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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Cancer/Testis Antigen SSX2 (Synovialsarkom, X Bruchpunkt 2), auch HOM-Mel-40
genannt, ist ein Mitglied der SSX-Gen-Familie, die aus 9 Genen besteht. Es wird in einer
Vielzahl verschiedener menschlicher Tumoren exprimiert, wie zum Beispiel in Kopf- und
Halstumoren, Ovarialkarzinomen, malignen Melanomen, Lymphomen, kolorektalen Karzi-
nomen, Mammakarzinomen und dem sehr seltenen Synovialsarkom. Bisher wurden zwei
verschiedene HLA-A*0201-restringierte Epitope des SSX2-Proteins, SSX21p3.111 und
SSX24149, identifiziert, die beide in der Lage sind, eine SSX2-spezifische Antwort zytotoxi-
scher T-Zellen (CTL) hervorzurufen. Da SSX2 gewohnlich im Hoden und nur in sehr ge-
ringem Mal} in der Schilddrise exprimiert wird, stellt es ein interessantes Target flr die
Immuntherapie vieler Malignome dar.

Mit Hilfe der Phage-Display-Technologie entwickelten wir ein Panel von Fab-Fragmenten,
die spezifisch SSX21¢3.111 bzw. SSX24149 im HLA-A*0201-Kontext, ahnlich einem T-Zell-
Rezeptor, erkennen. Die meisten Fab-Antikorper erkannten nicht nur den rekombinanten
I6slichen MHC-Peptid-Komplex, sondern auch den nativen Komplex, wie er auf der Zell-
oberflache antigenprasentierender Zellen vorkommt. Allerdings detektierten einige Fab-
Antikorper, obwohl sie gegen den rekombinant gefalteten MHC-Peptid-Komplex im ELISA
reagierten, weder den nativen MHC-Peptid-Komplex, noch inhibierten sie spezifische
CTLs. Daher wurde die Art und Weise der Interaktion detaillierter untersucht. Durch das
Einbringen einzelner Aminosauremutationen in der HLA-A*0201 Schwerkette identifizier-
ten wir ahnlich wie bei TCRs die Position K66 als kritischen Bindungspunkt. Analysen der
Bindungskinetik mittels Oberflachenplasmonresonanz machten deutlich, dass nur solche
Fab-Antikdrper zur T-Zell-Inhibition fahig sind, die mit hoherer Affinitat als der T-Zell-
Rezeptor mit dem MHC-Peptid-Komplex interagieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass Mo-
leklle, die CTLs durch kompetitive Verdrangung blockieren, die gleiche Spezifitat, jedoch
eine hohere Affinitat fur den MHC-Peptid-Komplex besitzen mussen als der TCR.

Zur Untersuchung der Antigenprozessierung SSX2-exprimierender Tumorzellen visuali-
sierten wir den SSX213.111 / HLA-A*0201- und den SSX241.49 / HLA-A*0201-Komplex auf
der Zelloberflache verschiedener Melanomzelllinien. Wir wiesen die Prasentation beider
Epitope im HLA-A*0201-Kontext fur die Mehrzahl aller Sk-Mel-37 Zellen nach. Allerdings
prasentierten alle Me275-Zellen SSX24149, aber nur ein kleiner Teil (<1%) SSX2103-111. Der
partielle Verlust der Prasentation geht mit einer fehlenden Lyse durch spezifische T-Zellen
einher. Unsere Ergebnisse geben einen Eindruck flur die Komplexitat der Antigenprasen-
tation von Tumoren. Ihr Immun-Escape stellt somit nicht notwendigerweise ein generelles
Phanomen dar, sondern kann sich spezifisch nur auf einzelne Epitope beschranken.



Summary

Summary

The cancer/testis antigen SSX2 (Synovial Sarcoma, X breakpoint 2), also named HOM-
Mel-40, is a member of the SSX gene family, which consists of 9 genes. It is expressed in
a variety of different human neoplasms such as head and neck cancer, ovarian cancer,
malignant melanoma, lymphoma, colorectal cancer, breast cancer and the very seldom
synovial sarcoma. Two different HLA-A*0201-restricted epitopes of the SSX2 protein have
been identified, SSX21¢3.111 and SSX24149 respectively. Both are able to induce specific
responses of cytotoxic T-cells (CTL). Because SSX2 is usually expressed in testis only
and at very low levels in the thyroid it is an interesting target for immunotherapy of many
malignancies.

Using phage-display technology a panel of Fab-fragments was generated that specifically
recognize SSX2103.111 Or SSX24149 in the context of HLA-A*0201 in the same manner as a
T-cell-receptor (TCR) does. Most Fab-antibodies not only recognize the cognate MHC-
peptide-complex in a recombinant soluble form but also the native complex as displayed
on the surface of antigen-presenting cells. However some Fab-antibodies neither detected
the native MHC-peptide-complex on cells nor blocked specific CTLs, while reacting
against the recombinantly refolded MHC-peptide-complex in ELISA. Therefore the mode
of binding was studied in detail. By introducing single amino acid mutations in the HLA-
A*0201 heavy chain we identified the K66 residue as critical for binding similar to that of
TCRs. Measurements of binding kinetics by surface plasmon resonance revealed that
only those Fab-antibodies are able to specifically block CTLs, which interact with the
MHC-peptide complex with higher affinity than the TCR does. These results indicate that
molecules that block CTLs by competitive binding must have the same specificity but
higher affinity for the MHC-peptide-complex than the TCR.

To examine antigen processing of SSX2-expressing tumour cells in detail we directly
visualized SSX2103-111 / HLA-A*0201 and SSX24149 / HLA-A*0201 complexes on cell sur-
face of different melanoma cell lines. Presentation of both epitopes in the context of HLA-
A*0201 was demonstrated for the majority of SK-Mel-37 cells. However all Me275 cells
displayed SSX24149 but only a small fraction (<1%) of Me275 cells displayed SSX21¢3-111.
The partial lack of presentation of SSX2193.111 comes along with the absence of lysis by
specific T-cells. Our results give an impression for the complexity of antigen presentation
of tumours. Their immun-escape doesn’t necessarily mark a general phenomenon but can
also be limited to some epitopes only.
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Einleitung Das Immunsystem

Einleitung

1. Das Immunsystem

Das Immunsystem der Vertebraten dient der Abwehr und Eliminierung korperfremder
oder maligne transformierter korpereigener Stoffe. Es zeichnet sich durch vier Merk-
male aus: Erstens das Gedachtnis, zweitens die Spezifitat, drittens die Fremderken-
nung und viertens die Selbsttoleranz, welche eine Diskriminierung zwischen kérper-
eigen und korperfremd voraussetzt (von Boehmer et al., 1990). Die biologische Ab-
wehr lasst sich in eine externe Abwehr, die auf der Korperoberflache stattfindet und
beispielsweise durch den Saureschutzmantel der Haut, Speichel und Tranenflissig-
keit reprasentiert wird und eine interne Abwehr, welche innerhalb des Korpers aktiv
ist, untergliedern. Weiterhin setzt sich das Immunsystem aus zwei Hauptkomponen-
ten zusammen, der angeborenen (innaten), unspezifischen und der erworbenen
(adaptiven), spezifischen Abwehr, die in einem fein abgestimmten, konzertierten Zu-
sammenspiel die Verteidigung des Organismus gegen mikrobielle Krankheitserreger
oder maligne transformierte Zellen gewahrleisten.

Die innate Abwehr bildet die erste Verteidigungslinie des Organismus und umfasst
mechanische, chemische und biologische Faktoren. Die angeborene Immunitat hat
die wichtige Aufgabe, eine Infektion wahrend der ersten Tage, die bis zum Einsetzen
der adaptiven Immunantwort vergehen, in Schach zu halten. Die zellulare Kompo-
nente der unspezifischen Abwehr besteht aus unterschiedlichen Zelltypen des hama-
topoetischen Systems, wie Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und nattrlichen
Killerzellen (NK-Zellen). Der nicht-zellulare Anteil setzt sich aus I6slichen Faktoren
(Zytokinen) und Bestandteilen des Komplementsystems zusammen.

Das adaptive Immunsystem wird zur Eliminierung einer Infektion aktiviert, wenn die
innate Abwehr nicht ausreichend ist. Diese Form der Abwehr zeichnet sich einerseits
durch eine hohe Spezifitat aus, welche auf der klonalen Selektion von Lymphozyten
mit antigenspezifischen Rezeptoren beruht und andererseits durch die Erinnerung an
vorangegangene Kontakte mit dem gleichen Antigen. Das Auslésen einer spezifi-
schen Immunantwort beginnt, wenn in einem infizierten Gewebe ein Pathogen von
einer unreifen dendritischen Zelle, die als spezialisierter Phagozyt in den meisten

Geweben dauerhaft vorkommt und relativ langlebig ist, aufgenommen wird. Nach der
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Internalisierung wird die dendritische Zelle aktiviert und reift zu einer sehr effektiven
antigenprasentierenden Zelle (APC). Die Funktion der dendritischen Zelle besteht
primar darin, Antigene von Pathogenen zu den peripheren lymphatischen Organen
zu transportieren und dort pathogenspezifischen Lymphozyten zu prasentieren. Die
Grundlage der spezifischen Abwehr wird zum einen von den T-Lymphozyten gebil-
det, die den zellularen Part reprasentieren, zum anderen von den B-Lymphozyten,
welche an der humoralen Abwehr beteiligt sind. Effektorzellen der erworbenen zellu-
laren Immunantwort sind T-Killer- (CTLs), T-Memory- und T-Helfer-Zellen (Tw-Zellen),
wobei der efferente Teil in der Zelllyse durch CTLs besteht. Effektorzellen der adapti-
ven humoralen Immunantwort sind Plasmazellen und B-Memoryzellen durch Antikor-
perproduktion und —sekretion. Hierbei wird der efferente Teil durch die Aktivitat der
Antikdrper vermittelt, welche Antigene neutralisieren und die Phagozytose durch pro-
fessionelle Phagozyten sowie die Zelllyse durch das Komplementsystem und NK-

Zellen fordern.

2. Die Effektorzellen des zellvermittelten adaptiven Inmunsystems

2.1. Funktion von T-Zellen

T- (Thymus) Lymphozyten reifen im Thymus und stellen das zellulare Abwehrsystem
des Korpers dar (von Boehmer et al., 1997). T-Zellen sind mit einem T-Zell-Rezeptor
(TCR) (Lin et al., 1990) ausgestattet und auf die Erkennung von prozessierten und
membrangebundenen Antigenen beschrankt (Davis et al., 1988). Hierbei erkennt der
T-Zell-Rezeptor im Wesentlichen Antigene, die als kurze Peptide an sog. Major-
histokompatibilitatsmolekule (MHC) auf der Oberflache Antigen prasentierender Zel-
len gebunden vorliegen (MHC-Restriktion) (Zinkernagel et al., 1974).

Reife T-Zellen lassen sich in zwei Populationen untergliedern: CD4-positive (CD4")
T-Zellen, die an ihrer Oberflache das Korezeptormolekul CD4 exprimieren und CD8-
positive (CD8") T-Zellen, welche auf der Oberflache das Korezeptormolekil CD8 tra-
gen. Die beiden Gruppen von T-Zellen unterscheiden sich auch in ihrer Funktion.
CD4" T-Zellen, die auch T-Helferzellen genannt werden, sind an der Regulation und
Stimulierung immunkompetenter Zellen beteiligt. Sie aktivieren durch Produktion und
Sekretion hormonahnlicher Substanzen (Zytokine) Makrophagen und B-Zellen. Die
CD4" T-Zellen lassen sich nach dem Expressionsmuster ihrer Zytokine in zwei Sub-

populationen einteilen, die bei der Immunabwehr, insbesondere bei bakteriellen In-
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fektionen, jeweils verschiedene Funktionen erflllen (Constant et al., 1997; Mosmann
et al.,, 1989). Eine Entwicklung naiver Ty-Zellen (Th0-Zellen) kann je nach dem in
ihrer Umgebung vorherrschenden Zytokinmuster zu Ty1- oder Ty2-Zellen verlaufen.
Die erste Untergruppe, sog. Ty1-Zellen, ist fur die Bekdmpfung intrazellularer Bakte-
rieninfektionen von Bedeutung, z. B. Infektionen durch M. tuberculosis. Ty1-Zellen
(Syn: inflammatorische T-Zellen) sezernieren IL 2, TNF-B und IFNy, die zu einer Ak-
tivierung von Makrophagen fuhren und veranlassen die Fusion der Lysosomen mit
den Vesikeln, welche die Bakterien enthalten. Mit der Makrophagenaktivierung wird
eine Reaktion in Richtung Entziindung initiiert. Ty1-Zellen entstehen aus naiven T-
Zellen unter Einwirkung von Interleukin 12 stimulierter Makrophagen. Die zweite
Subpopulation CD4" T-Zellen, Tp2-Zellen, spielt bei der Vernichtung extrazellularer
Erreger eine wichtige Rolle, da sie B-Zellen aktivieren. Die Prasenz von Ty2-Zellen
ist daher so relevant, weil nur wenige Antigene mit besonderen Merkmalen in der
Lage sind, ungepragte (naive) B-Lymphozyten zu aktivieren. Bei den meisten Anti-
genen ist ein zusatzliches Signal von Ty-Zellen erforderlich, bevor es zu einer Stimu-
lation von B-Zellen kommt, die dann proliferieren und zu Plasmazellen differenzieren,
welche Antikorper freisetzen. Ty2-Zellen entstehen aus Ty0-Zellen unter Einwirkung
von IL 4. Sie selbst bilden IL-4, -5, -6 und -10, einen Makrophageninhibitor (Ding et
al., 1993). Ist die Weiche durch Ty1-Zellaktivierung in Richtung Entzindung gestellt,
werden kaum mehr Immunglobuline (Igs) gebildet. Umgekehrt fehlt die Makropha-
genaktivierung, wenn Ty2-Zellen aktiviert sind. Dies erklart das Phanomen, dass der
gleiche Erreger eine entzundliche Form einer Krankheit oder eine Form mit geringer
Gewebsalteration auslosen kann. Jedoch konnte man mit Hilfe dieses dichotomen
Einteilungsmusters eine Reihe von experimentellen Befunden, die sich insbesondere
im Rahmen der naheren Erforschung von Autoimmunerkrankungen ergaben, nicht
erklaren. So ist bekannt, dass IL-17-produzierende Zellen (Ty17-Zellen) existieren,
welche sich nicht in das Ty1/ Tu2-Schema eingliedern lassen (Weaver et al., 2007).
Tu17-Zellen sind gekennzeichnet durch eine Ko-Expression von IL-17, TNF-a, GM-
CSF und IL-6. IL-23 ist ein wichtiger Uberlebensfaktor fir Ty17-Zellen, deren Bedeu-
tung bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden Arthri-
tis diskutiert wird.

Im Kontrast hierzu dienen CD8" T-Zellen, sog. CTLs, vornehmlich der Elimination

Virus-, aber auch Bakterien-infizierter sowie bosartiger korpereigener Zellen.
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CD4" T-Zellen erkennen Peptid-Antigene nur, wenn diese durch MHC Klasse II-
Molekiile dem T-Zell-Rezeptor prasentiert werden. CD8" T-Zellen erkennen im Ge-
gensatz dazu Peptide nur im Kontext mit MHC Klasse |-Molekllen (siehe 4.). T-
Zellen erkennen Antigene ausschliefdlich im Kontext mit Selbst-MHC und sind den-
noch in der Lage, zwischen kdrperfremden und korpereigenen Strukturen zu unter-
scheiden. Diese Eigenschaften erlangen sie in komplexen Selektionsprozessen, die
sie wahrend ihrer Entwicklung im Thymus durchlaufen. Hierbei spielen MHC-
Molekule eine entscheidende Rolle, da sie wahrend der Selektion das ,Selbst” des

Organismus verkorpern.

2.2. Der humane T-Zell-Rezeptor (TCR) (Davis et al., 1997)

Reife zirkulierende T-Lymphozyten exprimieren zu 95% an ihrer Oberflache einen
ap-T-Zell-Rezeptor, eine kleine Minderheit tragt einen yd-T-Zell-Rezeptor. Obwohl
die Zielstrukturen von T-Zell-Rezeptor und Antikérper und die durch sie ausgeldsten
Effektor-Mechanismen ganzlich verschieden sind, sind sich sowohl ihre genetische
Organisation als auch die Molekulstruktur sehr ahnlich, so dass die Struktur des T-
Zell-Rezeptors mit einem Fab-Antikdrperfragment vergleichbar ist (Garcia et al.,
1996). Dennoch unterscheiden sich T-Zell-Rezeptoren von den membrangebunde-
nen Immunglobulinen (lgs), die als B-Zell-Rezeptoren dienen: T-Zell-Rezeptoren be-
sitzen nur eine Antigenbindungsstelle, B-Zell-Rezeptoren dagegen zwei, zudem wer-
den Igs als Antikdrper sezerniert wohingegen T-Zell-Rezeptoren nie sezerniert wer-
den. Der T-Zell-Rezeptor, welcher die Antigenspezifitat determiniert, wird zusammen
mit Proteinen des CD3-Komplexes auf der Zelloberflache exprimiert (Clevers et al.,
1988). Der CD3-Komplex wird fir den Transport des Gesamtkomplexes auf die Zell-
oberflache sowie fur die Signaltransduktion bendtigt (Kearse et al., 1995). Der af3-T-
Zell-Rezeptor ist ein Heterodimer aus zwei membranstandigen glykosylierten Poly-
peptidketten, der a- und der B-Kette, welche durch Disulfidbriicken miteinander ver-
bunden sind. Jede Kette setzt sich aus 4 Domanen zusammen: Zwei extrazellulare
Domanen, eine kurze verbindende Gelenkregion (hinge region), eine Trans-
membrandomane und eine sehr kurze (2-7 AS) zytoplasmatische Domane ohne Ty-
rosinkinaseaktivitat. Beide Ketten des Rezeptors besitzen eine aminoterminale vari-
able Region mit Homologie zu V-Regionen von Immunglobulinen und eine konstante

Region mit Homologie zu C-Regionen von Immunglobulinen. Die Ketten des T-Zell-
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Rezeptors falten sich weitgehend genauso wie die eines Fab-Fragments, wobei die
Gesamtgestalt etwas kurzer und breiter ist. Ein wesentlicher struktureller Unterschied
zu Fab-Fragmenten besteht in der Faltung der Cy-Kette, deren eine Halfte ein -
Faltblatt, ahnlich einer immunglobulinartigen Domane bildet, deren andere Halfte je-
doch aus locker gepackten Strangen und einem kurzen Segment einer a-Helix be-
steht. Weiterhin ist die Kontaktflache zwischen den V- und C-Doméanen beider T-Zell-
Rezeptorketten ausgedehnter als in Antikdrpern, was eine weniger flexible Gelenk-
verbindung zwischen beiden Ketten bedingt. Andere Unterschiede betreffen die
Schleifen der CDRs, insbesondere der V,-CDR2-Schleife und die Interaktion zwi-
schen Cq- und Cg-Domaéne, welche durch die Mitwirkung eines Kohlenhydrats cha-
rakterisiert ist.

Das T-Zell-Rezeptor-ap-Heterodimer erkennt seinen MHC-Peptid-Liganden und bin-
det an ihn, kann der Zelle aber nicht signalisieren, dass ein Antigen gebunden wurde.
Im funktionsfahigen Zustand sind die ap-Heterodimere daher mit mehreren unter-
schiedlichen invarianten akzessorischen Ketten assoziiert. An der Zelloberflache sind
zwei ap-Heterodimere mit einem CD3y-, einem CD36-, zwei CD3¢- sowie einem (-
Homodimer assoziiert. Die hydrophilen Sequenzbereiche des T-Zell-Rezeptors inter-
agieren hierbei mit den entgegengesetzt geladenen Transmembranbereichen der y-,
0-, e-Ketten des CD3-Komplexes. Die Untereinheiten eines CD3-Komplexes besitzen
spezielle Sequenzmotive, sog. Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivatorsequenzen (ITAMs).
Die C-Kette unterscheidet sich dadurch, dass sie nur eine kurze extrazellulare Doma-
ne aufweist, aber in ihrer zytoplasmatischen Doméane drei ITAMs besitzt. Die Tyrosin-
reste der ITAMs werden nach der T-Zell-Rezeptor-Aktivierung phosphoryliert, was
eine Erkennung durch zytoplasmatische Signalmolekule ermoglicht. Weiterhin wird
der CD3-Komplex fur die Expression der antigenbindenden Kette an der Zelloberfla-

che benotigt.

2.3. Entwicklung von T-Lymphozyten, positive und negative Se-
lektion

Thymusabhangige Lymphozyten entstehen aus Vorlauferzellen im Knochenmark und
reifen charakteristisch fur diese Zellpopulation im Thymus. Sie durchlaufen dort wah-
rend ihrer Entwicklung drei Stadien, welche sich anhand der Expression ihrer Kore-

zeptormolekile definieren lassen. Im ersten Stadium werden sie als doppelt negative
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(DN) T-Lymphozyten bezeichnet, da sie weder CD4 noch CD8 exprimieren. In dieser
Phase beginnt die somatische Rekombination einzelner Genelemente (Genrearran-
gement) sowie die Expression der T-Zell-Rezeptor-B-Kette (praTCR) (von Boehmer
et al., 1997). Nach Expression geringer Mengen einer funktionellen B-Kette exprimie-
ren die T-Zellen in der zweiten Entwicklungsphase sowohl CD4 als auch CD8 als
Korezeptormolekiil, weshalb man sie nun als doppelt positive (DP) CD4"CD8'TCR-
T-Lymphozyten bezeichnet. Es kommt in der Folge zum Rearrangement der Gene
der a-Kette und zu deren Expression. Nach Expression des heterodimeren ap-T-Zell-
Rezeptors entstehen DP CD4*CD8'TCRap"-Lymphozyten. Wahrend dieser Phase
werden die T-Lymphozyten sensibel fiur einen zweistufigen Selektionsprozess, der
zum einen die Funktionalitat und Reaktivitat des T-Zell-Rezeptors gegenuber der im
MHC-Komplex prasentierten Antigenen Uberpruft (positive Selektion) und zum ande-
ren sicherstellt, dass kein T-Zell-Rezeptor exprimiert wird, der eine Reaktivitat ge-
genuber Autoantigenen aufweist (negative Selektion) (Sebzda et al., 1999). Durch
die beiden Selektionsprozesse sterben etwa 75% aller Pra-T-Zell-Rezeptor-
exprimierenden Zellen, wobei der Vorgang der negativen Selektion (sog. zentrale
Toleranz) nicht 100%ig effektiv ist, was man am Vorhandensein autoreaktiver T-
Lymphozyten in der Peripherie gesunder Individuen festmachen kann. Die Ursache
hierfur liegt in der Tatsache begrundet, dass nicht alle organspezifischen peripheren
Antigene im Thymus prasentiert werden (Starr et al., 2003; Walker et al., 2002). Au-
toreaktive T-Zellen werden peripher nochmals eliminiert (periphere Toleranz). Im An-
schluss (drittes Stadium) differenzieren diejenigen DP-Lymphozyten, die einen mit
MHC Klasse llI-Molekulen reagierenden T-Zell-Rezeptor tragen, zu einfach positiven
CD4'TCRaB"-Lymphozyten, diejenigen, welche einen mit MHC Klasse I-Molekiilen
reagierenden T-Zell-Rezeptor tragen zu CD8'TCRap"-Lymphozyten. Erst dann ist
die Thymusentwicklung abgeschlossen und die T-Zellen verlassen als naive CD8"-
bzw. CD4" Zellen den Thymus (ber LymphgefaRe und Venolen und patrouillieren
durch Blut, Lymphe, interstitielle Korperflussigkeiten und die thymusabhangigen Be-
reiche der sekundaren lymphatischen Organe. Treffen sie auf ihr Antigen, differenzie-

ren sie unter der Einwirkung aktivierender Signale zu Effektorzellen.
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3. Die humorale Immunabwehr

3.1. B-Lymphozyten

Die B- (bursa fabricii) Lymphozyten reifen im Knochenmark heran und vermitteln
durch Produktion und Sekretion von Antikorpern (Reth, 1992) die humorale Immun-
abwehr. B-Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache ein membranstandiges Ig als Anti-
gen-Rezeptor und kénnen nach Stimulation des B-Zellrezeptors (BCR) durch Sezer-
nierung von loslichen Igs (Antikdrpern) mit nicht prozessierten und I6slichen Antige-
nen reagieren. Die schwere und leichte Kette allein machen jedoch noch keinen voll-
standigen Zelloberflachenrezeptor aus. Das Immunglobulin erkennt das Antigen und
bindet daran, kann aber selbst kein Signal erzeugen. Zu diesem Zweck ist es mit
Signalmolekilen assoziiert, die nicht fur das Antigen spezifisch sind: Iga und Igp.
Diese besitzen an ihren zytoplasmatischen Anteilen jeweils ein einzelnes ITAM, mit
dem sie Signale aussenden kénnen, wenn der BCR an ein Antigen gebunden ist. Iga
und Igp sind Uber Disulfidbricken aneinander gekoppelt und mit der schweren Kette
assoziiert. Antikdrper konnen dreidimensionale, konformationsabhangige Strukturen
in der Losung und auf einer Zelloberflache erkennen und sind somit auf eine Be-
kampfung von Krankheitserregern in den extrazellularen Bereichen des Korpers spe-
zialisiert. Jedoch sind viele Pathogene, z.B. Viren, welche sich intrazellular vermeh-
ren, fUr sie nicht erreichbar. Neben der Antikérperproduktion besitzen B-Zellen auch
die Fahigkeit Antigene zu internalisieren und diese T-Zellen zu prasentieren (Patel et
al., 1993). Durch den hochaffinen lIg-Rezeptor werden antikérpergebundene exogene
Antigene durch rezeptorvermittelte Endozytose internalisiert, prozessiert und haupt-

sachlich auf MHC II-Molekulen prasentiert.

3.2. Entwicklung der B-Lymphozyten

Ausgehend von der multipotenten Knochenmarkzelle entwickeln sich B-Lymphozyten
uber die Pro-B-, Pra-B-I- und drei unterscheidbare Pra-B-lI-Zellstadien bis zum aus-
differenzierten B-Lymphozyten (Hardy et al., 1991; Osmond et al., 1998). Diese Ent-
wicklungsstadien unterscheiden sich aufgrund der Expression von Ig-Ketten und be-
stimmter Zelloberflachenproteine (Li et al., 1993). Pro-B-Zellen leiten sich von pluri-
potenten blutbildenden Stammzellen ab und weisen noch keine Oberflachen-Igs auf.

Im frihen Pro-B-Zell-Stadium kommt es zur Rekombination von Dy und Jy, auf wel-
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che im spaten Pro-B-Zell-Stadium die Verknipfung von Vy mit DJy folgt. In einem
nachsten Schritt, dem sog. Pra-B-Zell-Stadium, wird eine intakte schwere p-Kette mit
einem Ersatz fur die leichte Kette vorwiegend intrazellular und in kleinen Mengen
auch auf der Zelloberflache in Form des Pra-B-Zell-Rezeptors exprimiert. Die Um-
ordnung des Locus fur die schweren Ketten und die Produktion des Leichtkettener-
satzes werden nun gestoppt. Aus der grolen Pra-B-Zelle entstehen durch Teilung
kleine Pra-B-Zellen, in denen die Umordnung fur die leichte Kette beginnt. Sobald ein
Gen fur die leichte Kette zusammengestellt und ein vollstandiges IgM-Molekul auf der
Oberflache exprimiert wird, gilt die Zelle als unreife B-Zelle. Bis zu diesem Punkt ist
die Entwicklung antigenunabhangig. Es kommt nun zu einer Selektion der unreifen
B-Zellen auf Selbsttoleranz und danach ob sie in peripheren Lymphgeweben uberle-
ben kdnnen. Die verbleibenden B-Zellen differenzieren zu reifen B-Zellen, welche
zusatzlich zu IgM IgD exprimieren (naive B-Zellen). Die reifen naiven B-Zellen zirku-
lieren durch Blut, Gewebe, Lymphe und Knochenmark und differenzieren in den se-
kundaren lymphatischen Organen zu antikorpersezernierenden Plasmazellen aus,
wenn sie mit ihrem BCR auf ihr spezifisches Antigen treffen. Dieser Schritt erfordert
gewohnlich die Anwesenheit einer T-Helferzelle, welche sowohl den Isotyp- oder
Klassenwechsel kontrolliert als auch eine Rolle bei der Auslosung der somatischen

Hypermutation der Gene fur die variablen Regionen der Antikorper spielt.
3.3. Antikorper und rekombinante Antikorper-Fragmente

3.3.1. Aufbau eines Antikorpermolekiils

In einem typischen Antikdrpermolekul sind jeweils zwei identische leichte und schwe-
re Polypeptidketten Uber Disulfidbricken und nichtkovalente Bindungen zu einem Y-
formigen Molekul verbunden. Anhand ihrer schweren Ketten lassen sich Immunglo-
buline in funf Hauptklassen (lsotypen) einteilen, welche als IgG, IgA, IgM, IgD und
IgE bezeichnet werden. Antikorper des Isotyps IgG stellen den grofdten Anteil der
humanen und murinen Serum-Immunglobuline dar. Daher soll der Aufbau eines Anti-
korpers anhand dieses Igs naher erlautert werden.

Ein IgG-Molekul besitzt eine Gesamtmasse von ca. 150 kD, wozu die beiden leichten
Ketten mit jeweils ca. 25 kD und die beiden schweren Ketten mit jeweils ca. 50 kD
beitragen. Betrachtet man die Struktur von leichter und schwerer Kette genauer, so

fallt auf, dass die Proteinketten in einzelne Domanen von jeweils etwa 110 AS unter-
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teilt werden kénnen. So besteht eine leichte Kette aus einer variablen (V) und einer
konstanten (C.) Doméane. Eine schwere Kette setzt sich aus einer variablen (V) und
abhangig von dem Isotyp des Antikorpers aus drei (Cy1, Cy2 und Cn3) oder vier kon-
stanten Domanen zusammen. Jede Domane ist eine zylinderférmige Struktur, in der
mehrere Polypeptidketten (B-Strange) antiparallel zu zwei B-Faltblattern gepackt
sind, die durch eine Disulfidbricke zusammengehalten werden. Die charakteristi-
schen Muster Vier-plus-drei-Strange (Domanentyp der C-Region) oder Vier-plus-funf-
Strange (Domanentyp der variablen Region) sind typische Bausteine der Immunglo-
bulin-Superfamilie, die man sowohl in Antikérpern als auch in T-Zell-Rezeptoren und
in einer Reihe von anderen Proteinen findet. Viele AS, die bei den C- und V-
Domanen im Zentrum von Igs gleich sind, liegen im Zentrum der Immunglobulinfal-
tung und sind entscheidend fur die Stabilitat der Struktur. Die Flexibilitat eines Anti-
korpermolekils wird durch zwei Bereiche bedingt; sowohl die Scharnier-(hinge) Re-
gion als auch die Regionen zwischen Vy- bzw. V|- und Cy- bzw. C -Domanen sind
relativ beweglich. Daneben existieren in den einzelnen Proteindomanen auch intra-
molekulare Disulfidbindungen, welche die Konformation der Doméanen determinieren
(Janeway, 2002). Wahrend die AS-Sequenz im Bereich der konstanten Domanen bei
verschiedenen Antikorpern eines Isotyps weitgehend gleich ist, zeigen sich innerhalb
der variablen Domanen groRe Sequenzunterschiede. Diese sind jedoch nicht Uber
die komplette variable Region verteilt, sondern konzentrieren sich auf drei hypervari-
able Domanen, den complementary determining regions (CDR). Die CDR sind zwi-
schen Proteindomanen mit geringerer Sequenzvariabilitdat, den framework regions
(FWR oder FR), eingebettet. Die FR besitzen B-Faltblattstruktur und ordnen sich
raumlich so an, dass die CDRs im funktionell gefalteten Protein direkt nebeneinander
liegen und in Schleifen nach aufen zeigen. Uber die hypervariablen Bereiche der

Schwer- und Leicht-kette erfolgt die Interaktion zwischen Antikérper und Antigen.
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines IgG-Antikorpers; Abklrzungen: vy: variable Doméane der
schweren (heavy) Kette; v, : variable Domane der leichten (light) Kette; Cy1-3: konstante Domanen der
schweren Kette; c.: konstante Doméane der leichten Kette; S-S: Disulfidbriicke; F,: variables Fragment;
Fab: antigenbindendes Fragment; F.. konstantes Fragment (kristallisierbares Fragment); CDR:

complementary determining regions; FR: framework regions

Sowohl fir die leichte als auch fiir die schwere Antikdrperkette existieren verschiede-
ne Isotypen. Bei der Leichtkette wird zwischen k- und A-Ketten unterschieden, deren
Verhaltnis von Spezies zu Spezies stark variieren kann (Mensch: k:A=2:1). Ein Ig hat
entweder nur k- oder nur A-Ketten, nie je eine. Fir die schwere Kette existieren flnf
Isotypen (u, ©, y, a, €), nach denen das Antikdrperrepertoire in finf Hauptklassen
(IgM, IgD, IgG, IgA, IgE) eingeteilt wird. Die funf Schwerkettenklassen variieren ei-
nerseits in der Anzahl der konstanten Domanen (drei fur y, a und 9, vier fur p und €),
andererseits in ihrer Struktur: So liegen IgG, IgD und IgE immer in Form eines Mo-
nomers vor, wohingegen IgM sowohl als Mono- als auch als Pentamer vorkommen
kann und IgA sogar als Mono-, Di- und Trimer existiert. Ebenso ist der Isotyp der

schweren Kette ausschlaggebend fur die Funktion des Antikorpers.
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3.3.2. Funktion von Antikorpern

Antikérper sind bifunktionelle Moleklle: Sie verbinden einen antigenbindenden Teil
mit einem Effektoranteil in einem Molekll. Die Aufgaben dieser Bereiche bestehen in
der spezifischen Erkennung und Bindung von Antigenen und der Einleitung ihrer
Zerstorung mit Hilfe der Effektorfunktion. Antikdrper kdnnen auf drei Weisen zur Im-
munitat beitragen. Erstens kdnnen Antikdrper sich an Pathogene anheften und somit
eine spezifische Bindung des Pathogens an Oberflachenmolekile verhindern. Die-
sen Vorgang bezeichnet man als Neutralisierung; er hindert Viren und intrazellulare
Bakterien daran, in Zellen einzudringen und halt bakterielle Toxine von der Zelle fern.
Zweitens fordern Antikorper die Phagozytose von Bakterien, welche sich auf3erhalb
der Zellen vermehren, was man als Opsonisierung bezeichnet. Antikérper beschich-
ten hierbei die Oberflache des Pathogens und Fc-Rezeptoren auf der Oberflache
phagozytierender Zellen erkennen die konstante Region des Antikorpers. Eine Akti-
vierung von Phagozyten kann zur Aufnahme und Zerstérung von Pathogenen fuhren
sowie eine Entzindung hervorrufen und Gewebeschaden verursachen. Effektorpo-
pulationen sind v.a. naturliche Killerzellen, aber auch Makrophagen, Granulozyten
sowie Mastzellen. Fc-Rezeptoren regen naturliche Killerzellen an, mit Antikdrpern
bedeckte Zielzellen zu zerstdéren, was man als antikérperabhangige zellvermittelte
Zytotoxizitat (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) bezeichnet.
Ebenso kdonnen Mastzellen, Basophile und aktivierte Eosinophile Uber hochaffine
Fce-Rezeptoren an IgE-Antikorper binden und so eine Abwehr gegen Parasiten ge-
wahrleisten. Die o0.g. Vorgange spielen bei der Elimination von virusinfizierten Zellen
und Tumorzellen sowie bei der Parasitenelimination durch Eosinophile eine Rolle.
Weiterhin sind sie an Uberempfindlichkeitsreaktionen beteiligt. Drittens kénnen Anti-
korper, die an die Oberflache eines Erregers binden, Uber eine Bindung an C1q zu
einer kaskadenartigen Komplementaktivierung fuhren. Komplementproteine, wel-
che an die Oberflache des Pathogens gebunden haben, kénnen auch als Opsonine
wirken, indem sie an Komplementrezeptoren auf Phagozyten binden und so die Auf-
nahme und Beseitigung durch Phagozyten fordern. Des Weiteren werden kleine Pep-
tide mit entzindungsspezifischer oder chemotaktischer Aktivitat freigesetzt (v.a.
Cb5a), welche Phagozyten zur Infektionsstelle locken. Zudem kdénnen bestimmte Mi-
kroorganismen direkt osmotisch lysiert werden, indem mittels eines ,Membran attack

complex® Poren in der Membran gebildet werden.
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Die Isotypen der synthetisierten Antikdrper entscheiden darlber, welcher Effektor-
mechanismus bei einer bestimmten Antwort zum Einsatz kommt. Im Laufe des
Lebenszyklus einer B-Zelle kdnnen unterschiedliche Isotypen der schweren Kette
exprimiert werden. Am Ende einer jeden B-Zellreifung werden immer IgM- und IgD-
Molekule als membrangebundene BCRs exprimiert. Im Rahmen einer primaren
Immunantwort werden pentamere IgM-Molekule sezerniert, welche zwar eine hohe
Aviditat (insgesamt zehn Antigenbindungsstellen) besitzen, jedoch eine relativ gerin-
ge Affinitat, da sie entstehen, bevor die Ig-Gene der B-Zellen eine somatische Hy-
permutation durchgemacht haben. Im weiteren Verlauf der Immunantwort besteht fur
den B-Lymphozyten die Moglichkeit, einen anderen Isotyp zu exprimieren, was durch
den Austausch des konstanten Teils der Schwerkette geschieht. Diesen Klassen-
oder Isotypwechsel bezeichnet man als ,class switch®. Hierbei bleibt die Antigenspe-
zifitét erhalten, es kommt lediglich zu einer Anderung der Ig-Klasse und somit der
biologischen Aktivitat des Antikérpers. Die verschiedenen Isotypen sind aulderdem so
ausgelegt, dass sie in verschiedenen Bereichen des Korpers ihre Funktion ausiben
konnen. IgM-Molekile findet man aufgrund ihrer GrofR3e v.a. im Blut und in kleineren
Mengen in der Lymphe. Bedingt durch ihre pentamere Struktur kénnen sie beson-
ders gut das Komplementsystem aktivieren. Eine gewisse Menge IgM wird aber so-
wohl in spateren Phasen als auch nach somatischer Hypermutation gebildet, obwonhl
dann andere Isotypen uUberwiegen. Antikorper der Klassen IgG, IgA und IgE sind
kleiner und kénnen daher leichter vom Blut ins Gewebe diffundieren. IgA kann zwar
Dimere (Sekretionsform von IgA) bilden, jedoch liegen IgG und IgE immer als Mono-
mere vor, weshalb fur sie die Affinitat der einzelnen Bindungsstellen fur das Antigen
von entscheidender Bedeutung ist. IgG ist der haufigste Isotyp im Blut und in extra-
zellularen Flussigkeiten, IgA dagegen in Sekreten, v.a. in Schleimdrisen des Darms
und des Atemtraktes. IgG opsonisiert effizient Pathogene fir die Aufnahme durch
Phagozyten, aktiviert das Komplementsystem und neutralisiert Toxine, die man in
Geweben findet, wohingegen IgA hauptsachlich ein neutralisierender Antikorper auf
den Schleimhauten ist, was sich aufgrund des Vorkommens gut erklaren lasst, da an
der Korperoberflache weder Komplement noch Phagozyten regelhaft vertreten sind.
Weiterhin ist IgG als einziges Immunglobulin plazentagangig und vermittelt dem
Neugeborenen gemeinsam mit dem mittels der Muttermilch aufgenommenen IgA

eine sog. Leihimmunitat, bis es eigene protektive Antikorper synthetisieren kann. Im
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Blut und in der extrazellularen Flussigkeit findet man nur geringe Konzentrationen an
IgE-Antikdrpern, welche stark an Rezeptoren auf Mastzellen binden kdnnen, die sich
direkt unterhalb der Haut und der Mucosa sowie entlang der Blutgefal’e im Bindege-
webe befinden. Kommt es durch eine Antigenbindung an dieses IgE zu einer Quer-
vernetzung (Bridging) mittels IgE, fUhrt dies zu einer Mastzellaktivierung mit Media-

torfreisetzung (sog. Mastzelldegranulation).

3.3.3. Erzeuqung des Antikorperrepertoires

3.3.3.1. Antikérpervielfalt durch somatische Rekombination

Ein Organismus ist theoretisch in der Lage, gegen jedes erdenkliche Antigen einen
Antikdrper mit passender Spezifitat zu generieren. Das humane Antikérperrepertoire
besteht nach Schatzungen aus mind. 10" verschiedenen Antikdrperspezifitaten.
Allerdings wird es einerseits dadurch limitiert, dass die Gesamtzahl der Lymphozy-
ten, die sich zu einem beliebigen Zeitpunkt im Blut und den lymphatischen Organen
befindet, nur bei 10° Zellen liegt, andererseits durch die Begegnungen des Indivi-
duums mit Antigenen. Wurde jeder der unterschiedlichen Antikorper, wie friher ge-
maf der Keimbahntheorie von A. Weismann postuliert wurde, durch ein eigenes Gen
kodiert, ware alleine durch die Anzahl der Immunglobulingene die Gesamtgrolie des
humanen Genoms gesprengt. Die enorme Diversitat der Antikdrper beruht auf fol-
genden Grundlagen: Erstens der somatischen Rekombination (Tonegawa, 1983;
Tonegawa, 1988), welche durch die Verknupfung zahlreicher verschiedener V-, D-
und J-Gensegmente eine kombinatorische Vielfalt herstellt, zweitens durch eine un-
genaue VerknlUpfung (sog. junktionale Vielfalt); drittens erhdht sich die Variabilitat
des Antikorperrepertoires durch die Kombination schwerer und leichter Ketten
und viertens findet im Rahmen der Affinitatsreifung in den Keimzentren eine somati-
sche Hypermutation (Wagner et al., 1996) statt. Der Grundmechanismus der Gen-
umlagerung ist in B- und T-Zellen gleich. Lediglich die somatische Hypermutation
findet in T-Zellen nicht statt. Die vier Mechanismen der Antikdrpervielfalt werden im

Folgenden kurz beschrieben.

18



Einleitung Die humorale Immunabwehr

3.3.3.2. Organisation der humanen Antikérpergencluster

(Janeway, 2002; Tonegawa et al., 1978)

a) Die Gencluster fiir die leichte Kette

Der Lokus des humanen k-Genclusters befindet sich auf Chromosom 2. Er besteht
aus ca. 40 funktionellen V-Segmenten, die durch ein groRes Intron von den 5 Ji-
Segmenten getrennt sind. Kurz hinter dem letzten J-Segment befindet sich ein ein-
zelnes Cy-Gensegment (Abb. 2A). Neben den funktionellen V-Segmenten gibt es
auch zahlreiche Pseudogene. Zudem ist bei etwa der Halfte aller Menschen das V-
Gencluster dupliziert.

Das humane A-Gencluster liegt auf Chromosom 22 und ist anders aufgebaut als der
K-Gencluster. Auf eine Gruppe von ca. 30 funktionellen V)-Gensegmenten folgen 4
Jr.-Segmente, wobei jedes J-Segment mit einem eigenen C),-Segment verbunden ist
(Abb. 2B).

b) Die Gencluster fur die schwere Kette

Der Gencluster flr die humane schwere Antikorperkette erstreckt sich auf Chromo-
som 14 Uber insgesamt 2 Megabasen und ahnelt dem Locus fir die leichte k-Kette.
Auf ca. 65 funktionelle Vy-Gensegmente folgen 27 Dy- und 6 Ju-Segmente, die na-
hezu beliebig miteinander kombiniert werden konnen (Abb. 2C). Im Wesentlichen
unterscheidet sich der Locus der schweren Kette dadurch, dass er eine Reihe von C-
Regionen enthalt, wobei jede einem anderen Isotyp entspricht. Die Gensegmente flr
die konstante Region der schweren Kette bilden einen ca. 200 kb grof3en Gencluster
auf der 3'-Seite der Jy-Gensegmente (Abb. 2D). Jedes Cy-Gensegment besteht wie-
derum aus mehreren Exons (der Einfachheit halber in der Abb. nicht dargestellt), wo-
bei jedes Exon eine eigene Proteindomane kodiert. Das C,-Segment besteht bei-
spielsweise aus vier Exons, wobei drei davon fur die unterschiedlichen Cy-Doméanen
kodieren und das vierte Exon fur die Hinge-Region.

Die Ig-Ketten sind extrazellulare Proteine. Da die funktionelle Faltung des Antikorpers
im ER erfolgt, befindet sich vor jedem V-Gen-Segment ein fur das Leader-Peptid (L)
kodierendes Exon, welches das Protein in den sekretorischen Stoffwechselweg aus-

schleust und anschlie3end abgeschnitten wird.
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A) VK, L40 VK, JKy g
B) VA, L30 VA,
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VH1 L65 VH65 DH1 -3 DH25 27 JH1 -6
D) Cuy Cd Cys Cy, WCe Ca; Cy, Cy, Ce CO(2
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Abb. 2: Organisation des humanen Antikorperclusters; A) Aufbau des k-Genclusters (Chromosom
2); B) Aufbau des A-Genclusters (Chromosom 22); C) Aufbau des Genclusters flir die schwere Kette
(Chromosom 14); D) Organisation der Gensegmente fur die konstante Region der schweren Kette

(Chromosom 14)

3.3.3.3. Der Mechanismus der somatischen V(D)J-Rekombi-

nation

Susumu Tonegawa erhielt 1986 den Robert-Koch-Preis und 1987 den Nobelpreis fur
Medizin aufgrund seiner Entdeckung der genetischen Grundlage des Variationsreich-
tums der Antikorper. Aus einer relativ geringen Anzahl vererbter Sequenzen kommt
es an jeder DNA-Sequenz, welche fur eine variable Region kodiert, zu einer Kombi-
nation verschiedener Gensegmente. Jenen Mechanismus, durch den verschiedene
Gensegmente zu kompletten Antikdrpergenen zusammengesetzt werden, nennt man
Immunglobulin-Rearrangement oder somatische V(D)J-Rekombination. Der Vorgang
der Rekombination findet nur zu bestimmten Zeitpunkten wahrend der B-Zellentwick-
lung statt und unterliegt bestimmten Regeln.

Jede variable Domane einer leichten Kette wird von zwei unterschiedlichen DNA-
Abschnitten kodiert: Der Erste wird als V-Gen-Segment bezeichnet und umfasst die
ersten 95-101 AS der leichten Kette, der Zweite als J-Gensegment (von joining fur
verbindend abgeleitet) bezeichnete Abschnitt kodiert den Rest der variablen Doma-
ne. Die VerknUpfung von V- und J-Gensegment fihrt zu einem durchgehenden Exon,

das die ganze variable Region der Leichtkette kodiert. Die variablen Regionen der
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schweren Kette werden zusatzlich von einem dritten, sog. Dy-Gen-Segment (von
diversity fur Vielfalt abgeleitet) kodiert, das zwischen V4 und Jy lokalisiert ist. Zu-
nachst werden D- und J-Gen-Segment miteinander verknupft. An die DJ-Sequenz
wird anschlieliend das V-Gen-Segment angefligt, so dass ein vollstandiges Vy-Exon
entsteht. Gensegmente, die sich zwischen kombinierten Segmenten befinden, wer-
den in der Regel deletiert. AnschlieRend wird die DNA in die primare RNA transkri-
biert. Im Rahmen der RNA-Prozessierung werden die Introns und die uberzahligen J-
Segmente durch Spleil3en entfernt.

Sowohl bei der leichten als auch bei der schweren Kette erfolgt die Verbindung der
zusammengebauten V-Region-Sequenz mit dem benachbarten C-Region-Gen durch
RNA-Splei3en. Die ausschlief3lich in B- und T-Lymphozyten vorkommenden Enzyme
RAG-1 und RAG-2 (Recombination Activating Gene) spielen bei der V(D)J-
Rekombination eine entscheidende Rolle. Die DNA-Bereiche, in denen Rekombinati-
onen erfolgen kénnen, sind durch sog. Rekombinationssignalsequenzen (RSS) ,mar-
kiert. Die RSS bestehen aus einem Heptamer (Block aus sieben Nukleotiden) ge-
folgt von einem Nonamer (Block aus neun Nukleotiden), welche durch einen Spacer
aus 12 oder 23 Basen getrennt sind. Die V(D)J-Rekombination erfolgt nach der
12/23-Regel: Ein Gensegment, das von einem 12 bp-Spacer flankiert wird, kann nur
mit einem durch einen 23 bp-Spacer markierten Gensegment verknupft werden. Dies
dient dazu, dass es beim Rearrangement der schweren Antikdrperkette nicht zu einer

direkten Verknupfung von Vy- und Jy-Segment kommit.

3.3.3.4. Weitere Mechanismen zur Erzeugung der Antikérper-

vielfalt

Neben dem Prozess der somatischen Rekombination gibt es noch weitere Mecha-
nismen, die an der Entstehung des Antikorperrepertoires beteiligt sind.

Theoretisch kann jede der 320 (40x5+30x4) leichten Ketten mit jeder der 10.530
(65x27x6) schweren Ketten kombiniert werden (kombinatorische Diversitat). Dies
lieRe die Generierung von 3,4x10° verschiedenen Antikdrpern zu, was in der Praxis
jedoch dadurch eingeschrankt wird, dass nicht jede Kombination ein stabiles Molekul
ergibt.

Eine zusatzliche Antikoérpervielfalt ermoglicht die EinflGhrung von P- oder N-

Nukleotiden an der Verknupfungsstelle (junktionale Vielfalt (Gauss et al., 1996)).
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Bei der P-Nukleotid-Addition werden wahrend der V(D)J-Rekombination intermediar
gebildete Haarnadelstrukturen beliebig aufgespalten, wodurch ein einzelstrangiges
DNA-Ende entsteht. Je nach Lage des Schnittes kann die einzelstrangige DNA
Nukleotide enthalten, die urspringlich in der doppelstrangigen DNA komplementar
waren. so dass kurze palindromische Sequenzen, sog. P (P steht fur Palindrom)-
Nukleotide, in der CDR3-Region entstehen. Neben den P-Nukleotiden werden durch
das Enzym Terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) nach dem Zufallsprinzip
N-Nukleotide (N steht fir nontemplated, d.h. ohne Matrize) an die einzelstrangigen
DNA-Enden angefligt. Da die Anzahl der durch die 0.g. Mechanismen angefugten
Nukleotide zufallig ist, kommt es haufig zu einer Verschiebung des Leserasters, was
zu einem funktionslosen Protein und somit letztendlich einer unproduktiven Umlage-
rung fuhrt. Da nur etwa jede 3. Umlagerung produktiv ist, kdnnen viele B-Zellen keine
funktionsfahigen Immunglobuline erzeugen.

Im Rahmen einer sekundaren Immunantwort tragt noch ein weiterer Mechanismus
zur Erhdhung der Antikorpervielfalt und Affinitat gegenuber einem Antigen bei, die
somatische Hypermutation. Durch eine stark erhdhte Rate an Punktmutationen im
Bereich der variablen Regionen aktivierter B-Zellen erscheinen mutierte B-
Zellrezeptoren auf deren Oberflache. Einige der mutierten Ig-Molekile binden besser
an Antigene als die urspringlichen B-Zell-Rezeptoren, so dass die B-Zelle mit einer
deutlich verbesserten Affinitdt Antigen binden kann. B-Zellen, die das Antigen nicht
mehr binden kénnen, sterben im Prozess der negativen Selektion. B-Lymphozyten,
die Mutationen akkumuliert haben, welche die Antigenbindung verbessern, kbnnen
erfolgreich um die Antigenbindung konkurrieren und Signale empfangen, die ihre
Proliferation und Ausbreitung weiter fordern. Den Prozess der Selektion und klonalen
Expansion solcher B-Lymphozyten mit verbesserter Affinitat zum Antigen nennt man
Affinitatsreifung der Antikdrperpopulation. Die somatische Hypermutation tritt auf,
wenn B-Zellen nach Signalen von aktivierten T-Zellen auf ein Antigen reagieren. Die
Mutationen sind zwar Uber die gesamte variable Region verteilt, erfolgen jedoch in
gewissen Bereichen (hotspots) bevorzugt. Der eigentliche Vorgang der somatischen
Hypermutation ist ein komplexer, bis heute noch nicht ganzlich erforschter Vorgang

(Papavasiliou et al., 2002).
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3.3.4. Monoklonale Antikorper, rekombinante Antikorper und Anti-

korperfragmente

3.3.4.1. Entwicklung monoklonaler Antikorper

Aufgrund der hohen Spezifitat und Stabilitat wurde die grof3e Bedeutung von Antikor-
pern fur Forschung und Diagnostik bereits friih erkannt. Allerdings kamen bei der
frihen immunologischen Forschung polyklonale Antikorper zum Einsatz, welche fur
viele Anwendungen nur bedingt geeignet sind. Einen Meilenstein stellte die von G.
Kdhler und C. Milstein 1975 veroéffentlichte Hybridomtechnologie dar, mit der es mog-
lich wurde, einen ganz bestimmten Antikorper in nahezu beliebiger Menge zu produ-
zieren. Durch Fusion einer antikorperproduzierenden B-Zelle mit einer immortalen
Myelomzelle entsteht eine sog. Hybridomzelle, die dauerhaft monoklonale Antikdrper
sezerniert. Monoklonale Antikorper sind heutzutage sowohl in der Analytik als auch in
der medizinischen Diagnostik und Therapie unentbehrlich. So finden sie beispiels-
weise Verwendung im Enzymimmunoassay (ELISA), im Radioimmunoassay (RIA),
bei der Immunelektrophorese, bei der immunologischen Detektion eines Western
Blots oder bei verschiedenen Immunfluoreszenztechniken (z.B. FACS, Immunfluo-
reszenzmikroskopie).

