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Identifizierung von Antigen-Epitopen

Besch reibung

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur ldentifizierung
und/oder zum Nachweis von T-Zell-Epitopen eines Protein-Antigens,
Verfahren zur Herstellung von Peptid-Impfstoffen gegen ein Protein-
Antigen, Verfahren zur Qualitdtskontrolle von Rezeptor-Ligand-
Komplexen und/oder deren Bestandteilen, Verfahren zur Herstellung
von Nanopartikein mit mindestens einer immobilisierten Rezeptor-
Einheit oder einem immobilisierten Rezeptor, Verfahren zur Herstel-
lung von Nanopartikeln mit immobilisierten Peptid-prasentierenden
MHC-Molekiilen, Verfahren zur Anreicherung und/oder lIsolierung
spezifischer CD4"-T- oder CD8"-T-Lymphozyten aus peripheren mo-
nonuclesdren Blutzellen, Verfahren zum Primen und/oder Restimulie-
ren einer CD4"-T- oder QD8+-T-Lymphozyten-Reaktion in vitro, Na-
nopartikel mit einer immobilisierten Rezeptor-Einheit, insbesondere
einer immobilisierten Kette eines MHC-Molekiils, Nanopartikel mit
einem immobilisierten Rezeptor, insbesondere einem immobilisierten
MHC-Molekill, Nanopartikel mit einem immobilisierten Peptid-
prasentierenden MHC-Rezeptor, einen Peptid-Impfstoff, einen Kit zur
Identifizierung und/oder zum Nachweis von T-Zell-Epitopen eines
Protein-Antigens, sowie die Verwendung der Nanopartikel zur ldenti-
fizierung und/oder zum Nachweis von T-Zell-Epitopen, zur Herstel-
lung von Peptid-Impfstoffen, zur Anreicherung und/oder Isblierung
spezifischer T-Lymphozyten sowie zum Primen einer CD4"-T- oder
CD8"-T-Lymphozyten-Reaktion in vitro.

Die Gesundheit eines tierischen oder menschlichen Organismus
hangt unter anderem davon ab, inwieweit der Organismus sich ge-

gen pathogene Agenzien aus seiner Umwelt schiitzen kann bezie-
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hungsweise inwieweit der Organismus verdndertes korpereigenes
Material erkennen und eliminieren kann. Das Immunsystem des
menschlichen oder tierischen Kérpers, das diese Funktionen erflilit,
lasst sich in zwei funktionelle Bereiche unterteilen, namlich das an-
geborene und das erworbene Immunsystem. Die angeborene Immu-
nitat ist die erste Verteidigungslinie gegen Infektionen und die meis-
ten potentiellen Krankheitserreger werden unschédlich gemacht, be-
vor sie beispielsweise eine erkennbare Infektion verursachen koén-
nen. Das erworbene Immunsystem reagiert auf als Antigene be-
zeichnete Oberflachenstrukturen des eindringenden Organismus. Es
gibt zwei Typen erworbener Immunreaktionen, nadmlich die humorale
Immunreaktion und die zellvermittelte Immunreaktion. Bei der humo-
ralen Immunreaktion binden in den Kérperflﬁssigkéiten vorhandene
Antikdrper an Antigene und zerstéren diese. Bei der zellvermittelten
Immunreaktion werden T-Zellen aktiv, die andere Zellen zerstéren
kénnen. Wenn beispielsweise mit einer Krankheit im Zusammen-
hang stehende Proteine in einer Zelle vorhanden sind, werden sie
innerhalb der Zelle proteolytisch zu Peptiden fragmentiert. Danach
binden spezifische Zellproteine an die so entstandenen Fragmente
des Proteins oder Antigens und transportieren diese an die Oberfla-
che der Zelle, wo sie den molekularen Abwehrmechanismen, insbe-
sondere T-Zellen des Korpers prasentiert werden.

Die Molekiile, die die Peptide an die Zelloberflache transportieren
und dort présentieren, werden als Proteine des Haupthistokompatibi-
litats-Kompiexes (MHC) bezeichnet. Die Bedeutung der MHC-
Proteine besteht insbesondere darin, dass sie T-Zellen ermdéglichen,
,selbst’ (self)-Antigene von ,nicht selbst* (non-self)-Antigenen zu un-
terscheiden. Die MHC-Proteine werden in MHC-Profeine der Klasse |

und der Klasse Il unterteilt. Obwohl die Proteine der beiden MHC-
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Klassen strukturell sehr &hnlich sind, unterscheidet sich ihre. Funkti-
on relativ deutlich. Proteine der MHC-Klasse | sind auf der Oberfla-
che fast aller Kérperzellen vorhanden. Die Proteine der MHC-Klasse
| prasentieren Antigene, die normalerweise von kérpereigenen Prote-
inen stammen, gegeniber cytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs). Die
MHC-Proteine der Klasse Il sind nur auf B-Lymphozyten, Makropha-
gen und anderen Antigen-prasentierenden Zellen vorhanden. Sie
prasentieren hauptséchlich Peptide, die aus externen, also nicht kor-

pereigenen Antigen-Quellen stammen, gegenliber T-Helfer (Th)-
Zellen. '

MHC-Molekiile der Klasse | werden konstitutiv auf der Oberflache
fast aller Zelitypen innerhalb des Korpers gebildet. Die von den
MHC-Proteinen der Klasse | gebundenen Peptide stammen von
normalerweise im gesunden Wirtsorganismus selbst produzierten
zytoplasmatischen Proteinen ab, die weder im Zusammenhang mit
Fremdzellen noch entarteten Zellen stehen. Normalerweise wird
durch solche MHC-Proteine der Klasse | auch keine Immunreaktion
stimuliert. Zytotoxische T-Lymphozyten, die solche ,self* (selbst)-
Peptide prasentierende MHC-Molekile der Klasse | erkennen, wer-
den daher in den Thymus fransportiert oder nach ihrer Freisetzung
aus dem Thymus vom Korper toleriert. MHC-Molekiie kénnen nur
dann eine Immunreaktion stimulieren, wenn ein ,non-self* (nicht-
selbst)-Peptid gebunden ist, an das zytotoxische T-Lymphozyten
binden. Die meisten zytotoxischen T-Lymphozyten besitzen sowohl
T-Zell-Rezeptoren (TCR) und CD8-Molekile auf ihrer Oberflache.
Die T-Zell-Rezeptoren kdnnen nur dann non-self?Peptide erkennen
und daran binden, wenn sie in Form eines Komplexes mit den Mole-
kilen der MHC-Klasse | vorliegen. Damit ein T-Zell-Rezeptor einen
Peptid-MHC-Komplex binden kann, mussen zwei Bedingungen erflillt
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sein. Erstens miissen die T-Zell-Rezeptoren eine Struktur aufweisen,
die ihnen eine Bindung an den Peptid-MHC-Komplex erlaubt. Zwei-
tens muss das CD8-Molekill an die a-3-Domane der MHC-Klasse |-
Molekile binden. Jeder zytotoxische T-Lymphozyt exprimiert einen
unikalen T-Zell-Rezeptor, der nur einen spezifischen MHC-Peptid-
Komplex binden kann.

Die Peptide binden an die Molekiile der MHC-Klasse | durch kompe-
titive Affinitatsbindung innerhalb des endoplasmatischen Retikulums,
bevor sie auf der Zelloberflache prasentiert werden. Die Affinitat ei-
nes einzelnen Peptides steht dabei in direktem Zusammenhang mit
seiner Aminoséuresequenz und dem Vorhandensein von spezifi-
schen Bindungsmotiven an definierten Positionen innerhalb der Ami-
nosauresequenz. Die Kenntnis der Sequenz eines solchen ,non-
self*-Peptides ermdglicht es beispielsweise, das Immunsystem ge-
gen erkrankte Zellen zu manipulieren, zum Beispiel unter Verwen-
dung von Peptid-Impfstoffen. Die direkte Analyse von solchen ,non-
self‘-Peptiden wird jedoch durch mehrere Faktoren erschwert. Bei-
spielsweise sind sehr haufig relevante Epitope, d.h. relevante Pep-
tidsequenzen unterreprasentiert. Erschwerend kommt hinzu, dass
MHC-Molekile einen hohen Polymorphismus-Grad aufweisen. So
kann ein Indi\)iduum allein bei den Molekilen der MHC-Klasse | bis
zu sechs verschiedene Polymorphismen auf\Neisén', wobei in jedem
Fall zum Teil sehr unterschiedliche Peptidsequenzen gebunden wer-
den.

Unter Verwendung von Computeralgorithmen lassen sich potentielle
T-Zell-Epitope, also Peptidsequenzen, die von den MHC-Molekiilen
der Klasse | oder Il in Form eines Peptid-prasentierenden Komple-
xes gebunden und dann in dieser Form von den T-Zell-Rezeptoren
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zytotoxischer T-Lymphozyten erkannt werden, vorhersagen. Das
heilt, das Ergebnis solcher Analysen erlaubt Aussagen iber die
Wahrscheinlichkeit einer Bindung eines Peptides an spezifische
MHC-Molekile, beispielsweise HLA-Phanotypen. Derzeit werden
insbesondere zwei Programme, namlich SYFPEITHI (Rammensee
et al., Immunogenetics, 50 (1999), 213-219) und HLA_BIND (Parker
et al., J. Immunol., 152 (1994), 163-175) verwendet. Die so ermittel-
ten Peptidsequenzen, die potentiell mit MHC-Molekiilen der Klasse |
eine Bindung eingehen kénnen, missen dann in vitro hinsichtlich
ihrer tatsachlichen Bindungskapazitat untersucht werden. Die dazu
erforderlichen Verfahren sind jedoch in ihrer Wirksamkeit stark be-
schrankt, da nur eine aullerst geringe Anzahl von Peptiden simultan
gescreent und untersucht werden kann.

Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende technische Prob-
lem besteht darin, ein verbessertes Verfahren zum Screenen poten-
tieller T-Zell-Epitope bereitzustellen, das eine simultane und schnelle
Untersuchung einer Vielzahl von Peptidsequenzen, beispielsweise
solcher Sequenzen, die unter Verwendung von Computeralgorith-
men bereits als potentielle Bindungspartner fiir spezifische MHC-
Molekule ermittelt wurden, hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Bindung an
spezifische MHC-Molekl'Jle erlaubt.

Die vorliegende Erfindung 16st das ihr zugrunde liegende technische
Problem durch die Bereitstellung eines Verfahrens zur ldentifizierung
und/oder zum Nachweis von T-Zell-Epitopen eines Protein-Antigens
in vitro, wobei eine Population von Peptid-Fragmenten des Antigens
einer kompetitiven Bindung an eine erste immobilisierte Rezeptor-
Einheit, vorzugsweise und optional in Gegenwart einer zweiten Re-
zeptor-Einheit, die zusammen mit der ersten Rezeptor-Einheit einen
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Rezeptor bilden kann, unterworfen und das oder die gebundenen
Peptid-Fragmente mit Affinitdt zu dem Rezeptor an zumindest die
erste Rezeptor-Einheit, vorzugsweise an die beiden Rezeptor-
Einheiten bindet, und das oder die gebundene(n) Peptid-Fragmente
anschliefiend isoliert und analysiert wird beziehungsweise werden,
umfassend

a) Immobilisierung mindestens der ersten Rezeptor-Einheit, die min-
destens eine erste funktionelle Gruppe aufweist, an einem Nanopar-
tikel, dessen Oberflaiche mindestens eine die erste funktionelle
Gruppe bindende zweite funktionelle Gruppe aufweist,

b) Herstellung beziehungsweise Bereitstellung einer Population von
Peptid-Fragmenten des Protein-Antigens, die unterschiedliche Se-
quenzbereiche des Protein-Antigens umfassen,

c) Durchflihrung einer kompetitiven Bindung der Peptidfragment-
Population an die am Nanopartikel immobilisierte erste Rezeptor-
Einheit, optional, insbesondere bei MHC-Moleklilen der Klasse I, in
Gegenwart einer zweiten Rezeptor-Einheit, wobei das oder die Pep-
tid-Fragmente mit Affinitdt zu der ersten” beziehungsweise beiden
Rezeptor-Einheiten, insbesondere, wenn vorhanden, zusammen mit
der zweiten Rezeptor-Einheit, an die erste Rezeptor-Einheit bindet
und ein an dem Nanopartikel immobilisierter Rezeptor-
Peptidfragment—Komplex erhalten wird, und

