ncRNA nicht-codierende Ribonukleinsdure

NK-Zellen Natiirliche Killerzellen

PBMCs mononukledre Zellen des peripheren Blutes

PD programmed death

SSC Side Scatter

TCR T-Zell-Rezeptor

TFA Trifluoressigsdure

TGF Tumorwachstumsfaktor

Tregs regulatorische T-Zellen
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