Fur den therapeutischen Einsatz hingegen sind murine AntikGrper eher ungeeignet,
da sie im menschlichen Organismus eine Immunreaktion hervorrufen, die mit einer
Bildung von humanen Anti-Maus-Antikdrpern (HAMA) einhergeht. Die Konsequenz
ist, dass sie am Menschen nur ein einziges Mal angewendet werden kénnen. Sowohl
die Immortalisierung humaner B-Lymphozyten durch EBV als auch die Erzeugung
transgener Mause oder die Etablierung einer humanen Myelomzelllinie zur Generie-
rung humaner Hybridomzellen lieferten keinen zufriedenstellenden Erfolg, da all die-
se Methoden durch eine Reihe von Faktoren limitiert sind: Instabilitdt der verwende-
ten Zelllinien, geringe Antikorperausbeuten, ethische Grenzen bei der Immunisierung

von Menschen und der Einschrankung auf nicht-letale bzw. nicht-toxische Antigene.
3.3.4.2. Antikérperfragmente

a) Proteolytische Spaltung von Immunglobulinen

Mit Hilfe von Proteasen lie} sich die Struktur von Antikdrpermolekilen untersuchen

und somit feststellen, welche Teile des Molekduls fur die verschiedenen Funktionen
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verantwortlich sind (s. Abb. 1). Eine begrenzte Verdauung mit der Protease Papain
spaltet Antikdrpermolekule aminoterminal von den Disulfidbricken in drei Fragmente
(Porter, 1959). Zwei Fragmente sind identisch und enthalten die antigenbindende
Aktivitat, weshalb man sie als Fab-Fragmente (fragment antigen binding) bezeichnet.
Die Fab-Fragmente enthalten die vollstandigen leichten Ketten, die mit den Vy- und
Cu1-Domanen der schweren Kette verbunden sind. Das andere Fragment, welches
leicht zu kristallisieren ist, wird als Fc-Fragment (fragment crystallizable) bezeichnet.
Es entspricht den aneinander gelegten Cy2- und Cx3-Doméanen und ist der Teil des
Antikérpermolekuls, der mit Effektormolekilen und —zellen interagiert. Eine andere
Protease, Pepsin, spaltet in der gleichen Region des Antikdrpers, jedoch auf der car-
boxyterminalen Seite der Disulfidbricke (Nisonoff et al., 1960). Dabei entsteht das
sog. F(ab’),-Fragment, in dem die beiden antigenbindenden Arme des Antikorpers
miteinander verknUpft bleiben. Das restliche Stick der schweren Kette wird in mehre-
re kleine Fragmente geschnitten. Das F(ab’),-Fragment besitzt genau dieselben Bin-
dungseigenschaften fur das Antigen wie der ursprunglich Antikdrper, kann jedoch
nicht mit Effektormolekilen in Wechselwirkung treten, weshalb es sowohl fur thera-
peutische Anwendungen als auch fur die Erforschung der Rolle der Fc-Region von

besonderer Bedeutung ist.

b) Rekombinante Antikorperfragmente

Mit Hilfe der rekombinanten Antikdrpertechnologie wurde ein neuer, auf gentechno-
logischen Methoden basierender Weg zur Herstellung monoklonaler Antikorper ge-
funden. Hierbei werden Antikdrper in vitro in Bakterien oder Zellkulturen (heterologe
Expression) hergestellt. Fur die Spezifitdt eines Antikdrpers entscheidend ist der an-
tigenbindende Teil, wobei man zugunsten hoherer Ausbeuten in vielen Expressions-
systemen auf den Rest des Antikorpers verzichtet. Neben den Fab-Fragmenten spie-
len auch sog. Fv-Fragmente, die kleinsten funktionsfahigen antigenbindenden Mole-
kile eine wichtige Rolle. Sie bestehen nur noch aus den variablen Domanen der
leichten und schweren Kette. Diese Fv-Fragmente besitzen jedoch aufgrund der nicht
kovalenten Bindung der beiden variablen Regionen nur eine sehr geringe thermody-
namische Stabilitat. Daher ist es sinnvoll, die beiden variablen Domanen Uber eine
artifizielle Disulfidbricke (dsFv) oder ein Linkerpeptid (scFv) zu verbinden.

Hierbei ist besonders die bakterielle Expression in ihrer Schnelligkeit und einfachen

Handhabung unubertroffen. Zudem gestattet sie nicht zuletzt aufgrund ihrer weit
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entwickelten Technologie der E. coli-Genetik relativ einfach Manipulationen auf gene-
tischer Ebene. Somit wurde die Herstellung chimarer Maus-Mensch-, humanisierter
und vollstandig humaner Antikorperfragmente im Reagenzglas moglich. Dank der
Methoden der modernen Molekularbiologie und Kombinatorik ist es heute maoglich,
aus hochkomplexen Antikérper-Genbibliotheken in E. coli mit Hilfe der Phage-
Display-Technologie vollstandig humane Antikorper gegen nahezu jedes Antigen zu
selektionieren. Ein weiterer Vorteil stellt die geringe GrolRe der Antikorperfragmente
dar. Eine homogenere Bioverteilung und bessere Gewebegangigkeit machen sie zu
interessanten Kandidaten fur den Einsatz in der Krebsdiagnostik und —therapie.
Letztendlich kdnnen auch definierte Fusionen an beliebige Komponenten, wie Radio-
isotope, Enzyme oder Toxine vorgenommen werden. Durch genetische Manipulatio-
nen konnen Spezifitdt und Affinitat von Antikérpern verandert werden, so dass Alles
in Allem mafigeschneiderte Antikdrper fur Forschung, Diagnostik und Therapie ent-
stehen mit erweiterten, neuartigen Funktionen, die naturliche Antikorper nicht besit-
zen (Breitling, 1997).

3.3.5. Antikorper als in-vivo-Diagnostika und Therapeutika

Seit einigen Jahren sind Antikorper nicht nur als Hilfsmittel in der Grundlagenfor-
schung und der Laboratoriumsdiagnostik etabliert, sondern erlangen sowohl in der
in-vivo-Diagnostik als auch in der Therapie eine immer gréfiere Rolle (Borrebaeck et
al., 2001; O'Mahony et al., 2006; van Dijk et al., 2001). Besonders deutlich werden
die Fortschritte bei der Therapeutika-Entwicklung, da hier Antikdrper und deren re-
kombinante Verwandte mittlerweile mehr als 30% aller Proteine darstellen, die sich in
der klinischen Erprobungsphase befinden (Todorovska et al., 2001). Antikdrper kén-
nen aufgrund ihrer spezifischen Bindung an ihrer Zielstruktur diese blockieren oder
auch markieren. Des Weiteren sind sie in der Lage, das Immunsystem zu aktivieren
und eine Zerstérung der Zelle mit der entsprechenden Zielstruktur einzuleiten. Uber
Antikdrper ist aulerdem ein sog. ,Drug-Targeting“ mdglich, bei dem ein Arzneistoff
selektiv an den Wirkort transportiert wird (z.B. der humanisierte Anti-CD33-Antikorper
Gemtuzumab-Ozogamicin, Mylotarg®). Als Hauptindikationen fiir den Einsatz von
Antikérpern haben sich mittlerweile Tumor- und immunologische Erkrankungen her-

auskristallisiert.
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1986 erhielt der erste Antikdper, Muromonab-CD3 (Orthoclone® OKT3), ein muriner
monoklonaler Antikorper, welcher durch seine Bindung an die e-Kette des CD3-
Proteins die Effektorfunktion von T-Lymphozyten sowie deren Proliferation inhibiert,
von der amerikanischen Gesundheitsbehdrde (FDA) seine Zulassung. 1994 wurde
mit Edrecolomab (Panorex®), einem murinen monoklonalen Antikorper, der erste
Antikorper zur Krebstherapie in Deutschland zugelassen. Durch Bindung an das
Oberflachenglykoprotein 17-1A, welches in Tumorzellen Uberexprimiert wird, kommt
es einerseits zur Aktivierung der Antikorper-abhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat
(ADCC), andererseits zur Aktivierung der Komplement-abhangigen zellvermittelten
Zytotoxizitat (CDCC). Mit Abciximab (ReoPro®), das den Glykoproteinrezeptor
GPIIb/llla auf der Thrombozytenoberflache blockiert, erhielt 1995 erstmals ein chima-
res Fab-Fragment die Zulassung. Ein Novum stellte das 2000 zugelassene Etaner-
cept (Enbrel®) dar, welches bei der Therapie der rheumatoiden Arthritis zum Einsatz
kommt. Es handelt sich um ein Fusionsprotein aus dem Fc-Teil eines Antikorpers
und den extrazellularen Domanen zweier TNF-a-Rezeptoren, wobei der Fc-Teil ledig-
lich der Proteinstabilisierung dient, wohingegen die Wirkung Uber die TNF-a-
Rezeptordomane vermittelt wird. Fur die gleiche Indikation wurde 2003 der erste
komplett humane Antikdrper, Adalimumab (Humira®) zugelassen, welcher iiber die
Phage-Display-Technology aus einer humanen Antikorperbibliothek isoliert wurde.
Insgesamt sind in Deutschland aktuell 19 monoklonale Antikdrper als Therapeutika
fur die unterschiedlichsten Indikationen zugelassen (Paul-Ehrlich-Institut, Stand:
08.10.2008).

Wie oben angefuhrt kommen Antikorperfragmente auch bei der in-vivo-Diagnostik
zum Einsatz. Hierbei werden die Proteine mit radioaktiven Isotopen, beispielsweise
9MT¢, gekoppelt. Hauptanwendungsgebiete sind die Tumordarstellung und die De-

tektion von Entzindungsherden im Korper.

4. MHC-Molekiile und Antigenprédsentation

Beim Menschen liegen die Gene des Majorhistokompatibilitatskomplexes (MHC
=major histocompatibility complex) auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 und
werden als HLA (human leukocyte antigen)-Komplex bezeichnet (Campbell et al.,
1993). Die Aufgabe von MHC-Molekulen besteht darin, T-Zellen Peptidfragmente zu
prasentieren (Bjorkman et al., 1990), welche diese nur im HLA-Kontext erkennen, so

dass diese aktiviert werden. Weitere Folgen einer solchen Prasentation kdnnen eine
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Aktivierung von Makrophagen oder B-Zellen, die konsekutiv Antikdrper produzieren,
sein. Bei den HLA-Molekulen handelt es sich um polygene, polymorphe Trans-
membranglykoproteine, die man in zwei verschiedene Klassen unterteilt: MHC Klas-
se | und MHC Klasse Il. Wahrscheinlich verhindern Polygenie und Polymorphismus,
dass ein Pathogen der Prasentation durch Mutation aufgrund eines hohen Selekti-

onsdrucks entgeht.

4.1. HLA Klasse I-Molekiile

4.1.1. Struktur der HLA Klasse I-Molekiile

Man bezeichnet die humanen Gene fir MHC Klasse |-Molekiile, die mit Ausnahme
des ZNS und anderer immunprivilegierter Organe auf allen kernhaltigen Zellen
exprimiert werden, als HLA-A, HLA-B und HLA-C. Die genaue Struktur wurde
erstmalig durch Rontgenstrukturanalyse aufgeklart (Bjorkman et al., 1987). Demnach
handelt es sich um ein Heterodimer, das aus einer schweren, glykosylierten, die
Membran durchspannenden a-Kette und dem nichtkovalent gebundenen f.-
Mikroglobulin, welches, obwohl es einen Teil des MHC Klasse [-Molekuls darstellt,
auf Chromosom 15 lokalisiert ist, besteht. Der extrazellulare Teil der schweren Kette
(44 kD) ist in drei Domanen gegliedert: a4, a2 und asz. as- und ax-Domane bilden
durch Paarung eine an den seitlichen Enden geschlossene Peptidbindungsfurche
aus (Bjorkman et al., 1990). Die az-Domane, welche die Membran durchspannt und
das B2-Mikroglobulin ahneln sowohl in der Primar- als auch in der Tertiarstruktur stark
den konstanten Domanen von Antikérpern. Vor allem die as- und a,-Domane zeich-
nen sich durch einen extremen Polymorphismus aus, wohingegen die as-Domane
kaum polymorph ist (Parham et al., 1996). Fur zahlreiche HLA Klasse I-Allele sind
Subtypen definiert worden. Untersuchungen zur Struktur verschiedener MHC-Peptid-
Komplexe lieferten detaillierte Erkenntnisse Uber die Wechselwirkungen zwischen
MHC Klasse |-Molekulen und Peptiden (Madden, 1995). Die Peptide werden in einer
gestreckten Konformation gebunden und liegen in der Spalte parallel zur as-Helix.
Die Aminosaure-Seitenketten, die an der Ausbildung der Spalte beteiligt sind, bilden
eine irregulare Oberflache, so dass entlang der Spalte insgesamt sechs Taschen A,
B, C, D, E und F entstehen, in denen die Seitenketten des Peptids verankert werden
konnen (Matsumura et al., 1992). Die 8-10 AS langen Peptide werden einerseits un-

abhangig von ihrer Sequenz durch Fixierung der Amino- und Carboxyenden des
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Peptids mittels konservierender Tyrosinreste an beiden Enden der Peptidbindungs-
furche verankert sowie andererseits Uber die allelspezifischen Bindungstaschen B, C
und F im Boden der Peptidbindungsfurche. Die Seitenketten des Peptids, die nach
unten gerichtet sind, kdnnen vollstandig in diesen Taschen aufgenommen werden,
weshalb diese Positionen Anker-Aminosauren (anchor position) genannt werden.
Jedes HLA-Antigen hat mindestens eine solche Tasche. Durch den extremen Poly-
morphismus der HLA-Antigene unterscheidet sich die Struktur der Taschen bei ver-
schiedenen HLA-Typen, was folglich nur eine Bindung von Peptiden mit bestimmten
Aminosauren in den Ankerpositionen ermdglicht (Cano et al., 1998; Elliott et al.,
1993; Jardetzky et al., 1991; Rotzschke et al., 1992). Die anderen Peptidreste kon-
nen hingegen variieren und unterscheiden sich auch in der Orientierung der Seiten-
ketten. Im Falle von HLA-A*0201 sind Leucin und Valin die bevorzugten Anker-
Aminosauren. Es wurden jedoch auch Peptide isoliert mit Leucin, Isoleucin oder
Methionin am C-Terminus (Falk et al., 1993).

4.1.2. Funktion der HLA Klasse I-Molekle

Die HLA Klasse |I-Molekule binden in der Regel kurze Peptide, welche Bruchstucke
korpereigener Zellbestandteile oder intrazellular lebender Parasiten, z. B. Viren, dar-
stellen. Diese Proteinfragmente werden auf der Zelloberflache prasentiert. Stammen
die Peptide von einem in der Zelle normalerweise nicht vorhandenen Pathogen, zum
Beispiel einem viral kodierten Protein, werden die entstehenden MHC-Peptid-
Komplexe von CTLs erkannt und die infizierten Zellen eliminiert. T-Zell-Rezeptoren
erkennen immunogene Peptide nur, wenn sie im Komplex mit kérpereigenen MHC-
Molekilen gebunden sind, eine Eigenschaft, die als MHC-Restriktion bezeichnet
wird.

Zytoplasmatische Peptide werden zunachst mit Hilfe des Proteasoms (Goldberg et
al., 1992; Hilt et al., 1996; Niedermann et al., 1996), einem multikatalytischen Kom-
plex degradiert. Hierzu werden die zytosolischen Proteine zunachst durch Ubiquiti-
nierung entfaltet und anschlieRend im Proteasom in Peptidsticke gespalten (Hendil
et al., 2004). Die Proteasomsynthese selbst kann durch das inflammatorische Zytokin
IFNy gesteigert werden, was einem erhdhten Bedarf an Antigenprozessierung und
-prasentation Rechnung tragt. Schliellich gelangen die Peptide Uberwiegend uber

den ATP-abhangigen TAP (transporter associated with antigen processing)-
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Transporter in das endoplasmatische Retikulum (ER), dem Syntheseort der MHC-
Molekule (Ortmann et al., 1994). Die MHC-Molekule, welche vor ihrer Beladung mit
Chaperonen assoziiert sind, erlangen erst durch die Peptidbindung ihre vollstandige
Faltung und Stabilitat (Fahnestock et al., 1992) und werden danach Uber den Golgi-
Apparat zur Zelloberflache transportiert (Heemels et al., 1995; Pamer et al., 1998).

4.2. HLA Klasse lI-Molekile

4.2.1. Struktur der HLA Klasse lI-Molekiile

Die Kodierung der MHC Klasse II-Molekile, welche nur auf immunkompetenten Zel-
len wie B-Lymphozyten, aktivierten T-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen
Langerhanszellen sowie Epithelzellen des Thymus exprimiert werden, erfolgt in drei
Genloci: HLA-DR, -DQ, -DP. MHC Klasse II-Moleklle bestehen aus zwei glykosylier-
ten, nichtkovalent gebundenen Ketten, a und 8, die beide die Membran durchspan-
nen. Jede Kette besteht aus zwei Immunglobulin-ahnlichen Doméanen (a4 und a, bzw.
B4 und B2), wobei die Peptidbindungsfurche von der a4- und 1-Domane gebildet wer-
den, die beide hochpolymorph sind. Im Gegensatz zu MHC Klasse I-Molekulen ist die
Bindungsfurche weiter gedffnet, was zur Folge hat, dass die Peptidenden wesentlich
zuganglicher sind als bei den MHC Klasse |-Molekllen bei denen sie groitenteils im
Inneren des Molekuls verborgen sind. Weiterhin konnen auch langere Peptidketten

binden, deren Enden seitlich aus der Bindungsgrube herausragen.

4.2.2. Funktion der HLA Klasse lI-Molekiile

Die HLA Klasse |I-Molekule dienen der Prasentation extrazellularer Peptidfragmente,
welche durch Phagozytose oder rezeptorvermittelte Endozytose in intrazellulare Ve-
sikel antigenprasentierender Zellen aufgenommen wurden (Bjorkman et al., 1990;
Yewdell et al., 1992). In den angesauerten Endosomen erfolgt der proteolytische Ab-
bau der Proteine. Die dabei entstandenen Fragmente, welche aus mindestens 13 AS
bestehen, werden nach Verschmelzung mit einem MHC Klasse ll-haltigen Vesikel
auf die neu synthetisierten MHC-Molekille (Germain, 1994) geladen und an die Ober-
flache transportiert. Auch hier wird die Komplexstabilisierung durch Kontakte der AS
des Peptids mit variablen, allelspezifischen und konservierten Resten der MHC-

Bindungsfurche gewabhrleistet.
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4.3. Kreuzprasentation (Ackerman et al., 2004; Heath et al.,
2004)

Neben dem direkten Weg der Antigenprozessierung, der zur Prasentation auf MHC |-
Molekulen fuhrt, existiert ein zweiter Mechanismus, Uber den es bei der Prasentation
exogener Antigene durch Zellen ohne kostimulatorischen Fahigkeiten zu einer Akti-
vierung Antigen-spezifischer CD8" T-Zellen kommt. 1976 beschrieb Bevan erstmalig,
dass auch exogene Antigene auf MHC I-Molekulen prasentiert werden kdnnen
(Bevan, 1976). Den Vorgang, dass APCs virusinfizierte Zellen phagozytieren und
anschlieRend Virusantigene Uber die eigenen MHC I-Molekiile CD8" T-Zellen prasen-
tieren nennt man Kreuzprasentation. Werden nach der Kreuzprasentation simultan
kostimulatorische Signale durch die APC vermittelt, kdbnnen naive CTLs aktiviert wer-
den, was dann als Kreuzimmunitat bezeichnet wird. Bei der alleinigen Kreuzprasen-
tation ohne Kostimuli, der sog. Kreuztolerisierung kommt es hingegen nicht zur CTL-
Aktivierung. Die Aufnahme von Antigenen zur Kreuzprasentation geschieht analog
der bei der Prasentation auf MHC Klasse Il. Nach Internalisierung in Phagosomen
gelangen die Antigene zur proteolytischen Spaltung durch Proteasomen ins Zytosol.
Uber den Mechanismus und die Bedingungen, die fiir die Kreuzprasentation verant-
wortlich sind herrscht aktuell noch Unklarheit. So wird die Kopplung von Antigenen
an Chaperone als ausschlaggebend fur die Bindung an Oberflachenrezeptoren von
APCs und deren rezeptorvermittelte Endozytose diskutiert (Brode et al., 2004; Sri-
vastava, 2002). Andere Arbeiten hingegen postulieren die Chaperon-unabhangige
Aufnahme exogener Antigene (Norbury et al., 2004; Wolkers et al., 2004). Nach Anti-
genaufnahme fusionieren die Phagosomen, welche die exogenen Antigene beinhal-
ten mit sich vom ER abspaltenden Vesikeln (Ackerman et al., 2003; Guermonprez et
al., 2003; Houde et al., 2003). Die ER-Vesikel enthalten die neusynthetisierten MHC
I-Molekule sowie die zur Beladung notwendigen Bestandteile wie TAP und Tapasin.
Aus diesen fusionierten Vesikeln werden die Antigene wahrscheinlich Uber einen
multimolekularen Kanal ins Zytosol transportiert (Romisch, 1999; Wiertz et al., 1996).
Jedoch scheinen auch andere Proteinkanale an diesem Vorgang beteiligt zu sein
(Matlack et al., 1998; van Endert, 1996). Im Zytosol werden die Antigene von Protea-
somen degradiert und gelangen Uber TAP wieder zuruck ins Vesikel-Hybrid. Dort
binden sie an MHC I[-Molekile und werden an die Zelloberflache transportiert. Es

existieren allerdings auch Hinweise auf eine TAP-unabhangige Translokation von
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Antigenen (Norbury et al., 2004; Schoenberger et al., 1998). Das Phanomen der
Kreuzprasentation ist bei den APCs unterschiedlich ausgepragt: Fur Makrophagen
konnte eine Kreuzprasentation gezeigt werden (Bellone et al., 1997), dendritische
Zellen besitzen auch die Fahigkeit zur Erzeugung einer Kreuzimmunitat (Kurts et al.,
2001; Ronchetti et al., 1999) und fur B-Zellen ist sowohl in vitro als auch in vivo die

Fahigkeit zur Kreuzprasentation nachgewiesen (Heit et al., 2004).

5. Generierung MHC-Peptid-spezifischer Reagenzien

Die Herstellung und Charakterisierung peptidspezifischer Antikérper gegen HLA-
Molekule ist fur die Forschung, Diagnostik und Therapie von grol3er Bedeutung.
Dank ihrer I6slichen Natur, hohen Affinitat und Stabilitat kdnnten peptidspezifische
Antikdrper in verschiedenen biochemischen Verfahren wie der Immunprazipitation
oder der Immunhistochemie eingesetzt werden, um T-Zell-Epitope auf Antigen-
prasentierenden Zellen zu detektieren und zu charakterisieren (Chames et al., 2000).
In der Therapie konnte mit Hilfe derartiger Antikdrper die unerwunschte T-Zell-
Immunantwort, die bei Autoimmunitat auftritt, blockiert werden (Aharoni et al., 1991).
Zudem konnten solche Antikorper, wie unter 3.3.5 bereits erwahnt, Toxine zum Ziel-
ort transportieren und dadurch eine selektive Vernichtung von Tumorzellen hervorru-
fen (Reiter et al., 1997). Tumorspezifische Antikorper konnen zudem die Lyse von
Tumorzellen durch NK-Zellen mittels Aktivierung ihrer Fc-Rezeptoren gezielt herbei-
fuhren. Mittels Radionuklid gekoppelter Antikérper kann man eine lokal hohe Strah-
lendosis applizieren, die zu einer Abtotung der Zelle fuhrt, an die der Antikorper ge-
bunden hat. Zusatzlich erhalten auch benachbarte Tumorzellen meist eine letale
Strahlendosis, selbst wenn der Antikdrper nicht an sie bindet. Um Tumoren zu diag-
nostizieren und das Ausmal} ihrer Ausbreitung besser einschatzen zu kénnen, ver-
wendet man an Isotope gekoppelte Antikorper, die y-Strahlen aussenden.

Bis heute konnte eine ganze Reihe von monoklonalen Antikorpern hergestellt wer-
den, deren Spezifitat gegen MHC Klasse I-Antigene gerichtet ist. Es ist jedoch nur in
einigen wenigen Fallen gelungen, Reagenzien herzustellen, die mit einem bestimm-
ten MHC-Molekul peptidspezifisch, d.h. wie T-Zell-Rezeptoren, reagieren (Aharoni et
al., 1991; Murphy et al., 1989). Schwierigkeiten lassen sich u.a. auf die unterschiedli-
che Topologie der Erkennungsbereiche von Antikrpern und T-Zell-Rezeptoren zu-
ruckzufihren. Immunglobuline erkennen in der Regel nach au3en gewdlbte Molekdl-

oberflachen. Da die Peptide jedoch tief in der Furche eines HLA-Komplexes liegen,
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tragen sie wenig zur Antigenerkennung des gesamten HLA-Peptid-Komplexes durch
Antikorper bei. Deshalb erkennen Antikorper in erster Linie den HLA-Anteil eines
HLA-Peptid-Komplexes. T-Zell-Rezeptoren werden jedoch im Thymus so selektio-
niert, dass sie in der Lage sind, sowohl das HLA-Molekul als auch das gebundene
Peptid zu erkennen. Es ist auch zweckmallig, dass B-Lymphozyten bzw. Antikérper
nicht darauf ausgerichtet sind, HLA-Peptid-Komplexe zu erkennen, um T-Zell-Epitope

nicht zu blockieren.

6. Heterologe Expression von Antikérperfragmenten in E. coli

6.1. Bakterielle Expression Ioslicher Antikorperfragmente

Es ist relativ einfach und kostengunstig, rekombinante Antikérperfragmente in dem
Bakterium E. coli herzustellen (Better et al., 1988; Bird et al., 1988; Huston et al.,
1988; Pluckthun et al., 1989; Skerra et al., 1988). Eine bakterielle Expression voll-
standiger Antikdrpermolekile macht jedoch wenig Sinn, da die Effektorfunktion eines
Antikérpermolekulls nur dann vermittelt wird, wenn der Fc-Teil des Proteins glykosy-
liert ist, wozu E. coli nicht in der Lage ist. Ein kritischer Punkt bei der Expression von
Fab-Fragmenten ist die funktionelle Faltung des Proteins. So ist im reduzierenden
Milieu des bakteriellen Zytoplasmas die zur Faltung notwendige Ausbildung von Di-
sulfidbricken nicht moglich. Aufgrund der Tatsache, dass eine Renaturierung
aulerst schwierig, zeitaufwendig und ineffektiv ist und eine zytoplasmatische Ex-
pression funktionell gefalteter Antikdrperfragmente ausschliellich in Thioredoxin-
Synthase defizienten Bakterienstammen maoglich ist (Proba et al., 1995; Whitlow,
1991), bedient man sich einer eleganteren Methode zur Expression funktioneller Fab-
oder scFv-Fragmente. Dazu isoliert man die Proteine aus dem bakteriellen Periplas-
ma, einem Raum, der sich bei gramnegativen Bakterien zwischen der inneren und
der auBeren Zellmembran befindet. Im Gegensatz zum Zytoplasma existiert in die-
sem Raum ein Enzymsystem, welches die Ausbildung von Disulfidbricken katalysiert
(Collet et al., 2002; Kadokura et al., 2003). Mittlerweile hat man im Periplasma sogar
Chaperone identifiziert, die eine korrekte Faltung unterstutzen (z.B. Skp/OmpH/HIpA
(Bothmann et al., 1998)). Damit ein Transport der Antikdrperfragmente vom Zytoplas-
ma ins Periplasma stattfinden kann mussen die Proteine mit einem speziellen Sig-
nalpeptid fusioniert werden (z.B. pelB oder ompA). Das Signalpeptid wird bei dem

Transport durch die innere Zellmembran abgespalten. Weitere Vorteile der periplas-
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matischen Extraktion sind eine geringere Anzahl anderer Proteine, was die Reini-
gung der so gewonnenen Antikorperfragmente erheblich erleichtert sowie das Vor-
handensein von weniger Proteasen als im Zytoplasma, was die Gefahr einer Protein-

degradierung vermindert.

6.2. Phage-Display

Das Prinzip einer Phagenbibliothek beruht auf der Imitation von drei grundlegenden
Prinzipien des naturlichen Immunsystem: Erstens der Bereitstellung einer Vielfalt an
Antikdrpergenen (in Form rekombinanter Genbibliotheken), zweitens der effektiven
Selektion des korrekten Gens aus dieser Vielfalt (mit Hilfe von Oberflachenexpressi-
onsvektoren) und drittens der Verbesserung von Affinitat und Spezifitat eines selekti-
onierten Antikorperfragments (Marks et al., 1992a). Bei der von George P. Smith
entwickelten Phage-Display-Methode (Smith, 1985) werden Polypeptide oder Prote-
ine, in unserem Fall ein Repertoire von Antikdrper-Fragmenten (scFv oder Fab), auf
der Oberflache filamentdser Phagen exprimiert, wobei jeder Phagenpartikel ein Anti-
korperfragment nur einer Spezifitat tragt. Beim Verfahren des sog. ,Bio-Panning®
kann aus einer solchen Bibliothek ein Phagenpartikel gegen ein spezielles Antigen
selektioniert werden. Daflir wird das entsprechende Antigen an eine Matrix gebunden
und mit der Phagensuspension inkubiert. Jene Phagen, die das entsprechende Anti-
korperfragment prasentieren, binden an das fixierte Antigen, wahrend die ungebun-
denen Phagen im nachsten Waschschritt entfernt werden. Die auf diese Weise ange-
reicherten Phagen werden eluiert um anschlieRend Bakterien zu infizieren, in denen
sie sich vermehren kdnnen. Je nach Wahl des Bakterienstammes wird das Stopp-
Codon, das sich zwischen dem Antikdrperfragment-Gen und dem Gen flr das Ober-
flachenprotein gplll (minor coat protein) befindet, entweder Uberlesen (z.B. TG1 oder
XL1-Blue), so dass Antikdrperfragment-gplll Fusionsproteine exprimiert werden oder
die Translation bricht im Bereich des Stopp-Codons ab und es erfolgt die Expression
von léslichen Antikérperfragmenten (Winter et al., 1994). Die Affinitatsreifung der ge-
wonnenen Fragmente, die bei Igs durch somatische Mutationen erfolgt, kann durch
Punktmutationen oder den Austausch der Ketten erhoht werden. Bei der Herstellung
und Verwendung von Phagenbibliotheken werden zwei technologische Errungen-
schaften genutzt: die Amplifizierung eines Repertoires von VH- und VL-Genen aus B-

Lymphozyten mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Larrick et al., 1989; Orlandi
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et al., 1989; Ward et al., 1989) und die Moglichkeit, kurze Peptide auf der Oberflache
eines filamentdosen Phagen zu exprimieren (Clackson et al., 1991; Marks et al.,
1992b; Smith, 1985). Der Erfolg der Selektion hangt von mehreren Faktoren ab: der
Komplexizitat des Antikorperrepertoires, der Methode der Antikdrperexpression auf
der Phagenoberflache, dem Selektionsprozess selbst und den nachfolgenden Tests
fur die Auslese amplifizierter Fragmente.

Die filamentosen Bakteriophagen M13, fd, f1 und ft, welche bei der Phage-Display-
Technologie am haufigsten zum Einsatz kommen sind einzelstrangige DNA-Viren,
die eine Vielzahl gramnegativer Bakterien infizieren ohne diese zu lysieren. Das Ge-
nom eines filamentdésen Phagen besteht aus etwa 6.400 Nukleotiden und kodiert fur
zehn Proteine. Die Phagenhulle wird aus dem Produkt des Gens VIII (pVIll), das in
etwa 3.000 Kopien vertreten ist und aus den Produkten der Gene Il (plll), VI, VIl und
IX, die jeweils etwa in Form von funf Proteinen vertreten sind, zusammengesetzt.
Das Hauptprotein pVIll ist fur die Umhullung der einzelstrangigen DNA verantwort-
lich. Das Protein plll, welches sich auf der Spitze des Phagenpartikels befindet, ist
bei der Phage-Display-Methode das am haufigsten genutzte Protein zur Peptidex-
pression. Dieses Protein besitzt zwei funktionelle Domanen: Eine exponierte N-
terminale Domane welche bei der Infektion des Bakteriums an den F-Pilus der Bakte-
rienmembran andockt und eine C-terminale Domane, die einen integralen Bestandteil
des Capsids darstellt. Weiterhin kann an das N-terminale Ende von plll ein Peptid
fusioniert werden, ohne die Morphogenese und die Infektionsfahigkeit des Phagen zu
beeintrachtigen (Parmley et al., 1988). Auf der Phagenoberflache kénnen auf diese
Weise scFv- und Fab-Fragmente exprimiert werden (Hoogenboom et al., 1991; Mc-
Cafferty et al., 1990). Hierbei tragen plll-Bibliotheken 3-5 Kopien auf ihrer Oberfla-
che, pVllI-Bibliotheken bis zu 2.700 Kopien kleiner Peptide.

Fur die Expression auf Phagen werden die fur Antikdrperfragmente kodierenden Ge-
ne in-frame vor das Gen lll (glll) in ein chimarisiertes Plasmid, genannt Phagemid,
kloniert. Dieses Plasmid enthalt sowohl einen Replikationsursprung fur Plasmide als
auch den Phagen-Replikationsursprung (Breitling et al., 1991; Dubel et al., 1993;
McCafferty et al., 1990). Phagemide vermehren sich in einer Wirtszelle wie dop-
pelstrangige Plasmidmolekule. Werden die Zellen jedoch gleichzeitig mit einem Hel-
ferphagen infiziert, so vermehren sich die Phagemide wie ein Einzelstrang-DNA-

Bakteriophage. Die DNA eines Helferphagen enthalt die genetische Information fur
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alle Phagenproteine, die fir die Verpackung und Sekretion von Phagenpartikeln nétig
sind, hat jedoch einen defekten Replikationsursprung, wodurch sie mit einer niedrige-
ren Effektivitat als das fur das scFv/plll-Fusionsprotein kodierende Phagemid repli-
ziert wird. Am Ende entsteht ein infektidser Phagenpartikel, der sowohl plll als auch
das fusionierte Protein scFv/plll prasentiert und das fur das Fusionsprotein kodieren-
de Phagemid tragt (Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung eines scFv-exprimierenden Phagenpartikels

Manche Phagemide haben ein Amber-Stoppcodon zwischen den Antikdperketten
und dem plll-Gen [pHEN1; (McCafferty et al., 1990)]. Dies erlaubt eine Umschaltung
von der Expression des Fusionproteins zur Produktion eines loslichen Antikorper-
fragments in einem nichtsuppressiven Stamm. Ein Repertoire der VH- und VL-Gene
kann aus der Population peripherer B-Lymphozyten (PBL) (Ward et al., 1989) isoliert
und zur Konstruktion einkettiger variabler Domanen (z. B. Fab-Fragmenten) verwen-
det werden. Eine zufallige Kombination der schweren und leichten Ketten fiihrt dabei
zur Entstehung einer Bibliothek von Antikorper-Fragmenten verschiedener Spezifitat
(Huse et al., 1989; Marks et al., 1992b). Die Expression der Bibliothek auf der Ober-
flache von Phagen bietet die Moglichkeit, mit Selektionstechniken Reagenzien zu

erzeugen, die prinzipiell jedes beliebige Antigen erkennen kdnnen.

7. Immuntherapeutischer Ansatz zur Behandlung maligner Erkran-

kungen

7.1. Tumorantigene

Tumorzellen exprimieren zelleigene Proteine, die nach MHC |-Prasentation von kor-
pereigenen CTLs erkannt und lysiert werden kdnnen. Jene Antigene werden als tu-
morassoziierte Antigene (TAA), TumorabstoRungsantigene (TRA = tumor rejection

antigens) oder einfach Tumorantigene bezeichnet. Tumorantigene, welche von CTLs
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erkannt werden, lassen sich in zehn Gruppen untergliedern (Jager et al., 2002;
Preuss et al., 2002):

Antigene, die im gesunden Gewebe lediglich im Hoden oder der Plazenta, also in
zwei immunologisch privilegierten Organen, vorkommen, jedoch in vielen Tumoren
reaktiviert werden konnen, bilden als sog. ,,Cancer/Testis-Antigene“ (CTA) oder
nach ihrem Expressionsmuster korrekter als Cancer/Germline Antigene (CGA) be-
zeichnet die erste Gruppe. Diese Antigene kommen in einer Vielzahl von Tumoren
vor und werden auch als ,,shared tumor antigens” bezeichnet. Beispiele sind NY-
ESO-1 (Jager et al., 1998), LAGE-1 (Lethe et al., 1998), die MAGE- (Gaugler et al.,
1996; van der Bruggen et al., 1991), GAGE- (Van den Eynde et al., 1995), BAGE-
Familie (Boel et al., 1995; Boon et al., 1994; Van Pel et al., 1995) und das hier naher
untersuchte SSX2 (Sahin et al., 1995). Wahrend die meisten CT-Antigene auf dem
X-Chromosom kodiert sind (z.B. MAGE, GAGE, SSX, NY-ESO-1, LAGE-1, CT7,
CT10, CTp11, SAGE) (Old, 2001) werden immer mehr CTA’s gefunden, deren Gene
auf anderen Chromosomen lokalisiert sind. SCP-1 und CT9 sind beispielsweise auf
Chromosom 1 lokalisiert (Meuwissen et al., 1997; Scanlan et al., 2000), cTAGE-1 auf
Chromosom 18 (Eichmuller et al., 2001). Die Rolle der meisten CT-Antigene ist noch
unbekannt, jedoch wird ihnen eine regulatorische Funktion bei der Genexpression
zugeschrieben (Caballero et al., 2009; Kalejs et al., 2005; Simpson et al., 2005).

Die zweite Kategorie besteht aus den sog. Differenzierungsantigenen, wie etwa
Tyrosinase, gp75, gp100 oder Melan A/MART1, die nur in Melanozyten und Mela-
nomen exprimiert werden. Vor einiger Zeit wurde mit RU2 auch ein Differenzierungs-
antigen fur die Niere beschrieben (Van Den Eynde et al., 1999).

Die dritte Klasse, sog. Mutationsantigene, stellen das ideale Target fur therapeuti-
sche Ansatze dar, da sie ausschliellich vom Tumor prasentiert werden (Gilboa,
1999). Es handelt sich entweder um Peptide, die durch somatische Mutationen ent-
standen sind und somit patientenspezifisch sind oder um Antigene, die durch Punkt-
mutationen aus ubiquitar exprimierten Peptiden entstanden sind (Van den Eynde et
al., 1997a).

Die vierte Gruppe bilden die onkoviralen Antigene. Hierzu zahlen virale Antigene,
die in Malignomen mit viraler Atiologie vorkommen (u.a. Burkitt-Lymphom, HBV-
/HCV-induziertes HCC, HPV-indiziertes Zervixkarzinom).

36



Einleitung Immuntherapeutischer Ansatz
zur Behandlung maligner Erkrankungen

Zur funften Gruppe gehdren in Malignomen uberexprimierte Antigene, welche auch
gleichzeitig im gesunden Gewebe vorkommen (Fenton et al., 1997). Hierzu zahlen
z.B. HER-2/neu (Fisk et al., 1995), MUC1 (Brossart et al., 1999; Brossart et al., 2001)
einschlieBlich des Protoonkogen c-Met.

Zudem koénnen Tumorantigene durch amplifizierte Gene kodiert werden. Die Uber-
expression eines Transkripts, welche aus einer Genamplifikation resultierte, konnte
fur den translationsinitierenden Faktor elF-4 y in einem Plattenepithelkarzinom der
Lunge nachgewiesen werden (Brass et al., 1997).

Eine weitere Klasse von Tumorantigenen sind SpleiBvarianten, die durch bekannte
Gene kodiert werden und eine immunogene Wirkung bei Tumorpatienten entfalten.
Beispiele sind NY-COL-38 und Restin (Spleilvariante von CLIP-170).

Weiterhin unterscheidet man tumorassoziierte Autoantigene z.B. HOM-MEL-2.4
(Tureci et al.,, 1997) und nicht tumorassoziierte Autoantigene, zu denen z.B.
HOM-RCC-10 und HOM-TES-11 (PCM-1) zahlen (Balczon et al., 1994; Baum, 1995;
Sahin et al., 1997). Beide werden sowohl im gesunden als auch im malignen Gewe-
be auf gleichem Niveau exprimiert; im Gegensatz zu den tumorassoziierten Autoanti-
genen findet man bei nicht tumorassoziierten Autoantigenen Antikdper gegen diese
Antigene nicht nur bei Tumorpatienten sondern auch bei Gesunden.

Die letzte Gruppe besteht aus unterexprimierten Genen. So wurde beispielsweise
fur das Antigen HOM-HCC-8 in hepatozellularen Karzinomen eine im Vergleich zum
normalen Gewebe deultich geringere Expression nachgewiesen (Stenner-Liewen et
al., 2000).

7.2. Tumorescape-Mechanismen

Tumorzellen besitzen potente Strategien sich trotz ihrer prinzipiellen Immunogenitat
der Zerstorung durch das korpereigene Immunsystem zu entziehen. Diese Tatsache
erkennt man daran, dass eine spontane Regredienz eines bereits etablierten Tumors
nur selten zustande kommt, was schlieBlich zur Persistenz und Progredienz der Er-
krankung fuhrt. Auf Grund des Selektionsdruckes kommt es zu einer Veranderung
der Tumorzelle in der Art, dass eine effiziente Vernichtung nicht mehr stattfinden
kann (Anichini et al., 1999; Costello et al., 1999; Espinoza-Delgado, 2002; Goutte-
fangeas et al., 2000). Eine Strategie ist, dass die Zelle ein TAA nicht mehr oder nur

unzureichend prasentiert. So kdnnen Tumorzellen ihre MHC I-Molekile herunter re-
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gulieren (Costello et al., 1999; Gilboa, 2001) und eine Prasentation des TAA’s auf-
grund einer TAP- oder Proteasom-Defizienz verhindern (Ferrone et al., 1995; Seliger
et al., 1997). Weiterhin kann es zu einer Hemmung kostimulierender Molekulle wie
CD28, B7 oder CD40 kommen, so dass das entscheidende zweite Signal der T-Zell-
Aktivierung fehlt, oder es findet eine Prasentation T-Zell-inhibierender Molekdle statt,
zu denen beispielsweise CTLA-4 zahlt (Alexandroff et al., 2000; Chambers et al.,
2001). Zudem fehlt oft eine Entziindungsreaktion, wie man sie bei bakteriellen oder
viralen Infektionen vorfindet, was wiederum eine fehlende Bildung proinflammatori-
scher Zytokine und Chemokine nach sich zieht. Konsekutiv werden weder eine Ex-
pression von Adhasionsmolekilen angeregt, noch professionelle APCs angelockt
und zur Reifung angeregt, so dass naive T-Zellen letztendlich nicht einwandern bzw.
aktiviert werden konnen (Fenton et al., 1997; Piali et al., 1995). Einen anderen ent-
scheidenden Faktor stellt die Tatsache dar, dass manche Tumore die Produktion des
T-Zell-Wachstumsfaktors IL-2 blockieren und die Signaltransduktion auf T-Zellen
verhindern kénnen (Rayman et al., 2000). Zudem sind Tumorzellen in der Lage, im-
munsuppressive Faktoren wie TGF-3, Prostaglandine oder IL-10 zu bilden, was eine
Hemmung der Reifung, Proliferation und Funktion von APCs und T-Zellen zur Folge
hat und somit zu einer Modifikation des gesamten Immunsystems flhrt (Gabrilovich
et al., 1996; Gilboa, 2001; Kim et al., 1995; Radoja et al., 2000; Restifo, 2000). Ein
weiterer Mechanismus besteht darin, dass Antikorper, welche gegen das Oberfla-
chenantigen der Tumorzelle gerichtet sind, die Endozytose und den Abbau des Anti-
gens auslésen kénnen. Manche Malignome weisen auch einfach keine dem Immun-
system unbekannten Peptide auf der Oberflache auf, so dass die Zellen dem Immun-

system als ,normal“ erscheinen.

7.3. Die SSX-Familie und das CTA HOM-MEL-40/SSX2
HOM-MEL-40, auch SSX2 genannt, war das erste SEREX-definierte CT-Antigen, das

im Rahmen des Screenings einer Melanombank identifiziert wurde (Sahin et al.,
1995; Tureci et al., 1996). SEREX, die serologische Analyse von Antigenen durch
rekombinante Expressionsklonierung, basiert auf dem Screening von Tumor-cDNA-
Expressionsbanken mit Seren von autologen (und allogenen) Tumorpatienten. Die
Verwendung polyklonaler Patientenseren eroffnet hierbei die Moglichkeit, bei einem

Screening-Durchgang gleich mehrere Antigene zu identifizieren. Da sowohl das
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exprimierte antigene Protein als auch die kodierende cDNA im selben Plaque des
Phagenimmunoscreening-Assays vorhanden sind, kann das identifizierte Antigen im
Anschluss sequenziert und molekularbiologisch charakterisiert werden. Aus diesem
Grund leitet sich der Name HOM-MEL-40 vom Homburg-Melanom-Klon 40 ab. Im
Rahmen weiterer Untersuchungen stellte sich heraus, dass besagtes Antigen vom
SSX2-Gen kodiert wird, welches erstmalig beim humanen Synovialsarkom, einem
aggressiven Weichteilsarkom, der im jungen Erwachsenenalter auftritt, mit t(X;18)
Translokation beschrieben wurde (Clark et al., 1994). Somit leitet sich auch der Na-
me SSX2, was fur Synovial Sarcoma, X breakpoint 2 steht, von seiner Lokalisation
auf dem X-Chromosom ab. Dabei exprimieren Synovialsarkome, die in mehr als 70
Prozent die t(X;18)(p11.2;q11.2) Translokation besitzen, chimare Transkripte, in de-
nen 3’-Sequenzen von SSX1, SSX2 oder SSX4 mit 5’-Sequenzen von SYT fusionie-
ren, das auf Chromosom 18 lokalisiert ist (Brodin et al., 2001; Crew et al., 1995;
Geurts van Kessel et al., 1997). SSX2 ist ein Mitglied der SSX-Multi-Gen-Familie, die
aus 9 Genen besteht, welche alle auf dem X-Chromosom lokalisiert sind und deren
Genprodukte eine Homologie zwischen 77 und 91% aufweisen (Gure et al., 1997,
Gure et al., 2002). Expressionsanalysen zeigten, dass Transkripte mindestens eines
Mitglieds der SSX-Familie in etwa 57% der Kopf- und Halstumoren, 43% der Mela-
nome, 27% der Colonkarzinome, 50% der Ovarialkarzinome (ausschlief3lich SSX4-
Expression), 40% der Prostatakarzinome, 23% der Mammakarzinome sowie 36% der
Non-Hodgkin Lymphome (nur SSX2-Expression) nachweisbar waren (Tureci et al.,
1998), jedoch nicht im gesunden Gewebe mit Ausnahme von Testis und in extrem
geringen Mengen in der Schilddrise. Zudem demonstrierten friihere Arbeiten, dass
das SSX2-Protein immunogen ist und sowohl eine CTL-Antwort (Ayyoub et al., 2002;
Wagner et al., 2003) als auch eine humorale Antwort in Form einer Antikorperproduk-
tion induzieren kann (Tureci et al., 1998). Es ist bekannt, dass SSX1, 2, 4 und 5 in
einer Reihe von Tumoren und im Testisgewebe exprimiert werden. SSX3 und SSX7
werden zwar im Testisgewebe exprimiert, jedoch extrem selten in Tumorzelllinien.
Die Expression von SSX6, 8 und 9 konnte hingegen in keinem normalen Gewebe
nachgewiesen werden. Jedoch wurde eine SSX 6-Expression in einer Melanomzellli-
nie gefunden. Zudem lasst sich die Expression von SSX1, 2, 4, 5 und 6 durch eine
Behandlung mit 5-Aza-2’-deoxycytidin oder Trichostatin A in Tumorzellen induzieren,
wohingegen dies bei SSX3, 7, 8 und 9 nicht moglich ist (Gure et al., 2002). Diese
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Tatsache zeigt, dass die SSX-Promotoraktivitat sensitiv ist fur Methylierungen, wie
dies auch bei den MAGE-Genen vorbeschrieben ist (De Smet et al., 1999). Folglich
ware es interessant, die Effektivitat von 5-DC als Coadjuvans zu einer SSX-
Vakzinierung zu untersuchen, besonders in Anbetracht der Tatsache, dass es das
Tumorwachstum inhibiert, Differenzierung induziert und zu einer Upregulation von
HLA Klasse |-Molekulen fuhrt (dos Santos et al., 2000). Die SSX-Genprodukte fun-
gieren am ehesten als Transkriptionsrepressoren (Lim et al., 1998).

Des Weiteren zeigt sich eine sehr heterogene Expression bei der Detektion mit ei-
nem murinen monoklonalen Anti-SSX-Antikdrpers (E3AS), welcher die Proteine
SSX2, 3 und 4 erkennt. So finden sich in der Mehrzahl der Tumoren keine oder nur
wenige SSX2-positive Zellen und groRe SSX2-negative Regionen. Jedoch gibt es
extreme Variationen was die Anzahl SSX2-positiver Zellen betrifft (dos Santos et al.,
2000; Geurts van Kessel et al., 1997). Ebenso variiert der Prozentsatz SSX2-
positiver Zellen betrachtlich bei den verschiedenen Zelllinien. Dieser Sachverhalt wirft
die Frage auf, ob alle SSX2-positiven Tumoren in gleichem Male einer Immunthera-

pie zuganglich sind.

8. Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Vorarbeit und Grundlage der vorliegenden Arbeit ist die Selektion, Generierung und
Charakterisierung MHC-Peptid-spezifischer Fab-Antikorper, die von HLA-A*0201
prasentierte immunogene Peptidfragmente von SSX2 erkennen. Ziel war es, mit den
so hergestellten Fabs Untersuchungen zur Prasentation der beiden Epitope SSX241.
49/ HLA-A*0201 und SSX21¢3-111 / HLA-A*0201 durchzufihren.

Hierzu soll im ersten Teil der Doktorarbeit gezeigt werden, dass die Fabs peptidspe-
zifisch, wie ein T-Zell-Rezeptor mit dem MHC-Komplex interagieren. Dies geschah,
indem ihre spezifische Reaktivitat sowohl in der ELISA (gegen ein Panel rekombinan-
ter MHC-Peptid-Komplexe) als auch in der Durchflusszytometrie (gegen exogen mit
Peptid beladene Zellen) getestet wurde. Zudem sollte der Nachweis einer allelspezi-
fischen Interaktion gefuhrt werden und Uberpruft werden, ob die Fab-Antikérper dazu
in der Lage sind, epitopspezifische CTLs zu inhibieren.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Bindungsmodus der Fab-Antikorper untersucht.
Im Speziellen sollte die Frage beantwortet werden, ob die MHC-Peptid-Fab-

Interaktion ebenso konserviert wie die MHC-Peptid-T-Zell-Rezeptor-Interaktion ist.
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Dies wurde realisiert, indem das Bindungsverhalten gegenuber verschiedenen Ami-
nosauresubstitutionen des Peptidfragements SSX241.49 und SSX24p3.111 und nach
Mutagenisierung der HLA-A*0201-Schwerkette analysiert wurde.

Weiterhin erfolgten mit den beiden besten Bindern gegen die Epitope SSX24149 und
SSX2103.111 Sensitivitatsanalysen. Diese zielten darauf ab, sicherzustellen, dass bei-
de Fab-Antikdrper das Antigen mit gleich hoher Sensitivitat detektieren.