d) Analyse des immobilisierten Rezeptor—Peptid,fragment—Komplex
und/oder des beziehungsweise der gebundenen Peptid-
Fragmente(s).
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Die vorliegende Erfindung l6st das ihr zugrunde liegende technische
Problem also durch die Bereitstellung eines Verfahrens, wobei in
vitro ein Rezeptor/Ligand-Komplex, insbesondere ein Rezeptor-
Peptidfragment-Komplex unter Bedingungen erzeugt wird, die den
tatséchlichén in vivo-Verhaltnisse, beispielsweise in einer Zelle mit
MHC-Molekiilen der Klasse | weitestgehend entsprechen. Dabei Wird
erfindungsgemalR eine Population von Peptidfragmenten, die bei-
spielsweise die vollstandige Aminoséduresequenz eines Protein-
Antigens reprasentieren kénnen, erzeugt und die gesamte Peptid-
fragment-Population wird dann in einem Schritt einer Bindung an
einen immobilisierten Rezeptor, insbesondere einen MHC-Komplex,
oder an eine immobilisierte Rezeptor-Einheit, also eine Kette des
MHC-Komplexes unterworfen. In Fallen, in denen der Rezeptor ein
Protein der MHC-Klasse | ist, kann die Bindung des oder der Peptid-
fragmente an die immobilisierte erste Rezeptor-Einheit, insbesonde-
re die a-Kette, fir die erfindungsgeméaBe ldentifizierung ausreichen,
ohne dass eine zweite Rezeptor-Einheit vorhanden sein muss.
Selbstverstandlich kann diese zweite Einheit dennoch vorhanden
sein. Dies gilt insbesondere fiir den Fall, dass der Rezeptor ein Pro-
tein der MHC-Klasse 1l ist. Das oder die Peptid-Fragmente, die Affini-
tat zu dem Rezeptor, der einen Rezeptor-Einheit und/oder den bei-
den Rezeptor-Einheiten aufweist beziehungsweise aufweisen, kann
dann tatsé&chlich einen in immobilisierter Form vorliegenden Rezep-
tor-Ligand-Komplex oder einen Rezeptor-Peptidffagment-Komplex
bilden. Da erfindungsgemafR die Immobilisierung an Nanopartikeln
erfolgt, kann der resultierende Rezeptor-Ligand-Komplex auf einfa-
che Weise von den Peptid-Fragmenten abgetrennt werden, die kei-
nen Rezeptor-Ligand-Komplex bilden kijnhen, also keine Affinitat zu
dem ersten oder beiden Rezeptor-Einheiten aufweisen, da sie also
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im Vergleich zu dem im Komplex gebundenen Peptid-Fragment kei-
ne oder eine erheblich geringere Affinitdt zu dem Rezeptor aufwei-
sen. Erfindungsgeméal kann das Peptid-Fragment oder die Peptid-
Fragmente mit Affinitat aus der Population von Peptid-Fragmenten
abgetrennt und analysiert werden. Dieses Peptid-Fragment kann
erfindungsgemaf in gebundener Form, d.h. als Rezeptor-Ligand-
Komplex beispielsweise unter Verwendung von MALDI-
Massenspekirometrie analysiert werden. Das im Komplex gebunde-
ne Peptid-Fragment kann jedoch erfindungsgemafl auch von dem
immobilisierten Komplex abgetrennt und separat analysiert werden,
beispielsweise einer Sequenzierung unterworfen werden. Die fiir die
erfindungsgemélBe  Verfahrensweise  bereiigestelite  Peptid-
Fragment-Population enthalt die einzelnen, individuellen Peptid-
Fragmente jeweils in ausreichender Menge, um eine erfindungsge-
male Identifizierung zu ermoghchen

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem
.1-Zell-Epitop* eine Peptidsequenz verstanden, die von den MHC-
Molekilen der Klasse | oder Il in Form eines Peptid-prasentierenden
MHC-Molekiils oder MHC-Komplexes gebunden und dann in dieser

Form von zytqtoxischen T-Lymphozyten oder T-Helfer-Zellen erkannt
und gebunden werden kann.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem
,Rezeptor’ ein biologisches Molekill oder eine Molekiilgruppierung
verstanden, das/die einen Liganden binden kann. Ein Rezeptor kann
zum Beispiel der Informationstibermittlung in einer Zelle, einem Zell-
verband oder einem Organismus dienen. Der Rezeptor besteht aus
mindestens einer Rezeptor-Einheit und vorzugsweise aus zwei Re-

zeptor-Einheiten, wobei jede Rezeptor-Einheit aus einem Proteinmo-
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lekl, insbesondere einem Glykoproteinmolekiil bestehen kann. Der
Rezeptor weist zu einem Liganden eine kompleméntére Struktur auf
und kann den Liganden als Bindungspartner komplexieren. Die In-
formationsweiterleitung erfolgt insbesondere durch Anderung der
Konformation des Rezeptors nach Komplexierung des Liganden an
der Oberflache einer Zelle. ErfindungsgemaR werden unter einem
Rezeptor insbesondere Proteine der MHC-Klassen | und Il verstan-
den, die mit einem Liganden, insbesondere einem Peptid oder Pep-

tidfragment geeigneter Lange, einen Rezeptor-Ligand-Komplex bil-
den kdnnen.

Unter einem ,Liganden® wird ein Moleki verstanden, das zu einem
Rezeptor eine komplementére Struktur aufweist und mit diesem ei-
nen Komplex bilden kann. ErfindungsgemaR wird unter einem Li-
ganden insbesondere ein Peptid oder Peptid-Fragment verstanden,
das eine geeignete Lange und in seiner Aminosduresequenz geeig-
nete Bindungsmotive aufweist, so dass das Peptid oder Peptid-
Fragment mit Proteinen der MHC-Klasse | oder der MHC-Klasse Ii
einen Komplex bilden kann.

Unter einem ,Rezeptor-Ligand—-Komplex* wird im Zusammenhang
mit der vorliegenden Erfindung auch ein ,Rezeptor-Peptid-Komplex"
oder ,Rezeptor-Peptidfragment-Komplex“, insbesondere ein Peptid-
oder Peptidfragment-prasentierendes MHC-Molekill der Klasse | o-
der der Klasse Il verstanden.

lh Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter
,Proteinen oder Molekiilen des Haupthistokompatibilitaitskomplexes
(MHC)", ,MHC-Molekiilen* oder ,MHC-Proteinen“ insbesondere Pro-
teine verstanden, die Peptide, die aus der proteolytischen Spaltung
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10

von Protein-Antigenen resultieren und potentielle T-Zell-Epitope dar-
stellen, binden, an die Zelloberflache transportieren und dort gegen-
Uber spezifischen Zellen, insbesondere zytotoxischen T-
Lymphozyten oder T-Helfer-Zellen prasentieren kdnnen. Der
Haupthistokompatibilitatskomplex im Genom umfasst die genetische
Region, deren exprimierte Genprodukte auf der Zelioberflache wich-
tig fur die Erkennung kérpereigener und/oder kérperfremder Antige-
ne und damit fir die Regulation immunologischer Vorgange sind.
Der Haupthistokompatibilitatskomplex wird in zwei Gengruppen ein-
geteilt, die unterschiedliche Proteine codieren, namlich Molekiile der
MHC-Klasse | und Molekile der MHC-Klasse ll. Die Molekiile der
beiden MHC-Klassen sind auf unterschiedliche Antigen-Quellen spe-
zialisiert. Die Molekiile der MHC-Klasse | présentieren endogen syn-
thetisierte Antigene, beispielsweise virale Proteine. Die Molekiille der
MHC-Klasse i présentiefen aus exogenen Quellen stammende Pro-
tein-Antigene, beispielsweise bakterielle Produkte. Die Zellbiologie
und die Expressionsmuster beider MHC-Klassen sind auf diese un-
terschiedlichen Rollen ausgerichtet.

MHC-Molekille der Klasse | bestehen aus einer schweren Kette von
etwa von etwa 45 kDa und einer leichten Kette von etwa 12 kDa und
kénnen ein P'eptid von etwa 8 bis 10 Aminoséduren, sofern dieses
Uber geeignete Bindungsmotive verfugt, binden und geQenUber zyto-
toxischen T-Lymphozyten prasentieren. Das von den MHC-
Molekiilen der Klasse | gebundene Peptid stammt von einem endo-
genen Protein-Antigen. Bei der schweren Kette der MHC-Molekiile
der Klasse | handelt es sich vorzugsweise um ein HLA-A-, HLA-B-
oder HLA-C-Monomer und bei der Ileichten Kette um p-2-
Mikroglobulin.
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MHC-Molekiille der Klasse |l bestehen aus einer o-Kette von etwa 34
kDa und einer p-Kette von etwa 30 kDa und kénnen ein Peptid von
etwa 15 bis 24 Aminoséduren binden, sofern dieses uber geeignete
Bindungsmotive verfiigt, und gegeniiber ‘T-Helfer-zellen prasentie-
ren. Das von den MHC-Molekiilen der Klasse Il gebundene Peptid
stammt von einem exogenen Protein-Antigen. Bei.der a-Kette und

der B-Kette handelt es sich insbesondere um HLA-DR-, HLA-DQ-
und HLA-DP-Monomere.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem
,Nanopartikel“ eine partikuldre Bindematrix verstanden, die an ihrer
Oberflache mindestens erste funktionelle chemische Gruppen um-
fassende molekilspezifische Erkennungsstellen aufweist. Die erfin-
dungsgemall verwendeten Nanopartikel umfassen einen Kern mit
einer Oberflache, auf der die ersten funktionellen Gruppen angeord-
net sind, wobei die ersten funktionellen Gruppen komplementare
zweite funktionelle Gruppen eines Molekiils kovalent oder nicht-
kovalent binden kénnen. Durch Wechselwirkung zwischen den ers-
ten und zweiten funktionellen Gruppen wird das Molekiil, vbrzugs-
weise Biomolekil, an dem Nanopartikel immobilisiert uhd/oder kann
daran immobilisiert werden. Die erfindungsgeméaR verwendeten Na-
nopartikel weisen eine Gréfde von < 500 nm, vorzugsweise <1 50 nm
auf. Der Kern der Nanopartikel besteht vorzugsweise aus chemisch
inerten anorganischen oder organischen Materialien, besonders be-
vorzugt aus Silica.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer
,ersten funktionellen Gruppe" eine in einer Rezeptor-Einheit, insbe-
sondere einer Kette eines MHC-Molekiils, vorhandene chemische

Gruppe verstanden, die in der Lage ist, mit einer komplementaren
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funktionellen Gruppe, die beispielsweise auf der dberﬂéche des Na-
nopartikels vorhanden ist, derart zu interagieren, dass eine affine,
bevorzugt kovalente Bindung zwischen den beiden Bindungspart-
nern stattfinden kann. Erfindungsgemal ist vorgesehen, dass die
erste funktionelle Gruppe ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus Carboxy-Gruppen, Amino-Gruppen, Thiol-Gruppen, Biotin-
Gruppen, His-Tag, FLAG-Tag, Strep-Tag |-Gruppen, Strep-Tag II-
Gruppen, Histidin-Tag-Gruppen und FLAG-Tag-Gruppen.

Die zweite funktionelle Gruppe, also die funktionelle Gruppe auf der
Oberflache des Nanopartikels, ist erfindungsgemaf ausgewsahlt aus
der Gruppe bestehend aus Amino-Gruppen, Carboxy-Gruppen, Ma-
leinimido-Gruppen, Avidin-Gruppen, Streptavidin-Gruppen, Neutravi-
din-Gruppen und Metallchelatkomplexen.

Ein erfindungsgemal verwendetes Nanopartikel weist also an seiner
Oberflache mindestens eine zweite funktionelle Gruppe auf, die ko-
valent oder nicht-kovalent mit einer ersten funktionellen Gruppe einer
Rezepior-Einheit verknipft wird, wobei die erste funktionelle Gruppe
eine andere Gruppe als die zweite funktionelle Gruppe ist. Die bei-
den miteinander in Bindung tretenden Gruppen miissen komplemen-
tar zueinander sein, das hei’t fahig sein, eine kovalente oder nicht-
kovalente Bindung miteinander einzugehen.

Wird erfindungsgemaf als erste funktionelle Gruppe beispielsweise
eine Carboxy-Gruppe eingesetzt, so ist die zweite funktionelle Grup-
pe auf der Oberflache der Nanopartikel eine Amino-Gruppe. Wird
erfindungsgemaf umgekehrt eine Amino-Gruppe als erste funktio-
nelle Gruppe der Rezeptor-Einheit verwendet, ist erfindungsgemaf
die zweite funktionelle Gruppe auf der Nanopartikel-Oberflache eine
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Carboxy-Gruppe. Wird erfindungsgemag eine Thiol-Gruppe als erste

funktionelle Gruppe der Rezeptor-Einheit ausgewahlt, ist die zweite

funktionelle Gruppe erfindungsgemaR eine Maleinimido-Gruppe.

Werden erfindungsgemaR als erste funktionelle Gruppen der Rezep-

5  tor-Einheit Biotin-Gruppen und/oder Strep-Tag 1-Gruppen und/oder

Strep-Tag 1I-Gruppen 'verwendet, ist die zweite funktionelle Gruppe

auf der Nanopartikel-Oberflache eine Avidin-Gruppe und/oder eine

Streptavidin-Gruppe oder eine Neutravidin-Gruppe. Wird erfindungs-

gemaR als erste funktionelle Gruppe der Rezeptor-Einheit eine Thiol-

10 Gruppe eingesetzt, ist die zweite funktionelle Gruppe auf der Nano-
partikel-Oberfléche eine Maleinimido-Gruppe.

Die vorgenannten ersten und/oder zweiten funktionellen Gruppen
kénnen mit Hilfe eines Spacers mit der zu immobilisierenden Rezep-
tor-Einheit beziehungsweise der Oberfliche der Nanopartikel ver-
15 bunden beziehungsweise mittels eines Spacers an die Nanopartikel-
oberflache oder in die Rezeptor-Einheit eingefihrt werden. Der
Spacer dient also einerseits als Abstandshalter der funktionellen
Gruppe zur Nanopartikel-Oberflache beziehungsWeise Rezeptor-
Einheit, andererseits als Trager fur die funktionelle Gruppe. Ein der-
20  artiger Spacer kann erfindungsgemaf Alkylen-Gruppen oder Ethy-
Ienoxid-Oligorhere mit 2 bis 50 C-Atomen sein, der in bevorzugter
Ausflihrungsform substituiert ist und Heteroatome aufweist. Der

Spacer kann flexibel und/oder linear sein.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung ist vorgesehen,
25  dass die ersten funktionellen Gruppen ein natirlicher Bestandteil der
Rezeptor-Einheit sind. in einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs-
form der Erfindung ist vorgesehen, die ersten funktionellen Gruppen
mittels gentechnischer Verfahren, biochemischer, enzymatischer
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und/oder chemischer Derivatisierung oder chemischer Synthesever-
fahren in die Rezeptoreinheit einzufiihren. Beispielsweise kénnen
unnatirliche Aminosauren durch gentechnische Verfahren oder wih-
rend einer chemischen Proteinsynthese in die Rezeptor-Einheit ein-
gefligt werden, beispielsweise zusammen mit Spacern oder Linkern.
Derartige unnatirliche Aminoséauren sind Verbindungen, die eine
Aminosaurefunktion und einen Rest R aufweisen und nicht Uiber den
natirlich vorkommenden genetischen Code definiert sind, wobei die-
se Aminosauren in bevorzugter Weise eine Thiol-Gruppe aufweisen.
ErfindungsgeméaR kann auch vorgesehen sein, eine natiirlicherweise
vorkommende Aminosédure, beispielsweise Lysin, zu modifizieren,
beispielsweise durch Derivatisierung ihrer Seitenkette, insbesondere

deren primére Amino-Gruppe mit der Carbonséaurefunktion von Lavu-
linsdure.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform der vorliegenden
Erfindung kénnen funktionelle Gruppen durch Maodifikation in die Re-
zeptor-Einheit eingeflihrt werden, wobei der Rezeptor-Einheit Tags,
also Markierungen, hinzugefiigt werden, vorzugsweise an den C-
Terminus oder den N-Terminus. Diese Tags konnen jedoch auch
intramolekular angeordnet sein. Insbesondere ist vorgesehen, dass
ein Protein-Rézeptor dadurch modifiziert wird, dass mindestens ein
Strep-Tag, beispielsweise ein Strep-Tag | oder Strep-Tag Il oder Bio-
tin, zum Beispiel Gber BirA, hinzugefigt wird. Erfindungsgeman wer-
den unter einem Strep-Tag auch funktionelle und/oder strukturelle
Aquivalente verstanden, sofern sie Streptavidin-Gruppen und/oder
dessen Aquivalente binden kénnen. Der Begriff ,,Sfreptavidin“ erfasst

erfindungsgemaR also auch dessen funktionelle und/oder strukturelle
Aquivalente.
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Die Oberflache des Nanopartikels ist erfindungsgemaR dadurch cha-
rakterisiert, dass sie durch Aufbringen der die ersten funktionellen
Gruppen bindenden komplementéren zweiten funktionellen Gruppen
modifiziert ist. Erfindungsgemaf ist insbesonderevorgesehen, dass
die funktionellen Gruppen unter Verwendung von Standardverfahren
wie Pfropf-Polymerisation, Silanisierung, chemischer Derivatisierung
und &hnlicher geeigneter Verfahren auf die Nanopartikel-Oberflache
aufgebracht sind.

In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen,
dass die Nanopartikel-Oberflache durch Aufbringen zuséatzlicher
Funktionalitaten modifiziert sein kann.

In bevorzugter Ausfiihrungsform kann die Oberflache der Nanoparti-
kel chemische Verbindungen aufweisen, die eine unspezifische Ad-
sorption von anderen Proteinen an den Nanopartikeln verhindern
oder verringern. Besonders bevorzugt weist die Oberflache Ethylen-
glykol-Oligomere auf.

Erfindungsgemal besteht auch die Mdglichkeit, dass auf der Ober-
flache der Nanopartikel separat oder zusatzlich ‘lonenaustausch-
Funktionen verankert sind. Dies gilt insbesondere fiir den Fall, dass
die Analyse des erhaltenen Rezeptor-Ligand-KompIexes, insbeson-
dere des Peptid-prasentierenden MHC-Molekills und/oder des darin
gebundenen Peptid-Fragmentes unter Verwendung von MALDI-
Verfahren analysiert werden soll. In der MALDI-Analytik ist der Salz-
Gehalt der Matrix oft eine kritische GréRe, da es durch lonenanlage-
rung zu einer Unterdriickung der lonisation oder zu einer Peak-
Verbreiterung kommt beziehungsweise dass sich auch Stérpeaks
ergeben. Mit Nanopartikeln, die eine hohe lonenaustausch-Kapazitat
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besitzen und dadurch stérende Salze in der Matrix fixieren, lasst sich
dieses Problem umgehen.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgeméafen Ver-
fahrens zur Identifizierung und/oder zum Nachweis von T-Zell-
Epitopen ist vorgesehen, dass die bevorzugt vorhandene zweite Re-
zeptor-Einheit vor Durchfiihrung der kompetitiven Bindungsreaktion
frei in Losung vorliegt, insbesondere bei MHC I-Molekiilen B-2-Mikro-
globulin. Das heift, in dieser bevorzugten Ausfiihrungsform, in der
eine zweite Rezeptor-Einheit eingesetzt wird, enthalt der zur Durch-
fuhrung der erfindungsgemaBen kompetitiven Bindungsreaktion ver-
wendete Puffer sowohl die zweite Rezeptor-Einheit als auch die Po-
pulation der Peptidfragmente des Protein-Antigens. Die Nanopartikel
mit der immobilisierten ersten Rezeptor-Einheit, wobei die Immobili-
sierung durch Bindung der ersten funktionellen Gruppe der ersten
Rezeptor-Einheit an die zweite funktionelle Gruppe an der Nanopar-
tikel-Oberflache erfolgt, werden dann zu dem die zweite Rezeptor-
Einheit und die Peptidfragment-Population enthaltenden Puffer ge-
geben und in diesem inkubiert, wobei die erste Rezeptor-Einheit, die
zweite Rezeptor-Einheit und das mindestens eine Peptidfragment
mit Affinitdt zu den beiden Rezeptor-Einheiten beziehungsweise dem
durch die beiden Rezeptor-Einheiten gebildeten Rezeptor oder Re-
zeptor-Dimer einen Rezeptor-Ligand-Komplex, insbesondere ein
Peptid-prasentierendes MHC-Molekiil bilden kénnen. Der gebildete
Rezeptor-Ligand-Komplex ist dabei iber die immobilisierte erste Re-
zeptor-Einheit an den Nanopartikeln immobilisiert.

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsge-
méaBen Verfahrens zur ldentifizierung und/oder zum Nachweis von T-

Zell-Epitopen ist vorgesehen, das die zweite Rezeptor-Einheit zu-
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sammen mit der ersten Rezeptor-Einheit vor Durchfiihrung dér kom-
petitiven Bindungsreaktion in Form eines den Rezeptor, insbesonde-
re ein MHC-Molekul, bildenden Dimers an den Nanopartikeln immo-
bilisiert wird. In dieser Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass die

5 2zweite Rezeptor-Einheit mindestens eine dritte funktionelle Gruppe
aufweist und die Oberflache des Nanopartikels mindestens eine
komplementare, die dritte funktionelle Gruppe bindende vierte funk-
tionelle Gruppe aufweist. Vorzugsweise werden beide Rezeptorein-
heiten, die das Rezeptor-Dimer bilden, gerichtet und unter Beibehal-

10 tung der biologischen Aktivitit des Rezeptors an dem Nanopartikel
immobilisiert.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bedeutet der
Begriff ,gerichtet immobilisiert* oder »gerichtete Immobilisierung”,
dass ein Molekl, insbesondere das Rezeptor-Dimer an definierten

15 Positionen innerhalb der beiden Rezeptor-Einheiten dergestalt an
einem Nanopartikel immobilisiert ist, dass die dreidimensionale
Struktur der fur die biologische Aktivitat erforderlichen Domane(n)
des Rezeptors gegenliber dem nicht-immobilisierten Zustand nicht
verandert ist und dass diese Rezeptor-Domane(n), insbesondere die

20  Bindungstasche zur Bindung eines geeigneten Peptides, bei Kontakt
mit geeigneten Peptiden fur diese frei zuganglich ist/sind. ,Gerichtet
immobilisiert” bedeutet auch, dass die Fixierung der béiden Rezep-
tor-Einheiten, die das Rezeptor-Dimer bilden, so erfolgt, dass der
immobilisierte Rezeptor bei einer spateren Verwendung in einer zel-

25 lularen beziehungsweise zellahnlichen Umgebung durch Protein-
degradierende Enzyme nicht oder nur sehr Iangsém degradiert wer-
den kann. Das heit, dass das immobilisierte Rezeptor-Dimer auf
der Oberflache der Nanopartikel so ausgerichtet ist, dass es so we-
nig wie méglich Angriffspunkte fir Proteasén bietet.
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,Beibehaltung der biologischen Aktivitat* bedeutet; dass die den Re-
zeptor bildenden Rezeptor-Einheiten nach Immobilisierung an der
Oberflache eines Nanopartikels die gleichen oder nahezu gleichen
biologischen Funktionen in zumindest dhnlichem AusmaR ausiiben
kénnen wie die gleichen Rezeptor-Einheiten oder der durch beide
Einheiten gebildete Rezeptor im nicht-immobilisierten Zustand unter
geeigneten in vitro-Bedingungen beziehungsweise die gleichen Re-
zeptor-Einheiten oder der gleiche Rezeptor in ihrer/seiner natiirlichen
zellularen Umgebung.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem
.Dimer* oder ,Rezeptor-Dimer* eine Verbindung verstanden, die
durch Verkniipfung von zwei Untereinheiten oder Einheiten gebildet
wird. Bei den zwei verkniipften Rezeptor-Untereinheiten handelt es
sich um unterschiedliche Molekule, die sich sowohl beziglich ihrer
Zusammensetzung, das heit Aminosauresequenz, als auch beziig-
lich ihrer Lange unterscheiden koénnen. VorzugsWeise ist bei dem
immobiliserten Rezeptor-Dimer jede Rezeptor-Untereinheit oder Re-
zeptor-Einheit an der Oberflache des Nanopartikels gebunden. Er-
findungsgemaR ist auch vorgesehen, dass nur eine Rezeptor-Einheit
des Rezeptor-Dimers Uber eine kovalente Bindung zwischen der ers-
ten funktionellen Gruppe und der zweiten funktionellen Gruppe am
Nanopartikel fixiert ist.