In erster Linie sollte nach all diesen Untersuchungen der Versuch einer validen De-
tektion des MHC-Peptidkomplexes nach endogener Prozesserierung auf Tumorzel-
len unternommen werden. Hierbei sollten folgende Fragestellungen bearbeitet wer-
den: Haben die Behandlungen mit IFN-y oder 5-Aza-2’-deoxycytidin einen Einfluss
auf die Prasentation der beiden Peptidepitope SSX24149 und SSX2193.111? Existiert
eine simultane Epression der beiden Epitope des CT-Antigens SSX2 im Kontext von
HLA-A*02017?
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Material und Methoden

1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tab. 1: Angaben zu den verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien/Verbrauchsmaterialien Hersteller
1 M Salzsaure Merck
1 M Schwefelsaure Merck
Acrylamid Mix Roth
Agar, granulated Difco™
Agarose Biozym
Alkaline Phosphatase Conjugate Biorad
Substrate Kit
Ammoniumpersulfat (APS) Merck
Ampicillin Ratio
AmpliTaq Gold Applied Biasystems
Biotin Roth
Bovines Serumalbumin (BSA) Merck
Bromphenolblau Merck
Chloramphenicol Roche
Coomassie Brillant Blue G250 BIO-RAD
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Dinatriumhydrogenphosphat Sigma
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Chemikalien/Verbrauchsmaterialien Hersteller
DMEM, high Glucose (4,5 g/l) PAA
with L-Glutamin
DMEM, low Glucose (1 g/l) PAA
with L-Glutamin
DNA-Primer
BACK primer pUC reverse ,
(5-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3') MWG AG Biotech

FORWARD primer fd-tet-seq-24
(5-TTTGTCGTCGTCTTTCCAGACGTTAGT-3’)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, PAA
ohne Kalzium und Magnesium (PBS)
Dynabeads® M-280 Streptavidin Dynal Biotech
Eisessig Merck
Ethanol Merck
Ethanolaminhydrochlorid Amine Coupling Kit, Biacore AB

Ethidiumbromid Merck
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck
Fetales Kalberserum (FCS) PAA

GeneRuler™1kb DNA-Ladder Fermentas

GFP (recombinant) G. Schlenstedt, Biochemie, Uniklinikum
des Saarlandes, Homburg

Glucose 40% Deltaselect
Glycerol Merck
Glycin Merck

HBS-EP Puffer (HEPES-Puffer) Biacore AB
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Chemikalien/Verbrauchsmaterialien Hersteller
Imidazol (zur Synthese) Merck
Isopropanol Merck
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid Roth
(IPTG)
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kanamycin Sigma
L-Glutamin PAA
Magnesiumchlorid Merck
Methanol Merck

Milchpulver (Marvel)

N,N,N’,N’-Tetramethyl-1-,2-
diaminomethan (TEMED)

Nanofectin Transfection Kit

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogenphosphat Monohydrat

Natriumhydroxid

N-Hydroxysuccinimid (NHS)

Orange G

P1 Puffer
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Roth

PAA

Merck

Merck

Roth

Merck

Amine Coupling Kit, Biacore AB

Merck

Fermentas
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Chemikalien/Verbrauchsmaterialien Hersteller
PageRuler™ Prestained Protein Fermentas
Ladder
PageRuler™ Unstained Protein Fermentas
Ladder
Penicillin Roche
Penicillin/Streptomycin PAA
Ponceau S pure Serva
Polyethylenglykol 6000 (PEG) Sigma-Aldrich

Proteinase Inhibitor Cocktail Tablets
Complete™ EDTA-free

Restriktionsenzyme BstN-1, Notl und
EcoRl

Restriktionspuffer NEB2 und NEB3
RNeasy Mini Kit
RPMI 1640 Kulturmedium

Sensor Chip CM5, Research Grade

Steptavidin Coated Microspheres
(Beads)

Streptavidin
Streptavidin-AP Conjugat
Streptomycin
Sucrose
SuperScript™ Il Reverse Transcriptase

Synthetische DNA, Primer
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Qiagen

PAA
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Bangs Laboratories, Inc.

Gibcko

Roche
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Sigma
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Chemikalien/Verbrauchsmaterialien

Hersteller

T4 DNA-Ligase
Talon™ Metal Affinity Resin
Tag-Polymerase

Taqg-Reaktionspuffer

TMP Microwell Peroxidase Substrat Sys-
tem

Triethylamin (TEA)
Tris
Tris Hydrochlorid (TrisHCI)

Tris Hydroxymethylaminomethan
(Tris Base)

Trypanblauldsung
Trypsin/EDTA
Trypton

Tween 20

Western Lightning™ Chemiluminscence
Reagent Plus (ECL)

X-VIVO 15
Yeast-Extract

B-Mercaptoethanol
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Clontech Laboratories, Inc.
Fermentas
Fermentas
Kirkegaard & Perry Lab.
Merck
Roth
Roth
Merck
Sigma
PAA

Becton, Dickinson and Company
Bacto™

Caesar und Lorenz GmbH
Perkin Elmer LAS, Inc.

Biowhittaker

Becton, Dickinson and Company
Bacto™

Merck
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2. Peptide, Antikorper und Farbereagenzien

Die Peptidsynthese erfolgte in folgendem Institut:
NMI Technologietransfer GmbH, Markwiesenstr. 55, D-72770 Reutlingen

Tab. 2: Verzeichnis der Peptidepitope mit Angabe der Aminosauresequenz und des SYFPEITHI-

Scores (Rammensee et al., 1999)

SYFPEITHI-
Peptid Position AS-Sequenz
Score HLA-A*0201
SSX1 103-111 RLHRIIPKI 25
SSX2 103-111 RLQGISPKI 23
SSX3=SSX5
103-111 RLQGIEPKI 23
=SSX9
SSX4 103-111 SLQRIEPKI 23
SSX4 (AS) 103-111 SLQRIEPKD 15
SSX6=SSX8 103-111 RLQRIIPKI 25
SSX7 103-111 RLQRIEPKI 21
SSX1=SSX8 41-49 KYSEKISYV 18
SSX2 41-49 KASEKIFYV 22
SSX3 41-49 KVSEKIVYV 24
SSX4 41-49 KSSEKIVYV 20
SSX5 41-49 KASEKIIYV 22
SSX6 41-49 KFSEKISCV 18
SSX7 41-49 KSLEKISYV 20
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SYFPEITHI-

Peptid Position AS-Sequenz S ELAAR
SSX9 41-49 KSSEKIIYV 18
SSX2103-111 R103A 103-111 ALQGISPKI 25
SSX2103-111 L104A 103-111 RAQGISPKI 17
SSX2103.111 Q105A 103-111 RLAGISPKI 25
SSX2103.111 G106A 103-111 RLQAISPKI 21
SSX2103-111 107A 103-111 RLQGASPKI 23
SSX2403-111 S108A 103-111 RLQGIAPKI 23
SSX2103.111 P109A 103-111 RLQGISAKI 24
SSX2403-111 K110A 103-111 RLQGISPAI 22
SSX2103-111 1111A 103-111 RLQGISPKA 19
SSX2103.111 Q105E 103-111 RLEGISPKI 22
CMV pp65 495-503 NLVPMVATV 30
Melan A 27-35 AAGIGILTV -
Melan A A27L 26-35 ELAGIGILTV 15
NY-ESO1 157-165 SLLMWITQC 18
gp100 209-217 IMDQVPFSV 22
G250 421-429 GLLFAVTSV 28

Anmerkung: Ankerpositionen (anchors) (fett gedruckte Buchstaben)

Hilfsankerposition (auxiliary anchors) (unterstrichen)
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Tab. 3: Angaben zu den verwendeten Antikérpern und Farbereagenzien

Antikdrper und Farbereagenzien

Hersteller

Alkaline Phosphatase Conjugate
Substrate Kit (BCIP+NBT)

Anti-c-myc, Klon 9E10
(Konz.: 680 pg/ml)

Anti-HLA-A*0201, Klon BB7.2 (Hybri-
domuberstand)

Anti-HLA-A2, Klon TG 155

Anti-M13

Anti-Streptavidin-Phage, Klon F2
(coating control)

Biotin-SP-conjugated AffiniPure F(ab’)2
Fragment Goat anti-Human 1gG
Biotin-SP-conjugated AffiniPure F(ab’)2
Fragment Goat anti-Mouse I1gG (H+L)
[anti-Maus-Biotin]

CD28 Biotin-conjugated mouse
Anti-human monoclonal antibody

E3AS mAb

Goat-Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP
Conjugate

Helfer-Phage M13-K07

HRP-conjugated Streptavidin

Mouse-anti-human IFNy-Antikorper,
Klon Mab1-D1K
Mouse-anti-human IFNy-Antikorper,
Klon Mab7-B6-1-Biotin
Penta-His Antibody, BSA-free
Poyclonal Rabbit anti-mouse Immun-
globulins/HRP

R-Phycoerythrin-conjugated Streptavidin
[Streptavidin-PE]
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Mabtech
Qiagen
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Antikorper und Farbereagenzien Hersteller

Streptavidin-AP Konjugat Roche Diagnostics

W6/32, anti-human HLA-ABC Klasse |

Schwerkette/B2m-Antikorper Dako

3. Geriéte und Software

Durchflusszytometrie:

e Durchflusszytometer: FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg
FACSCanto™ flow cytometer, BD Bioscience
e Cellquest, Software fur FACS-Analysen, Becton Dickinson Heidelberg
e WinMDI, Microsoft-kompatible Software zum Auswerten der FACS-Analysen
PCR:
e PCR-Maschine: PTC-200, Peltier Thermal Cycler, Biozym/MJ Research
Vermessung von DNA/RNA:

e Gene Quant pro, Amersham Bioscience
ELISPOT:
e ELISPOT-Platten: Nitrozellulose beschichtete 96-well Platte MultiScreen-HA
MAHAN 45, Millipore, Bedford, MA
e BIOREADER®-3000 Pro, BIOPHYS®, Karben
ELISA:

e Immuno 96 MicroWell™ Plates, MaxiSorp, Nunc™

e Fluorometer: Wallac Victor 2 (1420 Multichannel Counter), Pekin Elmer,
Freiburg

Fluoreszenzmikroskopie:

e Mikroskop: Invertiertes Fluoreszenzmikroskop, TE2000, Nikon
e Obijektiv: Plan Fluor 40x, 1,3 Qil, Nikon

Plan Apo 100x, 1,4 QOil, Nikon
e Lichtquelle: Polychrome IV Monochromator, TILL Photonics
e Filter: TRITC, Ex 540/25, DM 565, BA 605/55

FITC, Ex 480/30, DM 505, BA 535/40
e Kamera: EM-CCD (Electron Multiplying Charge Coupled Device) Kamera,
iXon DV887, Andor
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e Software: TILL Vision 4.01, TILL Photonics
¢ Imaged (Image Processing and Analysis in Java) zur Bildbearbeitung, National
Institutes of Health
Oberflachenplasmonresonanz:
e Biacore® 3000
e Sensor Chip CM5, GE Healthcare, Biacore®
o Software: BIACORE X Control Software

e Software zum Auswerten der Daten: BlAevaluation 3.1, SigmaPlot 2001

4. Puffer und Lésungen

1 M Imidazol:

e 34 g Imidazol

e mit PBS pH8 auf 1 Liter auffullen

e flUr Eluation der Fab-Antikorper mit PBS pH 8 auf 100 mM verdunnen
1x PBS:

e 1,42 g NapHPO,

e 0,22 g KH2PO4

e 8,75gNaCl

e mit HyOgestauf 1 Liter auffallen (pH 7,4-7,6)
TENS-Puffer:

e 10 mM Tris

e 0,1 M NaOH

e 0,5% SDS

®  HzOgest.
10x Lammli-Laufpuffer:

e 144 g Glycin

e 30,34 g Tris Base

e 10gSDS

e mit Hy0qest auf 1 Liter auffullen (pH 8,3)

10x Transferpuffer fiir Westernblot:

e 30 g Tris Base
e 144 g Glycin
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e mit HyOgest auf 1 Liter auffullen
e fur Westernblot: 1x Puffer mit 20% Methanol verwenden
12% SDS-Polyacrylamid-Gel (Ansatz fur 10 ml):
e 3,3 ml Ha0gest
e 4 ml 30% Acrylamid-Mix
e 25ml1,5M Tris (pH 8,8)
e 0,1ml10% SDS
e 0,1ml10% APS
e 0,004 ml TEMED
Stack-Gel fiir Gelelektrophorese (Ansatz fur 2 ml) :
e 1,4 ml Ho0gest
e 0,33 ml 30% Acrylamid-Mix
e 0,25ml1 M Tris (pH 6,8)
e 0,02ml 10% SDS
e 0,02ml 10% APS
e 0,002 ml TEMED
5x SDS-Ladepuffer:
e 0,6ml1MTris pH 6,8
e 3 ml 85% Glycerol
e 2ml10% SDS
e 10 mg Bromphenolblau
o 4,4 ml HyOgest

e flUr reduzierenden Laufpuffer: Zugabe von 5% B-Mercaptoethanol

Coomassie-Farbeldsung:

e 2,5 g Coomassie Brilliant Blue R250

e 400 ml Methanol

e 100 ml Essigsaure

e 500 ml H20gest
Coomassie-Entfarber:

e 400 ml Ethanol

e 100 ml Eisessig

e 500 ml H0gest
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3%iges Agarose-Gel:

e 3 gAgarose
e 100 ml 1x TAE
e Suspension aufkochen
e nach Abkuhlen auf ca. 60°C Zugabe von 100 ul Ethidiumbromid (Konzentrati-
on 0,5 pg/ml)
Ethidiumbromid:

e Stammloésung mit 10 mg/ml verdinnen mit H204est auf 0,5 mg/ml
o fur Agarose-Gele 1:1000 verdinnen
Ladepuffer fur Agarosegele:
e 0,25% Bromphenolblau
e 0,25% Xylenxyanol FF
e 0,25% Orange G
e 1mMEDTA

e 40% Sucrose
50x TAE-Stammldsung:

o 242 g TrisBase

e 57,1 ml Eisessig

e 100 ml0,5M EDTA pH 8,0

e mit HyOgest auf 1 Liter aufflllen und autoklavieren
2xTY-Medium:

e 16 g Trypton

e 10 g Yeast-Extrakt

e 5gNaCl

e mit HoOyest auf 1 Liter auffillen und autoklavieren

e flr 2 x TY-AG: nach Autoklavieren in abgekuhltes Medium 2% Glucose sowie
100 pg/ml Ampicillin zugeben

e fur 2 x TY-AK: nach Autoklavieren in abgekuhltes Medium 100 pg/ml Ampicil-
lin sowie 25 pg/ml Kanamycin zugeben

e fUr die Produktion biotinylierter Fab-Antikorper in 2 x TY-AG zusatzlich noch
100 pg/ml Chloramphenicol zugeben
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2xTY-Agar:

16 g Trypton

10 g Yeast-Extrakt

5 g NaCl

15 g Agar

mit H2Oqest auf 1 Liter auffillen und autoklavieren

nach Abkuhlen 2% Glucose sowie 100 ug/ml Ampicillin zugeben und in Petri-

schalen gielen

LB-Medium:

10 g Trypton
5 g Yeast-Extrakt
10 g NaCl

mit H>Ogest auf 1 Liter auffillen und autoklavieren

SOC-Medium:

2% Trypton

1% Yeast-Extract

0,1% NaCl

250 mM KCI

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen und anschlie3end autoklavieren

Zugabe von 10 mM MgCl; (steril) und 20 mM Glucose (steril)

TS-Puffer:

12,1159 0,2 M Tris

85,6 g Sucrose

mit H2Ogest auf 500 ml auffillen und auf pH 8,0 einstellen

fur TS/IEDTA-free Proteinaseinhibitor-Cocktail: 1 Proteinase Inhibitor Cock-

tail Tablette pro 50 ml H,O4es auflosen

PEG/NaCl:

20% Polyetyhlenglycol 6000 (PEG)
2,5M NaCl
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5. Zellkultur

5.1. Kulturbedingungen

Die zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Die
Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO; und 95% relativer Luftfeuchte
inkubiert.

Die adharenten Melanomzelllinien Me290, Me260, Me275 und SK-Mel-37 sowie die
Mammakarzinomlinien BT 549, MCF7, T47D und die Suspensionszelllinien T2 und
EBV-transformierte LCLs wurden in RPMI 1640 kultiviert, komplettiert mit 10% FCS
und 2 mM L-Glutamin. Die Mausfibroblastenlinie 3T3 wurde in DMEM High Glucose,
erganzt mit 10% FCS und 2 mM L-Glutamin kultiviert. Die Zellen wurden je nach Be-

darf im Verhaltnis 1:2-1:15 gesplittet wenn sie mit ca. 80% subkonfluent waren.

5.2. Ablosen adharenter Zellen

Adharent wachsende Zelllinien wurden in der exponentiellen Wachstumsphase
gehalten, indem das Medium 1-3 Mal wochentlich gewechselt wurde und die Zellen
mittels PBS/2 mM EDTA von ihrer Unterlage abgelost wurden, sobald sie sub-
konfluent waren. Hierzu wurde das verbrauchte Medium abgekippt und die verblei-
benden Zellen mit 5-10 ml PBS/2 mM EDTA uberschichtet und fir 5 Minuten bei
37°C inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden anschlielend 5 Minuten bei 200 x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde in frischem Medium resuspendiert und entsprechend

seinem Verwendungszweck weiterbehandelt.

5.3. Einfrieren vitaler Zellen

Um Zellen fur langere Zeit zu lagern, wurden sie geerntet und 5 Minuten bei 200 x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschliel3end in Einfriermedium resuspendiert und je 1
ml in 1,8 ml Kryogefalde aliquotiert. Das Einfriermedium setzte sich aus 80% RPMI
1640, 10% FCS und 10% DMSO zusammen. Pro ml wurden etwa 5x10° Zellen ein-
gefroren. Die KryogefalRe wurden in vorgekuhlte (4°C) Einfrierboxen gestellt und
mindestens 4 h bei -70°C eingefroren. Die mit Isopropanol geflillten Boxen ermog-
lichten ein kontinuierliches Abkuhlen der Probe von ca. 1°C/min. Danach konnten die

Zellen bei -196°C in flussigem Stickstoff gelagert werden.
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5.4. Auftauen vital eingefrorener Zellen

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie im Wasserbad bei
37°C aufgetaut, in 50 ml Medium gewaschen und 5 Minuten bei 200 x g zentrifugiert.
Hierzu wurde das entsprechende Medium (RPMI 1640, 10% FCS, 2mM L-Glutamin)
stets auf 37°C vorgewarmt. Der Uberstand wurde abgekippt, die Zellen in 1 ml Medi-

um resuspendiert und in Kulturflaschen ausgesat.

5.5. Charakterisierung der verwendeten Zelllinien

Tab. 4: Charakterisierung der verwendeten Zelllinien

CT-Antigene/ Weitere
Zelllinie Gewebe HLA-A2 | SSX2
Onkogene Besonderheiten
SCP1, BAGE
SK-Mel-37 | Melanom ¥ + MAGE 1-4, 8%3}('21'?7254":4
NY-ESO1, TRP2
Me260 Melanom - + Melan A
Me290 Melanom + + SCP1
NY-ESO1,
Me275 Melanom + + Melan A, MAGE-
A10
Ostrogenrez.-
MCF7 Mamma-Ca + - Wnt7h pos., Sekretion
von IGFBP
- - p53-
BT 549 Mamma-Ca * Punktmutation

wnt7B, wnt7h, p53-Punktmu-

T47D Mamma-Ca tation, hy-
wnt3 L
potriploid
373 Mausfibro- i ) ) )
blasten
Abhangig
vom
EBV-LCL Lt%mhgs:ﬁf HLA- EBV-
. Status transfromiert
nie
des
Spenders
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CT-Antigene/ Weitere
Zelllinie Gewebe HLA-A2 | SSX2
Onkogene Besonderheiten
T/B-hybride,
T2-Zellen | lymphoblas- + - - TAP-defizient
toide Linie

Die Zelllinien wurden freundlicherweise von folgenden Personen bzw. Instituten zur
Verflgung gestellt:
e SK-Mel-37: Elisabeth Stockert, Ludwig Institute for Cancer Research, New
York
e BT 549, T47D: Dr. Brigitte Guickel, Frauenklinik Ttbingen
e Me 260, Me 290, Me 275: Prof. J. C. Cerottini, Ludwig Institute for Cancer Re-
search, Lausanne, Schweiz
e T2-Zellen: Prof. Dr. Stefan Stevanovic, Institut fur Immunologie, Eberhard-
Karls-Universitat Tubingen
e EBV-LCL: Dr. Frank Neumann, Medizinische Klinik |, Universitatsklinikum des
Saarlandes (die Zelllinien entstammen verschiedenen Spendern)
e 3T3 MEFs WT: ATCC, CRL-2752, LGC Standards GmbH
e MCF7: Prof. Dr. Stefan Stevanovic, Institut fur Immunologie, Eberhard-Karls-

Universitat Tubingen

5.6. Vitalitatstest: Farbausschluss mittels Trypanblau

Das Prinzip beruht darauf, dass lebende Zellen in der Lage sind, Farbstoffe wie Try-
panblau fur eine festgelegte Inkubationszeit aus der Zelle auszuschliel3en. Tote Zel-
len dagegen nehmen den Farbstoff ins Zellinnere auf und farben sich folglich blau
an, wohingegen lebende Zellen farblos bleiben.

Durchfuhrung:

Die Zellen wurden mit 0,4%iger Trypanblaulésung im Verhaltnis 1:1 gemischt und mit

Hilfe einer Neubauer Zahlkammer ausgezahit.
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6. Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinséduren

Bei der Agarosegelelektrophorese wandern gro3enabhangig negativ geladene Nuk-
leinsaurefragmente unterschiedlich weit im elektrischen Feld.

Diese Fragmente konnen mittels Ethidiumbromid (auch als Ethidium oder Homidium
bekannt) visualisiert werden. Ethidiumbromid, ein roter Phenanthridin-Farbstoff, bin-
det an Nukleinauren durch Interkalation mit den Basen der DNA bzw. RNA (drei
Molekule je zehn Basen) und verandert dabei sein Absorptionsspektrum bei nahezu
unverandertem Emissionsspektrum von 590 nm. Dadurch wird die Fluoreszenz bei
Anregung mit ultraviolettem Licht (302 nm) um den Faktor 50-100 erhoht. Es leuch-
ten somit auf dem UV-Kasten die Stellen im Agarosegel, an denen sich Nukleinsau-
ren oder —fragmente befinden, hell auf, wahrend das restliche Gel dunkel erscheint.
Die Lichtintensitat ist dabei proportional zur vorliegenden Nukleinsaurekonzentration
sowie zu deren Lange. Bei Arbeiten mit Ethidiumbromid gilt es jedoch zu beachten,
dass diese Substanz 2005 von der Senatskommission der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft zur Prufung gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe als krebsverdachtiger
Arbeitsstoff der Kanzerogenitatskategorie 3B zugeordnet wurde.

Agarose stellt die Hauptkomponente der Gele dar und kommt in vivo in Rotalgen vor.
Es handelt sich dabei um ein Polysaccharid aus D-Galaktose und 3,6-
Anhydrogalaktose, welche glykosidisch miteinander verbunden sind. Agarose besitzt
eine starke Tendenz zur Gelbildung und ist somit fur die Gelierfahigkeit der Gele ver-
antwortlich. Die Konzentration der Agarose in der Pufferlésung richtet sich nach der
Grole der mit der Gelelektrophorese aufzutrennenden Teilchen. Es gilt dabei allge-
mein: Je kleiner die aufzutrennenden Teilchen, desto hdher sollte die Konzentration
an Agarose gewahlt werden, um eine optimale Auftrennung zu erzielen; fur groRRe
Teilchen gilt analog das Gegenteil.

Fir DNA-Gele wurde ein 3%iges Agarosegel nach Abkihlung und Zugabe des Ethi-
diumbromids in einen vorbereiteten Geltrager gegossen. Als Elektrophoresepuffer
diente 1XTAE-Puffer. Die einzelnen Taschen des Gels wurden mit jeweils 10-15 pl
der DNA-Probe beladen, der zuvor 4 ul Ladepuffer zugesetzt wurde und die Nuklein-
sauren bei 80-100 V in der Elektrophoresekammer entsprechend ihrer Grofe aufge-
trennt. Zwecks Grollenbestimmung der Fragente wurde eine Geltasche mit 10 pl ei-

nes 1 kb-DNA Langenmarker befullt.
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7. Die Phage-Display-Technologie (Hoogenboom et al., 2000)

7.1. Phagemidbank

Die in dieser Arbeit verwendete Phagemidbank exprimiert ein sehr groRes, naives
humanes Fab-Repertoire mit einer Diversitat von 3,7x1010 verschiedenen Fab-
Antikérpern. Die grof3e Diversitat erlaubt die Selektion von Antikérpern mit Spezifitat
fur praktisch jedes Antigen (de Haard et al., 1999). Der Uberstand der gelésten Pha-
gen wurde uns in das komplette Repertoire enthaltenden Aliquots von DYAX SA,

Liege, Belgien zur Verfigung gestellt.

7.2. Selektion von Phagen-Antikorpern auf biotinylierte MHC-

Komplexe

7.2.1. MHC-Peptid-Komplexe

Der monomere biotinylierte MHC-Peptid-Komplex (b-pMHC) wurde uns freundlicher-
weise von Herrn Dr. Immanuel Luescher aus Lausanne zur Verfugung gestellt. Hier-
bei wurden die MHC-Peptid-Monomere wie vorbeschrieben synthetisiert (Altman et
al., 1996): Die Schwerkette, das B.-Mikroglobulin sowie das entsprechende HLA-
A*0201-restringierte Peptid wurden in Losung neu gefaltet. Das 45 kD Produkt wurde
anschlielfend mittels GroRenausschlusschromatographie isoliert und dann unter
Verwendung von rekombinantem BirA in Anwesenheit von Biotin, ATP und Mg®* bio-
tinyliert. Die hier selektionierten Fabs erkennen die beiden Epitope des CT-Antigens
SSX241.49 bzw. SSX2103.111 im HLA-A*0201-Kontext.

Folglich handelt sich um die Komplexe SSX21¢3.111 / HLA-A*0201 (RLQGISPKI) und
SSX241.49/ HLA-A*0201 (KASEKIFYV).

7.2.2. Prinzip der Selektionen

Um das Repertoire der Phagen-Bank in seiner Gesamtheit zur Verfligung zu haben,
wurden fur die Selektion Phagen in zehn- bis hundertfacher Menge der Diversitat der
Phagen-Bank eingesetzt. Das Volumen dieser Losung betrug 500 pl. Zur Quantifizie-
rung der eingesetzten Menge wurden 10 pl der Phagen-Ldsung enthommen und eine
Verdlinnungsreihe pipettiert (s. 7.2.3.) und der sogenannte Input-Titer anhand colo-

ny-forming units (cfu) nach Infektion von E.coli (TG1) bestimmt. Die Phagen-L&sung
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wurde in einem ersten Schritt im Verhaltnis 1:1 mit 4% Milchpulver/PBS (4% M/PBS)
fur 60 Minuten in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal® bei RT auf einem Labor-
rad vorgeblockt. Dieser Schritt diente dazu, unspezifische Interaktionen infektioser
Phagen mit der Plastikoberflache der Eppendorf-Gefalie und dem Antigen zu inhibie-
ren. Gleichzeitig wurden Streptavidin-Dynabeads vorbereitet. Diese bestehen aus
einem supermagnetischen Polystyrol-Kern, an den kovalent Streptavidin gebunden
ist (s. Dynal Biotech Produktmonographie). Streptavidin ist ein Protein von Bakterien
der Spezies Streptomyces avidinii, das aus vier identischen Untereinheiten aufgebaut
ist, welche jeweils mit hoher Affinitat (K, ~ 10'*=10"> M) ein Biotin-Molekiil binden.
Dabei wurden fir die erste Selektionsrunde 600 pl Streptavidin-Dynabeads verwen-
det, fur die zweite Runde 200 pl und fir die dritte Runde noch 100 pl. Die Streptavi-
din-Dynabeads wurden mit 1 ml 4%M/PBS fur 1-2 Stunden bei RT ebenfalls auf dem
Rad vorgeblockt.

Um Streptavidin-Binder aus dem Phagen-Repertoire zu entfernen, wurde die Pha-
gen-LAsung zu Beginn der zweiten Runde eine halbe Stunde mit 100 ul Streptavidin-
Dynabeads prainkubiert, welche anschliefend in einem magnetischen Feld (Magnet
Dynal MPC®-S) wieder entfernt wurden. Der verbleibende Uberstand wurde weiter
verwendet.

Nach den 60 Minuten Prainkubation der Phagen mit 4%M/PBS wurde der biotinylier-
te MHC-Peptid-Komplex, der als Antigen diente, direkt in das Phagen-4%M/PBS-
Gemisch pipettiert und fur eine Stunde bei RT auf dem Rad inkubiert. Die Antigen-
menge wurde analog zu den Streptavidin-Dynabeads von Runde zu Runde reduziert.
Dies fuhrt zur selektiven Anreicherung von Phagen, die eine hohe Affinitat gegenuber
den Zielmolekulen aufweisen. In der ersten Runde wurden 300 nmol Antigen einge-
setzt, in der zweiten Runde 100 nmol und in der dritten Runde 20 nmol.

Nach Vorinkubation der Streptavidin-Dynabeads in 4%M/PBS wurden diese mit Hilfe
eines Magnets (Dynal MPC®-S, Magnetstander von Dynal) an den Rand des Eppen-
dorf-Reaktionsgefalles gezogen und die Uberschissige Losung, welche nun keine
Beads mehr enthielt, abpipettiert. Die Streptavidin-Dynabeads wurden anschlie3end
in dem Phagen-Antigen-Mix resuspendiert und 15 Minuten bei RT auf dem Rad inku-
biert. Dabei findet eine Bindung des Phagen-Antigen-Komplexes an das freie Strep-
tavidin der Dynabeads statt. Die Streptavidin-Biotin-Bindung ist eine der starksten

bekannten nichtkovalenten biologischen Bindungen, so dass es zu einer selektiven
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Anreicherung von den Phagen kommt, die spezifisch mit dem hier verwendeten
MHC-Peptid-Komplex interagieren. Um nicht bindende Phagen zu entfernen, wurden
die Phagen-Antigen-Dynabeads-Komplexe zunachst sechsmal mit 2%M/PBS/0,1%
Tween 20 gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurden die Dynabeads mit Hilfe
des Magneten an den Rand des Reaktionsgefalles gezogen und die Waschlésung
vorsichtig abpipettiert. Danach wurden die Phagen-Antigen-Dynabeads-Komplexe in
1 ml PBS resuspendiert und in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefald uberfuhrt. An-
schlieBend wurde nochmals sechsmal mit PBS/0,1% Tween 20 gewaschen. Nach
dem letzten Waschschritt wurden die Phagen-Antigen-Dynabeads-Komplexe in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefaly Uberfihrt und das enthaltene Tween 20 durch
zweimaliges Waschen mit reinem PBS von den Streptavidin-Dynabeads entfernt.

Nun wurden die Phagen aus ihrer Bindung im Phagen-Antigen-Dynabeads-Komplex
eluiert, indem die Beads in 1 ml 100 mM Triethylamin pH 12 flr 5-10 Minuten bei RT
resuspendiert wurden. Das alkalische Milieu trennt dabei die Bindung der Phagen zu
dem biotinylierten MHC-Peptid-Komplex. Die Suspension wurde dann erneut dem
magnetischen Feld ausgesetzt, wodurch mittels Abpipettieren des Uberstandes die
Streptavidin-Dynabeads von den Phagen getrennt werden konnten. Die so eluierten
Phagen wurden unmittelbar danach mit 500 yl 1 M Tris-HCI pH 7,4 neutralisiert, um
fur E. coli infektids zu werden. Zur Bestimmung des Output-Titers wurden vor der

jeweils nachsten Selektionsrunde aus der Phagensuspension 10 pl enthommen.
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Prinzips der Selektionen

7.2.3. Bestimmung des Phagentiters und Phagenamplifikation

Mannliche E.coli exprimieren unter bestimmten Bedingungen F-Pili. Dazu gehort der
E.coli-Stamm TG1. Nachdem der Phage sich mit Hilfe des Hullproteins p3 an den F-
Pilus angelagert hat, kommt es zur Internalisierung des Phagemids. Uber die interna-

lisierte DNA wird dem Bakterium eine Antibiotikaresistenz vermittelt.
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Die bendétigten TG1-Bakterien wurden in 25 ml 2 x TY-Medium aus einem Glycerol-
Stock angeimpft und fur mindestens 12 Stunden bei 30°C, 270 U/min wachsen ge-
lassen. Aus dieser Kultur wurden am nachsten Tag 50 ml 2 x TY 1:100 angeimpft.
Die neue Kultur wuchs bei 37°C, 170 U/min bis zu einer optischen Dichte (ODgo) von

ca. 0,5, da die Zellen dann einfacher zu infizieren sind.

7.2.3.1. Bestimmung des Phagentiters (Input und Output)

Die Bestimmung des Phagentiters erfolgte vor und nach jeder Selektionsrunde und
wurde entsprechend als ,Input® bzw. ,Output” bezeichnet. Zur Input-Bestimmung
wurde aus der Phagen/4%MPBS-Suspension (bestehend aus den Phagen der vor-
hergehenden Runde) vor Zugabe des Antigens 10 ul entnommen. Daraus wurden
Verdiinnungsstufen (in der Regel von 10 bis 10™"") in 2 x TY-Medium erstellt und auf
ein Endvolumen von 500 ul aufgefullt. Die jeweiligen Verdinnungsstufen wurden an-
schliefend 1:1 mit einer TG1-Bakterienkultur gemischt und fir 30 Minuten bei 37°C
im Wasserbad inkubiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Bakterienkultur eine
optische Dichte von 0,5 aufwies. Wahrend der Inkubation kam es zur Infektion der
TG1-Bakterien durch die Phagen. Es wurde schlieBlich von jeder Verdlinnungsstufe
1/10 des Gesamtvolumens (100 ul) auf 2 x TY-AG Platten ausgestrichen und uUber
Nacht bei 30°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurden nicht infizierte E. coli auf einer
separaten Platte inkubiert, wobei auf dieser Platte kein Bakterienwachstum erfolgen
darf, da die uninfizierten E. coli keine Antibiotikaresistenz aufweisen.

Die Bestimmung des Output-Titers erfolgte analog zur Input-Bestimmung. Aus-
gangsprodukt waren in diesem Fall die eluierten Phagen am Ende der Selektions-
runde. In der Regel wurden Verdiinnungsstufen von 10 bis 10° erstellt und nach
Inkubation mit TG1 ebenso auf 2 x TY-AG Platten ausgestrichen.

Zur Bestimmung des Phagentiters (Output) verdunnte man die bei der Selektion elu-
ierten Phagen 10fach bis 100fach in 2 x TY-AG-Medium.

Am nachsten Tag erfolgte die Bestimmung der In- und Output-Titer: Dazu zahlt man
die Kolonien auf den einzelnen Platten (optimal ware eine Verdunnungsstufe, bei der
man nicht zu viele und auch nicht zu wenige Kolonien findet) und errechnet an-

schliel3end die Titer gemaf folgender Formel:

Anzahl an Kolonien x 2

Phagentiter [Anzahl an Phagen/ml] =
VerdUnnungsstufe x ausplattierte Menge
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7.2.3.2. Phagenamplifikation

Das fur die jeweils nachste Runde bendtigte Phagenrepertoire wurde gewonnen, in-
dem man 5 ml der exponentiell wachsenden TG1-Bakterienkultur mit 1 ml der eluier-
ten Phagen, gelost in 4 ml 2 x TY-Medium, vermischt. Diese 10 ml L6sung lasst man
far 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad zur Infektion inkubieren. Um besser ausplat-
tieren zu kénnen, wurde das Volumen reduziert, indem man die Zellen bei 3.000 g
kurz abdrehte und das Zellpellet in 500 pl 2 x TY-AG-Medium resuspendierte. Diese
Zellsuspension wurde dann in der ersten Runde der Selektion auf zwei 16 cm? gros-
sen 2 x TY-AG-Platten ausgestrichen, um die maximale Komplexitat der Phagen zu
erhalten, in den Runden zwei und drei jeweils nur auf einer Platte.

AnschlieRend wurden die Platten tUber Nacht bei 30°C im Brutschrank inkubiert, um
am nachsten Tag den Bakterienrasen mit 5 ml 2 x TY-AG-Medium mit Hilfe eines
sterilen Kratzer abzulésen. Danach wurde die Losung konzentriert, indem man sie fur
10 Minuten bei 3000 x g zentrifugierte und das entstandene Zellpellet in 1-2 ml 2 x
TY-AG resuspendierte. Von der so gewonnenen Losung wurden Glycerol-Stocks er-
stellt, indem man das Konzentrat in eine Nunc®-Cryotube iberfiihrte und steriles Gly-
cerol bis zu einer 15%-igen Endkonzentration hinzufugte. Dieser Stock wurde umge-
hend bei -70°C eingefroren, um maoglichst wenige Bakterien durch das Glycerol ab-
zutoten.

Die so entstandenen Stocks dienten dann wiederum der Gewinnung des Phagenre-
pertoires fur die jeweils anschlieRende Runde. Diese erstreckte sich uber zwei Tage:
Zu Beginn wurde aus dem Glycerol-Stock eine Kultur in 50 ml 2 x TY-AG angeimpft
und diese bei 37°C, 270 U/min bis zu einem ODsgg von ca. 0,5 inkubiert. Daraus
wurden im Folgenden 5 ml entnommen, in ein steriles Falcon-Réhrchen Uberfuhrt
und 1,5 yl M13-K07-Helferphagen aus einem Stock mit einer Phagenkonzentration
von ca. 1,8*10" pfu/ml hinzugesetzt. Diese Suspension wurde dann 30 Minuten bei
37°C im Wasserbad inkubiert, so dass eine Infektion durch den Helferphagen erfol-
gen konnte. Danach wurde die Suspension fur 10 Minuten bei 3.000 x g zentrifugiert,
der Uberstand verworfen, das entstandene Zellpellet in 25 ml vorgewarmtem 2xTY-
AK resuspendiert und in einen neuen 300 ml-Glaskolben transferiert. Uber Nacht er-
folgte dann bei 30°C, 170 U/min die Phagenproduktion. Am nachsten Tag konnte die

Reinigung der produzierten Phagen erfolgen.
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Hierfir wurde die Suspension in ein steriles 50 ml-Falcon tberflhrt und far 20 Minu-
ten bei 3.000 x g zentrifugiert. Wahrend die Bakterien hierbei pelletiert werden, be-
finden sich die Phagen nun im Uberstand. Zum Uberstand wurde 1/5 des Volumens
PEG/NaCl hinzugefugt und das Gemisch fur mindestens 1 Stunde auf Eis gestellt,
was zu einem Ausfallen der Phagen fuhrt. Die PEG-Fallung wurde 1964 von Polson
et al. eingeflihrt (Polson et al., 1964). Das hydrophile, ungeladene Polymer Polyethy-
lenglycol konkurriert mit den Proteinen in wassriger Losung um das Hydratations-
wasser und fuhrt ab einer bestimmten Konzentration, welche von der Proteinkonzen-
tration und dem Polymerisationsgrad des PEG abhangt, zu einer reversiblen Fallung
des Proteins. Diese Methode ist sehr schonend flir Proteine und wird daher haufig
auch bei der Proteinkristallisation eingesetzt.

Im nachsten Schritt wurden die Phagen pelletiert, indem man sie fur 15 Minuten bei
3000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgféltig entfernt, das Phagen-
pellet in 1 ml sterilem PBS resuspendiert und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal} tiber-
fuhrt. Im Folgenden wurden die noch verbleibenden Bakterien durch eine kurze
Zentrifugation von 2 Minuten bei 13.000 g entfernt. Der resultierende Uberstand wur-
de in ein neues Reaktionsgefall Uberfuhrt, mit 200 yl PEG/NaCl gemischt und
schlie3lich 10-20 Minuten auf Eis inkubiert. Die Phagen wurden schlief3lich fir 5 Mi-
nuten bei 13.000 x g zentrifugiert und das Pellet in 500 yl PBS resuspendiert. Ein
letztes Mal wurden die Bakterienreste entfernt, indem nochmals fur 2 Minuten bei
13.000 x g zentrifugiert wurde und der Uberstand, in dem sich die aufgereinigten
Phagen befinden wurde in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefaly Gberflhrt.

Die Phagen konnten nun direkt fir Versuchszwecke eingesetzt werden oder mit 15%

Glycerol bei -70°C weggefroren werden.

7.2.4. Produktion von Phagen in einer 96-Well-Microtiter-Platte

Mit Hilfe dieser Methode ist es mdglich, eine grof3e Anzahl von Phagen aus den in
der Selektion gewonnenen Klonen zu produzieren. Das Prinzip der Phagenprodukti-
on ist hierbei dasselbe wie in Kapitel 7.2.3.2 beschrieben.

Um mit der Produktion starten zu kdnnen, wurden zuerst Kolonien von den nach der
Selektion erhaltenen Output-Platten gepickt und in 100 pl 2 x TY-AG-Medium in einer
96-Well-Microtiter-Rundbodenplatte inokuliert. Diese wurden bei 30°C, 255 U/min

Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Zur Uberpriifung der Phagenproduktion wurde

65



Material und Methoden Die Phage-Display Technologie

einerseits als Positivkontrolle zusatzlich ein Anti-Streptavidin-Phage (Klon F2, zur
Verfugung gestellt von Dr. Gerhard Held, Innere Medizin |, Universitatsklinikum des
Saarlandes) inokuliert, mit dessen Hilfe man im Anschluss auch das korrekte Coating
der ELISA-Platten kontrollieren konnte. Andererseits wurden mehrere Wells als Ne-
gativkontrolle auf der Platte nicht mit Bakterien inokuliert, um eine eventuelle Kreuz-
kontamination wahrend der Phagenproduktion besser ausschlie3en zu kénnen.

Am nachsten Tag wurden von der so erhaltenen Platte jeweils 2 pl in eine neue 96-
Well-Rundbodenplatte-Platte (Costar®) inokluiert, die pro Well 120 uyl 2 x TY-AG-
Medium enthielt. Das Bakterienwachstum erfolgte danach bei 37°C, 170 U/min bis zu
einer ODggp von ca. 0,5. In die originale Master-Platte vom Vortag wurde pro Well
35 ul steriles 60%iges Glycerol pipettiert und diese direkt bei -70°C eingefroren. Die
so erhaltene Master-Platte diente fur alle weiteren Versuche als Repertoire zur Ge-
winnung von Phagen und Fab-Antikorpern.

Nach Erreichen der ODgoo von ca. 0,5 wurde in jedes Well 40 ul 2 x TY-AG-Medium
pipettiert, welches ca. 2x10° Phagen/ml Helferphage M13K07 enthalt (aus einem
Stock mit 1,8x10" pfu/ml entnimmt man 32,5 ul Helferphagen auf 10 ml Medium).
Hierbei sollte das Verhaltnis von Phagen zu Bakterien bei ungefahr 20:1 liegen. Das
Gemisch wurde dann 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert und die Platte
danach fur 10 Minuten bei 450 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde darauf geachtet,
den Uberstand komplett abzupipettieren, da jede Anwesenheit von Glucose dazu
gefuhrt hatte, dass die Bakterien diese zuerst verbraucht hatten und erst danach mit
der Phagenproduktion begonnen hatten. Dadurch ware es zu einer ineffektiven Pha-
genproduktion mit einer geringeren Ausbeute gekommen.

Nach Entfernen des Uberstandes wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, indem
das Zellpellet in 120 pl 2 x TY-AK resuspendiert wurde und man die Bakterien fur 14
bis 18 Stunden bei 30°C, 255 U/min wachsen lie3. Am dritten Tag wurde schliellich
die Bakterien-Phagen-Suspension fur 10 Minuten bei 450 x g zentrifugiert und der

Uberstand, welcher die produzierten Phagen enthielt, im ELISA eingesetzt.
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7.2.5. ELISA zur Detektion von Phagen-Antikorper-Fragmenten
(Henderikx et al., 1998)

Die Spezifitat der einzelnen Phagen-Klone aus den Selektionsrunden wurde mittels
ELISA Uberpruft. Hierbei wurden die bendtigten MHC-Peptid-Komplexe folgender-
mafRen auf die Nunc®-Maxisorb-Platte aufgebracht:

Im ersten Schritt wurde die Platte mit 100 ul/Loch biotinyliertem BSA (b-BSA) der
Konzentration 2 ug/ml gelost in PBS fur eine Stunde bei 37°C gecoatet. Danach wur-
de die Platte 3 Mal mit PBS gewaschen und fur eine Stunde auf einem Schdattler bei
Raumtemperatur mit 10 ug/ml Streptavidin (geldst in PBS; 100 pl/Loch) inkubiert. Im
Anschluss wurde wieder 3 Mal mit PBS gewaschen, bevor dann in einem dritten
Schritt die biotinylierten MHC-Peptid-Komplexe Uber Nacht bei 4°C an das Streptavi-
din gekoppelt wurden.

Das Aufbringen des biotinylierten BSA-Streptavidin-Spacers bewirkte, dass die eben-
falls biotinylierten MHC-Peptid-Komplexe (b-pMHC) ihre korrekte Faltung behalten.
Wiurde man die MHC-Peptid-Komplexe direkt an das Plastik der 96-Well-Platte bin-
den, ware eine Veranderung der Komplexfaltung eine mogliche Folge mit der Konse-
quenz, dass keine Aussage bezlglich der Spezifitat der Phagen mehr moglich ware
(Chames et al., 2000). Zur Kontrolle der korrekten Faltung und Stabilitadt der Komple-
xe wahrend des Bindungsassays erfolgte eine Uberpriifung ihrer Reaktivitat mit kon-
formationsspezifischen monoklonalen Antikérpern. Es wurden hierzu der monoklona-
le HLA Klasse | Antikorper W6/32, welcher die a3- und a2-Domane der HLA-
Subtypen A, B und C sowie das B.-Mikroglobulin erkennt (Barnstable et al., 1978)
und der monoklonale Antikorper Ti155 (Hutter et al., 1996), welcher nur peptidbela-
dene MHC-HLA-A2-Komplexe erkennt (Chames et al., 2000), eingesetzt.

Am zweiten Tag wurde die mit MHC-Peptid-Komplexen beladene Platte dreimal mit
PBS gewaschen, und anschliefend wurden die unspezifischen Bindungsstellen mit
120 pl 2%M/PBS pro Well fur mindestens 30 Minuten bei RT geblockt. Zwischen den
sich anschlieBenden Inkubationsschritten, welche alle auf einem Schattler durchge-
fuhrt wurden, erfolgte jeweils ein Waschschritt, bei dem dreimal mit PBS/0,1%Tween
20 und dreimal mit PBS gewaschen wurde.

Als nachstes wurden 50 pl 4%M/PBS vermischt mit jeweils 25 uyl des Phagen-
Uberstandes aus Kapitel 7.2.4 in jedes Well pipettiert und fur 1-1,5 Stunden inkubiert.
Zur Phagendetektion wurde dann in jedes Well 100 ul anti-M13 1:2.000 verdunnt in
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2%M/PBS pipettiert und eine Stunde bei RT inkubiert. Zur Detektion des anti-M13
wurde ein HRP-konjugierter anti-Maus-Antikorper im Verhaltnis 1:2.000 verdunnt in
2%M/PBS fur ebenfalls eine Stunde in die jeweiligen Locher gegeben. Anschlie3end
wurde viermal mit PBS/0,1% Tween 20 sowie einmal mit PBS gewaschen. In einem
letzten Schritt wurde der ELISA Uber eine Farbreaktion entwickelt; diese wurde mit
Hilfe des TMB-Peroxidase Kits durchgefiihrt. Dabei wurden die im Kit enthaltenen
Losungen A und B im Verhaltnis 1:1 gemischt und jeweils 100 pl der entstandenen
Mischlésung in die einzelnen Ldocher pipettiert. Nach deutlichem Sichtbarwerden ei-
ner Blaufarbung bei den Positivkontrollen wurde die Reaktion, bevor eine Verfarbung
der Negativkontrollen stattfand, durch Zugabe von 50 ul/Well 1 M H,SO4 gestoppt.

Nach Beenden der Reaktion kommt es zu einem Farbumschlag in den Wells von
Blau nach Gelb. Die Intensitat dieses gelben Farbtons kann man nun quantifizieren,

indem man die Absorption bei 450 nm im ELISA-Reader misst.

7.2.6. PCR-Amplifikation und Fingerprint der positiven Klone

7.2.6.1. Polymerase-Ketten-Reaktion (Saiki et al., 1988)

Die im ELISA selektiven Klone werden nun in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (Po-
lymerase Chain Reaction, PCR) auf ihre Diversitat hin Gberpruft.
Hierbei ermoglicht die PCR die gezielte in vitro-Amplifikation von DNA-Fragmenten
bis zu einer maximalen Gro3e von 12 kb. Die Vervielfaltigung doppelstrangiger DNA
verlauft exponentiell. Die PCR lauft in der Regel uber 25 bis 50 Zyklen und wird in
einem Thermocycler durchgefiihrt. Dieses Gerat erhitzt und kihlt die Proben prazise
auf die fUr die jeweiligen Schritte gewlinschte Temperatur. Zusatzlich besitzt es einen
beheizbaren Deckel, so dass Verdunstungen effektiv verhindert werden kénnen.
Jeder PCR-Zyklus verlauft in drei Schritten:

e Denaturierung: Die noch doppelstrangige DNA wird auf 94-96°C erhitzt. Da-

durch werden die zwischen den beiden Strangen bestehenden Wasserstoff-
bruckenbindungen aufgebrochen, was eine Strangtrennung zur Folge hat.
Weiterhin kommt es zu einem Stopp aller enzymatischer Reaktionen, wie z.B.
der Elongation eines vorhergehenden Zyklus. Im ersten Zyklus wird die DNA
fur eine langere Zeit erhitzt, so dass sichergestellt werden kann, dass sowohl

die Ausgangs-DNA, als auch die Primer als Einzelstrange vorliegen.
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Primerhybridisierung (primer annealing): Nun wird die Temperatur abgesenkt,

so dass sich die Primer an die komplementaren Sequenzen der DNA-Strange
anlagern konnen. Die erforderliche Temperatur hangt von den jeweiligen Pri-
mern ab, liegt jedoch in der Regel 2-3°C unter deren Schmelzpunkt (zwischen
50 und 60°C).

Strangverlangerung (Elongation): In diesem Schritt kommt die im Reaktions-

gemisch enthaltene Tag-Polymerase zum Einsatz: Sie flllt die fehlenden
Strange mit freien Nukleotiden auf. Dabei beginnt sie am 3’Ende des angela-
gerten Primers und nutzt den Ausgangsstrang als Matrize. Die bendétigte Tem-
peratur hangt auch hier von der jeweiligen Polymerase ab und liegt in der Re-

gel zwischen 68 und 72°C. Gleiches gilt fir die Dauer der Elongation.

In dieser Arbeit wurden die DNA-Amplifikationen unter folgenden Bedingungen
durchgefuhrt:

Denaturierung fur 10 Minuten bei 94°C

Denaturierung fur 45 Sekunden bei 95°C

Annealing fur 45 Sekunden bei 58°C 35 Zyklen
Elongation fur 90 Sekunden bei 72°C

Pro Probe wurde ein PCR-Reaktionsgemisch, bestehend aus folgenden Komponen-

ten verwendet:

0,4 yl ANTP Mix (100 mM)

2 ul Tag-Reaktionspuffer (10 x)

1,2 pl MgCl; (25 mM)

0,05 ul FORWARD primer fd-tet-seq-24 (100 uM)
0,05 ul BACK primer pUC reverse (100 uM)

0,1 yl Tag-Polymerase (5 U/pl)

15,2 Pl H2Ogest

1 ul DNA aus Mini-Prap

Gesamt: 20 pl
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7.2.6.2. Fingerprint der amplifizierten DNA

Die durch die PCR erhaltene DNA wurde nun in einem zweiten Schritt mit Hilfe des
gangigen Restriktionsenzyms BstN-1 verdaut. Die Erkennungsstelle dieses Restrikti-
onsenzyms sieht wie folgt aus:

5...CCYWGG...3

3...GGW,CC...5

Hierzu wurden zu dem aus der PCR erhaltenen DNA-Mix folgende Komponenten zu
jeder Probe pipettiert:

e 3,6 yl NEB2-Puffer (10 x)

e 0,3 ul BstNI (10 U/pl)

e 0,36 yl BSA (100 x)

o 11,74 pl HyOgest.
Dieser Mix wurde dann fur 2-3 Stunden bei 60°C verdaut und anschlieBend mit Hilfe
eines 3%-igen Agarosegels analysiert (vgl. Kapitel 1). Um besser abschatzen zu
konnen, wie weit die DNA im Agarosegel schon gelaufen ist, wurden jeder Probe 4 l
des Ladepuffers zugesetzt und jeweils 15 pl der zu analysierenden Probe in eine
Geltasche pipettiert. Die Gelelektrophorese wurde beendet, wenn bei jedem Klon ein
spezifisches Bandenmuster zu erkennen war, welches wiederum Ruckschlisse uber

die Diversitat der Phagenklone erlaubte.