ErfindungsgemaR ist vorgesehen, dass die dritte funktionelle Gruppe
der zweiten Rezeptor-Einheit von der ersten funktionellen Gruppe
der ersten Rezeptor-Einheit verschieden ist und ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus Carboxy-Gruppen, Amino-Gruppen, Thi-
ol-Gruppen, Biotin-Gruppen, His-Tag, FLAG-Tag, Strep-Tag I-
Gruppen, Strep-Tag lI-Gruppen, Histidin-Tag-Gruppen und FLAG-
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Tag-Gruppen. Erﬁndungsgeméll ist vorgesehen, dass die dritte funk-
tionelle Gruppe ein natirlicher Bestandteil der zweiten Rezeptor-
Einheit oder mittels gentechnischer Verfahren, enzymatischer Ver-
fahren und/oder chemischer Derivatisierung in die zweite Rezeptor-
Einheit eingefiihrt wird.

Erfindungsgemal ist vorgesehen, dass die vierte funktionelle Grup-
pe auf der Nanopartikel-Oberflaiche von der die erste funktionelle
Gruppe bindenden zweiten funktionellen Gruppe der Nanopartikel
verschieden ist. Die vierte funktionelle Gruppe, also die funktionelle
Gruppe auf der Oberfidache des Nanopartikels, ist erfindungsgemaf
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Amino-Gruppen, Carbo-
xy-Gruppen, Maleinimido-Gruppen, Avidin-Gruppen, Streptavidin-
Gruppen, Neutravidin-Gruppen und Metallchelatkomplexen. Erfin-
dungsgemaR ist vorgesehen, dass die vierte funktionelle Gruppe e-
benso wie die zweite funktionelle Gruppe mittels Propfsilanisierung,
Silanisierung, chemischer Derivatisierung oder &hnlicher geeigneter
Verfahren auf die Nanopartikel-Oberfflache aufgebracht wird.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfinduhg ist vorgesehen,
dass die erste und zweite Rezeptor-Einheit natiirlicherweise vor-
kommende oder mittels gentechnischer Verfahren oder chemischer
Syntheseverfahren hergestelite Molekiile, insbesondere Ketten eines
MHC-Molekdis, sind.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist der Rezep-
tor ein MHC-Molekil der Klasse I. Erfindungsgeman bevorzugt han-
delt es sich bei der ersten Rezeptor-Einheit um eine schwere Kette
von etwa 45 kDa und der zweiten Rezeptor-Einheit um eine leichte
Kette von etwa 12 kDa oder bei der ersten Rezeptor-Einheit um eine
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leichte Kette von etwa 12 kDa und der zweiten Rezeptor-Einheit um
eine schwere Kette von etwa 45 kDa. Selbstverstandlich kénnen
auch Modifikationen, Mutationen oder Varianten dieser Ketten ein-
gesetzt werden, zum Beispiel verkiirzte Formen dieser Ketten, zum
Beispiel solche, denen die Transmembranregion fehlt. Derartige
truncierte  Formen konnen zum Beispiel schwere Ketten ohne
Transmembranregion mit einem Molekulargewicht von 35 kDa sein.
Wenn also erfindungsgeméR die erste und die zweite Rezeptor-
Einheit einen MHC-Komplex der Klasse | bilden kénnen, kénnen sie
ein Peptid-Fragment von etwa 8 bis 18, vorzugsweise etwa 8 bis 10
Aminoséuren in der kompetitiven Bindungsreaktion binden und so
ein Peptid-prasentierender Rezeptor bilden. Vorzugsweise handelt
es sich bei der schweren Kette um ein HLA-A-, HLA-B- oder HLA-C-

Monomer und bei der leichten Kette um B-2-Microglobulin.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist der
Rezeptor ein MHC-Molekiil der Klasse Il. ErfindungsgemaR bevor-
zugt handelt es sich bei der ersten Rezeptor-Einheit um eine a-Kette
von etwa 34 kD und bei der zweiten Rezeptor-Einheit um eine B-
Kette von etwa 30 kD oder bei der ersten Rezeptor-Einheit um eine
B-Kette von etwa 30 kD und der zweiten Rezeptor-Einheit um eine a-
Kette von etwa 34 kD. Vorzugsweise handelt es sich bei der a-Kette
und der B-Kette um HLA-DR-, HLA-DQ- oder HLA-DP-Monomere.
ErfindungsgemaR kénnen auch Mutationen, Modifikationen oder Va-
rianten davon eingesetzt werden. ErfindungsgemaR ist vorgesehen,
dass bei Verwendung der a-Kette und der B-Kette das zu analysie-
rende Peptid-Fragment von einem exogenen Prbtein-Antigen ab-
stammt, Wenn also erfindungsgemaB die erste und die zweite Re-
zeptor-Einheit einen MHC-Komplex der Klasse I bilden, kénnen sie

ein Peptid-Fragment von etwa 8 bis 18, vorzugsweise etwa 8 bis 10
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Aminoséuren in der kompetitiven Bindungsreaktion binden und so
ein Peptid-prasentierender Rezeptor bilden. ErfindungsgemaR ist
vorgesehen, dass die erste und die zweite Rezeptor-Einheit naturli-
cherweise vorkommende oder mittels gentechnisgher Verfahren oder
chemischer Syntheseverfahren hergestellte Ketten sind.

Erfindungsgemén ist vorgesehen, dass die Population von Peptid-
Fragmenten des zu analysierenden Protein-Antigens mittels enzyma-
tischer Protein-Spaltung, gentechnischer Verfahren oder chemischer
Syntheseverfahren hergestelit wird.

In einer ersten Ausfithrungsform der Erfindung ist vorgesehen, dass
die so erhaltenen Peptid-Fragmente der hergestellten Population die
gesamte Aminoséuresequenz des Proteins-Antigens vollsténdig rep-
rasentieren. In einer zweiten Ausfilhrungsform der Erfindung ist vor-
gesehen, dass die Peptidfragmente der Population die Aminosaure-
sequenz des Protein-Antigens nur teilweise reprasentieren. Dabei
handelt es sich insbesondere um Peptid-Fragmente, die, wie mittels
eines Computer-Algorithmus bestimmt, potentielle T-Zell-Epitope
darstellen. ErfindungsgemafR kénnen zur Vorhersage potentieller T-
Zell-Epitope Computer-Algorithmen wie SYFPEETHI (Rammensee
et al., 1999) und HLA BIND (Parker et al., 1994) eingesetzt werden.
Wenn es sich bei dem Rezeptor um ein. MHC-Molekil vom Typ |
handelt, ist vorgesehen, dass die Peptid-Fragmente der herzustel-
lenden Population eine Lénge von 8 bis 10 Aminosauren aufweisen.
Handelt es sich hingegen bei dem Rezeptor um ein MHC-Molekiil
vom Typ I, weisen die Peptid-Fragmente der herzustellenden Popu-
lation vorzugsweise eine Lange von 15 bis 24 Aminos&uren auf.
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Erfindungsgemé&gR ist vorgesehen, dass die Peptid-Fragmente der
Population mit einem Marker und/oder einer fiinften funktionellen
Gruppe versehen werden. Der Marker dient insbesondere zum
Nachweis der Peptid-Fragmente. Bei dem Marker kann es sich bei-
spielsweisé um einen Fluoreszenzmarker oder einen radioaktiven
Marker handeln. Die funfte funktionelle Gruppe der Peptid-
Fragmente dient vorzugsweise zur Isolierung und/oder Aufreinigung
der Peptidfragmente. Beispielsweise kann das im Peptid-
prasentierenden MHC-Molekil gebundene Peptid-Fragment nach
Freisetzung aus dem Komplex durch Bindung der filnften funktionel-
len Gruppe an komplementére sechste funktionelle Gruppen an ge-
eignete Nanopartikel immobilisiert und so von den {ibrigen Bestand-
teilen des Komplexes abgetrennt werden. Die fiinfte funktionelle
Gruppe ist vorzugsweise von der ersten, zweiten, dritten und/oder
vierten funktionellen Grubpe verschieden und kann mit diesen keine
Bindung eingehen.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung erfoigt die Im-
mobilisierung der ersten Rezeptor-Einheit oder die Immobilisierung
der ersten und zweiten Rezeptor-Einheit an die Nanopartikel durch
eine Inkubation der Rezeptor-Einheit(en) mit den Nanopartikeln in
einen PBS-PLlffer Uber einen Zeitraum von einer Stunde bis vier
Stunden, vorzugsweise zwei Stunden, bei Raumtemperatur in einer
Schuttelvorrichtung, wobei Nanopartikel mit immobilisierten ersten
Rezeptor-Einheiten oder Nanopartikel mit immobilisierten ersten und
zweiten Rezeptor-Einheiten erhalten werden. '

In einer weiteren Ausfithrungsform der Erfindung kann die Immobili-
sierung von Rezeptor-Einheiten an die Nanopartikel auch dadurch
erfolgen, dass unter Verwendung eines Peptides bekannter Sequenz

PCT/EP2004/002170



WO 2004/078909

10

15

20

25

23

und geeigneter Lange, von dem bekannt ist, dass es an den ver-
wendeten Rezeptor, also das verwendete MHC-Molekil binden
kann, sowie der ersten Rezeptor-Einheit und der zweiten Rezeptor-
Einheit in Losung ein Peptid-prasentierender Rezeptor hergestellt
wird. Der so hergestellte Peptid-prasentierende Rezeptor wird dann
an den Nanopartikeln immobilisiert und die dabei erhaltenen Nano-
partikeln mit den immobilisierten Peptid-prasentierenden Rezeptor
werden dann einer Behandlung zur Entfernung von mindestens dem
gebundenen Peptid unterworfen, so dass Nanopartikel mit einer oder
mehreren immobilisierten Rezeptor-Einheiten erhalten werden. Er-
findungsgemaR ist insbesondere vorgesehen, dass der Peptid-
présentierende Rezeptor durch Inkubation der-ersten Rezeptor-
Einheit, der zweiten Rezeptor-Einheit und des eingesetzten Peptides
in einem Puffer, enthaltend 100 mM Tris, 2 mM EDTA, 400 mM L-
Arginin, 5 mM reduziertes Glutathion und 0,5 mM oxidiertes Glu-
tathion Uber einen Zeitraum von mehr als 36 Stunden, vorzugsweise
48 Stunden, bei einer Temperatur von weniger als 20°C, vorzugs-
weise 10°C, hergestellt wird.

Wird zur Herstellung des Peptid-prasentierenden Re;eptors eine
erste Rezeptor-Einheit mit ersten funktiohellen Gruppen und eine
zweite Rezepfor-Einheit, die keine funktionellen dritten Gruppen ent-
halt, verwendet, wird der in Losung hergestelite Peptid-
prasentierende Rezeptor nur durch Bindung der ersten funktionellen
Gruppe der ersten Rezeptor-Einheit an die zweite funktionelle Grup-
pe der Nanopartikel an den Nanopartikeln immobilisiert. Werden
hingegen zur Herstellung des Peptid-prasentierenden Rezeptors in
Lésung eine erste Rezeptor-Einheit mit ersten funktionellen Gruppen
und eine zweite Rezeptor-Einheit mit dritten funktionellen Gruppen

eingesetzt, so erfolgt die Immobilisierung des Rezeptor-Ligand-
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Komplexes an die Nanopartikel Uber die Bindung zwischen der ers-
ten und zweiten funktionellen Gruppe und die Bindung der dritten
und vierten funktionellen Gruppe.

Nach Immobilisierung des Peptid-prasentierenden Rezeptors an den
Nanopartikeln werden die so erhaltenen Nanopartikel mit dem im-
mobilisierten Rezeptor-Ligand-Komplex mit einem Stripping-Puffer,
pH-Wert 3,0, enthaltend 50 mM Natriumcitrat, iber einen Zeitraum
von weniger als 20 Sekunden, vorzugsweise 10 Sekunden, behan-
delt. Erfindungsgemal wird dabei im Falle, dass der Rezeptor-
Ligand-Komplex nur durch Bindung der ersten funktionellen Gruppe
an die zweite funktionelle Gruppe immobilisiert ist, bei der Behand-
lung der erhaltenen Nanopartikel neben dem gebundenen Peptid
auch die zweite Rezeptor-Einheit von den Nanopartikeln entfernt, so
dass ein Nanopartikel mit der immobilisierten ersten Rezeptor-
Einheit erhalten wird. Im Falle, dass der Peptid-prasentierende Re-
zeptor durch Bindung der ersten funktionellen Grdppe der ersten
Rezeptor-Einheit an die zweite funktionelle Gruppe der Nanopartikel
und Bindung der dritten funktionellen Gruppe der zweiten Rezeptor-
Einheit an die vierte funktionelle Gruppe der Na‘n‘opartikel an den
Nanopartikeln immobilisiert ist, wird bei der Behandlung der erhalte-
nen Nanopart‘ikel mit dem Stripping-Puffer nur das gebundene Pep-
tid von den Nanopartikeln entfernt. Dabei werden also Nanopartikel
mit der immobilisierten ersten und zweiten Rezeptor-Einheit erhalten.
Die so hergestellien Nanopartikel, die entweder die immobilisierte
erste Rezeptor-Einheit oder die immobilisierte erste und zweite Re-
zeptor-Einheit enthalten, kénnen dann, gegebenénfalls nach einer
Aufreinigung, beispielsweise mittels mindestens einer Zentrifugation
und mindestens eines Waschvorganges, vom Puffer abgetrennt und
erneut in einem geeigneten Puffer suspendiert werden. Die so erhal-
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tenen Nanopartikel kénnen zur Durchfiihrung der kompetitiven Bin-
dungsreaktionen der hergestellten Population von Peptidfragmenten
eingesetzt werden.

ErfindungsgemaR ist vorgesehen, dass die kompetitive Bindung der
hergestellten Peptidfragment-Population an die Nanopartikel, die die
erste oder die erste und zweite immobilisierte Rezéptor-Einheit auf-
weisen, mittels Inkubation der Peptidfragment-Population mit den
Nanopartikeln in einem PBS-Puffer (iber einen Zeitraum von 2 Stun-
den bis 6 Stunden, vorzugsweise 4 Stunden, bei einer Temperatur
von Raumtemperatur bis 39°C, vorzugsweise 37°C, durchgefiihrt.
Wird. Falls die Nanopartikel nur die immobilisierte erste Rezeptor-
Einheit aufweisen, enthalt der zur kompetitiven Bindung verwendete
PBS-Puffer auch die zweite Rezeptor-Einheit.

Nach Bindung des oder der Peptid-Fragmente mit Affinitat zu einer
oder den beiden Rezeptor-Einheiten wird ein immobilisierter Rezep-
tor-Ligand-Komplex erhalten, der dann mittels einer Zentrifugation
und mindestens eines Waschvorganges vom Puffer und den nicht
gebundenen Peptid-Fragmenten der Population abgetrennt und er-
neut in einem Puffer suspendiert wird.

AnschlieBend erfolgt erfindungsgemaBR die Analyse des erhaltenen
Peptid-présentierenden Rezeptors und/oder des gebundenen Pep-
tid-Fragmentes. ErfindungsgemaR ist vorgesehen, dass die Suspen-
sion der Nanopartikel, die den immobilisieten Peptid-
préasentierenden Rezeptor mit dem gebundenen Peptid aufweisen,
mittels Matrix-unterstiitzter Laser-Desorptions-lonisations- (MALDI)-
Verfahren analysiert werden.
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Bei den MALDI-Verfahren handelt es sich um massenspektrometri-
sche Verfahren. Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren zur
Strukturaufklarung von Substanzen, wobei atomare und molekulare
Teiichen entsprechend ihrer Masse abgetrennt werden. Sie beruht

auf Keiner Reaktion zwischen Molekullen und Elektronen oder Photo-

‘nen.‘ Durch Beschuss der Probe mit Elektronen entstehen infolge der

Abspaltung von Elektronen positive Molekﬂlionen, die anschlieRend
in verschiedene ionische, radikalische und/oder neutrale Fragmente
zerfallen. Molekilionen und Fragmente werden in geeigneten Trenn-
systemen nach der GroRe der Massezahl aufgetrennt. Bei einer
Massenspektrometrie werden also die aufgrund chemischer Zerfalls-
reaktionen infolge eines lonisationsprozesses entstehenden Moleki-
lionen béziehungsweise Fragmente zur Strukturaufklarung von Stof-
fen herangezogen. Ein erfindungsgemaf? bevorzugt eingesetztes
MALDI-Verfahren ist das MALDI-TOF-MS-Verfahren (Matrix-unter-
stiitzte Laser-Desorption/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie).
Die Hauptvorteile dieses Verfahrens umfassen die auRerst schnelle
positive Identifizierung eines zu analysierenden Stoffes, beispiels-
weise eines Proteins oder Peptides, durch dessén Masse- zu La-
dungs-Verhaltnis (m/z) und die duBerst geringe Nachweisgrenze, die
im Femtomol-Bereich oder darunter liegt.

ErfindungsgemaR ist insbesondere vorgesehen, dass die erhaltenen
Nanopartikel, beispielsweise in Form einer. Suspension, nach Zentri-
fugieren und Waschen auf einem MALDI-Probentrager oder MALDI-
Target abgeschieden und analysiert werden. Dabei kann eine im
Verlauf des MALDI-Verfahrens, insbesondere MALDI-TOF-MS-
Verfahrens eingesetzte Matrix vor oder nach dem Abscheiden der
Nanopartikel-haltigen Suspension oder gemeinsam damit auf den
MALDI-Probentrager aufgetragen werden.
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In einer weiteren Ausfithrungsform der Erfindung ist vorgesehen,

dass das in dem immobilisierten Rezeptor-Ligand-Komplex gebun-

dene mindestens eine Peptid-Fragment aus dem Rezeptor heraus-

gelost, isoliert und analysiert wird. Beispielsweise kénnen die Nano-

5  partikel, die den immobilisierten Rezeptor mit dem mindestens einen

gebundenen Peptid-Fragment aufweisen, zur Freisetzung des Pep-

tid-Fragmentes in einem Stripping-Puffer, pH-Wert 3,0, enthaltend

50 mM Natriumcitrat, (iber einen Zeitraum von weniger als 20 Se-

kunden, vorzugsweise 10 Sekunden, behandelt werden. Erfindungs-

10 gemaR besteht auch die Mdglichkeit, dass das mindestens eine Pep-

tid-Fragment, falls es eine funfte funktionelle Gruppe aufweist, unter

Verwendung von Nanopartikeln isoliert und aufgereinigt wird. In die-

sem Fall enthalten diese Nanopartikel eine die funfte funktionelle

Gruppe bindende sechste funktionelle Gruppe, so dass die Méglich-

15  keit gegeben ist, die freigesetzten Peptid-Fragmente spezifisch aus

einer wassrigen Lésung oder Suspension zu isolieren. Erfindungs-

gemal ist vorgesehen, dass das mindestens eine isolierte Peptid-
fragment anschlieRend sequenziert wird.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung
20  eines Peptid-Impfstoffes gegen ein Protein-Antigén, insbesondere
gegen das Protein-Antigen exprimierende oder prasentierende Zel-
len oder biologische Materialien, wobei die Aminoséa'ureseqﬁenz ei-
nes T-Zell-Epitopes des Protein-Antigens in vitro identifiziert wird , €in
Peptid mit der identifizierten Aminosauresequenz hergestellt wird
25 und in bevorzugter Ausfilhrung danach unter Verwendung des her-
gestellten Peptides und einer ersten und gegebenenfalls zweiten
Rezeptor-Einheit, insbesondere einer ersten und zweiten Kette eines
MHC-Molekiis, ein Rezeptor-Ligand-Komplex, insbesondere ein
Peptid-pra‘a‘sentierendes MHC-Molekiil hergestellt wird, welches als
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Impfstoff eingesetzt werden kann. Das erfindungsgemaRe Verfahren
umfasst

a) die Bereitstellung einer Populatioh von Peptid-Fragmenten
des Protein-Antigens, ‘

5 b) die Bereitstellung von Nanopartikeln, die an ihrer Oberflache
mindestens eine erste immobilisierte Kette eines MHC-
Molekils aufweisen, wobei die Kette eine die Bildung eines
MHC-Molekills erméglichende Konformation aufweist,

c) die Durchfiihrung einer kompetitiven Bindung der Peptidfrag-

10 ment-Population an die an den Nanopartikeln immobilisierte

erste Kette, optional und vorzugsweise in Gegenwart einer

zweiten Kette eines MHC-Molekills, wobei das Peptidfragment

mit Affinitat, insbeéondere der grofdten Affinitat zu der ersten

Kette, insbesondere zu den beiden Ketten des MHC-

15 Molekiils, gegebenenfalls zusammen mit der zweiten Kette,

an die erste Kette bindet und ein Peptid'-prasentierendes
MHC-Molekl erhalten wird, und

d) die Isolierung des Peptid-Fragmentes aus dem MHC-Molekiil
und Bestimmung seiner Aminoséuresequenz zum Erhalt des
20 Peptid-Impfstoffes, der in Form des Peptidfragmentes selbst

oder seines MHC-Komplexes eingesetzt werden kann.
Optional kdnnen sich daran die folgenden Schritte anschlielen

1) gentechnische Herstellung oder chemische Synthese

eines Peptids auf der Basis der bestimmten Aminosau-
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resequenz des Peptid-Fragmentes in geeigneten Men-
gen,

2) gentechnische Herstellung oder chemische Synthese
der ersten und zweiten Kette in geeigneten Mengen,

3) Herstellung von  Peptid-prasentierenden MHC-
Molekilen in geeigneten Mengen durch gemeinsame
Inkubation der ersten Kette, der zweiten Kette und des
hergestellten Peptids, und

4) Herstellung eines Peptid-Impfstoffes in Form eines Ly-
ophilisats oder einer wassrigen kolloidalen Lésung oder
Suspension der Peptid-prasentierenden  MHC-
Molekdle.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem
Jmpfstoff‘ eine Zusammensetzung zur Erzeugung einer Immunitat
zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Krankheitszustanden ver-
standen. Impfstoffe sind daher Arzneimittel, die Antigene enthalten,
und die dazu bestimmt sind, bei Mensche oder Tieren zur Erzeugung
von spezifischen Abwehr- und Schutzstoffen mittels Impfen ange-
wandt zu werden. Impfstoffe dienen zur aktiven Bildung von Antikor-
pern.

Erfindungsgemal ist dabei vorgesehen, dass die Population von
Peptid-Fragmenten des Protein-Antigens mittels enzymatischer Pro-
tein-Spaltung, gentechnischer Verfahren oder chemischer Synthese-
verfahren hergestellt wird. In bevorzugter Ausfiihrungsform reprasen-
tieren die in der Peptid-Population enthaltenen Peptide die gesamte

Aminosauresequenz des Protein-Antigens volistandig. In einer alter-
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nativen Ausfuhrungsform reprasentieren dié in der. Peptid-Population
enthaltenen Peptidfragmente die Aminoséuresequenz des Protein-
Antigens nur teilweise, wobei die Peptid-Fragmente der Population
vorzugsweise solche Aminosauresequenzen aufweisen, die mittels
eines Computer-Algorithmus bestimmte potentielle T-Zell-Epitope
darstellen. Erfindungsgema ist vorgesehen, dass die Peptid-
Fragmente, wenn das herzustellende MHC-Molekiul ein MHC-
Molekil Typ | ist, eine Lange von 8 bis 10 Aminosé&uren aufweisen.
Wenn das herzustellende MHC-Molekil ein MHC-Molekil Typ 11 ist,
weisen die Peptid-Fragmente vorzugsweise eine Lange von 15 bis
24 Aminoséauren auf.

Wenn das herzustellende MHC-Molekil ein MHC-Molekil Typ | ist,
handelt es sich bei der ersten Kette um eine schwere Kette von etwa
45 kDa und bei der zweiten Kette um eine leichte Kette von etwa 12
kDa. Insbesondere handelt es sich in diesem Fall bei der ersten Ket-
te um ein HLA-A-, HLA-B- oder HLA-C-Monomer und bei der zweiten
Kette um B-2-Mikroglobulin.