7.2.7. Expression und Reinigung loslicher Fab-Antikorper
(McCafferty et al., 1990)

7.2.7.1. Expression der I6slichen Fab-Antikorper

Mit Hilfe dieser Methode wurden Fab-Antikorper produziert, die bei weiteren Versu-
chen wie z.B. ELISA, Western Blot, FACS, usw. eingesetzt werden konnten.

Das Prinzip der Methode liegt darin begrindet, dass von E.coli produzierte Fab-
Antikdrper aus dem Periplasma der Bakterien gereinigt werden. Die Gewinnung der
Antikérper aus dem Periplasma bringt mehrere Vorteile zugleich mit sich: Einerseits
herrscht in diesem Milieu eine geringe Protease-Aktivitat, andererseits kommen we-
niger die Gewinnung stérende Proteine als im Zytoplasma oder im Uberstand vor,

und der zu gewinnende Antikorper liegt in einer hoheren Konzentration vor.
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Induziert man eine Bakterienkultur, welche das Antikorper-kodierende Plasmid ent-
halt, in 2 x TY-A-Medium mit wenig Glucose (0,1%) und Isopropylthio-3-galactosid
(IPTG), werden losliche Fab-Antikorper produziert, in das Periplasma transportiert
und Uber vier Stunden hinweg angereichert. IPTG wirkt hierbei als Aktivator des /ac-
Operons, indem es an den Repressor LacR bindet und damit dessen Wechselwir-
kung mit dem Operator inhibiert. Im Gegensatz zur Lactose wird IPTG nicht im nattr-
lichen Metabolismus von Bakterien umgesetzt, seine Konzentration bleibt deshalb
wahrend eines Versuchs konstant und das Gen bleibt aktiv.

Im Periplasma wird dabei die Signalsequenz, welche den Transport der Proteine ver-
anlasst hat, abgetrennt und der Antikorper durch korrekte Faltung sowie durch Aus-
bilden von Disulfidbrtucken voll funktionsfahig.

Zur Gewinnung der Fabs wurden die TG1-Klone, die das Antikdrper-kodierende
Plasmid von Interesse enthielten, gepickt und in 50 ml 2 x TY-AG-Medium Uber
Nacht bei 30°C, 170 U/min inkubiert. Diese Kultur wurde am nachsten Morgen 1:100
in 2 x TY-AG-Medium (100 pg/ml Ampicillin, 0,1% Glukose) inokuliert, bei 37°C, 270
U/min bis zu einer ODgyo von 0,7-0,8 hochwachsen gelassen und dann IPTG in einer
Konzentration von 1 mM zugesetzt. Nun liel¥ man die induzierte Bakterienkultur fur
drei bis vier Stunden (je nach Klon wurde ausgetestet mit welcher Induktionszeit die
grofRten Ausbeuten erreicht werden konnten) bei 30°C, 270 U/min weiter wachsen.
Durch Zugabe von IPTG kommt es zur Produktion und Sekretion von Fab-
Antikdrpern ins Periplasma der Bakterien. Nach Ablauf der drei bis vier Stunden wur-
den die Bakterienzellen fur 15 Minuten bei 3.000 x g und 4°C in sterilen 500 ml Plas-
tikgefalRen zentrifugiert und im Anschluss sorgféltig der Uberstand entfernt. Um eine
hohere Ausbeute zu erreichen, wurde das entstandene Pellet nun fir mindestens
zwei Stunden bei -70°C, in der Regel aber Uber Nacht, eingefroren. Durch das Ein-
frieren der Bakterien wird die Bakterienmembran I6chrig und somit spater das He-
rauslosen der Peptide aus dem Periplasma erleichtert.

Am nachsten Tag wurden die eingefrorenen Bakterienpellets bei RT aufgetaut, um
nach Gewinnung der Fab-Antikorper mit der Reinigung zu beginnen. Zur Praparation
wurde das Bakterienpellet mit je 8 ml eisgekuihltem TS/EDTA-free Proteinaseinhibi-
tor-Cocktail resuspendiert, die Suspension in ein steriles 50 ml-Reaktionsgefaly Uber-
fuhrt und fur 15 Minuten in eine Eisbox auf eine Wippe gelegt, so dass eine gleich-

mafige Durchmischung erfolgen konnte. Wahrenddessen wurden die Plastikzentrifu-
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gengefalle mit je 8,8 ml TS/H204est (Mischungsverhaltnis 1:3) ausgespdlt. Diese L6-
sung wurde dann zu der Bakteriensuspension hinzugegeben und erneut 30 Minuten
in der Eisbox auf der Wippe inkubiert. Man macht sich hierbei zu Nutze, dass die
bakterielle Zellwand zunachst mittels eines osmotischen Kalteschocks lysiert wird
und dann rasch in einer hypoosmolaren Lésung verdinnt wird. Schliel3lich wurde die
Suspension fiur 15 Minuten bei 8.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der daraus resultie-
rende Uberstand enthielt nun die I6slichen Fab-Antikérper, so dass mit der Reinigung
begonnen werden konnte. Wichtig ist, dass alle Schritte in kiihler Umgebung ablau-

fen, um die Proteaseaktivitat so gering als mdglich zu halten.

7.2.7.2. Reinigung l6slicher Fab-Antikorper

Bei der Reinigung der Fab-Antikorper macht man sich den 6 x Histidin-Tag zu nutze;
iiber diese Markierung werden die Fab-Antikdrper an Talon®-Resins gebunden. Die
Talon®-Resins enthalten Co?*-lonen, woran die freien N-Atome des Histidin binden
(Chaga et al., 1999; Porath, 1992).

Fur die Reinigung bendtigt man pro 800 mi-Bakterienkultur 500-800 yl homogene
Talon®-Lésung. Die Talon®-Resins wurden in einem ReaktionsgefaR mit 50 ml PBS
pH 8 einmal gewaschen, bei 320 x g drei Minuten zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Auf dieses Talon®-Pellet wurde der in Kapitel 7.2.7.1 gewonnene Uber-
stand gegeben und die Suspension fir eine Stunde bei 4°C auf dem Rollbrett inku-
biert. Dabei kommt es zur Bindung der Fab-Antikorper mittels des Histidin-Tags an
die Co?*-lonen der Talon®-Resins. Nach der Inkubation wurde die Suspension fir 3
Minuten bei 320 x g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig, ohne die Talon®-
Resins aufzuwirbeln, abgekippt und verworfen. Es folgte ein Waschschritt, bei dem
die Talon®-Resins mit 50 ml PBS pH 8/0,1%Tween 20 fur 10 Minuten bei 4°C auf
dem Rollbrett gewaschen wurden. Nach erneuter Zentrifugation fur 3 Minuten bei
320 g wurden die Talon®-Resins in 5 ml PBS pH 8 resuspendiert und in eine ver-
schlossene Biorad-Schwerkraftsaule Uberfihrt. Die Saule wird mit PBS pH 8/0,1%
Tween 20 aufgefiillt und anschlieBend abgewartet, bis sich die Talon®-Resins auf
dem Sieb gesammelt haben. Nun wurde die Verschlusskappe der Saule gedffnet, so
dass die Waschlésung langsam an den Resins vorbeilaufen konnte. Dieser Wasch-

vorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt. Um die gebundenen Fab-Antikorper
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schlief3lich zu eluieren, wurden die Talon®-Resins mit 1-2 ml einer 100 mM Imidazol-
Losung suspendiert und 1-2 Minuten inkubiert.

Das Imidazol verdrangt dabei das Histidin aus der Bindung zum Co?* aufgrund seiner
hoheren Affinitit. Dies konnte man auch anhand eines Farbwechsels der Talon®-
Resins erkennen, die ihre Farbe von einem eher farblosen Rosa zu einem intensiven
Pink veranderten.

Die so eluierte Fraktion wurde danach uber Nacht bei 4°C in Dialyseschlauchen ge-
gen 5 Liter PBS unter kontinuierlichem Ruhren dialysiert, wobei nach 2 Stunden ein
Wechsel der Dialyseflissigkeit erfolgte. Bei dieser Dialyse soll das enthaltene Imida-
zol ausgewaschen werden.

Um die Reinheit der Peptide zu kontrollieren, wurden diese mittels SDS-PAGE (12%)

aufgetrennt und anschliefend einer Coomassie-Farbung unterzogen.

7.2.7.3. Auftrennung von Proteinen in der SDS-PAGE

Die SDS-PAGE ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld
(Laemmli, 1970). Voraussetzung hierzu sind Bedingungen, unter denen sowohl die
Dissoziation der Proteine in die einzelnen Polypeptide als auch deren Linearisierung
gewabhrleistet sind. Nach Hitzedenaturierung und Verwendung reduzierender Agen-
zien binden die denaturierten Polypeptide das stark anionische Detergens SDS und
erhalten so eine negative Ladung. Da die Menge des gebundenen SDS proportional
zum Molekulargewicht des entsprechenden Polypeptids ist (Shapiro et al., 1967),
wandern die SDS-Polypeptid-Komplexe bei der Elektrophorese nun in Abhangigkeit
von der GrolRe des Polypeptids unterschiedlich weit im Polyacrylamidgel, wodurch es
zu einer Auftrennung der unterschiedlichen Polypeptide kommt. Die Verwendung von
Zwei-Phasen-Gelen mit Konzentrierung und Ausrichtung aller SDS-Polypeptid-
komplexe in einem maglichst kleinen Volumen in einem oberen Gelabschnitt (,Sta-
cking Gel“) und Auftrennung anschlief3end im unteren Gelabschnitt erhdht dabei die
Auflésung der Gele (King et al., 1971).

Zur Durchfuhrung wurden nach Standardprotokollen SDS-Polyacrylamidgele gegos-
sen, mit den denaturierten Proteinen (5 min/100°C) geladen und die Elektrophorese

unter Verwendung eines Tris-Laufpuffers (Laemmli-Puffer) bei 20 mA durchgefuhrt.
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7.2.7.4. Coomassie-Fédrbung

Die Proteine kénnen in den SDS-PAGE-Gelen durch Anfarben mit Coomassie sicht-
bar gemacht werden. Dazu wurden die Gele gewohnlich mindestens 30 Minuten lang
in Coomassiefarbelésung geschwenkt, wobei die Farbung auch sehr gut uber Nacht
moglich ist. Hierbei wurden die aufgetrennten Proteine gleichzeitig mit Methanol und
Essigsaure fixiert und mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue angefarbt. Zum
Entfarben wurden die Gele Uber Nacht in Entfarbelésung auf einem Kipptisch ge-

schwenkt, bis die Proteinbanden schliel3lich deutlich zu erkennen waren.

7.2.7.5. Westernblot

Bei dieser Methode werden zunachst in einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufge-
trennte Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine Membran Ubertragen. Dies er-
folgt im sog. Semi-Dry-Verfahren. Dabei bleibt das sich bei der Auftrennung erge-
bende Proteinmuster erhalten, und es entsteht eine Kopie des Gels. Die Proteine
werden auf der Membran immobilisiert, indem sie bei niedriger lonenstarke Uber
hydrophobe Wechselwirkung an die Membran binden. Da sowohl die Immunreaktivi-
tat als auch die funktionelle Aktivitat der Proteine weitgehend erhalten bleibt, kdnnen
diese durch den Einsatz spezifischer Antikorper immunologisch identifiziert werden
(Burnette, 1981; Towbin et al., 1979).

Die fur den Proteintransfer eingesetzte Polyvinyliden-Fluorid-Membran (PVDF
Membran, Immobilon-P Membran) wurde vor Beginn des Proteintransfers wie folgt
prapariert: Im ersten Schritt wurde die Immobilon-P Membran fur 15 Sekunden in
100% Methanol eingeweicht, anschlieBend 2 Minuten in H2Ogest. gelegt und im letz-
ten Schritt fur mindestens 10 Minuten in einen Transfer-Puffer gegeben.

Der Aufbau des ,Immunoblot-Sandwiches® ist in der nachfolgenden Zeichnung dar-

gestellt:

Kathoden Platte

I Blot-Papier

E a2 Gel
T e 1 |mmobi|on_P Membran

I Blot-Papier

Anoden Platte

Abb. 5: Aufbau des Immunblot-Sandwiches beim Semi-Dry-Verfahren
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Nach Aufbau des Blots wurde sorgfaltig darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen
mehr zwischen den einzelnen Schichten befinden. Der Transfer erfolgte fur 30-40
Minuten bei 25 V. Nach Abschluss des Transfers wurde der Bloterfolg durch eine
Kontrollfarbung mit Ponceau-S Rot kontrolliert: Dazu wurde die Membran fur eine
Minute in einer Ponceau-Lésung gefarbt und anschlielfend mit H,Oqest. Wieder ent-
farbt. Vor dem Entfarben musste noch der Langenmarker auf die Membran Ubertra-
gen werden. AnschlieRend wurde die Membran in 5% MPBS Uber Nacht bei 4°C in-
kubiert. Dies diente der Blockade unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran.
Am folgenden Tag erfolgten zunachst ein Waschschritt mit PBS und anschliel3end
eine immunologische Farbung mit den jeweiligen Antikorpern. Zwischen den einzel-
nen Farbeschritten wurde jeweils dreimal mit PBS/0,1% Tween 20 und dreimal mit
reinem PBS gewaschen.
Die Entwicklung erfolgte mit drei verschiedenen Primarantikdrpern wie im Folgenden
beschrieben:
Entwicklung 1:

e Farbung mit Maus-anti-His,1:1.500 verdinnt in PBS/3% BSA, fir 60 Minuten

e Entwicklung Uber Ziege-anti-Maus-lg-HRP, 1:3.000 verdunnt in 10% MPBS,

fur 30 Minuten
e Entwicklung mit ECL

Entwicklung 2:
e Farbung mit anti-c-myc (9E10), 1:600 verdinnt in 5 % MPBS, fur 60 Minuten
e Entwicklung Uber Ziege-anti-Maus-lg-HRP, 1:3.000 verdunnt in 10% MPBS,
fur 30 Minuten
e Entwicklung mit ECL

Entwicklung 3:
e Farbung mit Streptavidin-HRP, 1:15.000 verdunnt in 10% MPBS fur 15 Minu-
ten
e Entwicklung mit ECL
Das an den sekundaren Antikorper gekoppelte Enzym HRP (horseradish peroxidase)

katalysiert hierbei die Oxidation des in der Entwicklungslésung enthaltenen Luminol,
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was zu einer Emission von Licht fihrt und somit einen Roéntgenfilm belichten kann.

Nach Entwicklung dieses Films stellen sich die positiven Banden schwarz dar.

7.2.8. ELISA zur Detektion von aufgereinigten Fab-Antikorpern

Die Durchfuhrung des ELISA erfolgt analog zu Kapitel 7.2.5. Statt des Phagen-
Uberstandes wurde eine Fab-Antikorper-Losung mit der gewlnschten Konzentration
verwendet. Die Fab-Antikdrper wurden mittels des murinen anti-c-myc Antikdrpers
9E10 mit einer Konzentration von 1 ug/ml detektiert. Die weitere Entwicklung erfolgte

wie in Kapitel 7.2.5 beschrieben.

8. Klonierung einer BirA-enzymatischen Biotinylierungsregion in
den Vektor pCES1

Die Klonierung einer BirA-enzymatischen Biotinylierungsregion im Vektor pCES1 er-
folgte in mehreren Schritten: Zu Beginn wurde aus der Bakterienkultur der ausge-
wahlten Klone das Plasmid isoliert und aufgereinigt. Als nachstes konnte mittels der
Enzyme Notl und EcoRI Uber einen Restriktionsverdau eine Linearisierung erfolgen;
gleichzeitig wurde dabei die fur den c-myc-tag, den Histidin-tag sowie ein Grofteil
der fur das Protein Il kodierenden Region herausgeschnitten. Dies zeigte sich im
Agarose-Gel in Form zweier Banden: Das aus dem Vektor herausgeschnittene
Fragment mit einer GrofRe von 1.250 bp sowie der restliche Vektor mit einer Grolke
von 4.700 bp.

In einem weiteren Schritt konnte nun der restliche pCES1-Vektor, in welchen die BirA
-Region kloniert werden sollte, aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten und tber GFX-
Saulen gereinigt werden.

Die gereinigte DNA wurde schlieBlich einer Ligation zugefuhrt. Dabei wurde durch die
Restriktionsenzyme Notl und EcoRI ein DNA-Fragment, welches eine fur 14 Amino-
sauren codierende Hinge-Region (aufgrund ihres Ursprungs aus humanem IgA auch
IgA-Hinge genannt), eine fur die 15 Aminosauren umfassende Biotin-Akzeptor-
Region (BAD) sowie schlieBlich eine fur sechs Histidine kodierende Region (His-
Schwanz) enthalt, eingeflugt. Dieses DNA-Fragment wurde mittels einer PCR auf ein
uns zur Verfigung gestelltes Plasmid amplifiziert. Dazu kamen die beiden Primer
5’'BirAtag Not sowie 3'BirAtag EcoRI zum Einsatz. Die Ligation erfolgte gemaf} des in
Kapitel 8.3.5 erlauterten Protokolls tGber Nacht bei 4° C.
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Im Folgenden ist die Aminosauresequenz des eingefligten DNA-Fragments darge-

stellt:

SPSTPPTPSPSTPP AS GGLNDIFEAQKIEWH GSSKYKY HHHHHH

— ~— _J — —~— _/ ~—
IgA-Hinge BAD His-Schwanz

Nach Abschluss der Ligation erfolgte zunachst zur Kontrolle eine Transformation des
Vektors in den kompetenten E.coli-Stamm TG1. Diese wurden dann auf 2xTY-AG-
Platten ausgestrichen, anschlieBend nach Inkubation der Platten Uber Nacht bei
37°C Kolonien gepickt und in 2 x TY-AG-Medium angeimpft. Aus den Bakterienkultu-
ren wurde nun erneut das Plasmid isoliert. Der Erfolg der Ligation wurde schlief3lich
durch eine PCR kontrolliert: Dazu wurde zum einen der 5’-Primer CH1 reverse, wel-
cher in der CH1-Region des ursprunglichen pCES1-Vektors zu binden vermag, sowie
der 3’-Primer BirAtag EcoRI, welcher in der neu klonierten BirARegion zu binden
vermag, verwendet; zum anderen wurde an Stelle des 5’-Primers CH1 der 5’-Primer
BirAtag Not verwendet. Da die beiden BirAtag-Primer nur nach erfolgreicher Ligation
die DNA binden kénnen und somit nur dann eine Bande im Agarose-Gel sichtbar
wird, erfolgte auf diese Weise eine Ligationskontrolle.

AnschlieRend wurde in einem nachsten Schritt die DNA in den E.coli-Stamm AVB101
(Avidity) transformiert. Dieser enthalt das Plasmid pBIRAcm, welches einerseits fur
das Enzym Biotin-Ligase kodiert, sowie andererseits auch fur eine Chloramphenicol-
Resistenz kodiert. Nach Transformation des pCES1-Vektors besteht somit eine Dop-
pel-Resistenz gegen Ampicillin und Chloramphenicol, welche entsprechend beachtet
werden muss.

In einem letzten Schritt musste schliel3lich noch nachgewiesen werden, dass es nach
Klonierung der BirA-enzymatischen Biotinylierungsregion nach wie vor zur Produk-
tion strukturell intakter Fab-Antikdrper kommt. Dazu wurden unter Beachtung der nun
vorliegenden Doppelresistenz gemall dem in Kapitel 7.2.7 beschriebenen Protokoll
durch Zusatz von 50 uM Biotin I6sliche Fab-Antikérper produziert, auf ein SDS-Gel
aufgetragen und schliel3lich das Biotin in einem Western-Blot mittels des Antikorpers
Streptavidin-HRP nachgewiesen.

Im Anschluss findet sich eine Ubersicht (iber die Sequenzen der in diesem Teil der
Arbeit beschriebenen Primer:

5’-BirAtag Not: 5-GGG GGG GCG GCC GCA TCT CCG TCT ACT C-3
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3’-BirAtag EcoRI: 5-GGG GGG GAA TTC TAG TGA TGG TGA TGA TG-3’
5-CH1 rev.: 5-CCC TGA CCA GCG GCG TCC A-3’

8.1. Herstellung kompetenter Bakterien (CaCl,-Methode)
(Kushner, 1978)

Als kompetente Bakterien bezeichnet man Stamme, die eine erhdhte Fahigkeit besit-
zen, Fremd-DNA wahrend einer Transformation aufzunehmen. Zu ihrer Herstellung
wurden 30 ml LB-Medium mit 50 pl des jeweiligen Bakterienstammes angeimpft und
Uber Nacht bei 37°C geschuttelt. Am nachsten Morgen wurden 2 ml entnommen und
in 200 ml frisches LB-Medium uberflhrt. Die weitere Kultivierung erfolgte bis zu einer
optischen Dichte von ca. 0,45 bei einer Wellenlange von 600 nm. AnschlieRend wur-
de die Kultur in einem 400 ml Zentrifugengefal® fur 10 Min bei 3.000 x g (bei 4°C)
zentrifugiert und das entstandene Zellpellet in 100 ml Transformationspuffer re-
suspendiert. Es folgte eine Inkubation auf Eis fir 25 Minuten. Nach einer erneuten
Zentrifugation (10 Min, 3.000 x g bei 4°C) wurde das Pellet in 20 ml Transforma-
tionspuffer resuspendiert, und nach Zugabe von 7% DMSO und Aufteilung in mehre-
re Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Aufbewahrung der Aliquots
erfolgte bei -80° C

8.2. Transformation (Lederberg et al., 1974)

Als Transformation bezeichnet man eine Methode, bei der geldste DNA in eine
Bakterienzelle eingeschleust wird.

Wahrend einer halbstiindigen Inkubation eines Bakterien-DNA-Gemisches, beste-
hend aus Bakterien des E.coli-Stammes AVB101 sowie maximal 5% Mini-DNA und
1% DMSO, auf Eis, lagerte sich die negativ geladene DNA spontan an Bakterien-
zellwande an. Dabei musste darauf geachtet werden, dass wahrend dieser Inkubati-
onszeit das Gemisch nicht geschuttelt wird. Bei einem Hitzeschock von 45 Sekunden
bei 42°C im Wasserbad wurde die Zellmembran der Bakterien kurzzeitig permeabel,
so dass die DNA ins Innere der Zellen gelangen konnte. In der Regel wurde vor einer
Kultivierung der Zellen in LB-Medium oder auf LB-Platten und nach einer ca. zwei
Minuten dauernden Regeneration auf Eis eine Vorkultur fur eine Stunde bei 37°C in
250 pl SOC-Medium durchgefuhrt. Dabei bauen die transformierten Bakterien die

durch das aufgenommene Plasmid neu erworbenen Resistenzeigenschaften auf.
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8.3. Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

8.3.1. TENS-Methode
Die Reinigung von Plasmid-DNA nach der TENS-Methode beruht auf der alkalischen

Lyse von Zellen.

Zunachst wurden 1,5 ml der Bakterienkulturen, welche Uber Nacht hochgewachsen
waren, eine Minute bei 19.000 x g zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abpippetiert
und das Pellet in 50 pl Puffer P1 resuspendiert, 300 pl TENS-Puffer hinzugeftgt und
das Gemisch geschwenkt. Dabei wurde durch die Komponenten NaOH, dem Deter-
genz SDS und Tris-Base die Lyse vorangetrieben. Nach 2-4 Minuten erfolgte die Zu-
gabe von 150 pl 3 M Na-Acetat (pH 5,2) wodurch Proteine, genomische DNA und
andere Zellbestandteile prazipitiert wurden. Nach Zentrifugieren (fur 4 Minuten bei
19.000 g) des ,Zellschrotts“ wurde der Uberstand in ein neues Eppendorf Reaktions-
gefall Uberfuhrt. Lediglich die im Verhaltnis zu den anderen Bestandteilen relativ
niedermolekularen Plasmide (und Salze) blieben in Lésung und wurden mit 1 ml eis-
kaltem Ethanol (95%) gefallt und erneut bei 4°C fur 5 min bei 19.000 x g zentrifugiert,
so dass diese pelletiert wurden. Nach anschlieRendem Waschen in 70% eiskaltem
Ethanol, bei dem die ausgefallten Salze entfernt wurden, wurde die DNA in 30 ul
H2Ogqest. resuspendiert.

Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass man den Puffer schnell und billig
selbst herstellen und die DNA-Isolation in einer relativ kurzen Zeitspanne durch-
fuhren kann. Allerdings ist die gewonnene Plasmid-DNA relativ unrein, so dass die-

ses Verfahren nur fir analytische Zwecke zum Einsatz kommt.

8.3.2. Isolation von DNA aus Agarosegelen (GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit, GE Healthcare)

Bei dieser Anwendung wird DNA aus Agarosegelen wiedergewonnen. Dazu werden
die Gelstlicke mit Capture-Puffer bei 60°C aufgeschmolzen. Dieser begunstigt die
Anlagerung von DNA an die Glasfibermatrix und entfernt ebenso Proteine und Ver-

unreinigen. Nach mehreren Waschschritten erfolgt die Elution in Wasser.

8.3.3. Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Alle Sequenzierungen wurden in folgendem Institut durchgefthrt:

79



Material und Methoden Die Phage-Display Technologie

Institut fir Immunologie, Genetik und Transplantationsimmunologie am Klinikum Kai-

serslautern, Postfach 2565 / 67653 Kaiserslautern

8.3.4. Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen
(Sambrook, 1989)

Restriktionsendonukleasen (REs) sind Enzyme prokaryotischer Organismen, welche
dazu dienen, das eigene Genom vor der Integration fremder DNA zu schitzen, in-
dem sie die fremden Molekule durch Trennen ihrer Phosphordiesterbindungen zer-
storen. Die Erkennung von artfremder und eigener DNA erfolgt aufgrund unterschied-
licher Methylierungsmuster. Die Nomenklatur der REs bezieht sich auf die Organis-
men, aus denen sie isoliert wurden. Hierbei geben die ersten drei Buchstaben Gat-
tung und Art an, ein eventuell vorhandener vierter Buchstabe den Serotyp der Spe-
zies. Die romische Ziffer bezieht sich dabei auf die aus dieser Spezies bereits isolier-
ten Enzyme.

Ein Restriktionsverdau wurde durchgefihrt, indem 0,5 ug DNA in einem 20 pl Ansatz
mit 2 pl 10-fach Restriktionspuffer von 2-5 U’s* Enzym pro ug DNA geschnitten wur-
den. Bei Doppelverdauen (z.B. EcoRI und Notl) wurden die doppelten Pufferkonzen-
trationen gewahlt, um unspezifisches Schneiden der Enzyme (Sternaktivitat) zu ver-

hindern. Alle Ansatze wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

* Unter einem Unit (U) Enzym versteht man die Menge an Enzym, die notwendig ist,

um 1 ug DNA bei 37°C vollstandig zu verdauen.

8.3.5. Ligation von DNA-Fragmenten (Sgaramella et al., 1970)

Die Verknipfung von DNA-Fragmenten mit Uberhdngenden oder glatten Enden
mittels einer Ligase bezeichnet man als Ligation. Bei der Standardligation wird durch
Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3'-Hydroxyl- und 5'-
Phosphatgruppen der linearisierte Vektor mit isolierten DNA-Fragmenten verknupft,
die Uber eine PCR hergestellt wurden oder die durch Restriktionsspaltung und an-
schlieBender Gelextraktion isoliert worden sind. Es wurde die aus dem T4-
Bakteriophagen stammenden T4-Ligase verwendet. Fur die Reaktion wurden aqui-
molare Mengen an Vektor und zu inserierendem DNA-Fragment bei 4°C uber Nacht
mit 5 U Enzym in Ligase-Puffer inkubiert. Mit der Halfte eines solchen Ligationsan-

satzes wurden Bakterien transformiert.
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9. Oberflachenfarbung von Zellen und Durchflusszytometrie

9.1. Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kdnnen physikalische und biochemische Eigen-
schaften von Zellen auf der Grundlage von Emission und Lichtbrechung untersucht
werden. Die gebrauchlichste Anwendung besteht darin, mit Hilfe von fluoreszenz-
markierten Proben bestimmte Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen, wie
z. B. die Expression von Oberflachen- bzw. intrazellularen Molekulen, auf Einzelzell-
ebene zu analysieren.

Hierfur wird eine Zellsuspension in die partikelfreie schnellflieRende Tragerflissigkeit
eines Durchflusszytometers gebracht. Durch hydrodynamische Fokussierung werden
die Zellen einer Einzelzellsuspension an einem scharf geblindelten Laserstrahl vor-
beigeleitet. Jede Zelle erzeugt Signale, indem sie Licht streut und Fluoreszenz emit-
tiert. Die Strahlung wird Uber Linsen, Spiegel und Filter auf Photodetektoren geleitet
und verstarkt. Solange der Laserstrahl ungehindert durch die Flusszelle geht, ent-
steht kein Streulicht. Quert hingegen eine Zelle den Strahl, wird das Licht in ver-
schiedene Richtungen gestreut. Gemessen wird das Streulicht gewohnlich an zwei
Stellen: In Richtung des ursprunglichen Strahls (Vorwartsstreulicht, engl. Forward
Scatter, FSC) und etwa im 90° Winkel zum ursprtinglichen Strahl (Seitwartsstreulicht,
engl. Side Scatter, SSC). Das Vorwartsstreulicht hangt vor allem vom Zellvolumen
ab. Das heil3t, kleine Zellen verursachen ein kleines Vorwartsstreulichtsignal, grol3e
Zellen ein grolRes. Das Seitwartsstreulicht hangt neben der Grolde auch sehr stark
vom Inhalt, sprich der Granularitat, einer Zelle ab. Finden sich in der Zelle sehr viele
Lysosomen, dann hat sie ein groRes Seitwartsstreulicht, finden sich nur wenige, dann
ist ihr Seitwartsstreulicht gering.

Sind die Zellen mit Fluoreszenzmolekllen angefarbt, werden diese durch den Laser-
strahl (Argonlaser, A=488 nm) angeregt und geben die absorbierte Energie in Form
von Licht héherer Wellenlange wieder ab. Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) und Phy-
coerythrin (PE) haben ein ahnliches Absorptionsspektrum, konnen aber durch die
unterschiedlichen Maxima ihrer Emissionswellenlangen [Empmax (FITC)=520 nm,
Emmax (PE)=575 nm] dennoch separat erfasst werden. Dies ermdglicht die Messung

von zwei weiteren Parametern, der Griin- und Rotfluoreszenz.
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9.2. Oberflachenfarbung von Zellen

9.2.1. Farbung Peptid-gepulster Zellen (T2-, LCL-, MCF7-Zellen)

Fur die Farbung Peptid-gepulster Zellen wurden zwischen 5x10° und 10° Zellen in
1 ml FCS-freiem RPMI-Medium aufgenommen und einmal gewaschen. Danach wur-
den sie in jeweils 1 ml FCS-freiem RPMI-Medium, in welchem zuvor das entspre-
chende Peptid in der fur die Farbung bendtigte Endkonzentration geldst wurde, auf-
genommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Zentrifugengefall dberfuhrt. Die Zellen wur-
den nun fur 1-1,5 Stunden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO; und 95% relativer Luft-
feuchte inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Zellsuspension fiur funf Minuten bei
400 x g und 4°C zentrifugiert und zweimal mit jeweils 1 ml PBS/2%FCS gewaschen.
Im nachsten Schritt wurde das Zellpellet mit 100 pl eines Ansatzes aus PBS/2%FCS
und dem primaren Antikorper in der jeweils bendtigten Konzentration resuspendiert
und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Inkubation auf Eis soll eine mdgliche Zellak-
tivierung durch die zugesetzten Antikorper verhindern und zu einem eingeschrankten
Turnover zwischen Assoziation und Dissoziation der Fab-Antikdrper vom jeweiligen
Antigen fuhren.

AnschlieBend wurde der Sekundarantikdrper hinzugegeben. Handelte es sich bei
dem Primarantikorper um einen Phagen-Antikorper, wurde als sekundares Reagenz
Maus-anti-M13-Antikorper in der Konzentration 1:100 hinzugefugt; handelte es sich
um Fab-Antikorper, wurde als sekundares Reagenz Maus-anti-c-myc (9E10) mit ei-
ner Konzentration von 10 ug/ml verwendet. In beiden Fallen erfolgte eine Inkubation
von ca. 20 Minuten. Zur weiteren Entwicklung fand eine Inkubation mit anti-Maus-
Biotin, 1:200 verdunnt, fur 20 Minuten statt. In einem letzten Schritt wurde der rote
Farbstoff Streptavidin-PE fur 10-15 Minuten in einer Konzentration von 1:200 zuge-
setzt.

Die Farbung der Positivkontrollen W6/32 und des anti-HLA-A*0201-Antikdrpers
BB7.2 (Parham et al., 1981) erfolgte Uber anti-Maus-Biotin und Streptavidin-PE.

Bei Farbung Peptid gepulster Zellen mit biotinylierten Fabs wurde eine direkte Ent-
wicklung Uber Streptavidin-PE vorgenommen.

Wahrend der gesamten Farbekaskade wurde nach jedem Farbeschritt zweimal mit je

1 ml PBS/2%FCS gewaschen. Nach dem abschlieRenden Waschschritt wurden die
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Zellen zur FACS-Analyse in reinem PBS aufgenommen, wobei das Eluationsvolumen

je nach FACS-Gerat und noch vorhandener Zellzahl variierte.

9.2.2. Farbung von Karzinomzelllinien

Zur Farbung der Karzinomzelllinien wurden diese, sofern es sich um adharente Zell-
linien handelte, mittels PBS/2 mM EDTA aus der Zellkulturflasche herausgel6st und
pro Probe in 1 ml FCS-freiem RPMI oder PBS aufgenommen. Fur die eigentliche
Farbung wurden 5x10° — 1x10° Zellen pro Farbung verwendet, der Rest der Zellen
wurde in einer neuen Zellkulturflasche ausgesat.

Die Zellen wurden im ersten Schritt fir 30 Minuten auf Eis mit dem primaren Antikor-
per, in diesem Fall ein epitopspezifischer unbiotinylierter bzw. biotinylierter Fab-
Antikdrper, inkubiert und anschlieRend analog zu Kapitel 9.2.1 gewaschen. Im Falle
des unbiotinylierten Fabs wurde als Sekundarantikorper anti-human-Fab-Biotin 1:100
verdunnt eingesetzt und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dem anschliefenden
Waschschritt erfolgte die Entwicklung Uber Streptavidin-PE 1:200 verdinnt fur 10-15
Minuten auf Eis. Im Falle des biotinylierten Fabs konnte eine direkte Entwicklung
uber Streptavidin-PE vorgenommen werden.

Die Farbung der Positivkontrollen fand analog zu Kapitel 9.2.1 statt.

9.2.3. Blockierungsversuche auf Karzinomzelllinien

Im Speziellen wurden auf den Karzinomzelllinien Blockierungsversuche durchgefuhrt.
Diese hatten zum Ziel, die bei den Analysen mit unbiotinylierten Fab-Antikorpern er-
haltenen Ergebnisse zu validieren bzw. die Spezifitdt der Bindung der Fab-Antikorper
auf Karzinomzellen zu untermauern. Dazu benétigte man einen Fab-Antikorper bioti-
nyliert sowie unbiotinyliert. Die dazu verwendeten Zellen wurden wie in Kapitel 9.2.2
erlautert aufgenommen und in 1,5 ml-Eppendorf-Zentrifugengefalle uberfuhrt. Als
primarer Antikorper wurde in diesem Fall ein unbiotinylierter Fab-Antikorper mit einer
Konzentration von 100 — 150 pg/ml eingesetzt. Wahrend einer Inkubationszeit von
einer Stunde auf Eis sollte dieser dann das Epitop fur weitere Antikorper ,blockieren®.
Es folgten ein Waschschritt mit 1 ml PBS/2% FCS und anschlieRend die Zugabe des
biotinylierten Fab-Antikdrpers in einer Konzentration von 25 ug/ml, sowie eine Inku-
bation von 45 Minuten auf Eis. Im Anschluss fanden zwei Waschschritte mit je 1 ml
PBS/2% FCS statt. Als sekundaren Antikdrper wurde nun Streptavidin-PE fur 10 Mi-

nuten 1:200 verdunnt eingesetzt. Nach erneutem zweimaligem Waschen wurden die
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Zellen in reinem PBS aufgenommen und via Becton Dickinson™FACScan® analy-
siert.

Erfolgt durch den unbiotinylierten Antikorper eine erfolgreiche Blockade des Epitops
auf der Zelloberflache, sollte der anschlieend eingesetzte unbiotinylierte Fab-
Antikoérper keine Bindungsmadglichkeit mehr haben und somit auch keine Detektion

mittels Durchflusszytometrie mehr mdglich sein.

10. IFNy-ELISPOT Assay

10.1. Prinzip
Die Reaktivitat der T-Zellen wurde im IFNy-ELISPOT Assay uberpruft. Der Test ba-

siert darauf, dass T-Zellen, die ihre Zielzellen (Targets) erkennen, IFNy ausschutten,
welches von anti-IFNy-Antikdrpern, mit denen die Unterlage beschichtet ist, aufge-
fangen wird. Die Zellen werden durch Waschen entfernt und mittels einer Farbereak-
tion entsteht an Stelle jeder reagierenden, d.h. IFNy sezernierenden Zelle ein violet-

ter Spot.

10.2. Durchfiihrung
Der IFNy-ELISPOT Assay wurde in nitrocellulosebeschichteten 96-Well Microtiter-

Platten durchgefuhrt. Diese wurden zuvor mit 50 pl/well anti-humanem IFNy Fang-
Antikorper (Klon Mab 1-D1K) der Konzentration 2 ug/ml PBS Gber Nacht bei 4°C ge-
coatet. Am Folgetag wurde die Platte zunachst mit PBS gewaschen und anschlie-
Rend zur Blockade unspezifischer Bindungen mit 10% (v/v) human AB Serum in
RPMI 1640 1,5 bis 2 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert und anschlieRend mit PBS
gewaschen.

Die im Test eingesetzten Zellen wurden geerntet, gewaschen und in serumfreiem X-
VIVO 15 Medium aufgenommen. Als Effektoren wurden CD8", SSX2-spezifische T-
Zellen eingesetzt, als Targets dienten beladene MCF7-Zellen, sowie die Tumorzellli-
nien Me275 und SK-Mel-37.

Zum Beladen wurden die MCF7-Zellen in 500 pl X-Vivo 15 mit dem entsprechenden
Peptidepitop (SSX2103-111, SSX241.49, Negativkontrolle: NY-ESO+57.165) der gewlinsch-
ten Konzentration 1 bis 1,5 h bei 37°C inkubiert und im Anschluss mit 120 Gy be-
strahlt. Ungebundene Peptide wurden durch Waschen entfernt und die Zellen in X-

Vivo 15 resuspendiert.
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Im ELISPOT Assay wurden pro Well je nach Ergebnis des Vortests zwischen 2.500
und 7.000 CTLs und 3.000-4.000 Target-Zellen eingesetzt. Zur Erhohung der Validi-
tat wurden Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Die Zellen wurden 14-18h bei 37°C
im Brutschrank inkubiert.

Danach wurden die Zellen verworfen und die Platten sechs Mal mit PBS-Tween
(0,05% Tween 20) und einmal mit PBS gewaschen. Die Reaktionen wurden mit 50 pl
des biotinylierten anti-human IFNy Antikorpers (Klon Mab 7-B6-1-Biotin) der Konzen-
tration 1 ug/ml 2 Stunden bei 37°C im Trockenschrank inkubiert. Im Anschluss wurde
die Platte erneut sechs Mal mit PBS-Tween (0,05% Tween 20) und einmal mit PBS
gewaschen und 1,5 Stunden bei RT mit 50 ul/Well Streptavidin-AP in der Verdin-
nung 1:2.000 in PBS inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Sub-
strat-L6sung zugegeben. Als Substrat diente BCIP+NBT, welche als AP Konjugat
Substrat Kit eingesetzt wurden. Von der Substrat-Lésung wurden 50 ul/Well einge-
setzt und die Farbereaktion nach 15-20 Minuten unter flieRendem Leitungswasser
gestoppt. In einem Folgeschritt wurde die Schutzfolie abgezogen und die Platte bei
37°C getrocknet. Am nachsten Tag wurden die violetten Spots mit dem BIOREADER

3000 Pro automatisch ausgezanhlt.

10.3. Inhibition der IFNy Ausschiittung mittels MHC-Peptid-
spezifischer Fabs auf Tumorzellen

Die Antigenprasentation exogen mit den Peptidepitopen SSX21p3.111 bzw. SSX241.49
beladener MCF7-Zellen sowie SSX2- und HLA-A0201-positiver Tumorzelllinien
(Me275, SK-Mel-37) wurde mit Hilfe epitopspezifischer Fabs blockiert. Dies diente
dem Nachweis der MHC-Peptid-Spezifitat der Antikorper. Zu diesem Zweck wurden
exogen beladene MCF7-Zellen nach der Beladung zentrifugiert und mit den entspre-
chenden in X-VIVO 15 verdinnten Antikdrpern der gewunschten Konzentration fur
30-45 Minuten auf Eis inkubiert. Analog wurden die SSX2-exprimierenden Tumorzell-
linien Me275 und SK-Mel-37 mit den Antikdrpern inkubiert mit dem Unterschied, dass
in diesem Fall die Peptidbeladung entfiel. Danach wurden die Zellen, wie oben be-
schrieben, bestrahlt, auf die einzelnen Wells des ELISPOT Assays verteilt und die
entsprechende Anzahl an CTLs hinzugegeben. Das weitere Prozedere erfolgte ana-

log der Beschreibung unter 10.2.
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10.4. Inhibition der IFNy-Ausschiittung mittels MHC-Peptid-
spezifischer Fabs auf Streptavidin-gekoppelten Beads

Weiterhin wurde ein Blockversuch auf Streptavidin-gekoppelten Beads mit den ,Na-
tiv-“ und ,in vitro-Bindern“ durchgefiihrt. Der Versuch diente der naheren Charakteri-
sierung der Bindungseigenschaften der Fabs sowie der Unterscheidung des Bin-
dungsverhaltens zwischen ,in vitro-“ und ,Nativ-Bindern®. Anstelle der Target-Zellen
wurden Beads in einer Konzentration von 2x10° Partikel/ml (hier: 4x10° Partikel pro
200 pl MHC-Peptid-Komplex) eingesetzt. Die Partikel wurden mit PBS gewaschen
und 15 Min. bei 1,2 x g und 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abpipettiert und die resuspendierten Beads mit 200 pl des biotinylierten MHC-Peptid-
Komplex in den Konzentrationen 100 nM, 10 nM, 1 nM und 0,1 nM 1 Stunde auf Eis
inkubiert. Danach erfolgte ein erneuter Waschschritt, und die Beads wurden 60 Minu-
ten mit 200 pl Fab der Konzentration 50 pg/ml inkubiert unter Zugabe von 5 ul des
monoklonalen biotinylierten Maus-anti-Human CD28.2 Antikorpers. Besagter Anti-
korper erkennt ein 44 kD groRes transmembranales Glykoprotein, welches von den
meisten reifen T-Zellen, aber auch von Thymozyten und Plasmazellen prasentiert
wird. CD28 ist der Ligand von CD80 und spielt eine bedeutende Rolle bei der Inter-
aktion von T- und B-Lymphozyten. Es existieren mehrere Hinweise, dass CD28 einen
gesonderten Signaltranduktionsweg initiilert und reguliert, der sich von demjenigen
unterscheidet, welcher durch den T-Zell-Rezeptor-Komplex stimuliert wird. CD28
spielt als kostimulatorisches Signalmolektl eine wichtige Rolle bei der T-Zell-
rezeptorabhangigen T-Zell-Aktivierung. Zudem wurde berichtet, dass die Fahigkeit
von CD28—-Antikorperklonen, T-Zellen zur Produktion von IL-2 anzuregen sowie die
intrazellulare Calciumkonzentration zu steigern, differiert (Nunes et al., 1993). Da-
nach wurden jeweils 50 ul der Suspension aus CD28.2 und Fab-MHC-Peptid-
Komplexen auf die einzelnen Wells der Microtiter-Platte verteilt und 2.500 CD8" T-
Zellen, geldst in einem Volumen von 50 pl, zugesetzt und Uber Nacht bei 37°C inku-

biert. Die Entwicklung des ELISPOTSs erfolgte gemaf der Beschreibung unter 10.2.
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11.  Kinetikanalysen mittels Oberflaichenplasmonresonanz

11.1. Prinzip

Die Oberflachenplasmonresonanz (surface plasmon resonance, SPR) ist generell da-
zu in der Lage, Informationen zu liefern Uber die Bindung eines Biomolekuls an einen
Partner, die Affinitat und Kinetik einer Interaktion sowie die Konzentration an biologisch
aktiven Molekulen. Das Prinzip der Messungen ist die Detektion einer Massenzunah-
me, welche als RU-Wert (1 RU= eine Resonanz Unit =1 pg/mm2) angegeben wird.
Grundelemente der Oberflachenplasmonresonanz sind der Sensor-Chip, der Surface
Plasmon Resonance (SPR)-Detektor und ein spezielles Flusssystem.

Kinetikanalysen mittels Oberflachenplasmonresonanz wurden im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit mit dem Ziel durchgeflihrt, Aussagen Uber die Bindungseigenschaften
eines Fab-Antikorpers gegen sein Antigen, hier einen MHC-Peptid-Komplex, zu tref-
fen. Dazu bestimmt man unter standardisierten Bedingungen die Assoziation, Dissozi-
ation sowie die Affinitat der jeweiligen Fab-Antikdrper. Die Technik der Oberfla-
chenplasmonresonanz stellt somit eine direkte Methode dar, Bindungskonstanten zwi-
schen einem immobilisierten (hier ein biotinylierter MHC-Peptid-Komplex) sowie einem
I6slichen Liganden (hier Fab-Antikorper) zu bestimmen. Sowohl die Komplexbildung
als auch die Dissoziation kénnen in Echtzeit verfolgt und anschlie®end direkt ausge-
wertet werden.

Als Sensor-Chip diente in diesem Fall ein CM5-Chip, auf welchem die Interaktionen
zwischen beiden Liganden stattfand. Dieser besteht aus einem Glastrager, der auf ei-
ner Seite einen aufgedampften Goldfilm besitzt. Auf dieser dinnen Goldschicht befin-
det sich eine Dextranmatrix mit freien Carboxylgruppen, die der Immobilisierung des
MHC-Peptid-Komplexes dienen. Folgende Abbildung stellt den Aufbau eines Sensor-

Chips mit dem zugehorigen Flusssystem schematisch dar:
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Abb. 6: Aufbau eines CM5 Sensor-Chips (links) sowie des zugehoérigen Flusssystems (rechts)
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Der Goldseite liegt ein Flusssystem an, Uber welches einerseits die Pufferlésungen
sowie andererseits die jeweiligen I0slichen Fab-Antikorper mit der Oberflache — und
somit auch mit dem immobilisierten MHC-Peptid-Komplex — in Kontakt treten. An der
Glasseite des Chips liegt wiederum der optische SPR-Detektor, welcher, vereinfacht
gesagt, die an die Dextranmatrix angelagerte Masse misst und direkt in Form eines
Signalausschlages (Einheit: Response Unit, RU) darstellt.

Das Detektionsprinzip lasst sich wie folgt beschreiben: Von der Glasseite her ftrifft
monochromatisches, polarisiertes Licht auf die Chipoberflache, wovon ein Teil reflek-
tiert und ein anderer Teil absorbiert wird. Trifft es jedoch in einem bestimmten Winkel
auf die Oberflache, so kommt es zu einer Totalreflexion. Dieser Winkel ist fur jede
sich auf der Chipoberflache befindende Masse charakteristisch und zur Beladung der
Chipoberflache proportional. Im Bereich der Totalreflexion kommt es auf der Goldsei-
te des Chips zur Induktion elektromagnetischer Wellen, welche schliellich mit dem
reflektierten Strahl in Resonanz stehen. Diese elektromagnetischen Feldkomponen-
ten treten aus der Goldschicht heraus. Dort konnen sie von immobilisierten Liganden
absorbiert oder phasenverschoben werden. Dies wirkt sich schliellich wieder auf den
Totalreflexionswinkel aus. Durch Anregung der Oberflachenelektronen auf der Rick-
seite der Goldfolie kommt es ferner zur Bildung von Elektronendichte-Wellen, auch
Oberflachenplasmon genannt.

Verfolgt man den zeitlichen Verlauf der Anderung des Reflexionswinkels — und somit
auch der Anderung der Masse auf der Chipoberflache — erhalt man schlieBlich kineti-

sche Informationen Uber den Bindungsvorgang.

11.2. Durchfuhrung

Die Immobilisierung des MHC-Peptid-Komplexes wurde nach folgendem Prinzip
durchgefuhrt: Die Carboxylgruppen der Dextranmatrix des CM5-Chips mussten in
einem ersten Schritt aktiviert werden. Dies geschah mit Hilfe der beiden Substanzen
0,2 M N-Dimethylaminopropyl-carbodiimid (EDC) sowie 0,05 M N-Hydroxysuccinimid
(NHS), injiziert mit einer Flussrate von 10 pl/min: EDC reagiert mit den Carbo-
xylgruppen der Dextranmatrix zu einem O-Harnstoff-Derivat, unterstutzt wurde diese
Reaktion im Sinne einer Stabilisierung durch NHS. Das entstandene Produkt ist wie-
derum elektrophil, so dass eine Reaktion mit nukleophilen Aminen begunstigt wird. In

diesem Fall wurde Streptavidin in einer Konzentration von 0,2 mg/ml (in 10 mM Na-
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Acetat pH 4,5) kovalent und unter EDC-Freisetzung an die Dextranmatrix gebunden.
Abschlieliend wurden die restlichen freien Carboxylgruppen mit 1 M Ethanolamin-
hydrochlorid geblockt.

In einem zweiten Schritt wurde mittels einer Streptavidin-Biotin-Bindung der MHC-
Peptid-Komplex immobilisiert. Hierbei musste darauf geachtet werden, bei den ver-
schiedenen MHC-Peptid-Komplexen jeweils etwa die gleiche Menge zu immobilisie-
ren. Ferner wurde bei vier Flusszellen in der Regel eine nicht mit einem MHC-Peptid-
Komplex beladen, diese diente dann als Referenzzelle.

Nach Zugabe der MHC-Peptid-Komplexe und Stabilisierung dieser mit jeweils 10 pl
1 M NaCl kann in einem dritten Schritt mit der Zugabe der Fab-Antikérper, gelost in
HBS-EP Puffer begonnen werden.

Nach Zugabe des Fab-Antikorpers erfolgte ausgehend von der Basislinie ein Anstieg
der Masse auf der Chipoberflache, der sich im Sensorgramm als RU-Zunahme &u-
Rerte. Dies wird als Assoziationsphase bezeichnet. Nach Ende der Injektion kommt
es zu einer mehr oder weniger schnellen Dissoziation vom immobilisierten MHC-
Peptid-Komplex, die abhangig ist vom Bindungsvermoégen des jeweiligen Fab-
Antikorpers. Ist nach einer bestimmten Dissoziationszeit die Basislinie nicht wieder
erreicht, was bedeutet, dass noch Fab-Antikérper an den MHC-Peptid-Komplex ge-
bunden sind, so muss eine chemische Regeneration des MHC-Peptid-Komplexes
erfolgen. Im Idealfall wird hierbei alleine der Fab-Antikorper entfernt und die gesamte
Menge des MHC-Peptid-Komplexes auf der Chipoberflache belassen. Eine erneute
Injektion soll erst nach Rickkehr zur Basislinie erfolgen.

Im Sensorgramm stellt sich dies wie folgt dar:
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Abb. 7: Darstellung eines Sensorgramms; a) Basislinie; b) Probeninjektion; Bindung und Signalan-

stieg; c) Basislinie nach Regeneration
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Ausgewertet wurden schliel3lich die eigentlichen Bindungskurven abziglich der Refe-
renzkurve, welche nur Streptavidin und keinen MHC-Peptid-Komplex enthielt. Die
Bestimmung der Assoziations-, Dissoziations- und Affinitatsparameter erfolgte mittels

eines Langmuir 1:1 Bindungsmodells.

12.  Fluoreszenzmikroskopie

Diese Methode kann einerseits dazu genutzt werden, mit Hilfe von AntikGrpern gegen
intrazellulare Proteine, deren Expression zu quantifizieren. Andererseits ist es mog-
lich durch Antikérper gegen MHC I-restringierte Epitope das Niveau und die Variation
der Prasentation tumorassoziierter Antigene auf der Zelloberflache zu detektieren. Im
Gegensatz zur Durchflusszytometrie, die mit Hilfe der Ublichen Farbetechniken pro-
blemlos Moleklle in einer Konzentration von ca. 2000 Molekllen eines Zielanti-
gens/Zelle (nach Optimierung max. Sensitivitat ca. 100 Molekule/Zelle) detektieren
kann (Mavrangelos et al., 2004; Zola, 2004), besteht im Rahmen der Fluoreszenz-
mikroskopie die Mdglichkeit auch eine sehr geringe Prasentation, die unterhalb der
Nachweisgrenze eines FACS-Gerates liegt, zu untersuchen. Ein weiterer Vorteil liegt
darin, dass ein unspezifischer Hintergrund der Antikorper in der Fluoreszenzmikro-
skopie im Gegensatz zur Durchflusszytometrie sehr gut von einer spezifischen
Membranfarbung unterscheidbar ist.