Wenn das herzustellende MHC-Molekal ein MHC-Molekiil Typ Il ist,
handelt es sich erfindungsgema® bei der ersten Kette um eine a-
Kette von etwa 34 kDa und bei der zweiten Kette um eine B-Kette
von etwa 30 kDa. Vorzugsweise handelt es sich in diesem Fall bei
der ersten Kette und der zweiten Kette um HLA-DR-, HLA-DQ- oder
HLA-DP-Monomere. Sowohl die Ketten der MHC-Typ I- als auch der
MHC-Typ ll-Klasse kénnen in mutierter, abgewandelter, modifizier-
ter, insbesondere verkirzter Form eingesetzt werden.

Vorzugsweise enthélt die erste Kette eine erste funktionelle Gruppe,
so dass die erste Kette durch Bindung der ersten funktionellen
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Gruppe an einer auf der Oberflache der Nanopartike! vorhandene
zweite funktionelle Gruppe an der Oberflache der Nanopartikel im-
mobilisiert wird. Erfindungsgemal ist vorgesehen, dass die funktio-
nelle Gruppe ein natiirlicher Bestandteil der ersten Kette ist oder mit-
tels gentechniséher Verfahren, biochemischer, enzymatischer
und/oder chemischer Derivatisierung oder chemischer Synthesever-
fahren in die erste Kette eingefiihrt ist. Bei der ersten funktionellen
Gruppe handelt es sich vorzugsweise um eine Gruppe ausgewahit
aus der Gruppe bestehend aus Carboxy-Gruppen, Amino-Gruppen
Thiol-Gruppen, Biotin-Gruppen, His-Tag, Flag-Tag, Strep-Tag I
Gruppen, Strep-Tag Il-Gruppen, Histidin-Tag-Gruppen und Flag-
Tag-Gruppen. Die an der Oberflache der Nanopartikel vorhandene
zweite funktionelle Gruppe ist vorzugsweise ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus Amino-Gruppen, Carboxy-Gruppen, Maleini-
mido-Gruppen, Avidin—Gfuppen, Streptavidin-Gruppen, Neutravidin-
Gruppen und Metallgelatkomplexen. Dabei kann die zweite funktio-
nelle Gruppe mittels Pfropfsilanisierung, Silanisierung, chemischer
Derivatisierung oder ahnlicher geeigneter Verfahren auf die Oberfla-
che der Nanopartikel aufgebracht sein. Bei den einzusetzenden Na-
nopartikein handelt es sich vorzugsweise um solche, die einen Kern
aus einem chemisch inerten Material, vorzugsweise Silika, und einen
Durchmesser von 30 bis 400 nm, vorzugsweise 50 nm bis 150 nm,
aufweisen.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform werden die an ihrer Oberfla- '
che eine erste immobilisierte Kette aufweisende Nanopartikel durch
folgende Schritte erhalten: ‘

a) Inkubation der die erste funktionelle Gruppe enthaltende erste
Kette, der zweiten Kette und eines Peptids, von dem die Aminosau-
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resequenz und die Fahigkeit zur Bildung eines MHC-Molekdils unter
geeigneten Bedingungen bekannt ist,

b) Inkubation des gebildeten MHC-Molekuils mit Nanopartikeln, deren
Oberflache eine die erste funktionelle Gruppe bindende zweite funk-
tionelle Gruppe aufweist, unter geeigneten Bedingungen zur Immobi-
lisierung des MHC-MolekUls an den Nanopartikeln,

c) Behandiung des Nanopartikels mit den immobilisierten MHC-
Molekiilen mit einem geeigneten Puffer zur Entfernung der zweiten

Kette und des Peptids bekannter Aminosauresequenz aus dem
MHC-Molekdl, und

d) Aufreinigung der die erste immobilisierte Kette aufweisenden Na-
nopartikel.

ErfindungsgemaR ist bevorzugt vorgesehen, dass die kompetitive
Bindung der Peptidfragment-Population an die die erste immobilisier-
te Kette aufweisende Nanopartikels durch Inkubation der Peptid-
Fragment-Population mit den Nanopartikeln in einem geeigneten
Puffer unter geeigneten Bedingungen erfolgt. Nach Bindung des
mindestens einen Affinitat aufweisenden Peptidfragmentes der Po-
pulation und gegebenenfalls der zweiten Kette unter Bildung eines
immobilisierten MHC-Molekiils werden die Nanopartikel mit den im-
mobilisierten MHC-Molekil mittels Zentrifugation und Waschen vom
Puffer und den nicht gebundenen Peptid-Fragmenten abgetrennt.
AnschlieBend werden die das immobilisierte MHC-Molekil aufwei-
sende Nanopartikel mit einem geeigneten Puffer, :beispielsweise ei-
nem -Stripping-Puffer, zur Freisetzung des gebundenen Peptid-
Fragmentes behandelt. Das freigesetzte Peptid-Fragment wird dann

isoliert und seine Aminosauresequenz ermitteit.
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Auf der Basis der ermittelten Aminoséauresequenz kann das gebun-
dene Peptid-Fragment anschlieRend in groBen Mengen, beispiels-
weise unter Verwendung gentechnischer Verfahren hergestellt wer-
den. Beispielsweise kann auf der Basis der ermittelten Aminoséure-
sequenz des freigesetzten Peptid-Fragmentes eine die ermittelte
Aminoséuresequenz codierende Nucleinsaure erzeugt und in einen
geeigneten Expressionsvektor insertiert werden. Dieser Vektor wird
dann in eine geeignete Wirtszelle zur Expression der Aminosiurese-
quenz Uberfuhrt. Dadurch kann in der Wirtszelle ein Peptid in gréRe-
ren Mengen exprimiert und daraus isoliert werden.

Auf der Basis der ermittelten Aminoséduresequenz des freigesetzten
Peptid-Fragmentes lasst sich auch eine groRere Peptid-Menge auf
synthetischem Wege herstellen.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Qualitéts-
kontrolle von Rezeptor-Ligand-Komplexen und/oder deren Bestand-
teilen, umfassend die Herstellung oder Bereitstellung eines Rezep-
tor-Ligand-Komplexes in Lésung aus mindestens- einer Rezeptor-
Einheit, vorzugsweise zwei Rezeptor-Einheiten, wobei mindestens
eine Rezeptor-Einheit eine erste funktionelle Gruppe aufweist, und
eines Liganden, die Immobilisierung des Rezeptor-Ligand-
Komplexes an Nanopartikeln, die an ihrer Oberflache mindestens
eine die erste funktionelle Gruppe bindende zweite funktionelle
Gruppe aufweisen, und Analyse der den immobilisierten Rezeptor-
Ligand-Komplex aufweisenden Nanopartikel unter Verwendung ei-
nes MALDI-Verfahrens.

Vorzugsweise handelt es sich bei dem Rezeptor uﬁ1 ein MHC-
Molekul, bei dem der Liganden um ein an den Rezeptor bindendes
Peptid bekannter Sequenz und definierter Lange und bei dem Re-

PCT/EP2004/002170



WO 2004/078909

10

15

20

25

34

zeptor-Ligand-Komplex um ein Peptid-prasentierendes MHC-
Molekl.

In einer Ausflihrungsform handelt es sich bei dem Rezeptor um ein
MHC-Molekul der Klasse |, wobei die Rezeptor-Einheiten eine
schwere Kette von etwa 45 kDa und die Rezeptor-Einheit eine leich-
te Kette von etwa 12 kDa sind. Dabei ist die schwere Kette ein HLA-
A-, HLA-B- oder HLA-C-Monomer und die leichte Kette B-2-
Microglobulin.

In einer weiteren Ausfilhrungsform des erfindungsgemaéfen Verfah-
rens ist der Rezeptor ein MHC-Molekl der Klasse I, wobei eine Re-
zeptor-Einheit eine o-Kette von etwa 34 kDa und eine Rezeptor-
Einheit eine B-Kette von etwa 30 kDa ist. Dabei sind die o-Kette und
die p-Kette HLA-DR-, HLA-DQ- oder HLA-DP-Monomere.

Zur Analyse wird erfindungsgemaf ein MALDI-Verfahren, insbeson-
dere ein MALDI-TOF-Verfahren eingesetzt. -

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zur Her-
stellung von Nanopartikeln, die an ihrer Oberfiache mindestens eine
immobilisierte Rezeptor-Einheit oder einen immobilisierten Rezeptor
aufweisen, umfassend

a) Herstellung eines Rezeptor-Ligand-Komplexes durch Inku-
bation einer ersten Rezeptor-Einheit mit einer ersten funk-
tionellen Gruppe, gegebenenfalls in bevorzugter Ausfiih-
rungsform einer zweiten Rezeptor-Einheit, die mit der ers-
ten Rezeptor-Einheit einen Rezeptor bilden kann, und ei-
nes Liganden in Ldsung, |

b)  Immobilisierung des  gebildeten = Rezeptor-Ligand-
Komplexes an Nanopartikeln, die mindestens-eine die ers-
te funktionelle Gruppe bindende zweite funktionelle Grup-
pen an der Oberflache aufweisen, und
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c) Behandlung der den immobilisierten Rezeptor-Ligand-
Komplex aufweisenden Nanopartikel mit einem sauren
Puffer zur Freisetzung mindestens des gebundenen Ligan-
den, wobei Nanopartikel mit immobilisierten Rezeptor-
Einheiten erhalten werden.

In einer Ausfilhrungsform der Erfindung erfolgt die Immobilisierung
des Rezeptor-Ligand-Komplexes an der Nanopartikel-Oberflziche
auschlieBlich tGber die Bindung der ersten funktionellen Gruppe der
ersten Rezeptor-Einheit an die zweite funktionelle Gruppe der Nano-
partikel. In diesem Fall wird nach Behandlung der den immobilisier-
ten Rezeptor-Ligand-Komplex aufweisenden Nanopartikel mit einem
sauren Puffer neben dem Liganden auch die zweite Rezeptor-Einheit
freigesetzt und es werden Nanopartikel mit der immobilisierten ers-
ten Rezeptor-Einheit erhalten.

In einer weiteren Ausfilhrungsform des erfindungsgemaRen Verfah-
rens weist die zweite Rezeptor-Einheit eine dritte funktionelle Gruppe
auf, wahrend die Nanopartikel an ihrer Oberflache eine die dritte
funktionelle Gruppe der zweiten Rezeptor-Einheit bindende vierte
funktionelle Gruppe aufweisen. Die Immabilisierung des Rezeptor-
Ligand-Komplexes an den Nanopartikeln erfolgt also iiber die Bin-
dung der ersten funktionellen Gruppe der ersten Rezeptor-Einheit an
die zweite funktionelle Gruppe der Nanopartikel und die Bindung der
dritten funktionellen Gruppe der zweiten Rezeptor-Einheit an die vier-
te funktionelle Gruppe der Nanopartikel. In diesem Fall wird nach
Behandlung der den immobilisierten Rezeptor-Ligand-Komplex auf-
weisenden Nanopartikel mit einem sauren Puffer ausschlieRlich der
Ligand freigesetzt und es werden Nanopartikel mit der immobilisier-
ten ersten und zweiten Rezeptor-Einheit erhalten. Vorzugsweise lie-
gen die erste und zweite Rezeptor-Einheit gerichtet immobilisiert vor
und bilden einen Rezeptor, der einen Liganden binden kann.
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In bevorzugter Ausfiihrungsform ist der Rezeptor ein MHC-Molekiil,
der Ligand ein an den Rezeptor bindendes Peptid bekannter Se-
quenz und definierter Lange und der Rezeptor-Ligand-Komplex ein
Peptid-prasentierendes MHC-Molekiil. '

Insbesondere ist der Rezeptor ein MHC-Molekiil der Klasse I, der als
erste Einheit eine schwere Kette von etwa 45 kDa und als zweite
Rezeptor-Einheit eine leichte Kette von etwa 12 kDa aufweist oder
als erste Rezeptor-Einheit eine leichte Kette von etwa 12 kDa und
als zweite Rezeptor-Einheit eine schwere Kette von etwa 45 kDa. Bei
der schweren Kette handelt es sich um ein HLA-A-, HLA-B- oder
HLA-C-Monomer und bei der leichten Kette um b-2-Microglobulin.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist der
Rezeptor ein MHC-Molekil der Klasse |l, der als erste Rezeptor-
Einheit eine a-Kette von etwa 34 kDa und als zweite Rezeptor-
Einheit eine B-Kette von etwa 30 kDa aufweist oder als erste Rezep-
tor-Einheit eine p-Kette von etwa 30 kDa und als zweite Rezeptor-
Einheit eine a-Kette von etwa 34 kDa. Bei der o-Kette und der B-

Kette handelt es sich um HLA-DR-, HLA-DQ- oder HLA-DP-
Monomere.

Erfihdungsgemé[& ist vorgesehen, dass sich die erste funktionelle
Gruppe und die dritte funktionelle Gruppe voneinander unterschei-
den und ausgewahit sind aus der Gruppe bestehend aus Carboxy-
Gruppen, Amino-Gruppen, Thiol-Gruppen, Biotin-Gruppen, His-Tag,
FLAG-Tag, Strep-Tag I-Gruppen, Strep-Tag Il-Gruppen, Histidin-
Tag-Gruppen und FLAG-Tag-Gruppen.

Erfindungsgeman ist ebenfalls vorgesehén, dass sich die zweite
funktionelle Gruppe an der Nanopartikel-Oberflache, die die erste
funktionelle Gruppe bindet, und die vierte funktionelle Gruppe an der
Nanopartikel-Oberflache, die die dritte funktionelle Gruppe bindet,
voneinander unterscheiden und ausgewshlt sind aus der Gruppe
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bestehend aus Amino-Gruppen, Carboxy-Gruppen, Maleinimido-
Gruppen, Avidin-Gruppen,  Streptavidin-Gruppen, Neutravidin-
Gruppen und Metallchelatkomplex.

Vorzugsweise werden die den immobilisierten Rezeptor-Peptid-
Komplex aufweisenden Nanopartikel zur Entfernung des gebunde-
nen Peptids mit einem Stripping-Puffer, pH-Wert 3,0, enthaltend 50
mM Natriumcitrat, Gber einen Zeitraum von weniger als 20 s, vor-
zugsweise 10 s, behandelt.

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zur Herstel-
lung von Nanopartikeln mit immobilisierten Peptid-prasentierenden
MHC-Molekilen, wobei Nanopartikel mit mindestens einer ersten
immobilisierten Kette eines MHC-Molekiils, die nach einem erfin-
dungsgeméRen Verfahren zur Herstellung von Nanopartikeln mit
mindestens einer immobilisierten Rezeptor-Einheit oder mit einem
immobilisierten Rezeptor hergestellt wurden, in Gegenwart einer
zweiten Kette, die mit der ersten Kette ein MHC-Molekdi! bilden kann,
mit einem Peptid, das an das MHC-Molekl binden kann, inkubiert
und ein an den Nanopartikeln immobilisierter Peptid-prasentierendes
MHC-Molekill erhalten wird.

Bei dem MHC-Molektll handelt es sich vorzugsweise um ein Molekul
der Klasse |, wobei das Peptid eine Lange von etwa 8 bis etwa 10
Aminoséuren aufweist. Bei dem MHC-Molekiil kann es sich auch
um ein Molekiil der Klasse Il handeln, wobei das Peptid eine Lange
von etwa 15 bis etwa 24 Aminoséuren aufweist. |

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Anreiche-
rung und/oder lIsolierung spezifischer CD4+-T-Lymphocyten oder
CD8"-T-Lymphocyten aus peripheren mononucledren Blutzellen
(PBMCs), umfassend
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a) Herstellung von Nanopartikeln mit immobilisierten Peptid-
prasentierenden MHC-Molekiilen, wobei das Peptid ein T-
Zell-Epitop ist

b) Isolierung peripherer mononucledrer Blutzellen aus einem
geeigneten Ausgangsmaterial,

c) Inkubation der isolierten mononucleadrer Blutzellen mit den
die immobilisierten Peptid-prasentierenden MHC-Molekiilen
aufweisenden Nanopartikeln, wobei T-Lymphozyten an das
T-Zell-Epitop der immobilisierten Peptid-prasentierenden
MHC-Molekuile binden,

d) Abtrennung der Nanopartikel mit den an die immobilisierten
Peptid-prasentierenden MHC-Molekiilen gebundenen T-
Lymphozyten von den nicht-gebundenen peripheren mono-
nucleédren Zellen.:

Erfindungsgemal ist vorgesehen, dass die gebundenen T-
Lymphozyten von den Nanopartikeln anschlieRBend freigesetzt und
in vitro clonal vermehrt werden. Die freigesetzten und/oder clonal
vermehrten T-Lymphozyten kénnen dann beispielsweise in einen
Organismus eingefiihrt werden.

In bevorzugter Ausfilhrungsform der Erfindung ist das Peptid-
prasentierende MHC-Molekiil ein Molekiil-der Klasse | und die ge-
bundenen T-Lymphozyten sind CD8"-T-Lymphocyten. In einer weite-
ren bevorzugten Ausfihrungsform ist das Peptid-prasentierende
MHC-Molekil ein Molekil der Klasse II, wobei die gebundenen T-
Lymphozyten CD4"-T-Lymphocyten sind.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum Primen
und/oder Restimulieren einer CD4*-T- und/oder CD8*-T-Lympho-
cyten-Reaktion in vitro, umfassend

PCT/EP2004/002170



WO 2004/078909 PCT/EP2004/002170
39

a) ldentifizierung eines T-Zell-Epitops und Bestimmung von
dessen Aminosauresequenz,

b) Herstellung einer Nucleinsaure, die ein Peptid mit der Ami-
nosauresequenz des T-Zell-Epitops codiert,

5 c) Einflihrung der bei b) hergesteliten Nucleinszure in einen
geeigneten Vektor,

d) Einflihrung des bei c) erhaltenen Vektors in dendritische Zel-
len, die gegebenenfalls aus kultivierten peripheren mononuc-
le&ren Blutzellen isoliert wurden,

10 e) Vermehrung der bei d) resultierehden, den Vektor aufwei-
senden dendritischen Zellen in vitro, und

f)  Stimulation autologer CD4" und/oder CD8*-Zellen in vitro un-

ter Verwendung der bei d) oder e) erhaltenen dendritischen
Zellen. ‘

15 Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls Nanopartikel, enthaltend
an der Oberfléche mindestens eine Rezeptor-Einheit, insbesondere
eine immobilisierte Kette eines MHC-Molekiils. Dabei kann die im-
mobilisierte Kette durch Bindung eines Peptids von 8 bis 24 Amino-
sauren und einer zweiten Kette eines MHC-Molekiils ein Peptid-

20 prasentierendes MHC-Molekiil bilden. Die MHC-Molekiil-Kette ist
durch Bindung einer in ihr enthaltenen ersten funktionellen Gruppe
mit einer an der Nanopartikel-Oberflache vorhandenen zweiten funk-
tionellen Gruppe an der Nanopartikel-Oberflache immobilisiert. Bei
den erfindungsgemaRen Nanopartikeln entweder die schwere Kette

25  oder die leichte Kette eines MHC-Molekls der Klasse | oder entwe-
der die a-Kette oder die B-Kette eines MHC-Molekills der Klasse Il in
immobilisierter Form.
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Die vorliegende Erfindung betrifft auch Nanopartikel mit einem im-
mobilisierten MHC-Molekiil, wobei das MHC-Molekiil eine erste und
zweite Kette umfasst und das MHC-Molekil durch Bindung einer in
der ersten Kette enthaltenen ersten funktionellen Gruppe mit einer
an der Nanopartikel-OberfIéche vorhandenen zweiten funktionellen
Gruppe oder durqh Bindung der in der ersten Kette enthaltenen ers-
ten funktionellen Gruppe mit der an der Nanopartikel-Oberflache
vorhandenen zweiten funktionellen Gruppe und Bindung einer in der
zweiten Kette enthaltenen dritten funktionellen Gruppe mit einer an
der Nanopartikel-Oberflache vorhandenen vierten funktionellen
Gruppe an der Nanopartikel-Oberflache immobilisiert ist.

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls Nandpartikel mit einem
an der  Nanopartikel-Oberflache  immobilisieten  Peptid-
prasentierenden MHC-Molekill, wobei das Peptid-préasentierende
MHC-Molekl eine erste Kette, eine zweite Kette und ein Peptid von
8 bis 24 Aminoséauren umfasst und das MHC-Molekuil durch Bindung
einer in der ersten Kette enthaltenen ersten funktionellen Gruppe mit
einer an der Nanopartikel-Oberflaiche vorhandenen zweiten funktio-
nellen Gruppe oder durch Bindung der in der ersten Kette enthalte-
nen ersten funktionellen Gruppe mit der an der Nanopartikel-
Oberflache vdrhandenen zweiten funktionellen Gruppe und Bindung
einer in der zweiten Kette enthaltenen dritten funktionellen Gruppe
mit einer an der Nanopartikel-Oberflache vorhandenen vierten funk-
tionellen Gruppe an der Nanopartikel-Oberflache immobilisiert ist.

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner einen Peptid-Impfstoff um-
fassend mindestens ein Peptid-prasentierendes MHC-Molekiill oder
das erfindungsgemaB identifizierte Peptidfragment selbst, wobei der
Peptid-Impfstoff gemaR erfindungsgemaRen Verfahren erhaltlich ist.
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In einer Ausflhrungsform kann der Peptid-Impfstoff als Lyophylisat
vorliegen. In einer anderen Ausfiihrungsform liegt der Impfstoff als
waéssrige kolloidale Lésung oder Suspension vor. Der erfindungsge-

mé&le Peptid-impfstoff kann zusatzlich mindestens ein Adjuvans
enthalten.

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls einen Kit zur ldentifizie-
rung und/oder zum Nachweis von T-Zell-Epitopen eines Protein-
Antigens in vitro, umfassend einen Behalter mit eienr Suspension
von Nanopartikeln mit einem immobilisierten MHC-Molekil. In einer
weiteren Ausfuhrungsform kann der Kit einen Behalter mit einer
Suspension von Nanopartikeln mit daran immobiliserten ersten Ket-

ten eines MHC-Molekiils sowie einen Behalter mit einem Lyophylisat
einer zweiten Kette umfassen.

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung eines
erfindungsgemafien Nanopartikels zur ldentifizierung und/oder zum

Nachweis von T-Zell-Epitopen eines Protein-Antigens in vitro.

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung eines erfin-

dungsgeméalen Nanopartikels zur Herstellung eines Peptid-
Impfstoffes.

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung eines Na-
nopartikels zur Anreicherung und/oder Isolierung spezifischer CD4"-
T-Lymphozyten oder CD8-T-Lymphozyten in vitro:

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung eines erfin-
dungsgemallien Nanopartikels zum Primen und/oder Restimulieren
einer CD4"-T- oder/und CD8"-T-Lymphozyten-Reaktion in vitro. Die
vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung eines erfin-
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dungsgem&Ben Peptid-Impfstoffes zur aktiven Immunisierung eines
tierischen oder menschlichen Organismus gegen ein Protein-
Antigen.

Die vorliegende Erfindung wird anhand der folgenden Figuren 1 bis 3
und Beispiele naher erlautert.

Figur 1 zeigt in schematischer Form eine bevorzugte Ausfiihrungs-
form des erfindungsgemalen Verfahrens zur Identifizierung
und/oder zum Nachweis von T-Zell-Epitopen, wobei ein in Lésung
hergesteliter, das Peptid prasentierender HLA-A2-Komplex an Na-
nopartikeln immobilisiert wird. AnschlieRend erfolgt eine Behandlung
der den Komplex aufweisenden Nanopartikel mit einem sauren
»Stripping“-Puffer, wobei das EBV-EBNA-6-Peptid (Position 284-293,
LLDFVRFMGV) und p2-Mikroglobulin (B2-m) entfernt werden. Die so
hergestellten Nanopartikel mit der immobilisierten HLA-Kette werden
dann zur Durchfilhrung einer kompetitiven Bindungsreaktion unter
Verwendung einer Peptid-Population in Gegenwart von Bz-m einge-
setzt, wobei das oder die Peptide mit Affinitat an HLA und B2-m bin-
det/binden, wobei ein dieses Peptid prasentierender HLA-Komplex
an der Nanopartikel-Oberflache gebildet wird. Nach Entfernung der
nicht gebundenen Peptide und von tiberschiissigem p>-m werden die
Nanopartikel, die den immobilisierten Peptid-prasentierenden Kom-

plex aufweisen, einer Analyse mittels MALDI-Massenspektrometrie
unterworfen.