Die im Folgenden beschriebenen Fluoreszenzfarbungen wurden alle an vitalen
Zellen vorgenommen, um sowohl die Zellen als auch deren Membranoberflache

moglichst wenig zu verandern.

12.1. Membranfarbungen von Tumorzellen

Am Tag vor der Farbung wurden je nach Wachstumsverhalten der einzelnen Tumor-
zelllinien zwischen 5 x 10* (SK-Mel-37) und 1 x 10° Zellen in einer sterilen 12-well-
Platte auf einem sterilen Deckglas in 500 yl RPMI 1640 (10% FCS, 2 mM L-
Glutamin) unter Zusatz von Penicillin/Streptomycin (1:200) fur etwa 20 Stunden aus-
gesat. Im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte waren die
Zellen bis zum nachsten Tag auf dem Deckglas adharent.

Am Folgetag wurde zunachst das Medium vorsichtig von den Zellen entfernt und die-
se anschliellend einmal mit PBS/FCS (4%, 4°C) gewaschen. Die weitere Farbung
erfolgte komplett auf Eis mit vorgekuhlten Farbereagenzien, welche jeweils in

PBS/4% FCS verdunnt wurden, damit sich die Zellen nicht vom Deckglas ablosten.
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Um alle Zellen gleichmalfig mit Antikdrper zu bedecken, wurde ein Farbevolumen
von 300 pl verwendet. Nach jedem Farbeschritt wurden die Zellen 3 Mal far 5 Minu-
ten mit PBS/4% FCS gewaschen.

Der Primarantikorper, ein biotinylierter Fab gegen das Epitop SSX24149 bzw.
SSX2103.111, wurde in einer Konzentration von 50 ug/ml eingesetzt. Die Inkubation
erfolgte flr 45 Minuten auf Eis. Im Anschluss wurden die Zellen mittels Streptavidin-
PE fur 15 Minuten gefarbt.

Als Positivkontrolle diente ein Hybridomuberstand des anti-HLA-A*0201-Klons BB7.2.
Dieser wurde 1:2 verdinnt eingesetzt und die Zellen flr 20 Minuten auf Eis inkubiert.
Im Anschluss erfolgte die Entwicklung Uber biotinyliertes anti-Maus-Ig, das 1:200
verdunnt eingesetzt wurde, fur 15 Minuten. Zuletzt wurden die Zellen mittels Strepta-
vidin-PE fur 15 Minuten gefarbt.

Weiterhin ist es im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelungen, eine sog. ,Doppelfar-
bung® zu etablieren, in der es erstmalig moglich war, die simultane Expression zweier
verschiedener Epitope eines tumorassoziierten Antigens darzustellen. Hierzu wurde
ein epitopspezifischer Antikdrper in seiner biotinylierten Form (VIE1-b), der andere in
seiner unbiotinylierten Form (Fab3) eingesetzt. Damit sich die Zellen nicht aufgrund
der vielen Wasch- und Farbeschritte vom Deckglas ablosten, erfolgte zunachst eine
Vorinkubation des unbiotinylierten Fabs mit dem murinen Antikoper anti-c-myc, Klon
9E10, fur 30 Minuten auf Eis. Dieser wurde 1:10 verdunnt in einer Endkonzentration
von 70 pug/ml eingesetzt. Im Anschluss wurde die Doppelfarbung auf den Zellen unter
simultanem Einsatz des 9E10-gekoppelten Fab3 und des VIE1-b fur 45 Minuten
durchgefuhrt. Beide Antikorper wurden mit 50 pg/ml in gleicher Endkonzentration
verwendet. Danach wurde der unbiotinylierte Antikdrper Uber anti-Maus-FITC 1:100
verdunnt fur 15 Minuten entwickelt. Der biotinylierte Antikérper wurde in einem letz-
ten Schritt Uber den Fluoreszenzfarbstoff Streptavidin-PE, ebenfalls 1:100 verdunnt,
fur 15 Minuten gefarbt.

Die Membranfarbung wurde schlieldlich mittels eines invertierten Fluoreszenzmikro-
skops visualisiert. Dies ist ein Mikroskop, bei dem die Objektive von unten auf die
Zellkulturplatten eingestellt werden weil man durch den Deckel der Zellkulturplatten
sonst nicht nahe genug an das Objekt heranfahren und somit nicht fokussieren kann.

Als Leuchtquelle diente ein Polychrome IV Monochromator (TILL Photonics). Die An-
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regung der Fluorophore erfolgte im Fall von R-Phycoerythrin mit Licht der Wellenlan-
ge 565 nm, im Fall von Fluorescein-Isothiocyanat mit 492 nm.

R-Phycoerythrin wurde unter Verwendung eines TRITC-Filtersatzes detektiert. Dieser
besteht aus einem 540/25 nm Anregungsfilter, der nur das Exzitationslicht passieren
lasst, einem dichroischen Teilerspiegel (DM 565), welcher das kurzwellige Anre-
gungslicht reflektiert und langwelliges Emissionslicht ab 565 nm passieren lasst und
einem 605/55 nm Emissionsfilter, der nur Licht der Bandbreite 515-555 nm passieren
lasst. Zur Darstellung von Fluorescein-lsothiocyanat wurde ein FITC-Filtersatz ver-
wendet mit einem 480/30 nm Anregungsfilter, einem dichroischen Teilerfilter (DM
505) und einem 535/40 nm Emissionsfilter. Das Fluoreszenzlicht wurde mit Hilfe ei-
ner EM-CCD Kamera (electron-multiplication charge-coupled device camera) unter
Verwendung der TILL Vision Auswertungssoftware (TILL Photonics) aufgefangen.

Die Bilder wurden anschlieend mit Imaged weiterbearbeitet.
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Abb. 8: Schematische Darstellung eines invertierten Mikroskops

12.2. Intrazellulare Farbungen verschiedener Tumorzelllinien

Die Zellen wurden analog der Beschreibung unter 12.1 am Vortag der Farbung aus-

gesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen zuerst mit 0,5% Saponin geldst in
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PBS/4% FCS fur 30 Minuten permeabilisiert und danach einmal gewaschen. Alle
weiteren Farbeschritte erfolgten auf Eis in PBS/4 %FCS unter Zusatz von 0,1% Sa-
ponin. Nach jedem Farbeschritt wurden die Zellen 3 Mal fur 5 Minuten mit PBS/4%
FCS/0,1 % Saponin gewaschen.

Als Primarantikdrper diente der murine monoklonale anti-SSX-Antikorper E3AS. Der
Antikérper wurde 1:200 verdunnt fir 30 Minuten auf Eis mit den Zellen inkubiert. In
einem nachsten Schritt wurde der Sekundarantikorper anti-Maus-Ig-Biotin 1:200 ver-
dinnt fur 20 Minuten zugesetzt. SchlieBlich wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Streptavidin-PE 1:200 verdinnt fur 15 Minuten gefarbt.

Die Detektion von R-Phycoerythrin erfolgte wie in Kapitel 12.1 beschrieben unter

Verwendung eines TRITC-Filtersatzes.

13. Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

13.1. Prinzip (Belyavsky et al., 1989)

Die Reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) ist die Kombina-
tion aus zwei Methoden der Molekularbiologie, um die Expression von spezifischen
Genen in Zellen, Geweben oder Blutseren nachzuweisen: die Nutzung der Reversen
Transkriptase und die Polymerase-Kettenreaktion. Um die Transkription eines Genes
nachzuweisen, muss zunachst die abgelesene RNA amplifiziert werden. Dies ge-
schieht mittels einer modifizierten viralen RNA-abhangigen DNA-Polymerase, der
sog. reversen Transkriptase (RT), mit deren Hilfe es mdglich ist, RNA in cDNA um-
zuschreiben. Die cDNA kann im Anschluss als Ausgangsmaterial in einer PCR ver-

wendet werden, um spezifische Sequenzen aus dieser zu amplifizieren.

13.2. RNA-Extraktion aus Zellkulturen mittels RNeasy® Mini Kit

Die RNA-Extraktion erfolgte mit Hilfe der RNeasy® Spinséulen-Technologie geman
des RNeasy Minihandbooks (Qiagen). Es handelt sich um eine sehr effiziente Me-
thode der RNA-Gewinnung, bei der die sog. Silica-Membrantechnologie zur Anwen-
dung kommt. Ein grol3er Vorteil ist, dass die gereinigte RNA frei von Kontaminationen
wie beispielsweise Chloroform oder Phenol ist, die im Rahmen der nachfolgenden
Amplifikationsreaktionen inhibitorisch auf die eingesetzten Enzyme wirken konnten.

Um eine optimale RNA-Ausbeute und -Reinheit zu erzielen, ist es wichtig, die korrek-
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te Anzahl an Zellen einzusetzen. Hierbei gilt es zu beachten, dass der RNA-Gehalt
zwischen den einzelnen Zellen stark variieren kann. Im Rahmen der hier vorliegen-
den Arbeit wurde bei allen RNA-Isolierungen die Gesamt-RNA aus 2x10° Zellen ge-
wonnen. Die Tumorzellen wurden alle zum Zeitpunkt des jeweiligen Experiments ge-
erntet, bei 300 x g zentrifugiert und pelletiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
sorgfaltig entfernt um eine Inhibition der Lyse durch noch verbliebenes Zellkulturme-
dium zu vermeiden. Das Zellpellet wurde zunachst in Stickstoff schockgefrostet und
dann bei -70°C bis zur Reinigung gelagert.

Am Tag der Extraktion wurden die Zellen zunachst aufgetaut. Parallel hierzu wurden
10 ul B-Mercaptoethanol mit 1 ml RLT-Puffer vermischt. In einem nachsten Schritt
wurden die Zellen durch Zugabe von 350 pl RLT-Puffer lysiert und die Probe durch
Pipettieren auf dem QlAshredder (Qiagen; Hilden, Germany) homogenisiert. Danach
wurde das Lysat auf eine Collection-Tube gesetzt und flr 2 Minuten bei 19.000 x g
zentrifugiert. In einem nachsten Schritt erfolgte die Zugabe von 360 pl 70% Ethanol,
dann wurde die Probe erneut gut durchmischt. Im Anschluss wurden 700 pl der Pro-
be — inklusive des Prazipitats, welches sich moglicherweise bildete — auf eine RNea-
sy-Spinsaule transferiert, diese auf ein 2 ml Sammelréhrchen gesetzt und 30 Sekun-
den bei 19.000 x g zentrifugiert. Die FlUssigkeit wurde nun verworfen, 700 ul PW1-
Puffer pro RNeasy-Spinsaule zugesetzt und erneut 30 Sekunden bei 19.000 x g
zentrifugiert. Dieser Schritt diente dazu, die Membran der Spinsaule zu waschen. Der
Uberstand wurde erneut verworfen, die RNeasy-Saule in ein neues 2 ml Sammel-
rohrchen transferiert, 500 ul RPE-Puffer zugesetzt und wieder fir 30 Sekunden bei
19.000 x g zentrifugiert. Der vorherige Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt, wo-
bei jedoch eine Zentrifugation fur 2 Minuten erfolgte. Um die RNA im letzten Schritt
zu eluieren, wurde die RNeasy-Saule wiederum auf ein neues 1,5 ml Sammelrohr-
chen gesetzt, 40 yl RNAse-freies H,O auf die RNeasy-Membran pipettiert und ein
letztes Mal fur 1 Minute bei 19.000 x g zentrifugiert.

Konzentration und Reinheit der RNA wurden photometrisch bestimmt. Hierbei wurde
die Absorption (optische Dichte = OD) der Nukleinsaurelésung bei 260 nm gemes-
sen. Zudem wurde der Quotient OD2onm/OD2gonm bestimmt, welcher den Grad der

Kontamination mit Protein widerspiegelt und grof3er als 1,5 sein sollte.
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Das Volumen, welches 2 ug RNA enthielt, wurde fir die Herstellung von cDNA ent-
nommen und zwecks einfacherem Handling mit H>Ogest. auf ein einheitliches Volumen

von 5 ul aufgefullt.

13.3. Herstellung von cDNA aus mRNA

Mit Hilfe des Enzyms reverse Transkriptase kann die mRNA in die dazu komplemen-
tare DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben werden. Hierzu existieren
prinzipiell zwei verschiedene Verfahren: Einmal das sog. Ein-Schritt-Verfahren, bei
dem genspezifische Primer bendtigt werden, und zum anderen das sog. Zwei-Schritt-
Verfahren, das unter Einsatz von Oligo(dT) Primern, Random Primern oder genspezi-
fischen Primern maoglich ist.
Zur Herstellung von cDNA kam im vorliegenden Fall aufgrund der hoheren Flexibilitat
bezlglich der Primerwahl und des Amplifikatonssystems das Zwei-Schritt-Verfahren
zur Anwendung. Durch Verwendung eines oligo(dT)-Primers, der an den polyA-
Schwanz der mRNAs bindet, ist es mdglich, nur die mRNA, nicht jedoch tRNA oder
rRNA aus der eingesetzten Gesamt-RNA in cDNA umzuschreiben.
Pro Probe wurde ein Ansatz aus folgenden Komponenten hergestellt:

e 1 ul Oligo(dT)12-18 Primer (500 pug/ml)

e 1 uldNTP Mix (10 mM)

o 5 pl Gesamt-RNA (2 pg)

e 6 pl HoOgest.
Gesamt: 13 pl
Das Gemisch wurde anschlieBend fur 5 Minuten auf 65°C erhitzt, anschlieend
schnell auf Eis gestellt und kurz zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde der cDNA-
Synthesemix pipettiert:

e 4 pl 5 x First-Strand-Puffer

e 2ulDTT (0,1 M)
Zu jedem RNA-Ansatz wurden 6 pl des cDNA-Synthese-Mix pipettiert, der Inhalt vor-
sichtig gemischt und fir 2 Minuten bei 42°C inkubiert. Anschlielend wurde je
RNA/Primer-Mix 1 pl SuperScriptTM Il RT (200 U/ul) zugeflgt, vorsichtig gemischt
und 50 Minuten bei 42 °C inkubiert. Durch eine weitere Inkubation fur 15 Minuten bei
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70 °C wurde die Reaktion inaktiviert. Die cDNA konnte nun als Matrize zur Amplifika-

tion eingesetzt werden.

13.4. PCR

Das genaue Prinzip der PCR ist unter Kapitel 7.2.6.1 erlautert. Im Folgenden wird nur
auf die einzelnen Bedingungen eingegangen, falls als Ausgangspunkt der PCR
cDNA eingesetzt wurde.
Pro Probe wurde ein PCR-Reaktionsgemisch bestehend aus folgenden Komponen-
ten verwendet:

e 2,5ul10 x PCR Puffer

e 1,5 ul MgCl; (50 mM)

e 0,5 ul dNTP Mix (10 mM)

e 1 ul Forward Primer (10 uM)

e 1 ul Reverse Primer (10 uM)

e 0,1yl Tag-Polymerase (5 U/ul)

e 0,5 ul cDNA (50 ng)

e 17,9 Pl H2Ogest.
Gesamt: 25 ul
Die DNA-Amplifikationen fanden unter folgenden Bedingungen statt:

e Denaturierung flr 12 Minuten bei 95°C

e Denaturierung fur 45 Sekunden bei 95°C

¢ Annealing fur 30 Sekunden bei 60°C bzw. 65°C* 35 Zyklen

e Elongation fur 1 Minute bei 72°C
Die Annealing-Temperatur lagen fir SSX1, 3, 4, 6, 7 und 9 bei 60°C. Fur die Amplifi-
kation von SSX2, 5 und 8 wurde eine hohere Annealing-Temperatur von 65°C ge-
wahlt, um eine unspezifische Bindung der Primer zu verhindern.
Folgende genspezifische Primer kamen fur die einzelnen SSX-Gene zum Einsatz:

e SSX 1A (5): 5-CTAAAGCATCAGAGAAGAGAAGC

e SSX1B (3’): 5-AGATCTCTTATTAATCTTCTCAGAAA

e SSX 2A (5): 5-GTGCTCAAATACCAGAGAAGATC

e SSX 2B (3'): 5-TTTTGGGTCCAGATCTCTCGTG

e SSX 3A (5): 5-GGAAGAGTGGGAAAAGATGAAAGT
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SSX 3B (3'):
SSX 4A (5):
SSX 4B (3'):
SSX 5A (5'):
SSX 5B (3'):
SSX 6A (5'):
SSX 6B (3'):
SSX 7A (5):
SSX 7B (3):
SSX 8A (5'):
SSX 8B (3'):
SSX 9A (5'):
SSX 9B (3'):

5-CCCCTTTTGGGTCCAGATATCA
5-AAATCGTCTATGTGTATATGAAGCT
5-GGGTCGCTGATCTCTTCATAAAC
5-GTTCTCAAATACCACAGAAGATG
5-CTCTGCTGGCTTCTCGGGCG
5-CTAAAGCATCAGAGAAGAGAAGC
5-TTTTGGGTCCAGATCTCTCGTG
5-TTTGCAAGGAGACCTAGGGC
5-GGGGAGT TACTCGTCGTCTTCT
5’-AAAGAGACCCAGG GATGATGA
5-CTCTTCATAAATCACCAGCTGG
5-AGACAACGACTGTGCAAAGAGAG
5-TGTGAATCTTCTCAGAAGTATTTGCTC
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Ergebnisse

1. Zusammenfassung der Selektionsergebnisse

Am Beginn des Projektes standen die Selektion, Generierung und Charakterisierung
von Fab-Antikdrpern, welche die beiden immunogenen Epitope des Tumorpeptids
SSX2103-111 bzw. SSX241.49 im Kontext von HLA-A*0201 erkennen. Da die Selektio-
nen gegen SSX241.49 von Herrn Dr. Carsten Zwick durchgeflhrt wurden, sind die
daraus resultierenden Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit erst von dem Zeitpunkt
ab dargestellt, ab dem die Versuchsergebnisse eigenhandig erhoben wurden. Herr
Dr. Carsten Zwick hat mir die von ihm generierten Antikdrper freundlicherweise im
weiteren Verlauf der Arbeit zur Verfigung gestellt.

Im Folgenden sind somit die Ergebnisse der Selektionen gegen das Tumorpeptid
SSX2403.111 dargestellt. Es wurden insgesamt drei Selektionsrunden durchgefihrt,
wobei pro Runde die Konzentration des MHC-Peptid-Komplexes reduziert wurde.
Ziel war es, dass nach der dritten Selektionsrunde Antikérper mit mdglichst hoher
Spezifitat und Affinitat fur weitere Untersuchungen zur Verfugung standen. Vor und
nach jeder Selektionsrunde wurden jeweils die In- und Output-Konzentration be-

stimmt, welche im Folgenden aufgelistet sind:

1. Runde 2. Runde 3. Runde
Input [cfu/ml] 2,68x10™ 6,68x10" 5,32x10"
Output [cfu/ml] 3,40x107 2,32x10° 1,0x10°
Output/Input 1,27x10°® 3,47x10° 1,88x10™

_ Output 3. Runde / Input 3. Runde
LAnreicherung“ = =14,82
Output 1. Runde / Input 3. Runde

Nach den Selektionen erfolgte ein erstes Screening, in dem Phagenuberstand aus
einem Phagen-Rescue von 89 zufallig aus der zweiten und dritten Runde gepickten

Klonen, in einer ELISA gegen den relevanten und einen irrelevanten MHC-Peptid-
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Komplex als Kontrolle getestet wurden. In diesem Fall kam der MHC-Peptid-Komplex
CMV pp65495.503 / HLA-A*0201als Kontrollkomplex zur Anwendung.

Als positives Signal wurde gewertet, wenn die Absorption bei 450 nm den dreifachen
Hintergrundwert Uberschritt. Unter Anwendung dieses Kriteriums konnten 83 epi-
topspezifische Binder identifiziert werden, welche spezifisch gegen den relevanten
MHC-Peptid-Komplex SSX2193.111 / HLA-A*0201 reagierten. Zwei Klone erkannten
sowohl den Ziel-Komplex als auch den Kontroll-Komplex, woraus zu schlief3en ist,
dass es sich dabei mit einiger Sicherheit um sog. ,panspezifische® Binder gegen
HLA-A*0201 handeln musste. Die verbleibenden 4 Klone lieferten auf keinem der
beiden Komplexe ein Signal.

Bevor die 83 selektionierten epitopspezifischen Klone jedoch Gegenstand weiterer
Beobachtungen wurden, sollte zunachst mittels PCR und anschlieliendem Restrikti-
onsverdau mit BstNI deren Diversitat sichergestellt werden. Die daraus resultieren-
den DNA-Fragmente unterschiedlicher Klone wurden in einem 1,5%-Agarose-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und deren Bandenmuster, sog. Fingerprints, mit Ethidi-

umbromid visualisiert:
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Abb. 9: Fingerprints der 83 selektionierten Klone; links auRen 1kb-Langenmarker; *Negativ-

kontrolle

Aus den insgesamt 83 Klonen wurden anhand des typischen Bandenmusters der
Fingerprints 16 verschiedene Klone ausgewahlt, welche den Ausgangspunkt der wei-
teren Arbeit darstellten. In einem nachsten Schritt wurde zur Sicherstellung einer
monoklonalen Kultur ein 2-maliger Dreidsenausstrich der 16 Klone angefertigt. Es
folgten eine erneute PCR und ein Fingerprint zweier zufallig gepickter Klone des 2.
Ausstrichs und des jeweils entsprechenden Klons aus der Masterplatte. Um die Di-
versitat der einzelnen Klone endgultig zu verifizieren, wurden alle 16 Klone zusatzlich
sequenziert. Hierbei zeigten sich insgesamt 3 Klone mit einer Lambda-Kette und 13
Klone mit einer Kappa-Kette, deren Gene und Aminosaurensequenzen der CDR3-

Regionen im Folgenden naher aufgefihrt sind:

Tab. 5: V-, J-, D-Gene und Aminosauresequenz der CDR3-Region der Schwerkette der unter-

suchten Klone

Klonname V-Gen J-Gen D-Gen CDR3

IGVH1-24*01 IGJH4*02 IGDH6-

1B1 (94,44%) (81,25%) 19%01 ATLKYSSGWQTLDY
IGVH1-24*01 IGJH4*02 .

[IC2 (95,14%) (83,33%) IGDH2-8*02 ATMALEAFDY
IGVH1-24*01 IGJH4*02 IGDH1-

11G2 (96,18%) (75%) 26*01 ATGGVGATLGDY
IGVH1-24*01 IGJH4*02 IGDH6-

[IH1 (95,14%) (77.08%) 1901 ATVTQQWLVDY
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Klonname V-Gen J-Gen D-Gen CDR3
IGJH1*01
oder
IGVH1-24*01 IGJH4*02 IGDH2-
[11B1 (94,1%) oder 1501 ATGSFDY
IGJH4*03
(81,25%)
IGVH1-24*01 IGJH4*02 IGDH3-
D2 (94,1%) (91.67%) 10%01 ATDSAYHYFDY
IGJH4*02
IGVH1-24*01 oder IGDH1-
it (95,83%) IGJH4*03 26*01 ATKSGSLDY
(79,17%)
IGVH1-24*01 IGJH4*02 N
VIE1 (95,49%) (83,33%) IGDH6-6*01 ATASAPDLKFDY
IGVH1-24*01 IGJH4*02 IGDHG6-
VIIB1 (95,49%) (77.08%) 19%01 ATDSAVALDY
IGVH1-24*01 IGJH4*02 .
VIID2 (95,49%) (83,33%) IGDH6-6*01 ATASAPDLKFDY
IGVH1-24*01 IGJH4*02 .
VIIIA2 (95,83%) (83,33%) IGDH3-9*01 ATLTGLFDY
IGJH4*02
IGVH1-24*01 oder IGDH6-
VIIEA1 (94,79%) IGJH4%03 13*01 ATPHGIAATGVFDY
(83,33%)
IGVH1-24*01 IGJH4*02 N
IXG2 (95,83%) (83,33%) IGDH3-9*01 ATLTGLFDY
IGVH1-24*01 IGJH5*02 IGDH6-
N (94,79%) (84.31%) 1901 VVSRGSRFDP
IGVH1-24*01 IGJH4*02 IGDH1-
AE (94,79%) (77,08%) 26*01 ATEESGSYNY
IGHV3-30*04
oder IGHV3-
30*11 oder IGHJ3*02 IGDHG6-
XIA2 IGHV3-30- (92%) 13%01 ARAHSSGWYDAFDI
3*02
(o]
(96,53%)

Die Angaben in Klammern beziehen sich auf den Prozentwert der Ubereinstimmung mit dem vergli-
chenen Gen; rot: Klone mit Lamda-Kette; die Klone VIIIA2 und IXG2 sowie VIE1 und VIID2 besitzen

identische Schwerketten und unterscheiden sich lediglich in ihren Leichtketten
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http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCNGNNACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGGA..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCNGNNACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGGA..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGTGNTGCCCCAGAGGTGCTCTTGGAAGG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GTGCNGNGACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGG..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GTGCNGNGACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGG..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GTGCNGNGACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGG..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GTGCNGNGACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGG..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GTGCNGNGACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGG..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCGGTTACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCGGTTACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCGGTTACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGGA..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGTGNTGCCCCAGAGGTGCTCTTGGAAGG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCNGNNACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCNGGNNACCCAAAAGGTGCTCTTGGAGG..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCNGGNNACCCAAAAGGTGCTCTTGGAGG..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGTGNTGCCCCAGAGGTGCTCTTGGAAGG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCNGNNACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GTGCGGGTACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGG..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGTGNTGCCCCAGAGGTGCTCTTGGAAGG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCNGNNACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGGGTGACCCAGAGGTGCTCTTGGAAGGA..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGTGNTGCCCCAGAGGTGCTCTTGGAAGG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGGGTGACCCANAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGGGTGACCCANAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGGGTGACCCANAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGGGTGACCCANAGGTGCTCTTGGAAGGA..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGGGTGACCCANAGGTGCTCTTGGAAGGA..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGTGNTGCCCCAGAGGTGCTCTTGGAAGG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCNGNNACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCGGTAACCCAAAGTGCTCTTGGAGGAGG..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGTGNTGCCCCAGAGGTGCTCTTGGAAGG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCGGGTACCCAGAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCGGGTACCCAGAGGTGCTCTTGGAAGGA..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCGGGTACCCAGAGGTGCTCTTGGAAGGA..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GCGTGNTGCCCCAGAGGTGCTCTTGGAAGG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TGCNGNNACCCAAAGGTGCTCTTGGAAGGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GNGGGNTNAGGTCAAAAAAAAGTGCTCTTG..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GNGGGNTNAGGTCAAAAAAAAGTGCTCTTG..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AAAGNGGGNTGGGGTCAACNAAAAGTGCTC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AAAGNGGGNTGGGGTCAACNAAAAGTGCTC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AAAGNGGGNTGGGGTCAACNAAAAGTGCTC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AAAGNGGGNTGGGGTCAACNAAAAGTGCTC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AAAGNGGGNTGGGGTCAACNAAAAGTGCTC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AAAGNGGGNTGGGGTCAACNAAAAGTGCTC..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AAAGNGGGNTGGGGTCAACNAAAAGTGCTC..._junction�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AAAGNGGGNTGGGGTCAACNAAAAGTGCTC..._junction�

Ergebnisse

Zusammenfassung der Selektionsergebnisse

Tab. 6: V-, J-Gene und Aminosduresequenz der CDR3-Region der Leichtkette der untersuchten

Klone
Klonname V-Gen J-Gen CDR3
IGVk3-20*01 IGJKk2*01
11B1 (97 52%) (100%) QQYGSSPPY
IGVk2-28*01 oder .
1C2 IGVk2D-28*01 '(S;';?’?(% MQGTHWPFT
(96,26%) 07
IGVK2-30*01 IGJK2*01
G2 (97 62%) (97.37%) MQGSHWPYT
IGVk2-28*01 oder IGJk2*01 oder
1H1 IGVk2D-28*01 IGJk2*02 MQALQTPLT
(98,98%) (97,22%)
IGVKk3-20*01 IGJK2*02
1B 1 (89.01%) (86.11%) HQYVNSPRT
D2 'G(\éga' ;f/o ? 1 '(gg'gg% QQYRTWPLA
. IGJA2*01 oder
VICH 'G(\ég‘h“é;g ;) 1 IGJA3*01 ESRDTSGQHYVI
970 (92,11%)
N IGJA2*01, oder
VIE1 lc(;s;/(a)\ig%(;1 IGJA3*01 QAWDSSTWV
’ (100%)
IGVK3-15*01 IGJK1*01
VIIB1 (94.62%) (94,74%) QQYKHWPRT
IGVk2D-29*01 IGJK2*01
VIID2 (99,66%) (100%) MQSIQLPYT
IGVK3-20*01 IGJK1*01
VIIA2 (96.81%) (94,59%) QQYGSSPLA
IGVk2-28*01 oder .
VIIIE1 IGVk2D-28*01 '((31"(')‘30/0)1 MQALQTPFT
(99,66%) °
IGVk2-28*01 oder G101
IXG2 IGVk2D-28*01 (97.37%) MQALQTPRT
(98,64%) 207
IGVk2-28*01 oder .
XA1 IGVk2D-28*01 'C(51J(')‘§o/0)1 MQALQTPYT
(99,66%) °
IGJA2*01 oder
IGVA3-19*01 IGLJA3*01 oder
XE1 (97.85%) 1GLIAS*02 HSRDSSDNQL
(93,75%)
IGVK3-20*01 IGJk4*01
XIA2 (93,62%) (94,74%) QQYESSPPRLT



http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_CCAGCCNAGNAGNAGTCAGTAGTGGTCATG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_CCAGCCNAGNAGNAGTCAGTAGTGGTCATG..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AACCANANGCTNNNCNGTNTTNGTCATGAT..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AACCANANGCTNNNCNGTNTTNGTCATGAT..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AACCANANGCTNNNCNGTNTTNGTCATGAT..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_CCCAANCTTGCCNGGGTGGTCATGATCTGA..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_CCCAANCTTGCCNGGGTGGTCATGATCTGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_ACTTCNNTTNTGTNNGTCATGGTCTGACCC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_ACTTCNNTTNTGTNNGTCATGGTCTGACCC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_ACTTCNNTTNTGTNNGTCATGGTCTGACCC..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_ACTTCNNTTNTGTNNGTCATGGTCTGACCC..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGGCCNTGCGAATGTTTTTAATTTTGNACC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGGCCNTGCGAATGTTTTTAATTTTGNACC..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TNGNANCCAACTCGGCGCCCGNTGCGAGTC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_TNGNANCCAACTCGGCGCCCGNTGCGAGTC..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGGGNGCCNATCTAAAGTATGTCAGNNTCN..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGGGNGCCNATCTAAAGTATGTCAGNNTCN..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGGGNGCCNATCTAAAGTATGTCAGNNTCN..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NGCNGNNGGGGGNCNTGGGAACCTAGTCAG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NGCNGNNGGGGGNCNTGGGAACCTAGTCAG..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NGCNGNNGGGGGNCNTGGGAACCTAGTCAG..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGGGGNGGCCAANTAACGNTAGTCAGTATN..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGGGGNGGCCAANTAACGNTAGTCAGTATN..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NNTGGTGGGTCATGATCTGAACCCCACTCG..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NNTGGTGGGTCATGATCTGAACCCCACTCG..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGANNTNNGTTTGTTGTGGTCATGATCTGA..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGANNTNNGTTTGTTGTGGTCATGATCTGA..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGTCGTNGNTCTTGAACCCCACTTGGNTGN..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGTCGTNGNTCTTGAACCCCACTTGGNTGN..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGTCGTNGNTCTTGAACCCCACTTGGNTGN..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AANAANCCTTTGTCNNTTTTGGTCATGATC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AANAANCCTTTGTCNNTTTTGGTCATGATC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_AANAANCCTTTGTCNNTTTTGGTCATGATC..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGTCGTNGNTCTTGAACCCCACTTGGNTGN..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_GGTCGTNGNTCTTGAACCCCACTTGGNTGN..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NNTGGTGGGTCATGATCTGAACCCCACTCG..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NGTCAGTATCGTCATGATCTGANCNCACTC..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NGTCAGTATCGTCATGATCTGANCNCACTC..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NGTCAGTATCGTCATGATCTGANCNCACTC..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NGTCAGTATCGTCATGATCTGANCNCACTC..._alj�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NCCCGTNAATGTGNNGCNCGTATTTCTNAA..._alv�
http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/vquest#1_NCCCGTNAATGTGNNGCNCGTATTTCTNAA..._alj�

Ergebnisse Bestimmung der Spezifitat der selektionierten Klone

2. Bestimmung der Spezifitdt der selektionierten Klone

2.1. Produktion von Fab-Antikorpern

Die Produktion der Iéslichen Fab-Antikorper erfolgte gemal dem im Teil ,Material
und Methoden“ dargelegten Protokoll. Nach erfolgter Reinigung wurde die Reinheit
der produzierten Proteine Uberprift; dazu wurden diese jeweils mit einem reduzie-
renden und einem nicht-reduzierenden Ladepuffer nach Denaturierung bei 96°C flr
ca. 5 Minuten auf ein 12%iges SDS-Gel aufgetragen. Durch das im reduzierenden
Ladepuffer enthaltene B-Mercaptoethanol kommt es zur Aufspaltung der Disulfid-
briicke und somit zur Trennung von Leicht- und Schwerkette des Fab-Antikdrpers. Im
SDS-Gel erkennt man dies daran, dass der Fab-Antikorper mit intakter Disulfidbricke
bei ca. 50 kDa, die Leicht- und Schwerkette bei ca. 20-30 kDa detektiert werden:
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Abb. 10: Visualisierung der Fab-Antikérper im Polyacrylamid-Gel mittels Coomassie; A) Linke
Abbildung: nicht reduzierendes Gel der Klone 11B1 (1); 1IC2 (2); Ld&ngenmarker: PageRuIerT'\’I Prestai-
ned (3); l1G2 (4); lIH1 (5), IlIB1 (6); ID2 (7); VIC1 (8); VIE1 (9); Rechte Abbildung: reduzierendes Gel
der Klone 11B1 (1); Langenmarker: PageRuler™ (2); 1IC2 (3); 1G2 (4); lIH1 (5), 1IB1 (6); lID2 (7); VIC1
(8); VIE1 (9); B) Linke Abbildung: nicht reduzierendes Gel der Klone VIIB1 (1); VIID1 (2); Langenmar-
ker: PageRuler™ (3); VIIIA2 (4); VIIIE1 (5), IXG2 (6); XA1 (7); XE1 (8); XIA2 (9); Rechte Abbildung:
reduzierendes Gel der Klone VIIB1 (1); Langenmarker: PageRuler™ (2); VIID1 (3); VIIIA2 (4); VIIIE1
(5), IXG2 (6); XA1 (7); XE1 (8); XIA2 (9)
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Ergebnisse Bestimmung der Spezifitat der selektionierten Klone

2.2. Uberpriifung der MHC-Peptid-Spezifitat mittels ELISA

In einem nachsten Schritt erfolgte die Bestimmung der spezifischen Reaktivitat der
16 selektionierten Klone gegen rekombinante MHC-Peptid-Komplexe. Zu diesem
Zweck wurden Phagen und Fab-Antikorper der jeweiligen Klone gegen ein erweiter-
tes Panel an MHC-Peptid-Komplexen getestet.
Hierbei wurde der MHC-Peptid-Komplex auf einer Microtiter-Platte immobilisiert. Die
zu testenden Fabs wurden in einer Konzentration von 20 pg/ml und die Phagen
1:300 verdunnt eingesetzt.
Folgende MHC-Peptid-Komplexe wurden verwendet:

e SSX2403.111 / HLA-A*0201

o SSX241.49 / HLA-A*0201 ~

e CMV pp6549s.503 / HLA-A*0201

e Melan A (AA)27.35 / HLA-A*0201 > irrelevante Kontroll-MHC-
e Melan A A27L (ELA)26.35 / HLA-A*0201 Peptid-Komplexe

e NY-ESO 157.165/ HLA-A*0201 _/

Als positives Signal wurde gewertet, wenn die Absorption bei 450 nm den dreifachen
Hintergrundwert Uberschritt. Als Hintergrundsignal wurde die Reaktion der sekunda-
ren Farbeantikdrper gegen biotinyliertes bovines Serumalbumin und Streptavidin de-
finiert. Mit den konformationabhangigen Antikorpern W6/32 und Tu 155 wurde Uber-
pruft, ob die MHC-Peptid-Komplexe noch in ihrer korrekten Quartarstruktur vorliegen.
Ware z.B. kein Peptid mehr in der Tasche des MHC-Komplexes, gabe es mit dem
Kontroll-Antikérper Tu 155 kein Signal. So ist z.B. bei dem Melan-A 27-35 / HLA-
A*0201 Komplex ein deutlich schwacheres Signal zu erkennen, was bedeuten kann,

dass hier nicht mehr alle Komplexe ein Peptid enthalten.
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Abb. 11: Spezifische Bindung der 16 Klone im ELISA auf immobilisierten HLA-A*0201-
Komplexen, welche ein Panel verschiedener Peptide prasentieren; Spezifische Bindung der Klo-
ne A) lIB1, 1IC2; 1IG2 und IIH1; B) 1lIB1, 11ID2, VIC1 und VIE1; C) VIIB1, VIID1, VIIIA2 und VIIIE1; D)
IXG2, XA1, XE1 und XIA2 sowie der Positivkontrollen w6/32 und Tu 155 auf SSX24g3.111/ HLA-A*0201
(rot), SSX244.49 / HLA-A*0201 (gelb), CMV pp65 495-503 / HLA-A*020 (violett), Melan A (AA) 27-35 /
HLA-A*0201 (blau), Melan A A27L (ELA) 26-35 / HLA-A*0201 (griin), NY-ESO 157-165 / HLA-A*0201
(rosa); Negativkontrolle (schwarz): Phage bzw. Fab-Antikérper auf biotinyliertem BSA mit Streptavidin

und sekundaren Antikérpern
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Ergebnisse Bestimmung der Spezifitat der selektionierten Klone

Aus Abbildung 11 geht hervor, dass alle hier getesteten SSX2-Klone spezifisch nur
an SSX21¢3-111 / HLA-A*0201 binden.

2.3. Uberpriifung der spezifischen Reaktivitat gegen exogen mit

Peptid beladene Zellen

2.3.1. Ergebnisse der gegen den SSX21¢3.111 / HLA-A*0201-Komplex

selektionierten Fab-Antikorper

2.3.1.1. Reakivitat gegeniiber T2-Zellen

Um die Reaktivitat der Fab-Antikorper gegenuber der eigentlichen Zielstruktur, dem
nativen, auf der Zelle prasentierten MHC-Peptid-Komplex, testen zu kdnnen, wurden
in einem ersten Versuch HLA-A*0201-positive T2-Zellen mit verschiedenen Peptiden
gepulst.

T2-Zellen entstammen einer humanen HLA-A*0201-positiven lymphoblastoiden B-T-
Hybrid-Zelllinie, welche TAP (transporter associated with antigen processing)-defi-
zient ist. Es existieren beim Menschen zwei Varianten des TAP-Proteins, TAP-1 und
TAP-2, welche zur Proteinfamilie der ATP-Bindungskassetten (ATP-bindingcasette,
ABC) gehdren. In vivo erfolgt die Induktion der Gene durch Interferone. TAP ist ein
ATP-abhangiger Transporter in der Membran des ER und verantwortlich fur den
Transport von lonen, Zuckern, Aminosauren und Peptiden in dessen Inneres. Dort
erfolgt dann in Vesikeln die ,Beladung“ der noch leeren MHC-Komplexe, welche so-
mit nicht mit dem Zytosol in Kontakt stehen. Durch die TAP-Defizienz ist somit die
intrazellulare Beladung von MHC |-Komplexen mit Peptiden reduziert, was schlief3lich
dazu fahrt, dass sich auf der Zelloberflache ,leere* MHC [-Komplexe befinden. Je-
doch kénnen die vorhandenen MHC-Komplexe von exogen mit Peptiden beladen
werden, welche das passende Bindungsmotiv besitzen. Die Peptide gehen dann mit
dem MHC-Komplex eine stabile Bindung ein und werden somit auf der Zelloberflache
Lprasentiert”.

Als Erstes sollte die Frage beantwortet werden, ob die Fab-Antikorper aller 16 Klone
in der Lage sind, mit nativen MHC-Peptid-Komplexen zu interagieren. Hierzu wurden
T2-Zellen zunachst nur mit dem Zielpeptid SSX21¢3.111 in der Endkonzentration 20
Mg/ml beladen und mit dem jeweiligen Fab-Antikdrper in der Endkonzentration 50

pg/ml gefarbt.
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Ergebnisse
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Abb. 12: Durchflusszytometrie der 16 Fab-Antikorper auf mit SSX2,;.111 beladenen T2-Zellen;
Beladene T2-Zellen wurden gefarbt mit A) 1IB1 (hellgriin), VIIB1 (violett), VIIIA2 (gelb), XE1 (dunkel-
grin) und XIA2 (grau); B) IIC2 (hellgriin), IG2 (violett), 1IH1 (gelb) und lID2 (dunkelgriin); C) VICA1
(hellgriin), VIE1 (violett), VIID1 (gelb) und IXG2 (dunkelgriin); D) XA1 (hellgriin), [lIB1 (violett), VIIIE1
(gelb); Unbeladene T2-Zellen wurden gefarbt mit A) 1IB1 (blau), VIIB1 (hellblau), VIIIA2 (braun), XE1
(dunkelblau) und XIA2 (turkis); B) IIC2 (blau), 11IG2 (hellblau), IIH1 (braun) und 1lID2 (dunkelblau); C)
VIC1 (blau), VIE1 (hellblau), VIID1 (braun) und IXG2 (dunkelblau); D) XA1 (blau), 11IB1 (hellblau),

VIIIE1 (braun); Positivkontrolle BB7.2 (rot); Negativkontrolle: Sekundare Farbereagenzien (schwarz)

Es stellte sich dabei heraus, dass nicht alle Fab-Antikorper, die im ELISA den in vitro
hergestellten MHC-Peptid-Komplex erkannten, auch eine Reaktivitat gegentber dem
nativen auf der Zelloberflache prasentierten MHC-Peptid-Komplex zeigten. Kein Sig-
nal auf exogen beladenen Zellen zeigten die Klone 1IB1, 11IB1, VIID1 und VIIIE1. Die-
se 4 Klone wurden aufgrund ihres Bindungsverhaltens im Rahmen der Doktorarbeit
als ,in vitro-Binder® bezeichnet, da sie, im Gegensatz zu den sog. ,Nativ-Bindern®,
nur im ELISA binden, nicht jedoch auf exogen beladenen Zellen. Auf das Phanomen
der ,in vitro-Binder* wird in Kapitel 3 naher eingegangen. Ein relativ schwaches Sig-
nal fand sich bei den Klonen IIH1, XE1 und XIA2. Von den verbleibenden Klonen lie-
ferten die Fab-Antikorper VIE1 und 11ID2 das intensivste Signal.

Nachdem die Fahigkeit, auf nativen MHC-Peptid-Komplexen zu binden, an T2-Zellen
gezeigt wurde, erfolgten in einem nachsten Schritt Analysen beziglich der Spezifitat
der Klone auf T2-Zellen. Hierfir wurden diese mit einem Panel an HLA-A*0201-
restringierten Peptiden von extern beladen und mit den entsprechenden Fab-

Antikérpern gefarbt. Die Daten wurden von den 7 auf T2-Zellen gut bindenden Fab-
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Antikdrpern erhoben. Der Ubersichtlichkeit halber sind exemplarisch die Daten der

beiden besten Binder dargestellt. Die Peptide wurden jeweils in einer Konzentration

von 20 ug/ml eingesetzt, der Fab-Antikdrper mit 50 pg/ml.
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Abb. 13: Durchflusszytometrie am Beispiel der zwei besten Binder auf T2-Zellen, beladen mit
einem Panel an Peptiden; T2-Zellen beladen mit SSX2493.11¢ (hellgriin), SSX241.49 (gelb), g250421-429
(blau), NY-ESO1457.165 (violett), gp100,09.217 (hellblau), Melan A A27L (ELA),s.35 (braun); Farbung mit
A) Klon [1ID2; B) Klon VIE1; Negativkontrolle: sekundare Farbereagenzien (schwarz); Positivkontrolle

BB7.2 (rot)

Es stellte sich heraus, dass die getesteten Fab-Antikorper 11G2, 11ID2, VIC1, VIE1,

VIIB1, IXG2 und XA1 spezifisch mit T2-Zellen interagierten, die das relevante

SSX2403.111-Peptide im Kontext des HLA-A*0201 Komplex prasentierten.
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2.3.1.2. Reaktivitit auf EBV-immortalisierten B-Zellen (LCLs)

In einem nachsten Schritt erfolgten durchflusszytometrische Analysen der 7 besten
Binder auf EBV-immortalisierten B-Zellen humaner Spender.

Diese lymphoblastoide Zelllinie entsteht durch Infektion und Immortalisierung prima-
rer humaner B-Zellen durch das Epstein-Barr-Virus in vitro. Diese EBV-Transforma-
tion stellt die einfachste Moglichkeit dar, eine permanente Zelllinie aus einem gesun-
den Spender herzustellen, wobei das EBV in den Zellen vorwiegend im Latenzzu-
stand Il mit Expression samtlicher latenter Proteine vorliegt.

In diesem Fall wurden zwei Zelllinien EBV-immortalisierter B-Zellen verwendet, wel-
che jeweils aus humanen B-Zellen gesunder Spender generiert wurden: Als ,Positiv-
linie“ eine Linie, welche HLA-A*0201 exprimiert, sowie als ,Negativlinie“ eine Linie
ohne den HLA-A*0201-Komplex. Beide Zelllinien wurden von extern mit Peptiden

beladen und anschliefend mit den 7 o.g. Fab-Antikorpern gefarbt.

a) HLA-A*0201-positive EBV-immortalisierte B-Zellen

Um die bisherigen Ergebnisse auf T2-Zellen zu bestatigen und auszuschlie3en, dass
es sich bei den in Kapitel 2.3.1 dargestellten Beobachtungen um ein ausschliel3lich
auf T2-Zellen zu beobachtendes Phanomen handelt, fihrten wir weitere durchfluss-
zytometrische Analysen mit antigenprasentierenden Zellen durch. Dadurch sollte
einerseits verifiziert werden, dass die Interaktion der Fab-Antikérper mit dem MHC-
Komplex peptidspezifisch und auf das HLA-A*0201 Allel beschrankt ist. Andererseits
bieten Untersuchungen auf LCLs den Vorteil, dass diese im Gegensatz zu T2-Zellen
nicht TAP-defizient sind. Folglich exprimieren sie schon im ,nativen®, d.h. unbelade-
nen Zustand, ein Panel von Peptiden auf ihrer Zelloberflache. Die Untersuchungen
auf diesen Zellen kommen somit dem Zustand einer ,normalen® Zelle schon sehr na-
he. Die LCLs wurden mit einem identischen Panel an Peptiden in einer Konzentration
von 20 pg/ml beladen und anschliefend mit den Fab-Antikorpern (Endkonzentration
50 pg/ml) gefarbt. Da die LCLs keine ,leeren® MHC |-Komplexe besitzen, erfolgt die
Beladung im Gegensatz zu T2-Zellen durch kompetitive Verdrangung bereits prasen-
tierter Peptide aus der Bindungsfurche. Exemplarisch sind die Daten der drei besten

Binder auf LCLs dargestellt:
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Abb. 14: Durchflusszytometrie der drei besten Binder auf HLA-A*0201-positiven LCLs, beladen
mit einem Panel an Peptiden; LCLs beladen mit SSX203.111 (hellgriin), SSX241.49 (gelb), g250421-429
(blau), NY-ESO1457.165 (violett), gp100209.217 (hellblau), Melan A A27L (ELA).35 (braun), unbeladen
(dunkelgriin); Negativkontrolle: sekundare Farbereagenzien (schwarz); Positivkontrolle w6/32 (rot);
Farbung mit A) Klon [11D2; B) Klon VIE1; C) Klon VIIB1; D) Histogramme der 3 Klone mit Auftragung
des G-Mean-Wertes

Die Spezifitatsanalysen auf EBV-immortalisierten B-Zellen in Abbildung 14 zeigen,
dass auch in dieser Versuchsreihe die Ergebnisse sowohl den ELISA als auch die
Spezifitatsanalysen auf T2-Zellen bestatigen: Bei allen drei Fab-Antikorpern kann
man einen Unterschied zwischen den FI-Werten des SSX2103.111-Peptids und der
Kontroll-Peptide feststellen. Daraus lasst sich schliel3en, dass die Spezifitat der Fab-
Antikdrper kein rein auf T2-Zellen beobachtetes Phanomen darstellt. Weiterhin fallt
auf, dass die FI-Werte bei gleicher Peptidkonzentration nach Farbung mit dem Fab-
Antikorper VIE1 am hochsten und die Hintergrundwerte des Klons 11ID2 am niedrigs-

ten sind.

b) HLA-A*0201-negative EBV-immortalisierte B-Zellen

Die durchflusszytometrischen Analysen an HLA-A*0201-negativen EBV-immortali-
sierten B-Zellen sollten zeigen, dass die Fab-Antikorper Allel-spezifisch sind fur den
HLA-A*0201-Peptid-Komplex. Dazu wurden die Zellen von extern mit SSX21¢3.111
beladen und mit den Fab-Antikorpern gefarbt. Als Positivkontrolle diente der Anti-
Human HLA-ABC Klasse | W6/32.
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Abb. 15: Durchflusszytometrie der drei besten Binder auf HLA-A*0201-negativen LCLs beladen
mit SSX2,¢3.111; LCLs beladen mit SSX293.411 (hellgriin); unbeladen (blau); Negativkontrolle: sekunda-
re Farbereagenzien (schwarz); Positivkontrolle w6/32 (rot); Farbung mit A) Klon IlID2; B) Klon VIE1;
C) Klon VIIB1
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Die Abbildung 15 bestatigt, bezogen auf die hier getestete Zelllininie EBV-immortali-
sierter B-Zellen, die Spezifitat der Klone fur HLA-A*0201-restringierte MHC-Peptid-

Komplexe, was die fehlende FI-Anderung in der Durchflusszytometrie verdeutlicht.

2.3.2. Ergebnisse der gegen den SSX241.49 / HLA-A*0201-Komplex

selektionierten Fab-Antikorper

Aus den von Herrn Dr. Carsten Zwick durchgefiihrten Selektionen gegen den
SSX241.49 / HLA-A*0201-Komplex gingen insgesamt 3 Klone (Fab 1-3) hervor, wel-
che zur Verifizierung ihrer Diversitat sequenziert wurden. Zudem wurde zur Bestim-
mung der spezifischen Reaktivitat der 3 selektionierten Klone gegen rekombinante
MHC-Peptid-Komplexe ein ELISA mit Phagen und Fab-Antikérpern durchgefihrt. Der
ELISA ergab, dass alle getesteten SSX2-Klone spezifisch mit dem SSX241.49 / HLA-
A*0201-Komplex interagierten. Nach diesem Assay Uberlie mir Herr Dr. Carsten

Zwick die 3 Klone und die weiteren Analysen wurden eigenhandig durchgefuhrt.

2.3.2.1. Reaktivitdt gegeniiber T2-Zellen
Wie in Kapitel 2.3.1.1 wurden T2-Zellen zunachst nur mit dem Peptid SSX241.49 in der

Endkonzentration 20 ug/ml beladen und mit dem jeweiligen Fab-Antikorper in der
Endkonzentration 50 pg/ml gefarbt. Es stellte sich dabei heraus, dass nicht alle Fab-
Antikorper, die im ELISA den in vitro hergestellten MHC-Peptid-Komplex erkannten,
auch eine Reaktivitat gegenuber dem nativen auf der Zelloberflache prasentierten
MHC-Peptid-Komplex zeigten. Lediglich Fab2 und Fab3 zeigten eine Anderung der
Fluoreszenzintensitat in der Durchflusszytometrie und wurden in einem nachsten
Schritt Analysen bezuglich ihrer Spezifitat auf T2-Zellen zugefuhrt. Hierfur wurden
diese mit einem Panel an HLA-A*0201-restringierten Peptiden von extern beladen
und mit den entsprechenden Fab-Antikdrpern gefarbt.

Die Peptide wurden jeweils in einer Konzentration von 20 ug/ml eingesetzt, der Fab-
Antikdrper mit 50 pug/ml.
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Abb. 16: Durchflusszytometrie der beiden Binder auf T2-Zellen, beladen mit einem Panel an
Peptiden; T2-Zellen beladen mit SSX24¢.49 (hellgriin), SSX243.111 (gelb), 9250421429 (blau), NY-

ESO1457.165 (violett), gp100209.217 (hellblau), Melan A A27L (ELA)..35 (braun

); Farbung mit A) Fab2; B)

Fab3; Negativkontrolle: sekundare Farbereagenzien (schwarz); Positivkontrolle BB7.2 (rot)

Aus Abbildung 16 kann man entnehmen, dass sowohl Fab2 als auch Fab3 in der La-

ge sind, spezifisch mit T2-Zellen zu interagierten, die das relevante SSX241.49-Peptid

im Kontext des HLA-A*0201 Komplex prasentierten. Im weite

ren Verlauf der Arbeit

fand Fab2 aufgrund des etwas geringeren Signals auf T2-Zellen keine weitere Be-

rucksichtigung.
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2.3.2.2. Reaktivitit auf EBV-immortalisierten B-Zellen (LCLs)

In einem nachsten Schritt erfolgten durchflusszytometrische Analysen von Fab3 auf
EBV-immortalisierten B-Zellen humaner Spender. Zu den Griinden, warum es sinn-
voll ist, die Untersuchungen zusatzlich auf einer zweiten Zelllinie durchzuflhren, sie-
he Kapitel 2.3.1.2.

a) HLA-A*0201-positive EBV-immortalisierte B-Zellen

Die LCLs wurden mit einem identischen Panel an Peptiden in einer Konzentration
von 20 pg/ml beladen und anschlieRend mit Fab3 (Endkonzentration 50 ug/ml) ge-
farbt:
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Abb. 17: Durchflusszytometrie des Klons Fab3 auf HLA-A*0201-positiven LCLs, beladen mit
einem Panel an Peptiden; LCLs beladen mit SSX24449 (hellgriin), SSX243.111 (gelb), 9250421.429
(blau), NY-ESO1457.165 (violett), gp100209.217 (hellblau), Melan A A27L (ELA)s.35 (braun); Negativkon-

trolle: sekundare Farbereagenzien (schwarz); Positivkontrolle BB7.2 (rot); Farbung mit Fab3

Die Spezifitatsanalysen auf EBV-immortalisierten B-Zellen in Abbildung 17 bestatigen
die Ergebnisse aus dem ELISA und die Spezifitatsanalysen auf T2-Zellen: Es ist ein
Unterschied zwischen den FI-Werten des SSX241.49-Peptids und der Kontroll-Peptide
festzustellen. Daraus lasst sich schliel3en, dass die Spezifitat von Fab3 kein rein auf

T2-Zellen beobachtetes Phanomen darstellt.
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b) HLA-A*0201-negative EBV-immortalisierte B-Zellen

LCL-Zellen wurden von extern mit SSX241.49 (Endkonzentration: 20 ug/ml) beladen
und mit Fab3 (Endkonzentration: 50 ug/ml) gefarbt. Als Positivkontrolle diente der
anti-Human HLA-ABC Klasse I-Antikorper W6/32.
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Abb. 18: Durchflusszytometrie des Klons Fab3 auf HLA-A*0201-negativen LCLs beladen mit
dem Peptid SSX2,149; LCLs beladen mit SSX241.49 (hellgriin); unbeladen (blau); Negativkontrolle:

sekundare Farbereagenzien (schwarz); Positivkontrolle w6/32 (rot); Farbung mit Fab3

2.4. CTL-Inhibition mittels IFNy-ELISPOT

Die folgende Versuchsreihe hatte eine Uberprifung der selektionierten Fab-
Antikorper hinsichtlich ihrer Fahigkeit, einen T-Zell-Rezeptor zu imitieren, zum Ziel.
Bindet ein Fab-Antikdrper einen MHC-Peptid-Komplex an gleicher Stelle wie der fur
diesen MHC-Peptid-Komplex spezifische T-Zell-Rezeptor, so sollte auf diese Weise
die Reaktivitat einer zytotoxischen T-Zelle inhibiert werden. Folglich kann es nicht zu
einer T-Zell-Aktivierung kommen.

Als Methode fand im vorliegenden Fall ein IFNy-ELISPOT Anwendung. Hierbei gilt es
zu beachten, dass jeder Spot einer reagierenden T-Zelle entspricht. Kommt es nun
zu einer Inhibition durch den Fab-Antikorper, sollte sich die Anzahl der IFNy aus-
schuttenden zytotoxischen T-Zellen, verglichen mit der Reaktivitat gegen einen ,un-

geblockten“ MHC-Peptid-Komplex, stark verringern.
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2.4.1. Ergebnisse der gegen den SSX24¢3.111_/ HLA-A*0201-Komplex

selektionierten T-Zellen

Die zytotoxischen T-Zellen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Claudia Wagner,
Onkologisches Labor der Inneren Medizin |, zur Verfigung gestellt. Sie entstammten
dem SSX2403.111-spezifischen T-Zell-Klon G484, dessen spezifische Reaktivitat im

Vorfeld der Analysen mehrfach nachgewiesen werden konnte (Wagner et al., 2003).

2.4.1.1. CTL-Inhibition auf exogen beladenen MCF7-Zellen

Als Ziel-Zellen dienten 5x10* MCF7-Zellen, welche von exogen mit SSX21p3.111in un-
terschiedlichen Konzentrationen sowie mit einem Kontrollpeptid beladen wurden. Es
wurden 2.500 CD8" SSX2-spezifische CTLs als Effektoren eingesetzt. Die Blockade
mit Hilfe des epitopspezifischen Fab-Antikorpers erfolgte in einer fixen Konzentration
von 50 pg/ml. Zur Erhdhung der Validitat wurden Dreifachbestimmungen durchge-
fuhrt und die Mittelwerte sowie die sich daraus ergebenden Standardabweichungen

aufgetragen.

350

300 -

250 -

200 -
150 -

100 - *‘ {_‘
50

. e

ohne Fab 2M3FII VIIIE1 nB1 VI E1 Il D2

Anzahl Spots

Abb. 19: Spezifische Inhibition der CTL-Reaktivitidt auf exogen beladenen MCF7-Zellen; HLA-
A*0201" MCF7-Zellen wurden mit dem Peptid SSX2¢3.111 in den Konzentrationen 10 ng/ml (blau) und
5 ng/ml (violett) sowie mit dem Kontrollpeptid NY-ESO157.1¢5 (Schwarz) beladen. Darstellung der CTL-
Reaktivitat ohne Fab-Antikérper bzw. nach Coinkubation mit 2M3FIl (Kontrollantikdrper), VIIIE1, 111B1,
VIE1 und 11ID2

Es zeigt sich, dass mit den ,Nativ-Bindern“ VIE1 bzw. 11ID2 eine Reduktion der im
Experiment gemessenen Aktivierung von etwa 50% bei einer Peptidkonzentration

von 10 ng/ml und 80% bzw. 90% bei einer Peptidkonzentration von 5 ng/ml erreicht
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werden konnte. Im Gegensatz hierzu lief3 sich keine Inhibition der IFNy-Ausschuttung
durch die ,in vitro-Binder® VIIIE1 und 1lID2 nachweisen. Als Vergleichswert diente die
Anzahl an Spots nach Vorinkubation der antigenprasentierenden Zellen mit dem
Fab-Antikorper 2M3FII, der SSX2493.111/ HLA-A*0201 nicht erkennt.

2.4.1.2. CTL-Inhibition auf SK-Mel-37-Zellen

Als Target-Zellen wurden 5x10* SK-Mel-37-Zellen eingesetzt. Bei diesen Tumorzellen
handelt es sich um eine HLA-A*0201" Melanomzelllinie, die SSX2 endogen prozessiert
und HLA-A*0201-restringierte Epitope auf der Zelloberflache prasentiert, so dass eine
Peptidbeladung entfiel. Es wurden 4.000 CD8" SSX2-spezifische CTLs als Effektoren
eingesetzt. Zum Nachweis der Blockade mittels des epitopspezifischen Fab-Antikor-

pers VIE1 erfolgte eine Fab-Titration in den Konzentrationen 50 ug/ml bis 0,39 ug/ml.
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Abb. 20: Spezifische Inhibition der CTL-Reaktivitiat auf SK-Mel-37-Zellen; A) Darstellung der pro-
zentualen Blockwirkung des Fab-Antikérpers VIE1 bei unterschiedlichen Antikdrperkonzentrationen;
B) Darstellung der CTL-Reaktivitat als Anzahl von Spots ohne Antikdrper und nach Coinkubation mit

VIE1 in unterschiedlichen Konzentrationen.
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Aus den in Abbildung 20 dargestellten Ergebnissen kann man schlussfolgern, dass
der Fab-Antikorper VIE1 auf SK-Mel-37-Zellen dazu in der Lage ist, eine konzentrati-
onsabhangige Inhibition der CTL-Reaktivitat hervorzurufen. Somit war erstmalig der
indirekte Nachweis erbracht, dass der Klon IVE1 nicht nur auf exogen mit dem Peptid
SSX2103.111 gepulsten Zellen bindet, sondern auch auf Tumorzellen, welche das Pep-

tid endogen prozessieren und dann auf ihrer Zelloberflache prasentieren.

2.4.2. Ergebnisse der gegen den SSX2,.49 / HLA-A*0201-Komplex

selektionierten T-Zellen

Die zytotoxischen T-Zellen wurden uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Daniel
Speiser, Ludwig Institute of Cancer Research, Lausanne (CH) zur Verfliigung gestellt.
Sie entstammen im Gegensatz zu dem SSX21g3.111-spezifischen T-Zell-Klon G484
der Bulk-T-Zell-Linie Lau459, deren spezifische Reaktivitat im Vorfeld der Analysen
mehrfach nachgewiesen worden war (Ayyoub et al., 2002). Da es sich um einen T-
Zell-Bulk handelt, war es notwendig, in den Versuchen wesentlich mehr T-Zellen ein-

zusetzen als bei dem T-Zell-Klon G484.

2.4.2.1. CTL-Inhibition auf exogen beladenen MCF7-Zellen

Als Target-Zellen dienten 3x10* MCF7-Zellen, welche von exogen mit dem Peptid
SSX241.49 in unterschiedlichen Konzentrationen sowie mit einem Kontrollpeptid bela-
den wurden. Es wurden 7.000 CD8" SSX241.49-spezifische CTLs des Bulks Lau459
als Effektoren eingesetzt. Zum Zeitpunkt des Versuchs enthielt die Linie 97% CD8"
T-Zellen Die Blockade mit Hilfe des epitopspezifischen Fab3 erfolgte in einer fixen
Konzentration von 50 pg/ml.

Aus Abbildung 21 geht hervor, dass der epitopspezifische Fab3 eine Inhibition der T-
Zell-Antwort bewirkt. Als Vergleichswert hierzu wurde die Anzahl an Spots nach Vor-
inkubation der antigenprasentierenden Zellen mit dem Fab-Antikbrper 2M3FIl, der
SSX241.49/ HLA-A*0201 nicht erkennt, herangezogen.
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Abb. 21: Spezifische Inhibition der CTL-Reaktivitat auf exogen beladenen MCF7-Zellen; HLA-
A*0201" MCF7-Zellen wurden mit dem Peptid SSX24149 in den Konzentrationen 2,5 pg/ml, 0,156
pg/ml und 0,039 pg/ml sowie mit dem Kontrollpeptid NY-ESO1457.465 beladen. Darstellung der CTL-
Reaktivitdt ohne Fab-Antikorper (blau) bzw. nach Coinkubation mit dem Kontrollantikérper 2M3FlI

(violett) und dem epitopspezifischen Fab3 (hellgelb).

2.4.2.2. CTL-Inhibition auf Me275-Zellen

Als Target-Zellen wurden 3x10* Me275-Zellen eingesetzt. Bei diesen Tumorzellen
handelt es sich wie bei der Melanomzelllinie SK-Mel-37 um HLA-A*0201" Melanom-
zellen, die SSX2 endogen prozessieren und auf der Zelloberflache prasentieren, so
dass auch in diesem Fall eine Peptidbeladung entfiel. Bedauerlicherweise konnte
nicht mit der gleichen Tumorzelllinie gearbeitet werden, was einen besseren Ver-
gleich zwischen den gegen die beiden verschiedenen SSX2-Epitope gerichteten An-
tikbrpern ermoglicht hatte, da die Bulk-T-Zell-Linie Lau459 nicht gegen SK-Mel-37
reagierte und der SSX24p3.111-spezifischen T-Zell-Klon G484 keine Reaktivitat gegen
Me275 zeigte. Es wurden 7.000 CD8" SSX2-spezifische CTLs als Effektoren einge-
setzt. Zum Nachweis der Blockade mittels des epitopspezifischen Fab-Antikdrpers
Fab3 erfolgte eine Fab-Titration in den Konzentrationen 100 ug/ml bis 0,76 ug/ml.

Die in Abbildung 23 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass auch der SSX241.49 / HLA-
A*0201-spezifische Fab3 auf Me275-Zellen dazu in der Lage ist, eine konzentrati-
onsabhangige Inhibition der CTL-Reaktivitdt hervorzurufen. Folglich ist fir diesen
Klon ebenso der indirekte Nachweis erbracht, dass er nicht nur auf exogen mit Peptid
gepulsten Zellen bindet, sondern auch auf Tumorzellen, welche das Peptid endogen

prozessieren und dann auf ihrer Zelloberflache prasentieren.
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Abb. 22: Spezifische Inhibition der CTL-Reaktivitat auf Me275-Zellen; A) Darstellung der prozen-
tualen Blockwirkung des Antikorpers Fab3 bei unterschiedlichen Antikérperkonzentrationen; B) Dar-
stellung der CTL-Reaktivitat als Anzahl von Spots ohne Antikérper und nach Coinkubation mit dem

Kontrollantikdrper 2M3FIl bzw. mit Fab3. in unterschiedlichen Konzentrationen.
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3. Untersuchung des Phdnomens der ,,in vitro-Binder*

Im Rahmen der Arbeit wurde schon kurz darauf eingegangen, dass insgesamt 4 An-
tikorper spezifisch mit dem rekombinanten in vitro gefalteten MHC-Peptid-Komplex
im ELISA interagierten, jedoch nicht in der Lage waren, auf nativen MHC-Peptid-
Komplexe zu binden oder eine CTL-Inhibition hervorzurufen, obgleich sich die Hohe
ihrer Signalintensitat im ELISA nicht von derjenigen anderer Klone unterschied. Im
Gegensatz hierzu erkannten die 12 ,Nativ-Binder® das Epitop im Kontext eines HLA-
A*0201 Komplexes sowohl als rekombinant gefaltetes Protein als auch in seiner na-
tiven, auf vitalen Zellen prasentierten Variante. Zusatzlich sind sie in der Lage, exklu-
siv die Reaktivitat spezifischer T-Zellen zu inhibieren. Es wurden mehrere Hypothe-
sen bezuglich dieser Tatsache aufgestellt und experimentell Uberpruft. Die einzelnen
Hypothesen sowie die Resultate ihrer Uberpriifung sind im Folgenden naher darge-
stellt.

3.1. Inhibitionsversuch auf Streptavidin-Beads

Im Rahmen dieser Versuchsreihe sollte Gberpruft werden, ob die ,in vitro-Binder“ da-
zu in der Lage sind, die Reaktivitast CD8" SSX2-spezifischer CTLs zu inhibieren,
wenn man die MHC-Peptid-Komplexe an Streptavidin-Beads koppelt. Die Untersu-
chung zielt darauf ab, die folgenden Fragen zu beantworten: Gibt es zwischen re-
kombinanten und nativen MHC-Peptid-Komplexen einen strukturellen Unterschied,
den lediglich die ,in vitro-Binder” detektieren, oder handelt es sich vielmehr um eine
Problematik des Detektionssystems (Durchflusszytometrie versus ELISA)? Ist es

prinzipiell auch mit den ,in vitro-Bindern“ moglich, die T-Zell-Antwort zu blockieren?

3.1.1. Fab-Interaktion mit MHC-Peptid-gekoppelten Streptavidin-

Beads

Zunachst musste der Nachweis erbracht werden, dass die ,in vitro-Binder® auf MHC-
Peptid-gekoppelten Beads binden kdnnen. Dies geschah, indem man biotinylierte, in
vitro gefaltete MHC-Komplexe auf Streptavidin-Beads immobilisierte, die das Peptid-
epitop SSX2103.111 prasentieren und im Anschluss mit dem jeweiligen Fab-Antikérper
farbte. Interagiert der Antikorper mit den MHC-Peptid-gekoppelten Streptavidin-
Beads, musste sich durchflusszytometrisch eine FI-Erhdhung zeigen. Zur Kontrolle
wurden die Beads mit CMV pp65495.503 / HLA-A*0201 gekoppelt und ebenfalls mit
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dem entsprechenden Klon gefarbt. Die Antikdrper wurden mit einer Endkonzentration
von 50 pg/ml eingesetzt, der MHC-Peptid-Komplex in einer Konzentration von

2 pg/ml.

30
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G-Mean
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5 [ ] -

0 !Ji#

B1 nB1 VIID1 VIIIE1

Abb. 23: Bindungsverhalten der ,,in vitro-Binder” auf MHC-Peptid-gekoppelten Beads; G-Mean-
Werte der Klone [IB1, llIB1, VIID1 und VIIE1 auf ungekoppelten Beads (blau), CMV pp65-
gekoppelten Beads (rot) und SSX2493.111-gekoppelten Beads (gelb)

Abbildung 23 zeigt, dass die ,in vitro-Binder® nur auf den mit SSX2193.111 / HLA-

A*0201 gekoppelten Beads eine relevante FI-Anderung hervorrufen.

3.1.2. CTL-Inhibition auf MHC-Peptid-gekoppelten Streptavidin-

Beads

Es wurde versucht, die IFNy-Ausschittung CD8" SSX213.111-spezifischer CTLs mit
den ,in vitro-Bindern® Ill B1 und VIIIE1 zu inhibieren. Zum Nachweis, dass eine derar-
tige Inhibition auf Streptavidin-Beads prinzipiell moglich ist, wurde parallel hierzu ver-
sucht, eine blockierende Wirkung mit den ,Nativ-Bindern® [[ID2 und VIE1 zu erzielen.
Die Details des Versuchsaufbaus sind im Material- und Methodenteil in Kapitel 10.4
beschrieben. Es wurden 2.500 SSX21¢3.111-spezifische CTLs eingesetzt. Als Endkon-
zentration fur die Fab-Antikorper wurde 50 pg/ml gewahilt.

Abbildung 24 kann man entnehmen, dass die ,in vitro-Binder* die Reaktivitat epitop-
spezifischer CTLs nicht inhibieren kénnen, wahrend die Anzahl der Spots nach Coin-

kubation mit den ,Nativ-Bindern“ stark reduziert ist.
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Abb. 24: CTL-Inhibition auf MHC-Peptid-gekoppelten Streptavidin-Beads mit ,,Nativ-“ und ,,in
vitro-Bindern“; Streptavidin-Beads wurden mit SSX2493.111 / HLA-A*0201 in den Konzentrationen A)
100nM und B) 10nM beladen. Darstellung der CTL-Reaktivitdt ohne Fab-Antikérper bzw. nach Coin-
kubation mit dem Kontrollantikbrper 2M3FIl, den ,Nativ-Bindern® IlID2 und VIE1 sowie den ,in vitro-
Bindern“ VIIIE1 und 11IB1.

3.2. Bindungsmodi der Fab-Antikorper nach Mutagenisierung
von SSX2103_111

Aus der T-Zell-Immunologie ist bekannt, dass kritische Kontaktpunkte fur die MHC-
Peptid-T-Zell-Rezeptor-Interaktion existieren. Obwohl die Variabilitat der T-Zell-
Rezeptoren und die der antigenen Peptide auf3erordentlich hoch ist, ist der Modus
ihrer Interaktion sehr konserviert. Die Grinde hierfir sind nicht verstanden. Da die
hier generierten Antikdrper in Analogie eines T-Zell-Rezeptors spezifisch ein Peptid

im Kontext eines MHC Klasse |I-Komplex erkennen, stellte sich die Frage, ob ihr Bin-

125



Ergebnisse Untersuchung des Phanomens der ,in vitro-Binder*

dungsmodus dem des T-Zell-Rezeptors entspricht oder ob er sich von ihm unter-

scheidet.

3.2.1. Bindungsverhalten der Fab-Antikorper nach Glutamatsubsti-

tution

Eine erste Vermutung war, dass die ,in vitro-Binder eine deamidierte Variante des
Peptids SSX2193.111 erkennen (McAdam et al., 2001). Eine Deamidierung des Gluta-
mins hatte als spontane chemische Reaktion bei der Faltung der rekombinanten
MHC-Peptid-Komplexe ablaufen kdnnen, so dass in der Ldsung eine nicht-
deamidierte und eine deamidierte Form vorgelegen hatten. Somit waren aus der Se-
lektion der Phagenbank Antikorper gegen beide Varianten hervorgegangen. Dies
konnte jedoch ausgeschlossen werden, indem die Antigen-prasentierenden Zellen
mit der deamidierten Variante des Peptides, bei der Glutamin an Position 105 durch
Glutamat ausgetauscht ist, gepulst wurden. Die Peptidbeladung erfolgte mit einer
Konzentration von 20 ug/ml, die Farbung mit einer Fab-Konzentration von 50 ug/ml.
Die sogenannten ,in vitro-Binder” erkannten auch diese MHC-Peptid-Komplexe nicht,
wohingegen bei den ,Nativ-Bindern®, ein wenn auch schwacheres Signal, detektier-

bar war.
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Abb. 25: Bindungsverhalten der ,Nativ-“ und ,,in vitro-Binder” in der Durchflusszytometrie
nach Glutamatsubstitution; Auftragung der G-Mean-Werte der ,in vitro-Binder* VIIIE1 und 1lIB1 im
Vergleich zu denen der ,Nativ-Binder” VIE1 und IlID2 nach Beladung mit SSX2103.111 (blau), SSX24¢3.
111 Q105E (violett) und unbeladen (gelb).
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3.2.2. Bindungsverhalten der Fab-Antikorper nach Alaninsubsti-
tution des Peptids SSX2103-111

Die Inhibitionsversuche auf MHC-Peptid-gekoppelten Streptavidin-Beads legen eine
peptidspezifische Interaktion der ,in vitro-Binder® mit dem MHC-Peptid-Komplex an
Kontaktpunkten distinkt von denen eines T-Zell-Rezeptors nahe. Diese Kontaktpunk-
te sollen exakt durch Mutagenisierung des Peptids bestimmt werden. Die fur die T-
Zell-Rezeptor-Bindung kritischen Aminosauren des Peptids liegen Uberwiegend in
seinem zentralen Teil. Es ist zu erwarten, dass die eine T-Zell-Aktivierung inhibieren-
den Fab-Antikorper ahnlich determiniert sind, wahrend die Antikorper der ,in vitro-

Binder* an einer anderen Stelle interagieren.

3.2.2.1. Bindungsverhalten auf exogen mit Peptid beladenen
T2-Zellen

In einem nachsten Schritt wurde ein sog. ,Alanin-Scan® der einzelnen Antikorper
durchgefuhrt, d.h. die Reaktivitdt der Fab-Antikdrper gegen Alaninvarianten von
SSX2103.111 durchflusszytometrisch auf peptidbeladenen T2-Zellen untersucht. Die

Analysen wurden mit insgesamt 6 ,Nativ-“ und 2 ,in vitro-Bindern® durchgefuhrt:

A)
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G-Mean

G2 VIC1 IXG2 XA1

Abb. 26: Bindungsverhalten der ,Nativ-“ und ,,in vitro-Binder” in der Durchflusszytometrie
nach Alaninsubstitution; T2-Zellen wurden unbeladen (gelb) und nach Beladung mit SSX2493 111
(blau), SSX2 R103A (rot), SSX2 L104A (hellgriin), SSX2 Q105A (grau) SSX2 G106A (violett), SSX2
[107A (tirkis), SSX2 S108A (dunkelgrin), SSX2 P109A (hellgelb), SSX2 K110A (dunkelblau); SSX2
I111A (rosa) gefarbt mit A) VIE1, [lID2, VIIIE1 und IlIB1 bzw. B) 11G2, VIC1, IXG2 und XA1

Es konnte nach Farbung mit den ,in vitro-Bindern“ keine Anderung des FI-Wertes im
Vergleich zu den unbeladenen Zellen detektiert werden. Allerdings fallt bei naherer
Betrachtung des Bindungsverhaltens der ,Nativ-Binder® auf, dass die fur die spezifi-
sche Interaktion mit dem MHC-Peptid-Komplex kritischen Aminosauren an den Posi-
tionen 103 bis 107 und 110 liegen. Im Gegensatz hierzu sind die Fab-Antikérper wei-
terhin, wenn auch nur geringflgig, in der Lage, an den MHC-Peptid-Komplex zu bin-
den, wenn die T2-Zellen mit einer Alaninmutante des Peptids an den Positionen 108,
109 oder 111 beladen sind. Anhand Abbildung 26 kann man zudem erkennen, dass
die Interaktion der Antikdrper so hochspezifisch ist, dass allein der Austausch einer

Aminosaure genugt, dass die Antikorper nicht mehr binden konnen.

3.2.2.2. Bindungsverhalten auf rekombinanten biotinylierten
MHC-Monomeren im ELISA

Dieser Versuchsaufbau diente dazu, die Reaktivitat der Fab-Antikorper gegen re-
kombinante biotinylierte MHC-Peptid-Komplexe zu untersuchen, die verschiedene

Alaninsubstitutionen des Wildtypepitops SSX2193.111 prasentieren.
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Zunachst wurde zu diesem Zweck eine Fab-Titration aller Antikorper auf dem Origi-
nalkomplex SSX2193-111 / HLA-A*0201 angefertigt, um die Konzentrationen zu ermit-
teln, bei denen sich ein halbmaximales Signal ergab. In Abbildung 27 sind exempla-
risch die Kurven von 6 verschiedenen ,Nativ-Bindern® dargestellt sowie im Vergleich
hierzu die Kurven von 3 ,in vitro-Bindern®:

A)
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0,6 -
0,4 -
0,2 -
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Abb. 27: Fab-Titration der ,,Nativ-“ und ,,in vitro-Binder“ im ELISA; Titration der Fab-Antikorper
auf dem Originalkomplex SSX24¢3.111 / HLA-A*0201; A) Titrationskurven der ,Nativ-Binder* VIE1 (tur-
kis), 11ID2 (gelb), XA1 (griin), VIC1 (dunkelblau), IXG2 (braun) und XIA1 (rosa); B) Titrationskurve der
»in vitro-Binder* VIIIE1 (rosa), VIID1 (gelb) und 11IB1 (dunkelblau).
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Betrachtet man Abbildung 27, so fallt auf, dass die meisten ,Nativ-Binder‘ hdhere
Absorptionswerte aufweisen als die ,in vitro-Binder“. Weiterhin kann man sehr gut
den Kurvenverlauf des ,in vitro-Binders® VIIIE1 (der reproduzierbar einen derartigen
Kurvenverlauf aufwies) mit demjenigen des ,Nativ-Binders“ VIE1 vergleichen: Die
Absorptionswerte bei einer Fab-Konzentration von 40 pg/ml sind fast identisch; aller-
dings zeigt der Klon VIIIE1 einen wesentlich steileren Kurvenabfall als Klon VIE1.
Dies suggeriert, dass die ,in vitro-Binder® zwar spezifisch an den MHC-Peptid-

Komplex binden, jedoch eine niedrigere Affinitat zu diesem aufweisen.

In einem nachsten Schritt wurde die Reaktivitat der Antikbper gegentiber den MHC-
Peptid-Komplexen mit mutagenisiertem Peptid SSX2403.111 Uberpruft. Da fur eine
stabile Verankerung des Peptids in der Bindungsgrube des HLA-A*0201 die hydro-
phoben Seitenketten der zweiten und der C-terminalen Aminosaure von Bedeutung
sind, ware an diesen Positionen eine Alaninsubstitution nicht sinnvoll. Es wurden da-
her die folgenden Varianten von SSX21¢3.111 zur Faltung rekombinanter MHC-Peptid
Komplexe verwendet:

e SSX2103-111 R103A / HLA-A*0201 (abgekurzt: Ala 103)

o SSX2103.111 Q105A / HLA-A*0201 (abgekurzt: Ala 105)

e SSX2103-111 1107A / HLA-A*0201 (abgekdrzt: Ala 107)

e SSX2103-111 P109A / HLA-A*0201 (abgekirzt: Ala 109)

e SSX2103.111 K110A / HLA-A*0201 (abgekirzt: Ala 110)

Die Antikorper wurden, wie oben erwahnt mit der Konzentration eingesetzt, bei der
sie ein halbmaximales Signal ergaben. Es wurden zur Erhohung der Validitat Drei-
fachbestimmungen durchgefuhrt und die sich hierbei ergebenden Mittelwerte und
Standardabweichungen aufgetragen. Weiterhin wurde die Signalhéhe als prozentua-

ler Anteil des Signals aufgetragen, das sich gegentber dem Originalkomplex ergab.
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Abb. 28: Bindungsverhalten der ,,Nativ-“ und ,,in vitro-Binder“ im ELISA nach Alaninsubstituti-
on; A) Reaktivitat der Klone IIC2, 11G2, IIH1, 1lIB1 (eingekreister ,in vitro-Binder®), 11ID2, VIC1, VIE1
sowie der Positivkontrollen T1i155, w6/32 und BB7.2 gegen SSX243.111 / HLA-A*0201 (blau), SSX2s.
111 R103A / HLA-A*0201 (rot), SSX24¢3.111 Q105A / HLA-A*0201 (hellgrin), SSX2493.111 1107A / HLA-
A*0201 (grau), SSX24g3.111 P109A / HLA-A*0201 (lila), SSX2403.111 K110A / HLA-A*0201 (turkis);
Negativkontrolle (rosa); B) Darstellung der Signalhdhe der Klone 11C2 (blau), [1G2 (rot), IIH1 (hellgrin),
[1IB1 (grau), ID2 (lila), VIC1 (turkis) und VIE1 (rosa) auf den alaninsubstituierten Komplexen als
prozentualer Absorptionswert des Originalkomplexes; C) Reaktivitdt der Klone VIIB1, VIID1
(eingekreister ,in vitro-Binder®), VIIIA2, VIIIE1 (eingekreister ,in vitro-Binder®), IXG2, XA1, XE1, XIA2
sowie der Positivkontrollen Ti155, w6/32 und BB7.2 gegen SSX243.111 / HLA-A*0201 (blau), SSX2s.
111 R103A / HLA-A*0201 (rot), SSX2403.111 Q105A / HLA-A*0201 (hellgrin), SSX2493.111 1107A / HLA-
A*0201 (grau), SSX2493.111 P109A / HLA-A*0201 (lila), SSX2403.111 K110A / HLA-A*0201 (turkis);
Negativkontrolle (rosa); D) Darstellung der Signalhdhe der Klone VIIB1 (blau), VIID1 (rot), VIIIA2
(hellgriin), VIIIE1 (grau), IXG2 (lila), XA1 (turkis) XE1 (rosa) und XIA2 (schwarz) auf den

alaninsubstituierten Komplexen als prozentualer Absorptionswert des Originalkomplexes

Die in Abbildung 28 dargestellten Ergebnisse lassen folgende Schlussfolgerungen
zu: Erstens lasst sich bei allen Antikérperklonen eine deutliche Steigerung der Sig-
nalhéhe durch eine Alaninsubstitution des SSX2-Peptids an Position 109 erzielen.
Zweitens sind die Klone [lID2 und VIC1 durch eine Alanin-Substitution im Epitop in
ihrer MHC-Peptid-spezifischen Interaktion mit dem HLA-A*0201 Komplex weniger zu
beeinflussen. Drittens kann man keinen systematischen Unterschied zwischen dem
Bindungsmuster der ,Nativ-“ und demjenigen der ,in vitro-Binder” erkennen.

Zieht man weiterhin die Ergebnisse aus Kapitel 3.2.2.1 in die Betrachtungen mit ein,

kann man feststellen, dass auch bei den exogen beladenen T2-Zellen, die FI am
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starksten bei der Alaninsubstitution an Position 109 war. Interessanterweise war die
Fl des Originalpeptids jedoch bei exogener Beladung immer hoher als bei den Pep-

tidmutationen.

3.3. Bindungsmodi der Fab-Antikorper nach Mutagenisierung
der HLA-A*0201-Schwerkette

Die bisherigen Vorarbeiten erbrachten keine Evidenz fur eine unterschiedliche Inter-
aktion der ,Nativ-“ und ,in vitro-Binder‘ mit dem MHC-Peptid-Komplex; daher sollten
in einem weiteren Schritt die Kontaktpunkte durch Mutagenisierung der Schwerkette
des HLA-A*0201-Komplexes naher bestimmt werden.

Die fur eine T-Zell-Aktivierung relevanten Kontaktpunkte der HLA-A*0201 Schwerket-
te sind bereits ausfuhrlich untersucht. Durch die grof3e Diversitat des T-Zell-
Rezeptor- und Peptid-Repertoires stellt jede Bindung eine individuelle Interaktion,
ohne Ausbildung einheitlicher Kontaktpunkte, dar. Es bestehen jedoch einige ,hot
spots®, die praferentiell mit dem T-Zell-Rezeptor interagieren. Sie befinden sich in der
a+- und az-Domane, konkret sind dies Arg65, Lys66 und GIn155, welche zu Alanin
mutagenisiert wurden (Baker et al., 2001; Rudolph et al., 2006) .

Alle mutagenisierten Varianten des SSX21¢3.111 / HLA-A*0201 Komplex wurden als
rekombinantes, in vitro gefaltetes Antigen im ELISA eingesetzt, um ihre Interaktion
mit allen MHC-Peptid-spezifischen Antikorpern systematisch zu untersuchen. Es soll-
te ein ,Footprint“ der auf dem MHC-Komplex gebundenen Antikorper erstellt werden.
Bei der Auswahl der Residuen der HLA-A*0201-Schwerkette sind solche zu wahlen,
deren Austausch wahrscheinlich nicht die Peptidbindung beeinflusst. Es wurden in-
folgedessen die nachgenannten Mutationen an der HLA-A*0201-Schwerkette einge-
fuhrt:

e Arg65Ala e Val76Ala e Thr142Ala
e Lys66Ala e Gly79Ala e His145Ala
e GIn72Ala e Arg82Ala e Ala150Arg
e Arg75Ala o Met138Ala e GIn155Ala

Die Fab-Antikdrper und die MHC-Peptid-Komplexe wurden in der gleichen Konzen-
tration wie in Kapitel 3.2.2.2 eingesetzt. Ebenso wurden Dreifachbestimmungen

durchgefiihrt und die Mittelwerte und Standardabweichungen aufgetragen.
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Aufgrund der Tatsache, dass bei dieser Versuchsreihe die Stabilitdt und die korrekte
Faltung des MHC-Peptid-Kompexes von entscheidender Bedeutung sind, wurden auf
jeder ELISA-Platte, auf der jeweils ein Antikorper auf seine Bindungsfahigkeit gegen-
Uber den verschiedenen Komplexen uUberpruft wurde, zwei Positivkontrollen mitge-
fuhrt. Somit lagen bei insgesamt 15 getesteten Fab-Antikbrpern am Ende jeweils 15
Werte fir die Positivkontrollen BB7.2 und w6/32 vor, deren Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen in Abbildung 31D dargestellt sind. Hierbei erkennt der monoklo-
nale HLA Klasse I-Antikdorper w6/32 die a3- und a2-Domane sowie das .-
Mikroglobulin (Barnstable et al., 1978), und der monoklonale Antikdrper Tu155
(Hutter et al., 1996) vor allem peptidbeladene HLA-A*0201-Komplexe. Bezuglich der
Komplexstabilitat kann man aus Abbildung 31D entnehmen, dass die etwas geringe-
ren Signale, welche die einzelnen Antikorper auf dem Originalkomplex ergeben, wohl
durch eine geringere Stabilitat des Komplexes zum Zeitpunkt der Versuchsreihe be-
dingt sind. Weiterhin scheint die Mutation Arg75Ala eine Verschlechterung der Pep-
tidbindung zur Folge zu haben, was sich anhand eines reduzierten Signals des mo-
noklonalen TU155, trotz eines guten Signals des w6/32, zeigt. Interessanterweise hat
dies jedoch keinen Einfluss auf die Bindung der Fab-Antikdrper, die ein sehr starkes
Signal auf dem Komplex ergeben.
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Abb. 29: Bindungsverhalten der ,,Nativ-“ und ,,in vitro-Binder*“ im ELISA nach Mutagenisierung
der HLA-A*0201-Schwerkette; Reaktivitdt der Fab-Klone nach Mutagenisierung der HLA-A*0201-
Schwerkette. A) VIE1 (blau), IlID2 (rot), llIB1 (gelb), VIIIE1 (griin); B) VIIB1 (blau), VIID1 (rot), VIIIA2
(gelb); C) IXG2 (blau), XA1 (rot), XE1 (gelb), XIA2 (griin); D) Positivkontrollen w6/32 (blau) und Ti155
(rot)
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Die nachfolgende Abbildung dient dazu, einen allgemeinen Uberblick tber die Posi-
tionen zu geben, an denen die einzelnen Mutagenisierungen eingefihrt worden sind
sowie deren Auswirkungen auf das Bindungsverhalten zweier ,Nativ-“ und ,in vitro-

Binder* darzustellen:

Abb. 30: Model eines HLA-A*0201-Komplexes mit Darstellung der Effekte verschiedener Muta-
genisierungen der HLA-A*0201-Schwerkette auf das Bindungsverhalten zweier ,,Nativ-“ und ,,in
vitro-Binder“; folgende Farbkodierung wurden fiir den Effekt auf das Bindungsverhalten der Fab-
Antikorper verwendet: Rot = starker Effekt; Blau = kein Effekt; Gelb = schwacher Effekt

Es lassen sich aus der Versuchsreihe einige Erkenntnisse gewinnen: Erstens sind
die Positionen Ala150, Arg65 und insbesondere Lys66 fur die MHC-Peptid-spezi-
fische Interaktion der hier selektionierten Fab-Antikdrper verantwortlich. Die Mutation
Lys66Ala hat sogar einen ganzlichen Bindungsverlust aller Klone zur Folge. Zweitens
I&sst sich wiederum kein systematischer Unterschied bezuglich des Bindungsverhal-
tens der ,Nativ-“ und ,in vitro-Binder erkennen. Allein der Antikdper XIA2 zeigt auch
eine gute Bindung nach Mutation von Arg65 zu Ala65. Es ist bekannt, dass sich auch
die fUr die T-Zell-Aktivierung relevanten Kontaktpunkte in diesem Bereich der as- und

a>-Doméane der HLA-A*0201-Schwerkette befinden. Daher kommt man zu dem
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Schluss, dass die selektionierten Fab-Antikérper das gleiche Bindungsmuster auf-
weisen, wie T-Zellen, was die Erkenntnis stutzt, dass sie erstens eine T-Zell-
Inhibition hervorrufen kdnnen und zweitens in Analogie eines T-Zell-Rezeptors spezi-
fisch ein Peptid im HLA-A*0201-Kontext erkennen. Zudem ist die urspringliche
Hypothese, dass sich die peptidspezifische Interaktion der ,in vitro-Binder® mit dem
MHC-Peptid-Komplex von derjenigen eines T-Zell-Rezeptors unterscheidet, wider-

legt.

4. Klonierung einer BirA-enzymatischen Biotinylierungsregion

Unter einer Biotinylierung versteht man eine molekularbiologische Methode, bei der
ein bestimmtes Molekul, im vorliegenden Fall ein Antikorper, kovalent mit Biotin ver-
bunden wird.
Eine derartige Biotinylierung bietet den Vorteil, dass die Antikdrper nicht mehr mittels
einer langen Kaskade detektiert werden mussen, was sehr zeitintensiv ist, sondern
direkt Uber einen Streptavidin-gekoppelten Farbstoff gefarbt werden koénnen. Im
Rahmen dieses direkten Entwicklungssystems nutzt man aus, dass die Streptavidin-
Biotin-Bindung eine der starksten bekannten nichtkovalenten Bindungen darstellt. Ein
weiterer Vorteil der geringeren Anzahl an Farbeschritten stellt eine Reduktion des
Hintergrundes dar. Jeder eingesetzte Antikdrper hat namlich die Potenz, unspezifisch
mit anderen Bindungspartnern zu interagieren, was einen unerwunschten ,Hinter-
grund® hervorruft. Je mehr Entwicklungsschritte man bendtigt, desto grofer wird folg-
lich das Hintergrundsignal, und desto schwieriger ist es, ein moglicherweise sehr ge-
ringes Signal zu interpretieren.
Aus den genannten Grinden kam der Wunsch auf, jeweils den Antikdrper mit der
hochsten Spezifitat und Affinitat gegen den SSX24p3.111 / HLA-A*0201- bzw. SSX241.
49 | HLA-A*0201-Komplex zu biotinylieren, ohne dabei einen Funktions- und Affini-
tatsverlust in Kauf nehmen zu mussen.
Eine Biotinylierung der Fab-Antikérper kann nun auf zwei Wege erfolgen:

e Chemische in-vitro-Biotinylierung

e Enzymatische in-vivo-Biotinylierung
Die erstgenannte Methode der chemischen Biotinylierung erfolgt in der Regel mit Hil-
fe der Substanz NHS-SS-Biotin. Diese ist dazu in der Lage, Proteine mit primarer

Aminogruppe, beispielsweise die Aminosaure Lysin oder mit endstandiger NH2-
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Gruppe, zu biotinylieren. Eine Steuerung des Biotinylierungsgrades erfolgt bei die-
sem Verfahren Uber die molare Ratio zwischen Biotin und Protein, die zwischen 5:1
und 20:1 liegen kann. Der Vorteil liegt darin, dass es sich um eine sehr einfache Re-
aktion handelt. Die Methode birgt jedoch den Nachteil, dass der Ort der Biotinylierung
nur bedingt beeinflussbar ist. Die Folge hiervon ist, dass die Biotinylierung von Lysin-
resten in strukturell oder funktionell wichtigen Doméanen zu einer deutlichen Ande-
rung der Proteineigenschaften fuhren kann (Hoyer-Hansen et al., 2000).

Die zweite Mdglichkeit ist eine enzymatische in-vivo-Biotinylierung, bei der das BirA-
Enzym, eine Biotin-Ligase, die urspringlich in E. coli identifiziert wurde, verwendet
wird. Dieses Enzym katalysiert ausschlieBlich die Entstehung einer Amidbindung
zwischen der Carboxylgruppe des Biotin sowie der e-Aminogruppe des Lysinrestes,
einer sogenannten ,biotin acceptor domain® (BAD). In vivo wird als einziges bekann-
tes Protein das sogenannte ,biotin carboxyl carrier protein“ (BCCP) biotinyliert
(Shenoy et al., 1988). Jedoch war es moglich, das BCCP auf eine fir die Biotinylie-
rung durch das BirA-Enzym spezifische Sequenz von insgesamt 15 Aminosauren zu
reduzieren (Schatz, 1993). Diese ist ausreichend, um im Sinne einer BAD das natur-
liche Substrat des Enzyms zu imitieren und eine Biotinylierung zu ermdglichen. Der
Vorteil dieser Methode liegt darin, dass es zu einer gerichteten, spezifischen Biotiny-
lierung des Lysinrestes in der BAD kommt. Gleichzeitig wird garantiert, dass durch
enzymatische Biotinylierung 85-95% der jeweiligen Proteine mit einem Biotin verse-
hen werden.

Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass enzymatisch biotinylierte Proteine nach Bin-
dung an Streptavidin eine gleichartige raumliche Ausrichtung erfahren und somit als
ideales Antigen im ELISA Verwendung finden kdonnen (lvanov et al., 1992). In der
vorliegenden Arbeit wurde diese Methode verwendet, da es bereits in E. coli zur Pro-
duktion biotinylierter Fab-Antikorper kommt.

Zu diesem Zweck wurde zunachst eine BirA-enzymatischen Biotinylierungsregion
(BirA-tag) in den pCES-Vektor der beiden MHC-Peptid-spezifischen Fab-Antikdrper
VIE1 (SSX2103-111) und Fab3 (SSX241.49) kloniert. Wird der die Biotin-Akzeptor Do-
mane enthaltene Fab-Antikérper anschlieliend in einem die Biotin-Ligase tberexpri-
mierenden E. coli-Stamm in Anwesenheit von Biotin exprimiert, kommt es zu dessen

Biotinylierung. Im konkreten Fall wurde der Stamm AVB-101 (Avidity, Denver, CO)
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verwendet, der mit einem die Biotin-Ligase BirA kodierenden Plasmid kotransfiziert
wurde (Cloutier et al., 2000).
In der nachfolgenden Abbildung sind die urspringliche Vektorkarte des Phagemid-

Vektors pCES-1 sowie das ausgeschnittene Produkt und das neue Insert dargestellt:

4 pCES-1 N

ApalLl Xhol Ascl Sfil BstEll Notl EcoRI

Y Y Y Y Y i i
\ﬂ—ts v, | ¢ l@s v, CH1-—I gl —

pLacZ rbs rbs 7 * LN

IgA-Hingef BirA-tag 1 His6
Abb. 31: Vektorkarte des Phagemid-Vektors pCES-1 vor und nach Klonierung der BirA-enzyma-

tischen Biotinylierungsregion; Dargestellt sind das ausgeschnittene Produkt (rot), das inserierte
Produkt (hellblau), sowie die Schnittstellen Notl und EcoRI (gestrichelte Pfeile). pLacZ: LacZ-
Promotor, Uber den die Expression I8slicher Fab-Antikdrper gesteuert wird; rbs: Ribosomenbin-
dungsstelle (ribosomal binding site); S: Signalsequenz; His6: Hexa-Histidin-tag; myc: c-myc-tag; IgA-
Hinge: IgA-Gelenkregion; BirA-tag: Biotin-Akzeptor-Domane; V. : variable Region der Leichtkette; C,:
konstante Region der Leichtkette (im dargestellten Fall kappa-Kette); Vy: variable Region der Schwer-
kette; Cy: konstante Region der Schwerkette; ApaLl, Xhol, Ascl, Sfil, BstE1, Notl und EcoRlI: Schnitt-

stellen der Restriktionsenzyme

In einem ersten Schritt wurde aus den Bakterienkulturen der Klone VIE1 und Fab3
das Plasmid isoliert und gereinigt. Im Anschluss wurde ein Restriktionsverdau mit
den Enzymen Notl und EcoRI durchgefuhrt. Im Folgenden ist das Agarosegel der
Klone VIE1 und Fab3 dargestellt.

Die Bande bei 1.250 bp entspricht dem aus dem pCES-1-Vektor ausgeschnittenen
Fragment, welches flr den His-tag, den c-myc-tag und einen Grolteil des Proteins Il
kodiert. Die Bande bei 4.700 bp entspricht dem restlichen pCES-Vektor.

139



Ergebnisse Klonierung einer BirA-enzymatischen Biotinylierungsregion

Abb. 32: Restriktionsverdau der Klone VIE1 und Fab3 mittels Notl und EcoRl; 1,5%-Agarose-Gel
zur Kontrolle des Restriktionsverdaus der Klone VIE1 (1) und Fab3 (2); Positivkontrolle: irrelevanter

biotinylierter Fab-Antikérper (3); L&ngenmarker Gene Ruler 1kb Ladder (4)

Das zu klonierende Fragment mit einer Grolde von 4.700 bp wurde aus dem Agaro-
segel ausgeschnitten, gereinigt und einer Ligation unterzogen, bei der mit Hilfe der
Restriktionsenzyme Notl und EcoRlI die IgA-Hinge (14 AS), der BirA-tag (15 AS) und
der His-tag (6 Histidine) eingeflgt wurden. Nach Transformation in den kompetenten

E. coli-Stamm TG1 erfolgte eine Kontrolle der Ligation mittels PCR.

Abb. 33: 1,5% Agarose-Gel zur Kontrolle der Klonierung des BirA-tags; Links: Kontroll-PCR der
Klone Fab3 (1) und VIE1 (2) mit den Primern 5CH1 rev. und 3'BirAtag EcoRlI; Mitte: Negativkontrolle:
unbiotinylierter Fab-Antikérper (3), Ldngenmarker Gene Ruler 1kb Ladder (4); Rechts: Kontroll-PCR
der Klone Fab3 (5) und VIE1 (6) mit den Primern 5'BirAtag Not und 3’BirAtag EcoRlI

Bei beiden Klonen ist im Agarose-Gel sowohl mit den Primern 5CH1 rev. und
3'BirAtag EcoRI als auch mit den Primern 5’BirAtag Not und 3’BirAtag EcoRlI, welche
allein das BirA-tag amplifizieren, jeweils eine Bande sichtbar. Dies lasst darauf
schliel3en, dass es zu einer Bindung des 3’Primers im neu klonierten BirA-Tag ge-

kommen sein muss. Die Ligation kann somit als erfolgreich bezeichnet werden.
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In einem nachsten Schritt wurde das Plasmid in den E. coli-Stamm AVB101 trans-
formiert und die l6slichen, biotinylierten Fab-Antikorper VIE1-b und Fab3-b produ-
ziert. Mit Hilfe eines SDS-Gels wurde uberpruft, ob die Fab-Antikdrper weiterhin ihr
charakteristisches Bandenmuster aufwiesen.

Der Western-Blot diente dem Nachweis, dass die Fab-Antikdrper tatsachlich Biotin
tragen. Es wurden insgesamt drei Western-Blots angefertigt, bei denen die zu tes-
tenden Fab-Antikorper einmal in ihrer unbiotinylierten und einmal in ihrer biotinylier-
ten Form vergleichend aufgetragen wurden. Alle Fab-Antikorper lagen in ihrer redu-
zierten Form vor. Im ersten Fall erfolgte die Entwicklung unter Anwendung des muri-
nen Antikorper anti-c-myc (Klon 9E10) sowie anti-Maus-Ig-POX, wodurch einzig die
unbiotinylierten Fab-Antikdrper mit noch vorhandenem c-myc-tag als Bande sichtbar
wurden.

Im zweiten Fall erfolgte die Farbung mittels Streptavidin-POX. Es stellten sich in die-
sem Fall nur die biotinylierten Fab-Antikdrper als Bande dar, da das Streptavidin di-
rekt an das Biotin des jeweiligen Antikdrpers binden kann.

Im dritten Fall wurde eine Farbung mit dem murinen Antikorper anti-His vorgenom-
men, welcher sowohl an die biotinylierte als auch an die unbiotinylierte Variante des
Fab-Antikorpers binden kann, da beide Formen ein His-tag enthalten. Somit kommen
bei dieser Art der Entwicklung der biotinylierte und der unbiotinylierte Antikorper zur
Darstellung.

Im Folgenden sind die drei Western-Blots dargestellt:

Al 4 2 3 4 5 B EEE
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Abb. 34: Western-Blot der Fab-Antikorper Fab3-b (1), Fab3 (2), VIE1-b (3), VIE1 (4); Entwicklung
mit A) anti-c-myc (Klon 9E10) und anti-Maus-HRP; B) Streptavidin-HRP; C) anti-his und anti-Maus-
HRP; Langenmarker: PageRuler™ (5)

5. Sensitivitdtsanalysen

5.1. Titration der Peptide SSX24¢3.111 bzw. SSX241.49

Mit den biotinylierten und unbiotinylierten Fab-Antikdrpern gegen die beiden Epitope
des SSX2-Proteins wurden in einem nachsten Schritt Farbungen auf exogen belade-
nen Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden hierbei mit unterschiedlichen Peptidkon-
zentrationen des jeweiligen Epitops gepulst. Beide Fab-Antikdrper wurden in einer

fixen Konzentration von 50 pg/ml eingesetzt.

5.1.1. Peptidtitration auf T2-Zellen

Diese Versuchsreihe hatte einerseits zum Ziel, einen Funktions- oder Affinitatsverlust
der Antikdrper nach der Biotinylierung auszuschlie3en, andererseits sollte die Sensi-
tivitat, mit der die Antikoérper in der Lage waren, den entsprechenden MHC-Peptid-
Komplex zu detektieren, verglichen werden. Von Interesse war vor allem auch die
Frage, ob fur diesen direkten Nachweis infolge einer verkirzten Farbekaskade eine
erkennbare Reduktion der Signalstarke in Kauf genommen werden muss und, falls
ja, ob diese tolerierbar ist. Das Peptid wurde von 20 ug/ml sukzessiv bis zu einer
Konzentration von 0.039 pg/ml verdunnt. Die folgende Abbildung stellt die Peptidtitra-
tionskurven der Antikérper Fab3, Fab3-b, VIE1 und VIE1-b dar:
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Abb. 35: Peptidtitration auf T2-Zellen; T2-Zellen wurden von exogen beladen mit A) SSX2403.114
bzw. B) SSX241.49 in den Konzentrationen 20 ug/ml, 5 pg/ml, 1,25 ug/ml, 0,31 ug/ml, 0,078 ug/ml,
0,039 pg/ml und mit den Fab-Antikérpern A) VIE1 (blaue Kurve), VIE1-b (rosa Kurve); B) Fab3 (blaue
Kurve), Fab3-b (rosa Kurve) gefarbt.

Wie aus Abbildung 35 hervorgeht, bewirkt eine Farbung mit der biotinylierten Varian-
te des jeweiligen Klons keineswegs eine Reduktion der Fluoreszenzintensitat. Be-
trachtet man den Klon VIE1, Iasst sich sogar eine Zunahme des Signals feststellen.
Vergleicht man weiterhin die Werte des Klons VIE1-b mit denen des Klons Fab3-b,
kann man feststellen, dass sich ahnlich hohe Werte ergeben, wobei der Klon Fab3-b

ein etwas starkeres Signal aufweist.

5.1.2. Peptidtitration auf MCF7-Zellen

In einem nachsten Schritt sollte Uberpruft werden, wie sich die Fab-Antikorper VIE1-b

und Fab3-b auf exogen beladenen MCF7-Zellen verhalten. Diese Zelllinie wurde
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einerseits ausgewahlt, weil sie weniger HLA-A*0201-Molekulle auf ihrer Oberflache
prasentiert, was sich anhand des geringeren Signals des anti-HLA-A*0201-
Antikdrpers BB7.2 erkennen lasst, und die Peptidbeladung durch kompetitive Ver-
drangung erfolgt. Andererseits wurde auf dieser Zelllinie schon die CTL-Inhibition
nach exogener Beladung erfolgreich durchgefiihrt. Die Peptide wurden bis zu einer

Konzentration von 1,25 ug/ml verdinnt.
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Abb. 36: Peptidtitration auf MCF7-Zellen; A) MCF7-Zellen wurden von exogen beladen mit SSX24¢;.
111 in den Konzentrationen 20 ug/ml (hellgrin), 10 ug/ml (blau), 5 pg/ml (violett), 2,5 pg/ml (hellblau),
1,25 pg/ml (gelb) und mit Klon VIE1-b gefarbt; B) MCF7-Zellen wurden von exogen beladen mit
SSX24149 in den Konzentrationen 20 ug/ml (hellgriin), 10 pg/ml (blau), 5 pg/ml (violett), 2,5 ug/ml
(hellblau), 1,25 pg/ml (gelb) und mit dem Klon Fab3-b gefarbt; Negativkontrolle: unbeladene Zellen
gefarbt mit VIE1-b bzw. Fab3-b und Strep.-PE (schwarz); Positivkontrolle: BB7.2 (rot); C) Verglei-
chende Darstellung der Titrationskurven der Klone VIE1-b (dunkelblau) und Fab3-b (rosa)

Bei Betrachtung von Abbildung 36C kann man erkennen, dass beide Antikorper fast
identische Signale auf den exogen beladenen MCF7-Zellen aufweisen. Somit kommt
man zu dem Schluss, dass die beiden Klone gegen die verschiedenen SSX2-Epitope

diese gleich spezifisch und sensitiv detektieren.

5.2. Experimentelle Bestimmung der Bindungsstarke der beiden
Epltope SSX2103_111 und SSX241_49 im HLA-A*0201-Kontext

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurde Uberpruft, ob die beiden Peptide gleich
effektiv und stabil an den MHC-Komplex binden. Dies ist von entscheidender Bedeu-
tung, da erst dann sichergestellt werden kann, dass beide Fab-Antikdrper mit gleich
hoher Sensitivitat ihr Antigen detektieren. Dissoziiert beispielsweise ein Peptid
schnell aus dem MHC oder bindet es sehr schlecht in seiner Peptidfurche, so wird
der epitopspezifische Antikdrper immer eine vergleichsweise geringere Signalhdhe
bei gleicher Affinitat aufweisen. Von Interesse war weiterhin, ob der mittels des

SYFPEITHI-Algorithmus (Rammensee et al.,, 1999) theoretisch prognostizierte Bin-
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dungsscore mit dem experimentell durch Peptidverdrangung ermittelten Uberein-
stimmte.

SYFPEITHI ist eine Datenbank fur MHC-Liganden und Peptidmotive, die die Bin-
dungsstarke eines Peptids in einem MHC-Allel vorhersagt (Rammensee et al., 1995).
Ein Score-System bewertet jede Aminosaure innerhalb eines vorgegebenen Peptids.
Aminosauren, welche eher schlecht mit der entsprechenden Position des MHC-
Komplexes interagieren, wurde willkurlich der Wert 1 zugewiesen, Aminosauren,
welche sehr gut mit dem MHC interagieren, ein maximaler Wert von 15. Aus Tabelle
2 im Teil Material und Methoden kann man die Bindungsstarke der Epitope SSX21o3-
111 und SSX241.49 entnehmen. Demnach hatte das Epitop SSX21¢3-111, mit einem Bin-
dungsscore von 23 gegenuber dem Epitop SSX241.49, mit einem Bindungsscore von
22 eine etwas hohere Bindungsstarke. Experimentell wurde dieser prognostische
Wert mit Hilfe einer Peptidverdrangung Uberpruft. Hierzu wurde ein Peptid mit einem
sehr hohen Bindungsscore, im vorliegenden Fall CMV pp65495.503 mit einem Bin-
dungsscore von 30, dazu benutzt, die beiden Peptide SSX24p3.111 und SSX244.49 aus
ihrer Bindung in der Furche des MHC-Komplexes zu verdrangen. Die Peptidverdran-
gung wurde in der Form durchgefihrt, dass T2-Zellen exogen mit einem Gemisch
aus SSX2103-111 bzw. SSX241.49 und CMV gepulst wurden. Die Endkonzentration der
beiden SSX-Epitope lag fix bei 10 ug/ml, diejenige des CMV-Peptids variierte mit ei-
ner minimalen Konzentration von 1,25 pg/ml bis zu einer maximalen Konzentration
von 40 pg/ml. Im Anschluss wurde mit den MHC-Peptid-spezifischen Fab-
Antikérpern (Konzentration: 50 ug/ml) gefarbt und die jeweilige Hohe der Fluores-
zenzintensitat durchflusszytometrisch detektiert.
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Abb. 37: Peptidverdrangung SSX293.111 bzw. SSX2,1.49 versus CMV pp65495.503; T2-Zellen wurden
von exogen beladen mit A) CMV pp65495.503 (10 pg/ml; blau), SSX24¢3.111 (10 pug/ml; hellgriin), sowie
einem Gemisch aus SSX2493.111 (10ug/ml) und CMV pp65495.503 in einer Endkonzentration von 40ug/ml
(violett), 20 pg/ml (hellblau), 10 ug/ml (gelb), 5 pg/ml (braun), 2,5 pg/ml (orange), 1,25 pug/ml (dunkel-
blau) und anschlieRend mit dem Klon VIE1-b gefarbt; B) CMV pp65495.503 (10 pg/ml; blau), SSX241.49
(10 pg/ml; hellgriin), sowie einem Gemisch aus SSX241.49 (10ug/ml) und CMV pp65,95.503 Mit einer
Endkonzentration von 40ug/ml (violett), 20 pug/ml (hellblau), 10 ug/mi (gelb), 5 ug/ml (braun), 2,5 pyg/mi

(orange), 1,25 ug/ml (dunkelblau) und anschliefend mit dem Klon Fab3-b gefarbt; Negativkontrolle:

Sekundarantikdrper (schwarz); Positivkontrolle: BB7.2 (rot); C) Darstellung der Fluoreszenzintensitat

in % des Ausgangswertes nach Beladung mit SSX24p3.111 bzw. SSX24¢.49 und Farbung mit VIE1-b
(blaue Kurve) bzw. Fab3-b (rosa Kurve)
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Aus Abbildung 37 kann man schlussfolgern, dass beide Peptidepitope ahnliche Bin-
dungsscores aufweisen. Der Bindungssore scheint sich jedoch genau umgekehrt als
prognostiziert zu verhalten, da sich das SSX241.49-Peptid schlechter verdrangen lasst
als das SSX243.111-Peptid.

6. Bindungskinetik der selektionierten Antikorper

In diesem Abschnitt sind die Bindungskinetiken von je zwei verschiedenen ,Nativ-*
und ,.in vitro-Bindern“ gegen den SSX24p3.111 / HLA-A*0201-Komplex sowie diejenige
des Fab3 gegen den SSX241.49 / HLA-A*0201-Komplex dargestellt. Zu diesem Zweck
wurden Kinetikmessungen mittels Oberflachenplasmonresonanz durchgefuhrt, um
die Assoziation, Dissoziation sowie die Affinitat der jeweiligen Fab-Antikérper zu
bestimmen.
Nach Beladung des CM5-Chips mit den MHC-Peptid-Komplexen SSX21¢3.111 / HLA-
A*0201 sowie SSX241.49 / HLA-A*0201 erfolgte in einem ersten Schritt die Testung
der fir den jeweiligen Fab-Antikérper optimalen Konzentrationen: Dazu wurde zu-
nachst eine mittlere Konzentration ausgewahlt. Abhangig vom erzielten Signal (RU-
Wert) konnten die folgenden Konzentrationsstufen hoher oder niedriger gewahlt wer-
den.
Die Bindungskinetik der Fab-Antikdrper wurde mit Hilfe folgender Konzentrationsstu-
fen ermittelt, das jeweils verwendete Injektionsvolumen ist in Klammern angegeben:
e 1lIB1: 0,5 uM; 1 pM; 2,5 uM; 5 uM; 7,5 pM; 10 uM; 12,5 yM und 15 pM (70 pl)
e VIIE1: 0,25 pM; 0,5 pM; 1 uM; 2,5 pM; 5 uM; 7,5 uM; 10 yM; 12,5 yM und
15 uM (35 pl)
e VIE1: 0,05 pM; 0,1 uM; 0,25 uM; 0,5 uM; 0,75 uM; 1 uM, 2,5 uM und 5 uM
(50 i)
e [lID2: 0,05 uM; 0,1 pM; 0,25 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2,5 uM; 5 uM; 7,5 uyM und
10 uM (50 pli)
e Fab3: 0,01 uM; 0,05 uM; 0,1 uM; 0,25 pM; 0,5 uM; 1 uM, 2,5 uyM; 5 uM und
10 uM (50 pl)

Abbildung 38 zeigt exemplarisch das sich nach Messung des Fab-Antikorpers VIE1

ergebende Sensorgramm.
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Abb. 38: Sensorgramm des Klons VIE1

Bei den im Sensorgramm auftretenden Peaks handelt es sich um gerateabhangige
Pufferspringe. Wichtig ist es, nach jeder Messung darauf zu achten, dass vor der
Injektion der nachsthoheren Fab-Konzentration die Basislinie wieder erreicht wird.
Die Dissoziationszeit wurde folglich bei den einzelnen Messungen so gewahlt, dass
wieder eine stabile Basislinie erkennbar war. Nach jeder zweiten Injektion wurde der
MHC-Peptid-Komplex erneut durch Injektion von 5 pyl 1 M NaCl stabilisiert. Die
Flussgeschwindigkeit lag bei allen Messungen bei 10 pl/min, das Injektionsvolumen
variierte je nach Fab-Antikorper zwischen 35 und 70 pl. Als Negativkontrollen dienten
eine Flusszelle, die nur mit Streptavidin beladen war, sowie der MHC-Peptid-
Komplex, der das jeweils andere SSX2-Epitops prasentierte.

Im Anschluss erfolgte die Auswertung mittels eines Langmuir 1:1 Bindungsmodells
des BlAevaluation Programms der Firma Biacore (Freiburg). Im Folgenden findet
sich eine graphische Gegenuberstellung der Messergebnisse der 0.g. Fab-Antikorper

mit ausgewahlten Konzentrationen:
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Anmerkung: Bei den ,in vitro-Bindern® 1lIB1 sowie VIIIE1, dargestellt in Abb. 39 A) und B), wurden
die zu Beginn der Assoziation bzw. Dissoziation fast senkrechten Kurvenanstiege bzw. -abfalle als
Pufferspriinge interpretiert und die Hauptphase der Assoziation bzw. Dissoziation nach diesem Puffer-
sprung gesehen.
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Abb. 39: Bindungskinetik der Klone A) 1lIB1; B) VIIIE1; C) VIE1; D) 1lID2; E) Fab3; A) Klon I1IB1 in
den Konzentrationen 0,5 pM (schwarz), 1 uM (rot), 2,5 pM (hellgrin), 5 upM (gelb),
7,5 UM (blau), 10 uM (rosa); 12,5 uM (hellblau), 15 uM (grau); B) Klon VIIIE1 in den Konzentrationen
0,5 uM (schwarz), 1 yM (rot), 2,5 uM (hellgriin), 5 uM (gelb), 7,5 uM (blau), 10 M (rosa); 15 uM (hell-
blau); C) Klon VIE1 in den Konzentrationen 0,1 uM (schwarz), 0,25 uM (rot), 0,5 uM (hellgriin), 0,75
UM (gelb), 1 uM (blau), 2,5 uM (rosa); 5 uM (hellblau); D) Klon [lID2 in den Konzentrationen 0,1 yM
(schwarz), 0,25 uM (rot), 0,5 uM (hellgriin), 1 uM (gelb), 2,5 uM (blau), 5 uM (rosa); E) Klon Fab3 in
den Konzentrationen 0,01 uM (schwarz), 0,05 uM (rot), 0,1 uM (hellgriin), 0,5 uyM (gelb), 1 uM (blau),
2,5 UM (rosa)

Tabelle 7 gibt eine Ubersicht tiber die Assoziationsrate ka (kon), die Dissoziationsrate
kd (kor), die Halbwertzeit t1/, sowie die Dissoziationskonstante KD (kd/ka), welche ein

Mal} fUr die Affinitat eines Antikorpers darstellt.

Tab. 7: Bindungsparameter der Fab-Antikorper 11iB1, VIIIE1, VIE1, 1lID2 und Fab3

Klon ka [M's™] kd [s™] *t1s2 [S] KD [M]
mns1 3,83 x 102 4.45x 10 155,06 3,41 x 10°
VIIIE1 3,8 x 10° 1,29 x 103 534,88 4,78 x 10°
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Klon ka [M"'s™] kd [s™] *tas2 [S] KD [M]

VIE1 3,57 x 10° 8,39 x 10™ 8224 2,25x 107

D2 1,13 x 10* 1,37 x 107 503,65 2,75 x 107

Fab3 4,21 x 10* 4,04 x 10 170,79 1,44 x 107
*t12=0,69/kd

Vergleicht man die Bindungskinetik der ,Nativ-Binder” VIE1 und [lID2 mit derjenigen
der ,in vitro-Binder“ VIIIE1 und llIB1, so stellt man eine deutlich hohere Affinitat der
.Nativ-Binder“ fest, was sich in einer um bis zu zwei Zehnerpotenzen niedrigeren
Dissoziationskonstante bemerkbar macht.

Beim Vergleich der Bindungsparameter der Klone VIE1 (Epitop SSX2103.111) und
Fab3 (Epitop SSX241.49) kann man erkennen, dass der Fab3 mit etwa der 10-fachen
Menge an Antikdrpermolekilen pro Sekunde an das Antigen bindet, was sich in ei-
nem 10-fach hdoheren ka-Wert niederschlagt. Jedoch ist der kd-Wert des Klons VIE1
niedriger als derjenige des Klons Fab3, was bedeutet, dass sich der Klon VIE1 deut-
lich langsamer von seinem Antigen I0st. Die Folge hiervon ist, dass der Klon VIE1 mit
822,4 Sekunden eine relativ lange Halbwertzeit hat. Betrachtet man allerdings die
Dissoziationskonstante KD, welche sowohl von der Assoziations- als auch von der
Dissoziationsrate beeinflusst wird, zeigen beide Antikorper eine ahnliche Affinitat zu

ihrem Antigen.

7. Detektion des MHC-Peptid-Komplexes nach endogener Prozes-
sierung und Prasentation

Einen weiteren Schwerpunkt der Arbeit bildete die Detektion des MHC-Peptid-

Komplexes nach endogener Prozessierung und Prasentation. Eine derartige ,Visua-

lisierung” der SSX2-Prasentation wiurde die Moglichkeit bieten, die Expression und

Prasentation dieses CT-Antigens sowie dessen Hoch- und Herunterregulation auf

verschiedenen Zelllinien und letztlich am Tumorgewebe naher zu untersuchen.
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7.1. Ausschluss einer Kreuzreaktivitat gegen andere Mitglieder

der SSX-Familie

Es wurde schon in der Einleitung in Kapitel 7.3 darauf eingegangen, dass in einer

Reihe von Tumoren und im Testisgewebe auch andere Mitglieder der SSX-Familie

exprimiert werden. Aufgrund der sehr groen Homologie der SSX-Familie wurden

zum Ausschluss einer Kreuzreaktivitat der Fab-Antikorper, die falschlicherweise als

eine Expression und Prasentation von SSX2 interpretiert wurde, T2-Zellen von exo-

gen mit den verschiedenen Mitgliedern der SSX-Familie beladen. Es kamen folgende

Peptidepitope in einer Konzentration von 20 ug/ml zum Einsatz:

SSX1103-111 .
SSX2103-111

SSX3103-111 (identisch mit J
SSX5103-111 und SSX9103.111) .
SSX4103-111 .
SSX4103-111 AS (alternative .
Spleilvariante von SSX4) .
SSX6103-111 (identisch mit .
SSX8103-111) .
SSX7103-111

SSX141.49 (identisch mit
SSX841-49)

SSX241-49

SSX341-49

SSX441.49

SSX541.49

SSX641-49

SSX7 41-49

SSX941-49

Die Farbung der SSX-Epitope p103-111 erfolgte mit dem Klon VIE1-b, die der SSX-

Epitope p41-49 mit dem Klon Fab3 jeweils in einer Konzentration von 50 pug/ml:
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Abb. 40: Untersuchung der Kreuzreaktivitit der Klone VIE1-b und Fab3-b gegeniiber Mitglie-

dern der SSX-Familie nach exogener Beladung auf T2-Zellen; T2-Zellen wurden von
exogen beladen mit A) SSX14¢3.111 (blau), SSX2443.111 (hellgriin), SSX3493.111 (violett), SSX4443.111 (hell-
blau), SSX4193.111 AS (gelb), SSX6103.111 (braun), SSX7403.111 (dunkelgriin) und mit Klon VIE1-b ge-
farbt; B) SSX141.49 (blau), SSX241.49 (hellgriin), SSX34.49 (violett), SSX441.49 (hellblau), SSX544.49 (gelb),
SSX641.49 (braun), SSX74149 (dunkelgriin), SSX94149 und mit Klon Fab3-b gefarbt; Negativkontrolle:
unbeladene T2-Zellen gefarbt mit A) VIE1-b, B) Fab3-b; Positivkontrolle: Ti155 (rot)

Im Rahmen der Versuchsreihe stellte sich eine starke Kreuzreaktivitat des Fab-
Antikodrpers VIE1-b gegenuber mit SSX3193.111 beladenen Zellen heraus. Somit kann
bei der Farbung mit diesem Klon nicht unterschieden werden zwischen Zellen, die
das Epitop 103-111 von SSX2, SSX3, SSX5 oder SSX9 exprimieren und auf ihrer
Zelloberflache prasentieren. Betrachtet man die Interaktion des Fab3-b mit den Mit-
gliedern der SSX-Familie, so erkennt man deutlich eine Kreuzreaktivitat gegentber
den Epitopen SSX34149 und SSX74149, die folglich bei Farbung mit dem Fab-

Antikdérper nicht voneinander differenziert werden kénnen.

7.2. Durchflusszytometrische Detektion des MHC-Peptid-
Komplexes auf nativen Tumorzellen

Als ,Positivlinien dienten die zwei Tumorzelllinien Me290 und SK-Mel-37, welche
sowohl SSX2 als auch HLA-A*0201 exprimieren. Als ,Negativlinien“ fanden solche

Tumorzelllinien Verwendung, die entweder HLA-A*0201-negativ waren oder SSX2-
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negativ waren: T47D (HLA-A*0201-negativ, SSX2-positiv), Me260 (HLA-A*0201-
negativ, SSX2-positiv) und BT549 (HLA-A*0201-positiv, SSX2-negativ).

Mit den funf Tumorzelllinien erfolgten durchflusszytometrische Analysen mit den un-
biotinylierten Fab-Antikérpern VIE1, IlID2 und Fab3. Als Positivkontrolle auf den HLA-
A*0201-positiven Tumorzelllinien wurde der anti-HLA-A*0201-spezifische Antikorper
BB7.2 verwendet, auf den HLA-A*0201-negativen Tumorlinien der anti-Human HLA-
ABC Klasse | Antikorper W6/32. Die Abbildungen 41 A) bzw. B) zeigen die Ergebnis-
se der Farbungen auf den ,Positivlinien“ Me290 bzw. SK-Mel-37, die Abbildungen 41
C), D) bzw. E) die Ergebnisse auf den ,Negativlinien“T47D, Me260 bzw. BT540.
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Abb. 41: Durchflusszytometrie der Klone VIE1, llID2 und Fab3 auf nativen Tumorzellen; A)
Me290 gefarbt mit VIE1 (hellgriin), 11ID2 (violett), Fab3 (blau); Positivkontrolle: BB7.2 (rot); B) SK-Mel-
37 gefarbt mit VIE1 (hellgrin), 11ID2 (violett), Fab3 (blau); Positivkontrolle: BB7.2 (rot); C) T47D gefarbt
mit VIE1 (hellgrun), IlID2 (violett), Fab3 (blau), BB7.2 (gelb); Positivkontrolle: w6/32 (rot); D) Me260
gefarbt mit VIE1 (hellgriin), IlID2 (violett), Fab3 (blau); BB7.2 (gelb); Positivkontrolle: w6/32 (rot); E)
BT549 gefarbt mit VIE1 (hellgrin), 11ID2 (violett), Fab3 (blau); Positivkontrolle: BB7.2 (rot); Negativ-

kontrolle: Sekundare Farbereagenzien

Die durchflusszytometrischen Analysen auf nativen Tumorzellen ergeben fur die Fab-
Antikorper folgendes Bild: Auf der ,Positivlinie” Me290 zeigt sich ein deutliche FI-
Anderung mit den Klonen Fab3 und 1lID2 sowie eine leichte FI-Anderung mit Klon
FabVIE1. Nach Farbung der ,Positivlinie* SK-Mel-37 kann man mit allen drei Klonen
etwa die gleiche Fl-Anderung erzielen. Betrachtet man die Reaktivitat der Fab-
Antikdrper auf den drei ,Negativlinien®, so stellt man fest, dass der Fab3 hdhere Hin-
tergrundwerte liefert und folglich eine unspezifischere Bindung aufweist, als die bei-
den Fab-Antikdrper gegen SSX243.111 / HLA-A*0201.
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Die dargestellten Versuche wurden mehrfach durchgefihrt und lieferten auf den ,Po-
sitivlinien“ nicht immer eine Anderung der FI. Ein Erkldrungsansatz fir dieses Pha-
nomen ware die Variation der Prasentation vieler TAA auf der Zelloberflache.

Ein weiterer kritischer Punkt ist, dass native Tumorzelllininien auf ihrer Oberflache
nur wenige Kopien eines individuellen Peptids im HLA-A*0201-Kontext prasentieren
(z.B. NY-ESO-1457.165 <25-50 Molekule pro Zelle (Purbhoo et al., 2006)). Folglich liegt
die MHC Klasse | restringierte Prasentation der Epitope vieler TAA unterhalb der
Nachweisgrenze eines Durchflusszytometers, dessen maximale Sensitivitat laut An-
gaben des Herstellers bei etwa 100 PE-Molekulen pro Zelle liegt. Die in Abbildung 41
dargestellte marginale FI-Anderung kann also durch eine geringe Dichte des Anti-
gens auf der Zelloberflache bedingt sein, aber auch durch eine unspezifische Adha-
renz des Antikorpermolekuls auf der Zellmembran. Bei kritischer Betrachtung der
Ergebnisse liegt insbesondere bei Fab3 der Verdacht nahe, dass die im Verhaltnis
hohen FI-Anderungen auf den ,Positivlinien“ unter Beriicksichtigung der héheren
Hintergrundwerte auf den ,Negativlinien® eher infolge einer unspezifischen Adharenz
zustande kamen.

Als Konsequenz hieraus ergab sich die Notwendigkeit einer weiteren Validierung der

auf Tumorzellen erzielten Ergebnisse.

7.3. Durchflusszytometrische Detektion des MHC-Peptid-
Komplexes auf Tumorzellen nach Behandlung mit IFNy

Das Proteasomensystem spielt eine zentrale Rolle bei der Generierung von Epito-
pen, welche im Kontext eines MHC Klasse |-Komplexes prasentiert werden. Eine
Stimulation von Zellen mit dem Glykoprotein IFNy bewirkt hierbei die Bildung von
sog. Immunoproteasomen (Boes et al., 1994), die im Vergleich zu den konstitutiven
Proteasomen eine verbesserte Generierung vieler MHC Klasse |-Epitope aufweisen.
Durch eine Behandlung der Tumorzellen sollte einerseits Uberprift werden, ob es im
speziellen Fall von SSX2 zu einer vermehrten Prasentation des Epitops SSX213-111
auf der Zelloberflache kommt und andererseits ein erster Hinweis erbracht werden,
dass der Fab-Antikorper VIE1-b zu einer spezifischen Detektion des MHC-Peptid-
Komplexes auf den ,Positivlinien” in der Lage ist.

Zu diesem Zweck wurden native sowie IFNy-behandelten Tumorzelllinien mit dem
Fab-Antikorper VIE1-b gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Eine unspezifi-
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sche Interaktion sollte durch eine direkte Farbung mit der biotinylierten Variante des
Fab-Antikorpers VIE1-b soweit als mdglich ausgeschlossen werden. Die Behandlung
der Zellen mit 250 U/ml IFNy erfolgte fur 48 Stunden. Parallel hierzu wurden Zellen
der gleichen Passage unbehandelt kultiviert.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Detektion sind in Abbildung 42 darge-
stellt:

Me290 | Me260

G-Mean

Abb. 42: Durchflusszytometrie des Klons FabVIE1-b auf nativen und IFNy-behandelten Tumor-
zellen; Farbung der Tumorzelllinien SK-Mel-37, BT549, T47D, Me290 und Me260 unbehandelt (J
IFNy) sowie nach IFNy-Behandlung mit FabVIE1-b (roter Balken); Negativkontrolle: blauer Balken

Aus Abbildung 42 geht hervor, dass sich die Fluoreszenzintensitat der Negativkon-
trolle und des Klons FabVIE1-b auf den ,Negativlinien“ nur geringgradig unterschei-
det. Weiterhin lasst sich bei den ,Negativlinien“ kein Unterschied zwischen den un-
behandelten Zellen und den IFNy behandelten Zellen feststellen. Im Gegensatz hier-
zu liegt bei den ,Positivlinien* eine deutliche, wenn auch geringe Anderung der FlI
vor, die auf der Tumorzelllinie Me290 ausgepragter ist. Einzig die Behandlung der
Tumorzelllinie Me290 mit IFNy scheint eine Zunahme der SSX2103.111-Prasentation

zu bewirken.
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7.4. Inhibitionsversuch auf den ,,Positivlinien*

Zum endgultigen Ausschluss einer unspezifischen Adharenz des Fab-Antikérpers
VIE1 wurde ein Inhibitionsversuch auf den ,Positivlinien* Me290 und SK-Mel-37
durchgefuhrt.

Sollte die FI-Anderung durch eine spezifische Antikdrper/Antigen-Interaktion bedingt
sein, durfte ein biotinylierter (,heiller) Antikdrper nach Vorinkubation mit einem un-
biotinylierten (,kalten®) Antikorper, der gegen das gleiche Antigen gerichtet ist, nicht
mehr dazu in der Lage sein zu binden. Dies hatte zur Folge, dass sich bei dem Ver-
such einer Farbung des ,heilRen® Antikdrpers kein Signal mehr detektieren liele. Haf-
tet der Antikorper hingegen unspezifisch an der Zelloberflache, so kann mit den ubli-
cherweise eingesetzten Konzentrationen keine oder nur eine unzureichende Blocka-
de erzielt werden.

Mit der Absicht, eine derartige Blockade hervorzurufen, wurden die ,Positivlinien®
einerseits mit den SSX2103.111 / HLA-A*0201-spezifischen, unbiotinylierten ,kalten®
Fab-Antikérpern VIE1 und I1ID2 sowie andererseits mit dem SSX241.49 / HLA-A*0201-
spezifischen Fab3 und einem Kontroll-Fab-Antikorper gegen NY-ESO+4s7.165 / HLA-
A*0201 (3M4E5), in einer 7,5-fach hoheren Konzentration vorinkubiert. Diese Inkuba-
tion hatte zum Ziel, den SSX243.111 / HLA-A*0201 flr den dann folgenden, biotinylier-
ten ,heillen“ Fab-Antikorper, VIE1-b zu blockieren, so dass nach dessen Zugabe kei-
ne Fl-Anderung in der Durchflusszytometrie mehr erfolgen kann. Um zu gewabhrleis-
ten, dass der nachtraglich zugesetzte Fab-Antikorper den zuvor gebundenen ,kalten®
Fab-Antikorper nicht verdrangt, wurde nach der Zugabe des blockierenden Fab-
Antikorpers nicht gewaschen.

Zum Nachweis, dass unter den gewahlten experimentellen Bedingungen grundsatz-
lich eine Inhibition erreicht werden kann, wurde parallel zur Durchfihrung auf Tumor-
zelllinien ein Inhibitionsversuch auf von extern mit Peptiden beladenen T2-Zellen
durchgefuhrt. Im Rahmen dieses Experimentes wurden T2-Zellen mit einer Peptid-
konzentration von 1,25 ug/ml beladen, so dass sich ein etwas héheres Signal nach
Farbung mit dem Fab-Antikorper VIE1-b ergab als auf Tumorzellen. Der ,kalte* Fab-
Antikdrper wurde in einer Konzentration von 150 ug/ml eingesetzt und der ,heil3e”
Fab-Antikorper in einer Endkonzentration von 20 ug/ml.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Durchflusszytometrie auf exogen beladenen
T2-Zellen sowie auf den Tumorzelllinien Me290 und SK-Mel-37 dargestellt. Abbil-

160



Ergebnisse Detektion des MHC-Peptid-Komplexes nach
endogener Prozessierung und Prasentation

dung 43 zeigt, dass es auf T2-Zellen zu einer effizienten, nahezu 100%igen Block-
wirkung durch die beiden unbiotinylierten Fab-Antikorper [ID2 und VIE1 kommt. Im
Gegensatz hierzu sind die Klone Fab3 sowie 3M4ES5 nicht in der Lage die Bindung
des biotinylierten FabVIE1-b zu verhindern. Folglich sollte bei spezifischer Bindung
des Klons FabVIE1-b unter den gewahlten Versuchsbedingungen eine Blockwirkung

auf den Tumorzelllinien prinzipiell erkennbar sein.

6 - [ ]

G-Mean
w

N i)

T2 Sk-Mel-37 Me290

Abb. 43: Blockversuch auf exogen beladenen T2-Zellen sowie auf den ,Positivlinien®“ SK-Mel-
37 und Me290; Die Zellen wurden gefarbt mit FabVIE1-b ohne blockierenden Fab-Antikérper (blau)
sowie nach Blockade mit Fab3 (rot), 3M4E5 (hellgriin), FabVIE1 (grau) und 11ID2 (lila); Negativkontrol-

le: sekundare Farbereagenzien (turkis)

Aus den in Abbildung 43 dargestellten Ergebnissen lasst sich unschwer erkennen,
dass im Vergleich zu den Ergebnissen auf T2-Zellen auf den Tumorzelllinien SK-Mel-
37 und Me290 keine signifikante Blockwirkung erzielt wurde. Dies lasst den Schluss
zu, dass der Fab-Antikorper VIE1-b auf beiden ,Positivlinien“ zu einer Struktur kreuz-
reaktiv ist, distinkt von der des SSX21¢3.111 / HLA-A*0201. AbschlieRend kann man
sagen, dass keine valide durchflusszytometrische Detektion auf nativen Tumorzellen
moglich ist, die SSX2 prozessieren und seine Epitope im HLA-A*0201-Kontext pra-

sentieren.

7.5. Fluoreszenzmikroskopische Detektion des MHC-Peptid-
Komplexes auf nativen Tumorzellen

In den vorhergehenden Kapiteln wurde bereits darauf eingegangen, dass die Durch-

flusszytometrie als Detektionsmethode ungeeignet ist: Sie ist nicht sensitiv genug,

161



Ergebnisse Detektion des MHC-Peptid-Komplexes nach
endogener Prozessierung und Prasentation

um die geringe Anzahl eines speziellen MHC-Peptid-Komplexes auf der Zelloberfla-
che detektieren zu kdnnen. Somit kam der Wunsch auf, die Bindung des epitopspezi-
fischen Antikorpers an seinen jeweiligen MHC-Peptid-Komplex direkt zu visualisie-
ren.

Es ist bekannt, dass HLA Klasse I-Molekule haufig in Clustern auf der Zelloberflache
vorkommen (Matko et al., 1994) und dass sich derartige Cluster fluoreszenzmikro-
skopisch darstellen lassen (Fooksman et al., 2006). Dieser Teil der vorliegenden Ar-
beit beschaftigt sich damit, die beiden Epitope SSX2193.111 und SSX241.49 im Kontext
von HLA-A*0201 fluoreszenzmikroskopisch zu detektieren sowie mit der SSX2-
Protein-Expression zu korrelieren, um eine Aussage uber die Effizienz der Prozessie-
rung treffen zu kénnen.

In einem ersten Schritt wurden hierzu SSX2-positive sowie -negative Zelllinien zu
verschiedenen Zeitpunkten mit dem epitopspezifischen Fab-Antikdrper einer Oberfla-
chenfarbung unterzogen. Die SSX2-Expression wurde zum Zeitpunkt der Farbung
mit Hilfe einer RT-PCR untersucht. Weiterhin wurde das in den Zellen vorliegende
SSX-Protein unter Verwendung des murinen monoklonalen Antikérpers E3AS mit
einer intrazellularen Immunfluoreszenzfarbung detektiert. Der verwendete Antikorper
erkennt spezifisch die Proteine SSX2, SSX3 und SSX4 der SSX-Familie (dos Santos
et al., 2000). Im Fall einer spezifischen Detektion des MHC-Peptid-Komplexes sollte
in einem zweiten Schritt die Frage beantwortet werden, ob die betrachtete singulare
Zelle beide Epitope gleichzeitig prasentiert oder jeweils nur ein Epitop. In einem letz-
ten Schritt wurde die Prasentation HLA-A*0201-restringierter Epitope auf der Zell-
oberflache nach Behandlung mit 5-Aza-2’-deoxycytidin untersucht.

Alle Bilder wurden mittels einer EM-CCD (Electron Multiplying Charge Coupled Devi-
ce; iXon DV887, Andor; Belfast, Nordirland) Kamera aufgezeichnet. Da EM-CCDs
nur dazu in der Lage sind, die Intensitat des einfallenden Lichtes wiederzugeben und
nicht dessen Wellenlange, entsteht beim Bildaufbau durch den Computer ein
Schwarz-Weil3-Bild. Die Auswertung erfolgte durch das Programm ImageJ (National
Institutes of Health; Bethesda, Maryland, USA). Hierbei wurden die Intensitatsvertei-
lungen im Objekt in einem Color-Lookup-Table dargestellt, d. h. die Detektion des
Farbstoffes PE wurde durch die Farbe rot, die des Farbstoffes FITC durch die Farbe

grun kodiert.
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7.5.1. Untersuchung der SSX-Expression und Prasentation HLA-

A*0201 restringierter Epitope

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurde die RNA aus jeweils 2x10° Zellen isoliert,
mit Hilfe der genspezifischen Primer SSX1-9 amplifiziert und auf einem Agarosegel
mit Ethidiumbromid visualisiert. Die Tumorzellen wurden zuvor am Tag einer jeden
Oberflachenfarbung in Stickstoff bis zum Zeitpunkt der RNA-Extraktion eingefroren.
Als Positivkontrolle diente die aus Testisgewebe isolierte mRNA. Dargestellt sind im
Folgenden die Ergebnisse der SSX-Expression der fur die Oberflachenfarbung ver-

wendeten Zelllinien:

A) ol 3lialls " el 7 hg 9 it

B) 1 6203 a5 Bt eilg

C)

D)

Abb. 44: Analyse der SSX-Expression verschiedener Tumorzelllinien mittels RT-PCR; Positiv-
kontrolle: Testisgewebe (links); Me260 (rechts); B) MCF7 (links); Me290 (rechts); C) SK-Mel-37
(links); Me275 (rechts); D) T47D; Langenmarker Gene Ruler 1kb Ladder (L); SSX1-SSX9 (1-9)
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Tabelle 8 fasst die SSX-Expression der Tumorzelllinien sowie des Testisgewebes

Zusammen.

Tab. 8: SSX-Expression in Tumorzelllinien und Testisgewebe

Linie SSX1 SSX2 SSX3 SSX4 SSX5 SSX6 SSX7 SSX8 SSX9
Testis ++ ++ ++ ++ ++ - ++ + -
Me260 - ++ - ++ + - - - -
MCF7 - - - (+) - - - - -
Me290 - ++ (+) (+) - - - - -

SK-
(+) ++ - ++ - - - - -
Mel-37
Me275 - ++ (+) ++ + - - - -
T47D - ++ - ++ + - - - -

Bei allen in den nachfolgenden Abbildungen dargestellten Oberflachenfarbungen
wurde als Positivkontrolle der HLA-A*0201-spezifische Antikorper BB7.2 verwendet.
Als Negativkontrolle diente die Farbung mit einem aus der Ziege gewonnenen,
biotinylierten anti-Maus-Ig-Fab und Streptavidin-PE. Die Fab-Antikérper VIE1-b sowie
Fab3-b wurden in der Konzentration 50 pyg/ml eingesetzt. Zum Nachweis, dass sich
bei den ,Negativlinien” (HLA-A*0201" oder SSX2°), Negativkontrollen und nicht ange-
farbten Zellen am Ort der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme eine ausreichende
Anzahl an Zellen befand, wurde zusatzlich ein durchlichtmikroskopisches Bild darge-
stellt. Durch unspezifische Aggregation von Farbstoffen entstandene Artefakte sind in
den Abbildungen jeweils durch weil’e Pfeile gekennzeichnet. Bei den Aufnahmen mit
Fab3-b und FabVIE1-b wurde im Vergleich zur Positivkontrolle eine deutlich hdhere
Lichtverstarkung verwendet. Die ,Negativkontrollen® wurden bei gleich hoher oder

hoherer Verstarkung detektiert.
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Ergebnisse der Membranfarbunqg auf der Zelllinie Me275:
A)

B)

C)

Abb. 45: Oberflachenfarbung der Tumorzelllinie Me275 (VergréoBerung: 40x); A) Visualisierung
der HLA-A*0201 Schwerkette: sekundare Farbereagenzien als Negativkontrolle (links); Durchlichtauf-
nahme der Negativkontrolle (Mitte); anti-HLA-A*0201 1gG BB7.2 (rechts) B) Visualisierung des
SSX24149 / HLA-A*0201 Komplexes: 3 reprasentative Bilder der Farbung mit Fab3-b; C) Visualisierung
des SSX2103.111 / HLA-A*0201 Komplexes: reprasentative Aufnahme der Farbung mit FabVIE1-b
(links); Durchlichtaufnahme der reprasentativen Aufnahme (Mitte); in jedem 10.-20. Gesichtsfeld fand
sich eine Membranfarbung mit FabVIE1-b (rechts); weille Pfeile: durch unspezifische Aggregation von

Farbstoffen entstandene Artefakte

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei der Farbung mit den Fab-
Antikérpern nur einzelne Cluster von MHC-Peptid-Komplexen zur Darstellung kamen,

wahrend nahezu auf der kompletten Membran HLA-A*0201 detektierbar war. Des
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Weiteren prasentierten wesentlich mehr Zellen der Linie Me275 den SSX241.49 / HLA-
A*0201-Komplex als den SSX21¢3-111 / HLA-A*0201-Komplex.

Ergebnisse der Membranfarbung auf der Zelllinie SK-Mel-37:

Abb. 46: Oberflaichenfarbung der Tumorzelllinie SK-Mel-37 (VergroBerung: 40x); A) Visualisie-
rung der HLA-A*0201 Schwerkette: sekundare Farbereagenzien als Negativkontrolle (links); Durch-
lichtaufnahme der Negativkontrolle (Mitte); anti-HLA-A*0201 IgG BB7.2 (rechts) B) Visualisierung des
SSX24149 / HLA-A*0201 Komplexes: reprasentative Aufnahmen der Farbung mit Fab3-b (links und
rechts); Durchlichtaufnahme zum linken Bild (Mitte); C) Visualisierung des SSX24¢3.111 / HLA-A*0201
Komplexes: reprasentative Aufnahmen der Farbung mit FabVIE1-b (links und rechts); Durchlichtauf-
nahme zum linken Bild (Mitte); weilRe Pfeile: durch unspezifische Aggregation von Farbstoffen ent-

standene Artefakte
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Betrachtet man die Fluoreszenzbilder auf der Tumorzelllinie SK-Mel-37, so sind mit
beiden Fab-Antikérpern fast alle Zellen angefarbt. Allerdings war die Membranfar-
bung mit Fab3-b etwas intensiver, und es fanden sich fast keine Zellen ohne Ober-

flachenfarbung.

Ergebnisse der Membranfarbung auf der Zelllinie Me290
A)

B)

C)

Abb. 47: Oberflachenfarbung der Tumorzelllinie Me290 (VergroRerung: 40x bzw. 100x); A) Visu-
alisierung der HLA-A*0201 Schwerkette: sekundare Farbereagenzien als Negativkontrolle (links);
Durchlichtaufnahme der Negativkontrolle (Mitte); anti-HLA-A*0201 1gG BB7.2 (rechts) B) Visualisie-
rung des SSX24149 / HLA-A*0201 Komplexes: reprasentative Aufnahmen der Farbung mit Fab3-b
(links und rechts); Durchlichtaufnahme zum linken Bild (Mitte); C) Visualisierung des SSX2493.111 /
HLA-A*0201 Komplexes: reprasentative Aufnahmen der Farbung mit FabVIE1-b (links und rechts);

Durchlichtaufnahme zum linken Bild (Mitte).
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Wie man den Bildern in Abbildung 47 entnehmen kann, liel3 sich der SSX241.49 / HLA-
A*0201-Komplex nur auf wenigen Zellen der Linie Me290 detektieren. Bei einer Far-
bung mit Fab3-b waren etwa 0,1-1% der Zellen angefarbt. Die Prasentation des
SSX2403.111 / HLA-A*0201 war in etwa vergleichbar. Die Detektion mit FabVIE1-b

zeigte geringfugig mehr spezifisch gefarbte Zellen.

Ergebnisse der Membranfarbung auf der Zelllinie Me260 (SSX2*, HLA-A*0201Y):
A)

B)

Abb. 48: Oberflaichenfarbung der ,Negativlinie”“ Me260 (VergroBerung: 40x); A) Visualisierung des
SSX24149 / HLA-A*0201 Komplexes: reprasentative Aufnahmen der Farbung mit Fab3-b (links und
rechts); Durchlichtaufnahme zum linken Bild (Mitte); B) Visualisierung des SSX2p3.411 / HLA-A*0201
Komplexes: reprasentative Aufnahmen der Farbung mit FabVIE1-b (links); Durchlichtaufnahme zum lin-

ken Bild (rechts); weilde Pfeile: durch unspezifische Aggregation von Farbstoffen entstandene Artefakte

Ergebnisse der Membranfirbung auf der Zelllinie T47D (SSX2*, HLA-A*0201):
A)
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B)

Abb. 48: Oberflachenfarbung der ,Negativlinie”“ T47D (VergréBerung: 40x); A) Visualisierung des
SSX24149 / HLA-A*0201 Komplexes: reprasentative Aufnahmen der Farbung mit Fab3-b (links);
Durchlichtaufnahme zum linken Bild (rechts); B) Visualisierung des SSX24¢3.111 / HLA-A*0201 Komple-
xes: reprasentative Aufnahmen der Farbung mit FabVIE1-b (links); Durchlichtaufnahme zum linken

Bild (rechts); weilder Pfeil: durch unspezifische Aggregation von Farbstoffen entstandene Artefakte

Ergebnisse der Membranfirbung auf der Zelllinie MCF7 (SSX2°, HLA-A*0201"):
A) -

B)

Abb. 49: Oberflachenfarbung der ,,Negativlinie“ MCF7 (VergroBerung: 40x); A) Visualisierung
des SSX241.49 / HLA-A*0201 Komplexes: reprasentative Aufnahmen der Farbung mit Fab3-b (links);
Durchlichtaufnahme zum linken Bild (rechts); B) Visualisierung des SSX24¢3.114 / HLA-A*0201 Komple-
xes sowie der HLA-A*0201 Schwerkette: reprasentative Aufnahmen der Farbung mit FabVIE1-b
(links); Durchlichtaufnahme zum linken Bild (Mitte); anti-HLA-A*0201 1gG BB7.2 (rechts); weille Pfeile:
durch unspezifische Aggregation von Farbstoffen entstandene Artefakte
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Die Farbungen der als Negativkontrolle verwendeten Zelllinien, welche entweder
SSX2- oder HLA-A*0201-negativ waren, ergaben keine charakteristische Membran-

farbung. Vereinzelt fanden sich Streptavidin-PE-Aggregate.

7.5.2. Untersuchung der Expression SSX-kodierender RNA und des
SSX-Proteins

Eine intrazellulare Darstellung des SSX2-Proteins sollte Uber die RT-PCR hinausge-
hende Informationen bezlglich der Intensitdt und Heterogenitat der Proteinex-
pression der untersuchten Zelllinien liefern.

Da sich die Expression vieler Gene von Zellen unter Kulturbedingungen im zeitlichen
Verlauf andern kann, wurde parallel die RNA-Expression der Gene der SSX-Familie
untersucht. Hierzu wurde eine kleine Fraktion der Zellen aus der identischen Kultur-
flasche abgesondert, ihre RNA extrahiert und wie im Kapitel 7.5.1 beschrieben ampli-
fiziert. Die Expression von SSX2-kodierender RNA war in den Linien Me290, Me275
und SK-Mel-37 konstant. Die Expression anderer Gene der SSX Familie anderte sich
jedoch im zeitlichen Verlauf. Als Negativkontrolle wurde die Mausfibroblastenlinie

3T3 verwendet.

A)

2.3 405 6rii 7o Bl Gl
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D)

Abb. 50: Analyse der SSX-Expression verschiedener Tumorzelllinien mittels RT-PCR; A) Me290
zu zwei verschiedenen Zeitpunkten; B) Me275 zu zwei verschiedenen Zeitpunkten; C) SK-Mel-37 zu
zwei verschiedenen Zeitpunkten; D) links: T47D; rechts: Me260; E) 3T3

Die Ergebnisse der intrazellularen Farbung mit dem murinen Antikorper E3AS sind
im Anschluss exemplarisch abgebildet. Als Negativkontrolle diente die Maus-
fibroblastenlinie 3T3:

A)

B)
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Abb. 51: Intrazellulare Farbung mit dem murinen monoklonalen Antikorper E3AS (VergroRe-
rung: 40x); Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Proteinexpression (linkes und rechtes Bild);

Mitte: jeweilige Durchlichtaufnahme zum linken Bild; A) Me290; B) Me275; C) SK-Mel-37; D) T47D; E)
Me260; F) 3T3
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Nach Durchfuhrung der intrazellularen Farbungen kann man Folgendes konstatieren:
Bei der Zelllinie Me290 zeigte sich eine Proteinexpression, die zwischen einzelnen
Zellen stark differierte. So farbten sich einige Zellen sehr intensiv an, andere wiesen
keine Farbung auf. Zudem liel® sich auch die geringere SSX-RNA-Expression bei der
zweiten Farbung fluoreszenzmikroskopisch auf Proteinebene nachvollziehen (Abb.
50A). Die Zelllinie Me275 zeigte zu beiden Farbezeitpunkten eine gleich starke SSX-
Protein-Expression. Weiterhin variierte die SSX-Protein-Expression zwischen den
einzelnen Zellen nicht so stark wie bei der Zelllinie Me290. Die Zelllinie SK-Mel-37
wies die starkste SSX-Protein-Expression auf. Zu beiden Zeitpunkten waren alle Zel-
len gefarbt. Die wegen fehlender HLA-A*0201-Expression als Negativkontrolle ver-
wendete Linie T47D exprimierte ebenfalls auf hohem Level SSX-Protein und es ka-
men fast alle Zellen fluoreszenzmikroskopisch zur Darstellung. Trotz des in der RT-
PCR ahnlichen RNA-Expressionsmusters der Zelllinien T47D und Me260 zeigte sich
bei Letzterer ein differierendes Bild in der Fluoreszenzmikroskopie: Es kamen nicht
alle Zellen fluoreszenzmikroskopisch zur Darstellung, und der intrazellulare Gehalt an
SSX-Protein variierte zwischen den einzelnen Zellen stark. Die Mausfibroblasten,

welche als Negativkontrolle dienten, zeigten keine Farbung mit dem Klon E3AS.

7.5.3. Simultane Detektion der Prasentation von SSX24.49 und
SSX2103_111 im Kontext von HLA-A*0201

Dieser Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der Fragestellung, ob und inwieweit beide
Epitope gleichzeitig auf der Zelloberflache exprimiert werden. Zu diesem Zweck wur-
den die SSX2-positiven Zelllinien Me275 und SK-Mel-37 simultan mit dem unbiotiny-
lierten Fab-Antikdrper Fab3 und dem biotinylierten Fab-Antikérper VIE1-b gefarbt.
Eine Doppelfarbung der Zelllinie Me290 wurde aufgrund der geringen Prasentation
beider Epitope, insbesondere des SSX241.49, nicht durchgefuhrt.

Wie in den vorhergehenden Kapiteln wurde zur Uberprifung der SSX-RNA-
Expression eine RT-PCR zum Zeitpunkt der Farbung durchgefuhrt, deren Ergebnisse
aus Abbildung 52 hervorgehen:
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Abb. 52: Analyse der SSX-Expression der Zelllinien Me275 (links) sowie SK-Mel-37 (rechts)
mittels RT-PCR

Nachfolgende Abbildung zeigt die Oberflachenfarbung mit den beiden Klonen Fab-
VIE1-b und Fab3. Hierbei erfolgte die Visualisierung des unbiotinylierten Fab3 mit
Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Fluoreszeinisothiocyanat (FITC), die des biotinylier-
ten FabVIE1 mit Phycoerythrin (PE). Die Detektion wurde unter Anwendung eines
FITC- bzw. TRITC-Filtersatzes vorgenommen. Die Farbstoff- und Filterkombination
wurde so gewahlt, dass ein sog. ,Double Staining“ ausgeschlossen war. Das bedeu-
tet: Werden mehrere Farbstoffe in einer Probe verwendet, gilt es darauf zu achten,
dass einerseits eine ungenugende Trennung der Anregungswellenlangen (sog.
,Cross Talk®), bei der es zur gleichzeitigen Anregung beider Farbstoffe kame, ver-
mieden wird. Andererseits sollte auch eine ungenigende Trennung der Emissions-
wellenlangen (sog. ,Bleed through), bei der die beiden Farbstoffe nicht mehr vom
Photomultiplier unterschieden werden konnen, ausgeschlossen sein.

A)
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B)

Abb. 53: Simultane Detektion zweier HLA-A*0201-restringierter Epitope von SSX auf der Tu-
morzelllinie A) Me275 und B) Sk-Mel-37 (VergroBerung: 40x); Der SSX241.49 / HLA-A*0201 Kom-
plex ist mit Fab3 (grin) und der SSX2403.111 / HLA-A*0201 Komplex mit FabVIE1-b (rot) visualisiert
worden; obere Reihe: jeweilige Durchlichtaufnahme zur fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme der

unteren Reihe

Wenige Zellen der Linie Me275 zeigten eine gleichzeitige Prasentation beider Epito-
pe des SSX2-Proteins (Abb. 53A, linke und mittlere Aufnahme). SSX241.49 wurde im
Kontext von HLA-A*0201 auf nahezu allen Zellen prasentiert, was kongruent mit den
Ergebnissen aus Kapitel 7.5.1 ist. Mit diesen Ergebnissen ebenfalls kongruent pra-
sentierten nur wenige Zellen beide Epitope, d.h. SSX2193.111 wurde nur auf etwa 0,1-
1% der Me275-Zellen prasentiert.

Im Gegensatz zur Zelllinie Me275 zeigte die Zelllinie SK-Mel-37 deutlich mehr Zellen,
welche eine simultane Prasentation beider Epitope aufwiesen. Allerdings lie3 sich

auch bei dieser Zelllinie eine starkere Prasentation des Epitops p41-49 nachweisen.
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7.5.4. Detektion der SSX-RNA-Expression und Prasentation beider
MHC-Peptid-Komplexe nach Behandlung mit 5-Aza-2’-Deoxy-
cytidin

In einem letzten Schritt wurden die Auswirkungen einer Behandlung mit 5-Aza-2’-

Deoxycytidin (DAC) auf das RNA-Expressionslevel sowie auf die Prasentation beider
HLA-A*0201-restringierter Epitope untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Zellen
Uber insgesamt 72 Stunden mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor in einer Kon-
zentration von 0,1 yM behandelt. Da die Substanz 5-Aza-2’-Deoxycytidin mit einer
Halbwertszeit von etwa 7 Stunden relativ instabil ist, erfolgte alle 24 Stunden im
Rahmen eines Mediumwechsel ein erneuter Zusatz.

Aus Abbildung 54 geht die SSX-RNA-Expression vor und nach Behandlung mit dem

Zytostatikum hervor:

Abb. 54: Analyse der SSX-RNA-Expression der Zelllinien A) Me275 , B) Me290 und C) SK-Mel-37
vor (linke Abbildung) und nach (rechte Abbildung) Behandlung mit 5-Aza-2’-deoxycytidin

Man kann unschwer erkennen, dass eine Behandlung mit dem Pyrimidinanalogon 5-
Aza-2’-Deoxycytidin einerseits die schon vorhandene RNA-Expression erhoht und

sich andererseits eine Expression weiterer SSX-Gene induzieren lasst. So kommt es
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sowohl bei der Zelllinie Me275 als auch bei der Zelllinie Me290 zu einer zusatzlichen
Expression von SSX1, 3 und 5 (ggf. sogar minimal SSX8). Nach Behandlung der
Zelllinie SK-Mel-37, bei der ohne Behandlung zu diesem Zeitpunkt keinerlei SSX-
Expression nachgewiesen werden konnte, wird eine SSX4-Expression induziert. Die-
se Versuchsergebnisse untermauern die Resultate von dos Santos et al., der zeigte,
dass DAC in vitro eine Induktion der SSX-RNA- und SSX-Protein-Expression bewirkt
(dos Santos et al., 2000).

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurde der weitergehende Schritt unternommen,
den Einfluss einer DAC-Behandlung auf die Prasentation der beiden SSX2-Epitope
zu untersuchen. Diesbezlglich wurden die Zelllinien Me275, Me290 und SK-Mel-37
einer Oberflachenfarbung mit beiden Fab-Antikérpern vor und nach der Behandlung
unterzogen. Da die Zelllinie SK-Mel-37 keine SSX-Expression bzw. nur eine Expres-
sion von SSX4 aufwies konnte, wie vermutet, mit keinem der beiden Klone eine SSX-

Prasentation detektiert werden, so dass auf eine Darstellung dieser Farbung verzich-
Abb. 55: Membranfarbung der Tumorzelllinie Me275 vor und nach Behandlung mit DAC; A)
Farbung mit Klon Fab3-b; B) Farbung mit Klon VIE1-b; linke Halfte: reprasentative Aufnahme vor

tet wurde.
A)

Behandlung mit DAC; rechte Halfte: reprasentative Aufnahme nach Behandlung mit DAC

Vergleicht man die Farbungen auf der Tumorzelllinie Me275 vor und nach Behand-
lung mit DAC, so kommt man zu folgendem Schluss: Die Membranfarbung mit Klon
Fab3-b vor der Behandlung, bei der, wie in Kapitel 7.5.1 beschrieben, sehr viele Zel-

len angefarbt waren, lie} sich durch eine DAC-Behandlung nicht intensivieren, son-
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dern war tendenziell sogar schwacher ausgepragt. Das bedeutet, dass es eher zu
einer Herunterregulation der Prasentation von SSX244.49 im Kontext von HLA-A*0201
kam. Im Kontrast hierzu stand die Farbung mit Klon VIE1-b: Vor der Behandlung fan-
den sich hdochsten 0,1% Zellen mit einer erkennbaren Membranfarbung, nach der
Behandlung waren es etwa 1-10% der Zellen, die eine schwache Oberflachenfar-
bung zeigten. Somit liegt die Vermutung nahe, dass es nach der DAC-Behandlung
zu einer vermehrten Prozessierung des Peptidfragments SSX2103.111 kommt, die zu
Lasten der SSX241.49-Prozessierung geht. Weiterhin wurde das Verhalten der Anti-

genprozessierung der Linie Me290 vor und nach DAC-Behandlung Uberpruft, die im

nativen Zustand eine sehr ineffiziente Prozessierung beider Epitope aufwies.

Abb. 56: Membranfarbung der Tumorzelllinie Me290 vor und nach Behandlung mit DAC
A) Farbung mit Klone Fab3-b; B) Farbung mit Klon VIE1-b; linke Halfte: reprasentative Aufnahme vor
Behandlung mit DAC ; rechte Halfte: reprasentative Aufnahme nach Behandlung mit DAC

Wie schon bei der Zelllinie Me275 kommt es nach der Behandlung mit dem Zytostati-
kum DAC zu einer deutlichen Zunahme der Prasentation des Epitops SSX2103.111
sowie zu einer verminderten Prasentation von SSX24149 durch HLA-A*0201-
Komplexe.

AbschlieRend lasst sich konstatieren, dass auf beiden Zelllinien nach der DAC-
Behandlung das gleiche Phanomen auftritt: Die SSX21¢3.111-Prasentation nimmt stark

zu, diejenige von SSX241.49 verhalt sich genau gegenlaufig.
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Diskussion

1. MHC-Peptid-Spezifitat der selektionierten Fab-Antikérper

Antikdrper interagieren spezifisch mit ihrer Zielstruktur, in der Regel unprozessierte
Proteine oder Glykoproteine. T-Zellrezeptoren erkennen hingegen kleine Fragmente
prozessierter Proteine in Form antigener Peptide, die im Kontext eines MHC-
Komplexes prasentiert werden. Eine Herstellung von Antikérpern mit derartiger Spe-
zifitat durch konventionelle Vakzinierung ist Uberwiegend frustran verlaufen.
Inzwischen gelang es mehrfach mit Hilfe der Phage-Display-Technologie, Antikorper
zu generieren, die in Analogie eines T-Zell-Rezeptors spezifisch ein Peptid im Kon-
text eines MHC Klasse |-Komplexes erkennen. Konkret sind dies HLA-A*0201-
restringierte Epitope von Virus- und Tumorantigenen (Held et al., 2004; Held et al.,
2007; Wadle et al., 2006). Die Generierung derartiger MHC-Peptid-spezifischer Anti-
korper bietet den Vorteil, dass im Gegensatz zur T-Zell-Reifung und damit zur T-Zell-
Rezeptor-Entwicklung keine Co-Rezeptoren oder andere zellulare Mechanismen eine
Rolle spielen. Dies hat zur Folge, dass die Peptid-spezifische Interaktion derartiger
Antikdrper nicht durch solche Mechanismen determiniert ist.

In gleicher Weise wurden im vorliegenden Fall Fab-Antikoérper selektioniert, welche
die Epitope SSX241.49 und SSX2103.111 spezifisch im HLA-A*0201-Kontext erkennen.
Die Fab-Antikorper reagieren im ELISA unter Verwendung rekombinanter biotinylier-
ter MHC-Monomere als Antigen nur gegen solche, die das relevante Epitop SSX21gs.
111 bzw. SSX241.49 prasentieren. Im Anschluss wurde das Bindungsverhalten der
Fab-Antikorper gegenuber nativen MHC-Peptid-Komplexen, wie sie auf eukaryonti-
schen Zellen prasentiert werden, Uberpruft. Als Antigen-prasentierende Zellen dien-
ten HLA-A*0201-positive T2-Zellen und EBV-immortalisierte B-Lymphoblasten, die
mit den entsprechenden Peptiden inkubiert wurden. Die Mehrzahl der Fab-Antikérper
(12/16 der SSX21p3.111-spezifischen, 2/3 der SSX241.49-spezifischen Fab-Antikorper)
detektierte mittels Durchflusszytometrie den entsprechenden MHC-Peptid-Komplex
auf HLA-A*0201-positiven Zellen. Auf diese Weise wurde der Beweis erbracht, dass
es sich bei den gestesteten Klonen einerseits um eine Peptid-spezifische Interaktion

mit dem MHC-Komplex handelt, und dass andererseits die Interaktion der Fab-
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Antikérper allelspezifisch ist. So wurden keine HLA-A*0201-negativen EBV-
immortalisierte B-Zellen, die mit dem entsprechenden Peptid beladen waren, erkannt.
Eine moglichst umfangreiche und prazise Darstellung der Spezifitat war fur die
weiterfihrenden Analysen von gro3em Interesse, um eine eventuell vorliegende
Kreuzreaktivitat der Antikorper weitgehend auszuschlieRen. Ganzlich lasst sich je-
doch eine derartige Kreuzreaktivitat nicht ausschlieRen, wie einerseits die durch-
flusszytometrischen Analysen auf nativen Tumorzellen und andererseits die Interak-
tion mit anderen Mitgliedern der SSX-Familie nahe legen. Das genannte Potential
eines Fab-Antikorpers zur unspezifischen Bindung an andere Strukturen ist umso
groler, je weniger affin der eigentliche Bindungspartner erkannt wird und je héher
die strukturelle Ahnlichkeit beider Antigene ist. Aus diesem Grund lasst sich die
Kreuzreaktivitat der Fab-Antikorper gegen einzelne Mitglieder der SSX-Familie durch
ihre sehr hohe Homologie gut erklaren. Die Kreuzreaktivitat gegenlber nicht bekann-
ten Strukturen auf nativen Tumorzelllinien lasst sich am ehesten damit erklaren, dass
ein entsprechendes Antigen zwar mit sehr viel niedrigerer Affinitat gebunden wird, es
jedoch dadurch relevant wird, dass es in wesentlich grofderer Menge vorliegt als der
untersuchte MHC-Peptid-Komplex. Eine alternative, plausiblere Erklarungsmadglich-
keit ist, dass es unter den speziellen experimentellen Bedingungen der Durchflusszy-
tometrie zu einer unspezifischen Adharenz, einem ,Kleben®, also keiner spezifischen
Antikorper/Antigen-Interaktion der Fab-Antikorper auf der Zellmembran kommt. Hier-
fur spricht die niedrige Signalintensitat. Das Problem war jedoch unter anderen expe-
rimentellen Bedingungen wie der Fluoreszenzmikroskopie nicht evident.

Ein unspezifisches Bindungsverhalten ist nicht nur in der Diagnostik und Therapie mit
Antikdrpern relevant sondern auch von medizinischem Interesse. Als Beispiele seien
hier nur die Kreuzallergie zwischen Birkenpollen und Apfeln genannt sowie die Bil-
dung von Antikoérpern, welche mit kérpereigenen Strukturen kreuzreagieren und so-

mit fur die Entstehung von Autoimmunerkrankungen von Bedeutung sind.

2. Bindungsmodus der Fab-Antikérper gegen SSX2:3.111 / HLA-
A*0201

Uberraschenderweise konnten die Antikérper von vier gegen den SSX21¢3.111 / HLA-
A*0201 selektionierten Klonen den nativen MHC-Peptid-Komplex auf Zellen nicht

detektieren, obgleich sich die HOhe ihrer Signalintensitat im ELISA nicht von derjeni-
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gen anderer Klone unterschied. Diese Klone wurden im Verlauf der Arbeit als ,in
vitro-Binder® bezeichnet und ihr Bindungsverhalten im Vergleich zu dem der ,Nativ-
Binder ndher analysiert. Zunachst wurde der Hypothese nachgegangen, dass die ,in
vitro-Binder“ moglicherweise eine deamidierte Variante des SSX2-Peptids erkennen.
Diese Vermutung stltzte sich auf das bereits bekannte Phanomen, dass T-Zell-Klone
gegen das immundominante Peptid HEL4s.62, die durch Stimulation mit APCs, welche
mit |0slichem Peptid beladen waren, gewonnen wurden, keinerlei Reaktivitat mehr
gegen das Peptid aufwiesen, wenn es nach endogener Prozessierung prasentiert
wurde (McAdam et al., 2001). Ursachlich war eine als spontane chemische Reaktion
ablaufende Deamidierung eines Asparagins, welche nur stattfindet, wenn das Peptid
in Losung vorliegt, nicht jedoch wahrend der endogenen Prozessierung. Eine Dea-
midierung des Glutamins von SSX2 1p3.111 hatte als spontane chemische Reaktion bei
der Faltung der rekombinanten MHC-Peptid-Komplexe ablaufen kénnen, so dass in
der Losung eine nicht-deamidierte und eine deamidierte Form vorgelegen hatten.
Somit waren im Rahmen der Selektion der Phagenbank Antikdrper gegen beide Va-
rianten selektioniert worden. Dies konnte jedoch ausgeschlossen werden, indem die
Antigen-prasentierenden Zellen mit der deamidierten Variante des Peptids, bei der
Glutamin durch Glutamat ausgetauscht war, gepulst wurden.

Ein weiterer Gedanke war, dass sich das Bindungsverhalten der ,in vitro-Binder® in
der Art unterscheidet, dass diese im Kontrast zu den ,Nativ-Bindern® vorwiegend mit
dem c-terminalen Ende des Peptids interagieren. Dieser Hypothese lag folgender
Gedankengang zu Grunde: Es ist bekannt, dass die Schwerkette des in humanen
Zellen exprimierten und prasentierten MHC Klasse |-Komplexes glykosyliert ist. Die-
se Glykosylierungsstelle befindet sich in der c-terminalen Verlangerung der Langs-
achse des Peptides, an Asn86. Jener Glykanrest ist daflr verantwortlich, dass der
MHC nicht im endoplasmatischen Retikulum retiniert, sondern tber das trans-Golgi
Kompartiment an die Zelloberflache transloziert wird (Miyazaki et al., 1986). Hierzu
sind konformationsunabhangige Interaktionen des monoglykosylierten Glykans mit
Calreticulin mitverantwortlich (Wearsch et al., 2004). Fur eine weitere funktionelle
Relevanz des am MHC Klasse |I-Komplex gebundenen Oligosaccharids finden sich in
der Literatur nur sehr wenige systematische Untersuchungen. Seine Groflie und Lo-
kalisation verhindert wahrscheinlich unspezifische Protein-Protein-Interaktionen und

eine Formation von Aggregaten (Rudd et al.,, 2001). Besagter Glykanrest befindet
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sich also in rdumlicher Nahe zum c-terminalen Ende des Peptids. Durch die Grole
des Oligosaccharids ware es denkbar, dass eine Interaktion mit diesem Teil der
Schwerkette sterisch unmoglich ist. Insbesondere ware wahrscheinlich keine Peptid-
spezifische Interaktion mit dem MHC-Komplex Uber das aul’ere c-terminale Ende
maglich.

Eine Glykankette fehlt hingegen bei rekombinanten und in vitro gefalteten MHC-
Peptid-Kompexen, deren Schwerkette in E. coli exprimiert wird. Hiermit liel3e sich
also erklaren, dass die ,in vitro-Binder” nur an die in vitro gefalteten MHC-Peptid-
Komplexe binden kdnnen, da diese keine Glykankette tragen, welche die ,in vitro-
Binder” an ihrer Bindung sterisch hindert. Ebenso wirde diese Vermutung begreiflich
machen, warum der Inhibitionsversuch auf MHC-Peptid-gekoppelten Beads trotz
nachgewiesener Bindung der ,in vitro-Binder” auf den Beads nicht gelang. Die ,in
vitro-Binder” kdnnten nur mit dem aullersten c-terminalen Ende des Peptides inter-
agieren und somit die Bindungsstelle des T-Zell-Rezeptors nicht blockieren, der pra-
ferentiell mit der zentralen Region des Peptides interagiert. Die ,Nativ-Binder” wirden
in identischer oder ahnlicher Weise mit dem Peptid interagieren wie ein T-Zell-
Rezeptor, so dass konsekutiv eine Interaktion des T-Zell-Rezeptors blockiert ware
und es nicht zu einer T-Zell-Aktivierung kdme. Im Gegensatz hierzu waren die ,in
vitro-Binder® aufgrund ihres Bindungsmodus, der sich betrachtlich von demjenigen
eines T-Zell-Klons unterscheiden wurde, nicht zu einer Inhibition fahig. Diese Beob-
achtung ware insofern interessant, als die bisher beobachtete Form der T-Zell-
Rezeptor-MHC-Peptid-Bindung erheblich durch die Glykosylkette beeinflusst wirde.
Um die vermutete Existenz verschiedener Bindungsmodi der Fab-Antikorper zu zei-
gen, wurden die relevanten Kontaktpunkte aller Klone durch Mutagenisierung des
SSX2103-111-Peptids und der HLA-A*0201 Schwerkette erarbeitet und ein ,Footprint*
zweier ,Nativ-“ und ,in vitro-Binder” erstellt. Unsere Analysen ergaben keine Anhalts-
punkte fur ein unterschiedliches Bindungsverhalten einzelner Klone. Vielmehr binden
alle Fab-Antikorper in ahnlicher Weise an den MHC-Peptid-Komplex. Kritische Punk-
te fur die Fab-MHC-Peptid-Interaktion stellen die Positionen Ala150, Arg65 und ins-
besondere Lys66 der HLA-A*0201-Schwerkette dar. Ahnliche Ergebnisse erzielte in
diesem Zusammenhang Baker et al., dem es gelang, ,hot spots” in der a¢- und a,-
Domane zu definieren, die praferentiell mit dem T-Zell-Rezeptor interagieren (Baker
et al., 2001). Es sind dies konkret die Positionen Arg65, Lys66 und GIn155, von de-
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nen hauptsachlich Lys66 im vorliegenden Fall fir die Fab-MHC-Peptid-Interaktion
von entscheidender Bedeutung war. Demzufolge ist die Evidenz erbracht, dass alle
in der vorliegenden Arbeit selektionierten Fab-Antikorper in gleicher Weise, analog

einem T-Zell-Rezeptor an den MHC-Peptid-Komplex binden.

Eine Erklarung flr das Phanomen der ,in vitro-Binder® fand sich erst im Rahmen der
Analysen der Bindungskinetiken der selektionierten Fab-Antikorper mittels Ober-
flachenplasmonresonanz: Es zeigte sich eine deutliche Diskrepanz der Affinitaten
zwischen den ,Nativ-“ und ,in vitro-Bindern®. Wahrend die ,Nativ-Binder®, die auch in
der Lage waren, T-Zellen zu inhibieren, eine sehr hohe Affinitat aufwiesen, lag die
der ,in vitro-Binder® um ein bis zwei Zehnerpotenzen tiefer. Daher kann man postulie-
ren, dass nur ein Antikorper-Molekul mit identischer Spezifitat, jedoch hoherer Affini-
tat dazu in der Lage ist, einen T-Zell-Rezeptor an seiner Bindung zu hindern.

Diese Tatsache kénnte im Hinblick auf eine immunsuppressive Therapie zur Vermei-
dung einer Transplantatabsto3ung von Bedeutung sein. Es existieren Pharmaka, die
entweder direkt oder indirekt auf eine Hemmung von T-Zellen abzielen. Jedoch birgt
die Behandlung mit diesen Immunsuppressiva viele Nachteile. Eine schwere Neben-
wirkung stellt das gehaufte Auftreten viraler, bakterieller sowie mykotischer Infektio-
nen dar. Zudem sind die Patienten von opportunistischen Infektionen bedroht, wie sie
auch im Rahmen einer AIDS-Erkrankung vorkommen. Zuletzt fuhrt eine immun-
suppressive Therapie nachweislich zu einer erhéhten Inzidenz maligner Neoplasien
(Andres, 2005). Eine winschenswerte Alternative zu den zurzeit zur Verfigung ste-
henden Pharmaka waren solche mit einer hoheren Selektivitat. Derartige Medika-
mente mussten dazu in der Lage sein, lediglich die T-Zellen zu inhibieren, die eine
TransplantatabstoRung bzw. eine GvHD hervorrufen. Eine peptidspezifische Blocka-
de von MHC Klasse |- bzw. MHC Klasse II-Komplexen kénnte eine Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen bzw. von T-Helferzellen verhindern. Eine kompetitive Ver-
drangung des T-Zell-Rezeptors von seinem MHC-Peptid-Komplex scheint aus phar-
makologischer Sicht praktikabel: Einerseits ist die T-Zell-Rezeptor-Interaktion mit ei-
ner Kd < 200 yM von geringer Affinitat (van der Merwe et al., 2003), so dass eine
Verdrangung gemal’ den vorliegenden Daten moglich sein sollte. Andererseits wer-
den die Peptide in sehr geringer Kopienzahl auf der Zelloberflache prasentiert
(Engelhard et al., 2002; Purbhoo et al., 2006). MHC-Peptid-spezifische Antikorper,
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wie die hier generierten ,Nativ-Binder®, sind insofern interessante Kandidaten fir eine

spezifische Immuntherapie.

3. Detektion des MHC-Peptid-Komplexes nach endogener Prozes-
sierung

Eine Detektion endogen prozessierter und auf der Zelloberflache prasentierter TAA
gestaltet sich prinzipiell sehr schwierig. Dies liegt mal3geblich daran, dass einzelne
Peptide in nur sehr geringer Kopienzahl auf der Zelloberflache prasentiert werden (in
der Regel weniger als 100 pro Zelle) und sie damit je nach angewandter Methode
haufig unterhalb der Nachweisgrenze liegen. Zusatzlich entwickeln Tumorzellen ver-
schiedene Escape-Mechanismen, mit deren Hilfe sie sich einem Angriff durch das
Immunsystem entziehen kdnnen. Haufig findet sich beispielsweise eine Downregula-
tion von MHC Klasse I-Molekulen bis hin zum volligen Verlust der HLA Klasse |I-Ex-
pression (Cabrera et al., 1996; Cabrera et al., 1998; Cabrera et al., 2000). Eine der-
artige Veranderung ist fur 15% der Melanome, 12% der Pharynxkarzinome, 14% der
kolorektalen Karzinome, 40% der Harnblasenkarzinome und 25% der Mammakarzi-
nome (Serrano et al., 2001) beschrieben. Einer der Mechanismen fur eine generelle
Downregulation aller HLA Klasse |-Molekule ist eine Mutation des (,-Mikroglobulins
(Benitez et al., 1998; Bicknell et al., 1994; D'Urso et al., 1991). Ebenso wurde ein
selektiver Verlust einzelner HLA-Allele beobachtet (Ramal et al., 2000). Nicht zu ver-
nachlassigen ist auch eine Downregulation der Untereinheiten des Proteasomen-
komplexes sowie der Peptidtransporter TAP-1 und TAP-2, die an der Prozessierung
und dem Transport von Peptiden in das endoplasmatische Retikulum beteiligt sind
(Cromme et al., 1994; Johnsen et al., 1999). Die beschriebenen Modifikationen sind
bekannt bei kleinzelligen Lungenkarzinomen, Prostatakarzinomen und Nierenzellkar-
zinomen (Korkolopoulou et al., 1996).

Im Fall des MHC Klasse |-Weges haben bereits mehrere Arbeitsgruppen die Frage
nach der Effizienz der Antigenprozessierung und -prasentation bearbeitet. Seit eini-
ger Zeit ist bekannt, dass es sich bei der Antigenprozessierung um einen extrem in-
effizienten Prozess handelt.

Diese hohe Ineffizienz mag an der immensen Komplexitat des Prozesses liegen, der
ablaufen muss, bis es zu einer Prasentation kommt. So missen vom Proteasom pro-

duzierte Peptidfragmente eine definierte Lange aufweisen, um effizient mit TAP in-
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teragieren zu kénnen und danach Zugang zum ER zu erlangen (Momburg et al.,
1994). Weiterhin weil® man, dass einem Peptid nur wenige Sekunden bleiben um
nach der Synthese mit dem TAP zu interagieren, ansonsten wird es durch zytosoli-
sche Aminopeptidasen degradiert (Princiotta et al., 2003). Weitere Untersuchungen
ergaben, dass fur die Formation eines einzigen stabilen MHC Klasse I-Komplexes
zwischen 994 und 3.122 Proteinmolekilen degradiert werden muissen (Princiotta et
al., 2003). Fruci et al. (Fruci et al., 2003) untersuchten den postproteasomalen Pro-
zess und hier insbesondere den Anteil des Proteinpools, der fur die Prasentation auf
der Zelloberflache zur Verfligung steht. Sie stellten fest, dass ein direkter Zusam-
menhang zwischen der Prasentation und der Affinitat eines Peptidepitops zum TAP
besteht. Wahrend Epitope mit hoher Affinitat im Verhaltnis 1:100 prasentiert wurden,
wurden solche mit niedriger Affinitat nur im Verhaltnis 1:10.000 prasentiert. Eine
langjahrige Frage war, wie effizient einzelne Schritte der Antigen-Prozessierung ab-
laufen. Cascio et al. (Cascio et al., 2001) konnten diesbeziiglich zeigen, dass besten-
falls eines von zehn degradierten Ovalbuminmolekulen vom Proteasom so geschnit-
ten wurde, dass das immundominante Epitop SIINFEKL entstand.

Aufgrund der Tatsache, dass zudem die Mehrzahl der HLA-Molekile mit solchen
Proteinen beladen ist, die eine hohe Syntheserate aufweisen, wie beispielsweise ri-
bosomale Proteine oder Hitzeschockproteinen (Jardetzky et al., 1991), leuchtet ein,
dass die Prasentation MHC Klasse | restringierter Epitope tumorassoziierter Antigene
aufgrund ihrer wesentlich geringeren Expressionsrate noch deutlich ineffizienter ist.
Beispielsweise stellte man bei der Untersuchung der Prozessierungseffizienz des
Tumorantigens Melan A (Held et al., 2007) fest, dass insgesamt 1.100-2.600 antige-
ne Peptide synthetisiert werden mussen, bis ein MHC-Peptid-Komplex prasentiert
wird. Wird das prasentierte Peptid nun noch aus dem gesamten Melan A-Protein
prozessiert, so ist die Effizienz mit 16.000-52.000 bendtigten Proteinmolekilen, um
einen einzigen MHC-Peptid-Komplex zu detektieren, noch etwa 10- bis 20-fach ge-
ringer. Der naturlich von Tumorzellen prozessierte EAA/HLA-A*0201-Komplex konnte
sogar mit keinem der selektionierten Fab-Antikorper detektiert werden, was wieder-
um die bekannt niedrige Kopienzahl des Peptids bestatigt.

Ein weiteres Beispiel stellt die Visualisierung des NY-ESO-1-Peptids mittels Einzel-

molekul-Fluoreszenzmikroskopie dar (Purbhoo et al., 2006): NY-ESO-1-positive Tu-
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morzellen prasentierten gerade einmal 10-50 NY-ESO-1457.165-Epitope auf ihrer Zell-
oberflache.

Demnach ist es kaum verwunderlich, dass ein valider Nachweis der Antikorperbin-
dung auf Tumorzellen durchflusszytometrisch nicht gelang. Unter Verwendung des
sensitiveren und spezifischeren Verfahrens der Fluoreszenzmikroskopie war es den-
noch mdglich, eine spezifische Membranfarbung mit beiden Antikdrpern zu etablie-
ren.

Beachtlich war das Ergebnis, dass nur eine sehr geringe Anzahl an Zellen der Zellli-
nie Me275 eine Farbung mit dem Fab-Antikdrper VIE1-b aufwiesen. Dies bedeutet
letztendlich, dass das SSX2193.111-Epitop trotz des eindeutigen Nachweises einer
SSX2-Protein-Expression kaum auf der Zelloberflache prasentiert wird. Hingegen
wiesen fast alle Zellen eine spezifische Membranfarbung mit dem Klon Fab3-b auf.
Diese Feststellung steht im Einklang mit den Daten, die mit CD8" T-Zellen auf dieser
Zelllinie erzielt wurden: Der SSX243.111-spezifische T-Zell-Klon zeigte keine Reaktion
gegenuber dieser Zelllinie, wohingegen die SSX241.49-spezifische T-Zell-Linie eine
starke Reaktivitat aufwies. Eine sehr kleine Fraktion von etwa 0,1-1% der Me275-
Zellen prasentierte jedoch das SSX2103.111-Epitop. Offensichtlich reichte die geringe
Anzahl nicht aus, um eine messbare T-Zell-Aktivierung zu identifizieren. Warum ein
Verlust der SSX2403.111-Prasentation bei diesen Zellen nicht evident ist, ist unklar.
Eine Charakterisierung der zugrunde liegenden Mechanismen wurde eine therapeu-
tische Option erdffnen, um die GrolRe des Repertoires der prasentierten Epitope auf
Tumoren und damit die Immunogenitat zu erhdhen.

Im Gegensatz kamen bei der Zelllinie SK-Mel-37 fast alle Zellen sowohl mit dem
SSX2103-111 / HLA-A*0201-spezifischen Fab-Antikérper VIE1-b als auch mit dem
SSX241.49 | HLA-A*0201-spezifischen Fab3-b zur Darstellung, wobei eine starkere
Farbung erneut mit dem Fab3-b erzielt werden konnte. Gleichermalien korrelieren
die Resultate erneut mit den T-Zell-Daten. Es konnte sowohl fur SSX2193.111-
spezifische zytotoxische T-Zellen (Wagner et al.,, 2003) als auch flur SSX241.49-
spezifische T-Zellen (Ayyoub et al., 2002) eine Reaktivitat auf der Tumorzelllinie SK-
Mel-37 demonstriert werden.

Einen weiteren interessanten Aspekt bot die Untersuchung der Melanomzelllinie
Me290, bei der mit beiden Fab-Antikdrpern nur bei extrem wenigen Zellen eine

Membranfarbung nachweisbar war. Erwahnenswert ist dies vor allem aufgrund der
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sowohl mittels RT-PCR als auch mit Hilfe der intrazellularen Farbung mit dem mo-
noklonalen Antikorper E3AS nachgewiesenen Anwesenheit des SSX2-Proteins. Die-
se Feststellung ist erneut kongruent zu der Beobachtung, dass fiir keinen der CD8"
T-Zell-Klone je eine Reaktivitat auf dieser Zelllinie nachgewiesen werden konnte. Aus
der vorangehenden Darstellung der Ergebnisse lasst sich Folgendes ableiten: Insge-
samt scheint bei den zytotoxischen T-Zellen ein bestimmter Anteil an Zellen erforder-
lich zu sein, die das entsprechende Epitop prasentieren, um diese zu einer messba-
ren IFNy-Ausschuttung zu veranlassen. Schon in frGheren Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass die Anzahl der MHC-Peptid-Komplexe, die zur Induktion
einer T-Zell-Antwort erforderlich sind, mit weniger als 10 bis hin zu mehreren 1.000
MHC-Peptid-Komplexen stark variiert (Kageyama et al., 1995).

Weiter geht aus den Beobachtungen der Zelllinie Me275 hervor, dass SSX241.49 wWe-
sentlich effizienter prozessiert und im HLA-A*0201-Kontext prasentiert wird als
SSX2403.111. Eine Erklarung flir diesen Sachverhalt mag sein, dass fur die Prasentati-
on des SSX2403.111-Epitops, bezogen auf die singulare Zelle, ein hdherer Schwellen-
wert fur die Prasentation existiert. Dies bedeutet umgekehrt, dass ein hoheres Ex-
pressionslevel an SSX2-Protein innerhalb der einzelnen Zelle erforderlich ist, bis es
zur Prasentation dieses Epitops kommt. Ein derartiger Sachverhalt lieRe sich zum
Beispiel darauf zurtckfuhren, dass SSX241.49 bzw. sein Vorlaufer eine hohere Affini-
tat zum TAP aufweist und somit ein weitaus hoherer Anteil dieses Epitops auf die
Zelloberflache gelangt, wahrend der grofdte Teil des SSX2403.111-Epitops durch Ami-
nopeptidasen degradiert wird. Zudem kann man schlussfolgern, dass einzelne Epito-
pe des gleichen Tumorantigens von verschiedenen Zelllinien bevorzugt exprimiert
werden. Um eine abschlieBende Stellungnahme abzugeben, welches der beiden
SSX2-Epitope das immundominante ist, sind weitere Untersuchungen auf verschie-
denen Zelllinien erforderlich. Bezieht man namlich die Ergebnisse der Farbung auf
der Tumorzelllinie SK-Mel-37 in seine Betrachtungen mit ein, so stellt man fest, dass
auf dieser Zelllinie SSX241.49 bevorzugt prasentiert wird. Dennoch prasentieren viele
Zellen auch das SSX2403.111-Epitop, so dass sich abschlielend nicht sagen lasst, ob
das SSX241.49 bei allen Zelllinien immundominant ist. Die hier angestellten Betrach-
tungen gelten zudem alle im Kontext von HLA-A*0201. Zur Beantwortung dieser Fra-
gestellung stellen MHC-Peptid-spezifische Antikdrper, wie sie im Rahmen dieser Ar-

beit generiert wurden, ein besonders geeignetes Werkzeug dar.
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Schlieflich gelang - soweit wir wissen - sogar erstmalig eine simultane Visualisierung
zweier verschiedener Epitope desselben Tumorantigens auf den Melanomzelllinien
Me275 und SK-Mel-37. Hiermit konnte fur das CT-Antigen SSX2 nachgewiesen wer-
den, dass Tumorzellen einerseits dazu in der Lage sind, beide Epitope eines TAA auf
der Zelloberflache zu prasentieren. Andererseits konnte aber auch der Nachweis ge-
fuhrt werden, dass die Prasentation des einen Epitops nicht an die des anderen Epi-
tops gekoppelt ist. Das bedeutet, dass auch sehr viele Tumorzellen detektiert werden

konnten, die nur eines der beiden Epitope auf ihrer Zelloberflache trugen.

4. Variabilitdt der Expression der SSX-Gen-Familie

Bemerkenswerter Weise zeigte sich im Rahmen der Untersuchungen eine extrem
grol3e Variabilitat der SSX-RNA- und -Protein-Expression einzelner Tumorzelllinien.
Die Tumorzelllinie Me290 wies einmal nur eine SSX2-RNA-Expression auf, ein ande-
res Mal exprimierte sie RNA der SSX-Mitglieder 1-5. Bei der Tumorzelllinie Me275
variierte die SSX-RNA-Expression in der Art, dass manchmal nur SSX2 und SSX4
mit Hilfe der RT-PCR nachzuweisen waren. Zeitweilig konnte auch die RNA-
Anwesenheit von SSX 1-5 dokumentiert werden. Noch eindrucksvoller wird dies bei
Betrachtung der Tumorzelllinie SK-Mel-37 im Verlauf der Fluoreszenzfarbungen. Die
Melanomzelllinie SK-Mel-37, die zu Beginn der Versuchsreihe die SSX-Mitglieder 1,
2 und 4 exprimierte, verlor im weiteren Verlauf ganzlich ihre SSX-RNA-Expression.
Eine Expression von SSX4-RNA liel} sich erneut nach Behandlung mit dem hypo-
methylierenden Agens DAC induzieren. Relativ stabil bezuglich ihres Expressions-
musters zeigten sich indessen die Mammakarzinomzelllinie T47D und die Melanom-
zelllinie Me260, bei denen mehrfach der Nachweis einer RNA-Expression von SSX2,
4 und 5 gefuhrt werden konnte.

Ferner differierte das Expressionsmuster in normalem Hodengewebe von demijeni-
gen, das von Gure et al. zuvor beschrieben wurde (Gure et al., 2002). Im Rahmen
unserer Untersuchungen konnten wir zusatzlich die mRNA von SSX8 und sehr
schwach auch SSX9 detektieren, so dass wir Gure et al. nicht zustimmen konnen,
die diese Gene trotz struktureller Vollstandigkeit funktionell Pseudogenen gleichset-
zen (Gure et al., 2002). Diese Forschungsergebnisse liel3en sich allerdings durch
unterschiedliche Kulturbedingungen und eine hohere Sensitivitat infolge eines diffe-
rierenden experimentellen Aufbaus erklaren. Ubereinstimmende Ergebnisse fanden

sich im Bezug auf die Expression des SSX6-Proteins, welches als einziges Mitglied
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der SSX-Familie auch im Rahmen unserer Versuchsreihe nicht nachweisbar war.
Zudem kann man die Feststellung von Gure et al. erharten, dass die SSX-Mitglieder
SSX1, 2 und 4 wesentlich haufiger als die SSX-Mitglieder SSX3, 5 und 6 im Tumor-
gewebe vorkommen.

Die Tatsache, dass sich auch bei den von uns untersuchten Tumorzelllinien keinerlei
Expression von SSX6, 8 und 9 sowie nur sehr selten eine Expression von SSX7
fand, mag erklaren, warum diese Mitglieder der SSX-Familie wesentlich spater ent-
deckt wurden.

Eine derart variable Expression von CT-Antigenen konnten Neumann et al. auch flr
EBV-transformierte B-Zellen (LCLs) nachweisen (zur Veroffentlichung anstehend).
Sie untersuchten die Expression von 12 verschiedenen CT-Genen mit Hilfe einer RT-
PCR an 20 LCL-Linien verschiedener Spender. Bemerkenswert war, dass obwohl
eine Expression von CT-Antigenen in LCLs bis heute nicht beschrieben wurde, 80%
der etablierten LCLs mindestens eines der untersuchten CT-Gene exprimierten. Das
am haufigsten exprimierte CT-Gen war mit 60% SSX4, gefolgt von SSX1 (45%) und
MAGE-3 (40%). Die CT-Gene SSX2, GAGE und SCP-1 wurden in etwa 30% der
untersuchten LCL-Linien exprimiert. Interessanterweise korrelierte die Expression der
CT-Gene weder mit der Kulturdauer, noch mit der Telomeraseaktivitat, der Aneuploi-
die oder der Proliferationsrate der untersuchten Zellen. Ebenso fand sich keine Kor-
relation zwischen der CT-Expression und spezifischen Charakteristika der LCLs,
wenn man sie, wie von Sugimoto et al. vorgeschlagen (Sugimoto et al., 2004), in
»(post-)immortal® und ,pra-immortal® unterteilte. Zusammenfassend muss man
konstatieren, dass die Mechanismen, die der CT-Gen-Expression zu Grunde liegen
wesentlich komplexer sind, als zuvor angenommen wurde.

AbschlieRend muss man auf die immunologische Problematik einer derartig variablen
Expression von Tumorantigenen eingehen. Diese stellt eine weitere Erklarung fur das
wohl bekannte Problem der Immunkontrolle von Tumoren dar. Eine derartig variable
Expression mit passagerem oder ganzlichem Verlust der Expression eines Tumoran-
tigens, wie dies fur die Zelllinie SK-Mel-37 gezeigt werden konnte, stellt einen weite-
ren Mechanismus im Sinne eines Escapes dar. So ist bekannt, dass es im Rahmen
von Tumorerkrankungen nicht selten zu einer peripheren T-Zell-Anergie kommt. Wei-
terhin stellt der hier beschriebene Verlust der Expression eines Tumor-antigens kei-

neswegs einen Einzelfall dar. Jager et al. (Jager et al., 1997) wiesen anhand mehr-
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fach gewonnener Biopsate von Metastasen im Rahmen vergleichender Analysen
einen allmahlichen Verlust der Melan A-Expression, in Abhangigkeit von der Tumor-
progression, bei 4 von 5 Patienten nach.

Der Ansatz einer Tumorvakzinierung bleibt in jedem Fall infolge der variablen Ex-
pression sowie der oben beschriebenen geringen Prasentation von Tumorantigenen
ein aulierst kompliziertes Vorhaben. Eine homogene Antigenexpression und -prasen-
tation scheint eine entscheidende Grundvoraussetzung zu sein, um antigenspezifi-
schen T-Zellen eine Lyse der Zielzellen zu ermdglichen und somit eine immunologi-
sche Selektion solcher Tumorzellen mit Antigenverlust zu vermeiden. Kinftige Vakzi-
nierungsversuche mussen also ihren Fokus einerseits darauf richten, die Expression
von MHC I-Molekulen zu modulieren und andererseits einem Verlust tumorassoziier-

ter Antigene effektiv vorzubeugen.

5. Erkenntnisse aus der Behandlung mit 5-Aza-2’-deoxycytidin

5-Aza-2’-deoxycytidin ist ein Pyrimidinanalogon, das wahrend der Replikation in die
DNA eingebaut wird. Als Konsequenz des Einbaus von DAC kommt es zu einer
Hemmung der DNA-Methyltransferase und konsekutiv zu einer Demethylierung in
der entsprechenden Sequenz, was zu einer Beeinflussung der fur die Zellregulation
verantwortlichen Proteine fuhrt. Die Rolle einer DNA-Methylierung bei der Onkoge-
nese wurde schon seit Jahren untersucht. Zahlreiche Arbeiten zeigten, dass die
DNA-Methyltransferase-Aktivitat haufig in Tumorzellen gesteigert ist. Die dabei ent-
stehende Hypermethylierung hemmt die Transkription der Promotorregion verschie-
dener Tumorsuppressorantigene. Auf diese Weise kann eine DNA-Methylierung die
Genaktivitat modifizieren ohne eine Veranderung der Gensequenz hervorzurufen. Es
wurde vermutet, dass die Hypermethylierung einen Schritt der von Knudson formu-
lierten ,Zwei-Treffer-Hypothese“ darstellt (Jones et al., 1999). Beispiele flr haufig
methylierte Gene sind das in Mamma- (Virmani et al., 2001), Lungen- und Osopha-
guskarzinomen (Kawakami et al., 2000) vorkommende APC (adenomatous polyposis
coli)-Gen, das in Mamma- (Dobrovic et al., 1997) und Ovarialkarzinomen (Chan et
al., 2002) nachgewiesene BRCA1 (breast cancer 1)-Gen und das in einer Vielzahl
von Tumoren exprimierte RASSF1A (Agathanggelou et al., 2001) (Ras association
domain family member 1)-Gen. Tumoren, in denen die Methylierung zahlreicher Ge-

ne gezeigt worden ist sind: Lungenkarzinome, gynakologische Tumore (v.a. Mam-
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makarzinome), hadmatologische Malignome (Leukamien und Lymphome) und Nieren-
zellkarzinome.

Altevogt et al. gelang es, bei immunresistenten metastasierten Tumoren in Mausen
durch die Behandlung mit DAC eine Reexpression des Tumorantigens hervorzuru-
fen, so dass diese wieder von spezifischen zytotoxischen T-Zellen erkannt und lysiert
wurden (Altevogt et al., 1986). Serrano et al. konnten weiterhin mit Hilfe einer DAC-
Behandlung der Melanomzelllinie MSR3-mel nachweisen, dass die Hypermethylie-
rung bei der Hemmung der Transkription von HLA Klasse |-Komplexen eine grol3e
Rolle spielt (Serrano et al., 2001).

Im Rahmen der Behandlung mit DAC demonstrierten wir, dass ,die SSX-Promotor-
aktivitat sensitiv fur Methylierungen® ist (Gure et al., 2002), wie dies schon fur die CT-
Antigene CTSP-1 (Parmigiani et al., 2006) und MAGE (De Smet et al., 1999) be-
schrieben ist. Jedoch lieRen sich auch im vorliegenden Fall nur einzelne Mitglieder
der Multigenfamilie induzieren. Betrachtet man beispielsweise die Melanomzelllinien
Me275 und Me290, so waren vor der DAC-Behandlung lediglich SSX2 und SSX4
sowie bei der Zelllinie Me275 auch schwach SSX7 nachweisbar; nach der Behand-
lung jedoch SSX1-5 sowie schwach SSX8. Bei der Melanomzelllinie SK-Mel-37 liel3
sich vor der DAC-Behandlung die mRNA keines der SSX-Proteine detektieren. Nach
der Behandlung kam es zu einer Induktion von SSX4. Zusammenfassend gelang mit
Hilfe einer DAC-Behandlung die Induktion der SSX-Mitglieder 1, 3, 4, 5 und 8.

Bei schon vorbestehender Expression von SSX2 und SSX4 liel3 sich diese weiter
steigern, mit der Folge, dass es zu einer fluoreszenzmikroskopisch nachweisbaren
Zunahme der Prasentation von SSX2403.111 kam. Bemerkenswert ist allerdings, dass
im HLA-A*0201-Kontext die Expression des Epitops SSX21¢3.111 anstieg und diejeni-
ge des Epitops SSX241.49 gleich blieb oder sogar abnahm. Ein Erklarungsansatz fur
diesen Fakt ware folgende Uberlegung: Wie schon langer bekannt ist, existieren fur
MHC Klasse |-restringierte Peptide unterschiedliche Wege der Antigenprozessierung.
Dahingehend besitzen konstitutive Proteasomen und Immunoproteasomen verschie-
dene Schnittmuster zur Degradierung ubiquitinylierter Proteine (Toes et al., 2001).
Zudem sind mit der Cysteinprotease (Lopez et al., 1997) und der Tripeptidyl Peptida-
se |l (Seifert et al., 2003) weitere Wege der Prozessierung von Antigenen beschrie-
ben, welche sich im Zytosol abspielen. Die Translokation von Peptiden kann weiter-

hin TAP-abhangig oder TAP-unabhangig erfolgen. Hierbei ist der exakte Weg der
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SSX2-Prozessierung noch nicht bekannt. Eine mdgliche Erklarung flr die unter-
schiedliche Prasentation der beiden Epitope SSX21p3.111 und SSX241.49 im HLA-
A*0201-Kontext ware, dass zur Prasentation von SSX2193.111 €in bestimmter Grenz-
wert der Proteinexpression Uberschritten sein muss, was nach der DAC-Behandlung
gewahrleistet ist.

Weiterhin wiesen Giure et al. (Gure et al., 2002) nach, dass eine Induktion von SSX2
nach DAC-Behandlung auch bei Zelllinien moglich ist, die im nativen Zustand keine
SSX-Expression aufweisen. Aufschlussreich ware in diesem Zusammenhang, ob es
nach einer Induktion von SSX2 ebenfalls zur Prasentation seiner HLA-A*0201
restringierter Epitope kommt und wenn ja ob nur das Epitop SSX2103.111 auf der
Oberflache nachweisbar ist oder gar beide.

Aus dem Sachverhalt, dass es nicht bei allen Mitgliedern der SSX-Familie zu einer
Induktion kam, leiten wir die gleichen Schlussfolgerungen wie Gure et al. (Gure et al.,
2002) ab, namlich dass dies nicht der einzige Mechanismus einer Regulation der
SSX-Expression sein kann. Dennoch stellt eine Behandlung mit DAC eine interes-
sante Option in der Therapie SSX2-exprimierender Tumore dar. Durch eine Hem-
mung der DNA-Methyltransferase in Tumoren lasst sich eine Differenzierungsindukti-
on hervorrufen. Hierbei kommt es zu einer Inaktivierung von Tumorsuppressoranti-
genen, die fur den Tumor einen Proliferationsvorteil darstellen. Anhand der verbes-
serten Detektion nach DAC-Behandlung mit dem Fab-Antikérper VIE1-b wird deut-
lich, dass eine Steigerung der SSX2-Expression auch eine gesteigerte Prasentation
des SSX2103-111 / HLA-A*0201-Komplexes zur Folge hat. Dies kénnte man sich zu
Nutze machen, wenn das Immunsystem infolge der sehr geringen Prasentation von
Tumorantigenen eine Immuntoleranz entwickelt hat. So kdnnte sowohl die Erken-
nung durch zytotoxische T-Zellen als auch die durch T-Helferzellen deutlich durch
eine Behandlung mit DAC verbessert werden. Es kdnnte einerseits ein eventuell be-
stehender Defekt der HLA Klasse |-Prasentation behoben werden und andererseits
die Expression und Prasentation von CT-Antigenen induziert werden. Es wurde
schon kurz auf den Sachverhalt eingegangen, dass der gegen SSX2193.111 spezifi-
sche T-Zell-Klon keine Reaktivitat gegenuber der Melanomzelllinie Me275 zeigte.
Dies fuhren wir darauf zurtck, dass bei der Mehrheit der Zellen fluoreszenzmikro-

skopisch keine Prasentation von SSX2103.111 / HLA-A*0201-Komplexen nachgewie-
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sen werden konnte. Moéglicherweise lielde sich jedoch nach der Behandlung mit DAC
eine Reaktivitat herstellen.

Da eine Demethylierung einen reversiblen Vorgang darstellt, werden Arzneimittel wie
5’-Azacytidin, Decitabin und Histondeacetylaseinhibitoren zur Behandlung einer Viel-
zahl von Tumoren eingesetzt (Das et al., 2004). Dennoch darf man aus diesen Re-
sultaten nicht die falsche Schlussfolgerung ableiten, dass eine generelle Hypomethy-
lierung eine Tumorentstehung vermeidet. Es ist bekannt, dass auch eine genomweite
Hypomethylierung zur Entstehung verschiedener Tumore (Feinberg et al., 1983; Kim
et al., 1994) beitragt. Derartige Veranderungen treten haufig bei metastasierten Le-
berzellkarzinomen (Lin et al., 2001), Zervixkarzinomen (Kim et al., 1994), Prostata-
karzinomen (Bedford et al., 1987) sowie hamatologische Malignomen auf (Ehrlich,
2002).

Der DNA-Hypermethylierungsinhibitor Decitabin (Dacogen®) kommt beispielsweise
erfolgreich als Orphan drug zur Therapie des Myelodysplastischen Syndroms in den
Vereinigten Staaten zum Einsatz. Dort wurde er im Mai 2006 durch die Arzneimittel-
zulassungsbehorde der Vereinigten Staaten, FDA (Food and Drug Administration)
zugelassen. In Deutschland ist das demethylierende Analogon Azacytidin (Vidaza®)
seit Dezember 2008 als Orphan Drug zur Therapie des myelodyplastischen Syn-
droms (MDS) bei Patienten mit intermediarem Risiko 2 oder hohem Risiko nach In-
ternational Prognostic Scoring System (IPSS), bei der chron. myelomonozytare Leu-
kamie (CMML) mit 10-29% Knochenmarkblasten ohne myeloproliferative Stérung
und bei der akuten myeloischen Leukdmie (AML) mit 20-30% Blasten und Mehrli-
nien-Dysplasie gemall WHO-Klassifikation zugelassen.

6. Perspektiven

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten und charakterisierten MHC-Peptid-
spezifischen Antikorper stellen eine erhebliche Erweiterung des Instrumentariums zur
Bearbeitung von Fragestellungen der Antigen-Prozessierung und -Prasentation dar.
Dies gilt sowohl fur die Untersuchung der Immunantwort im physiologischen Kontext,
als auch unter pathologischen Bedingungen wie beispielsweise in der Tumorimmuno-
logie.

Obwohl inzwischen eine Vielzahl an tumorspezifischen Antigenen identifiziert worden
sind, die dazu in der Lage sind, sowohl eine B- als auch T-Zell-Antwort (Preuss et al.,
2002; Van den Eynde et al.,, 1997a; Van den Eynde et al.,, 1997b) zu induzieren,
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kommt es in der Realitat nur sehr selten zur Zerstorung eines manifesten Tumors
durch das Immunsystem eines Patienten. Neben potentiell ineffektiven Effektorme-
chanismen stellen Tumor-Escape-Mechanismen, auf die bereits mehrfach eingegan-
gen wurde, ein gut fundiertes Erklarungsmodell dar. Ferner konnten wir zeigen, dass
derartige Tumor-Escape-Mechanismen nicht zwangslaufig alle Epitope eines Tumor-
antigens betreffen. So kann es bei normaler MHC |-Expression auch zu einem par-
tiellen Verlust der Prasentation einzelner T-Zell-Epitope kommen, wahrend die Ex-
pression anderer erhalten bleibt. Unter Anwendung der SSX2-spezifischen Fab-
Antikorper FabVIE1 und Fab3 konnten wir demonstrieren, dass es in der Melanom-
zelllinie Me275 zu einer sehr geringen, zum Teil vollig fehlenden, Prasentation des
HLA-A*0201-restringierten Epitops SSX2103.111 kam, wahrend das Epitop SSX241.49
weiterhin homogen prasentiert wurde. Diese Feststellung ist insofern von Bedeutung,
als neue therapeutische Strategien darauf abzielen kdnnten, gezielt das Repertoire
prasentierter Epitope auf Tumorzellen zu vergroRern und damit eine wesentlich effek-
tivere Lyse durch CTLs ermdglichen konnten. Die von uns generierten Fab-
Antikérper ermdglichen nun detailliertere Untersuchungen dieses Phanomens.
Insbesondere im Falle des malignen Melanoms ist eine aul3erst ineffektive Prasenta-
tion von Tumorantigenen sehr wahrscheinlich, da der Tumor zwar oft von T-Zellen
infiltriert ist, es jedoch dennoch zu keiner nennenswerten Lyse der malignen Zellen
kommt. Nichtsdestoweniger bleiben diese den Tumor infiltrierenden Lymphozyten
(tumor-infiltrating lymphocytes, TIL) ein interessanter Ansatz im Hinblick auf eine er-
folgreiche Therapie das Malignen Melanoms: Entnimmt man einem Patienten eine
gewisse Menge dieser Lymphozyten, kultiviert und expandiert diese und transferiert
diese erneut dem Patienten, so kommt es zu einer nachweisbaren Immunantwort
(June, 2007).

Zusammenfassend stellen die von uns generierten und charakterisierten Fab-
Antikdrper Reagenzien mit exklusiver Spezifitat dar, mit denen drangende tumor-
immunologische Fragestellungen zukunftig bearbeitet werden kénnen. lhre Relevanz

wird durch ihren potenziellen therapeutischen Einsatz weiter gesteigert.
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