Figur 2 zeigt mittels MALDI-Massenspektrometrie erhaltene Mas-
senspekitrogramme von Nénopartikeln mit immobilisierten Peptid-
prasentierenden HLA-Komplexen. Figur 2.1 betrifft das Peptidge-
misch aus &quimolaren Mengen der in Beispiel 4 genannten 5 Pepti-
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de und Figur 2.2 die zwei Peptide, die nach Selektion als bindend
erkannt wurden.

Figur 3 zeigt das MALDI-Spektrum aller SAV-Nanopartikel-
immobilisierter molekularer Komponenten des HLA-A2-EBNA-6-
Komplexes. Das Insert zeigt das MALDI-Spektrum des EBNA-6-
Peptides [M+H]" mit der Sequenz LLDFVRFMGYV (theoretische mo-
noisotopische Masse [M+H]" 1196.6502 p). Der Peak bei 11727
kennzeichnet B2-m, die Peaks bei etwa 12900 kennzeichnen die
SAV-Nanopartikel in monomerer Form und der Peak bei 34383
kennzeichnet die biotinylierte alpha-Kette.

Beispiel 1
Peptidsynthese

Peptide wurden unter Verwendung des Fmoc-Festphasen-
Verfahrens auf einer kontinuierlichen MillGen 9050 Flow-Synthese-
Vorrichtung (Millipore, Bedford, USA) synthetisiert. Nach RP-HPLC-
Aufreinigung wurden die Peptide lyophilisiert und in PBS-Puffer in
einer Konzentration von 1 mg/ml gelést.

Beispiel 2
Herstellung von léslichen biotinylierten HLA-A2-Monomeren

Lésliche HLA-A*0201-Peptid-Tetramere wurden synthetisiert, wie
von Altman et al., Science, 274 (1996), 94-96, beschriebeh. Dabei
wurden rekombinante schwere HLA- A*0201-Ketten (Positionen 1-
276) in I6slicher Form und B-2-Mikroglobulin (B2-m) separat in Esche-

richia coli-Zellen, die mit entsprechenden Expressionplasmiden
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transformiert worden waren, exprimiert. Das 3'-Ende der extrazelluls-
ren Doménen der schweren HLA-A*0201-Kette wurde mit einer Bir
A-Biotinylierungssequenz modifiziert. Die Escherichia coli-Zellen, die
mit den entsprechenden die HLA-A*0201-Kette beziehungsweise B,-
m codierenden Expressionsplasmiden transformiért worden waren,
wurden bis zur mid-log-Wachstumsphase kultiviert. Danach erfolgte
eine Induktion mit 0,5 Isopropyl-B-Galactosidase. Nach weiterer Kul-
tivierung und Expression der rekombinanten Proteine wurden die
Escherichia coli-Zellen geerntet und gereinigt. Nach Zellaufschluss
wurden die in den Zellen enthaltenen Einschlusskérperchen isoliert,
aufgereinigt und in 8 M Harnstoff, pH 8,0, solubilisiert. Die schwere
HLA-A*0201-Kette und B2-m wurden in 100 mM Tris, 2 mM EDTA,
400 mM L-Arginin, 5 mM reduziertem Glutathion und 0,5 mM oxidier-
tem Glutathion verdiinnt und mit 10 uM des Peptides LLDFVRFMGV
(EBV EBNA-6, Positionen 284-293) versetzt. AnschlieRend erfolgte
eine 48-stlindige Inkubation bei 10°C unter Rihren. Die gefalteten
48 kDa-Komplexe (a-Kette: etwa 35 kDa, B,-m: etwa 12 kDa, Peptid:
etwa 1 kDa) wurden mittels Ultrafiltrations-Verfahren unter Verwen-
dung einer Membran mit einem Rickhaltevermégen von 10 kDa (Mit-
lipore, Bedford, USA) aufkonzentriert und mittels HPSEC-Verfahren
unter Verwendung einer Superdex G75 HiLoad 26760-Séule (Amers-
ham Pharmacia Biotech. Upsala, Schweden) und 150 mM NaCl, 20
mM Tris-HCI, pH 7,8, als Laufpuffer aufgereinigt. Nach Geffiltration
wurden die aufgereinigten Monomere mit einer Biotinligase (BirA;
Avidity, Denver, USA) biotinyliert und mittels HPSEC erneut aufge-
reinigt. Der Komplex wurde anschlieRend mittels Ultrafiltration auf
eine Konzentration von 1 ug/ul eingestellt.
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Beispiel 3

Herstellung und  Charakterisierung von  Streptavidin-

modifizierten Nanopartikeln (SAV-Nanoperien)

Siliké—Partikel wurden, wie von Stoeber et al., J. Coll. inter. Sci., 26
(1968), 62-62, beschrieben, hergestelit. Dabei wurden kugelférmige
Silika-Partikel mit einem mittleren hydrodynamischen Partikel-
Durchmesser von 100 nm erhalten, wie mittels dynamischen
Lichtstreuungs-Messungen mit einer Zetasiser 3000 HSA-
Vorrichtung (Malvern Instruments, Herrenberg, Deutschland) be-
stimmt. 500 ug der Carboxy-modifizierten Partikel wurden mit 15 pg
Streptavidin (Roche, Tutzing, Deutschland) gemischt. Das immobili-
sierte Streptavidin wurde durch Quenchen der Fluoreszenz von Bio-
tin-4-fluorescein quantifiziert. Es zeigte sich, dass die gesamten 15
Mg Streptavidin an den Nanopartikeln immobilisiert waren. Etwa 57
% der theoretischen Biotin-Bindungsstellen waren an der Partikel-
Oberflache frei zugénglich. Da dsjica = 100 nM, Dsjica = 4 g/ml und
Mstreptaviain = 52 kDa betragen, waren an jedem Partikel etwa 730
Streptavidin-Tetramere gebunden, so dass an der Oberflache etwa
1600 Biotin-Bindungsstellen frei zugénglich waren. Die Streptavidin-

modifizierten Partikel wurden auf eine Konzentration von 0,5 mg/mi
in PBS eingestelit.

Beispiel 4
HLA-A2-Peptid-Selektionstest

Alle Wasch-Schritte der Nanopartikel wurden mittels 10-minutiger
Zentrifugation bei 15000 x g bei 20°C in einer Temperatur-
kontrollierten Zentrifuge in 1,5 ml-ReaktionsgefaRen und mit’gels Re-
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suspension der Perlen unter Verwendung einer Mikropipette durch-
gefiihrt. 55 ug SAV-Nanopartikel und 3,5 ug des I6slichen HLA-A2-
Komplexes, der das Peptid LLDFVRFMGV (EBV EBNA-6, Positio-
nen 284-293) enthielt, in 20 ul PBS suspendiert. Das Gemisch wurde
2 Stunden bei Raumtemperatur in einem horizontalen Schiittler in-
kubiert, um eine Sedimentation zu verhindern. Nach einer 10-
minutigen Zentrifugation bei 20°C wurde der Uberstand verworfen
und die Nanopartikel wurden mit 50 ul Wasser gewaschen. Zur Frei-
setzung von B, m-Molekiilen und des im Komplex enthaltenen Pepti-
des LLDFVRFMGV wurden die Perlen in 150 »Stripping“-Puffer
(50 mM Natriumcitrat, pH 3,0) 90 Sekunden inkubiert und nach
Zentrifugation mit 150 yl Wasser gewaschen. Die Perlen wurden
dann mit 30 ul PBS, enthaltend 1,2 pg B> m-Molekiile (Sigma, Miin-
chen, Deutschland) und ein Peptid-Gemisch, resuspendiert. Das
Gemisch umfasste insgeéamt-5 Peptide in einer Ménge von jeweils
0,072 pg. Die 5 Peptide wiesen die Sequenzen ILMEHIHKL,
DQKDHAVF, ALSDHHIYL, VITLVYEK und SNEEPPPPY auf. Nach
einer vierstiindigen Inkubation bei 37°C wurden die Nanopartikel mit-
tels Zentrifugation pelletiert und nach Entfernung des Uberstandes
mit 50 pl PBS-Puffer und anschlieBend 50 pl Wasser gewaschen.
Nach der letzten Zentrifugation wurden die Nanopartikel in 0,1 %
Wasser/TFA (Vol./Vol.) resuspendiert und auf ein MALDi-Target
transferiert. Die Analyse wurde unter Verwendung eines Voyagers
DE-STR-Massenspektrometers (Applied Biosystems Foster City,
USA) in positive lon Reflectron-Betriebsweise durchgefilhrt. Losun-
gen, die Proteine und Peptide enthielten, wurden auf dem Target mit
einem gleichen Matrix-Volumen unter VenNendung einer 1:20-
Verdinnung einer geséttigten a -Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure oder
Sinapinséure in 30 % Acetonitril/0,3 % TFA (Vol./Vol.) gemischt. Alle
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MALDI-Spekiren wurden unter Verwendung eines Standard-
Peptidgemisches extern kalibriert.

ErfindungsgemaR wurden folgende Ergebnisse erhalten;

Alle Bestandteile des biotinolierten HLA-A2-KompIexés lassen sich
5 unter Verwendung des MALDI-TOF-Verfahren nachweisen und
quantitativ bestimmen.

Vollstdndige Komplexe, die auf den SAV-Partikeln (SAV-
Nanoperlen) iber Biotin immobilisiert waren, konnten mittels MALDI- -
Massenspektrometrie visualisiert werden, wobei die entsprechenden
10 Masse-Signale fur die biotinylierte HLA-A2-a-Kette 34379 Da, fiir B.-
m-Molekiile 11727 Da, das Streptavidin-Monomer 12907 Da und fir
das gébundene Peptid LLDFVRFMGV 1196,63 Da betrugen (Figur
3). Unter Verwendung des MALDI-TOF-Verfahrens konnten daher
einerseits sowohl die korrekten Eigenschaften des HLA-A2-
15 Komplexes als auch die Wirksamkeit des Verfahrens zur Immobili-
sierung des biotinylierten Komplexes an die SAV-Nanopartikel
kontrolliert werden. '

HLA-A2-komplexierte SAV-Nanopartikel binden bei kompetitiver Bin-

dung unter Verwendung eines Peptidgemisch nur die fur HLA-A2
20 vorhergesagten Peptide.

Figur 2 zeigt die MALDI-Spektren eines Peptidgemisches umfassend
zwei HLA-A2-Peptide, die binden, und drei Peptide, die nicht binden,
wobei jedes Peptid etwa in einer Menge von 70 pmol vorlag Die vor-
hergesagte Bindung der Peptide wurde mit dem SYFPEITHI-
25  Programm bestimmt, wobei bei einer sehr starken Bindung eine
Punktzahl von 32 fiir das Peptid ILMEHIHKL, bei einer starken Bin-



WO 2004/078909 PCT/EP2004/002170
48

dung eine Punkizahl von 23 fur das Peptid ALSDHHIYL und fur die

drei nicht bindenden Proteine eine Punktzahl von 0 bestimmt wurde.

Die Unterschiede der Signalintensitaten jedes Peptides in dem ver-

wendeten Gemisch sind auf unterschiedliche lonisierungsfahigkeiten

9  zuruckzufohren. Die Identitat der beobachteten Peaks wurde mittels

MALDI-PSD-Sequenzierung bestatigt. Nach Selektion der Peptide

mit HLA-Rezeptoren verblieben nach Behandiung, das heit Wa-

schen mit dem PBS-Puffer, nur die Signale fur die bindenden Pepti-

de. Das im Falle der nicht-bindenden Proteine kein Signal nachweis-

10 bar war, zeigt, dass keine unspezifischen Wechselwirkungen auftre-

ten. Die Spektren zeigen die monoisotopische Masse fiir jedes Pep-

tid in der protonierten Form ([M+H]") als auch das Monoisotop in
Natrium-Form ([M+Nal").
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Anspriiche

1. Verfahren zur Identifizierung und/oder zum Nach-
wels von T-Zell-Epitopen eines Protein-Antigens in
vitro, wobel eine Population von Peptid-Fragmenten
des Antigens einer kompetitiven Bindung an eine
erste immobilisierte Rezeptor-Einheit, vorzugsweise
in Gegenwart einer zweiten Rezeptor-Einheit, die
zusammen mit der ersten Rezeptor-Einheit einen Re-
zeptor bilden kann, unterworfen wird, wobei mindes-
tens ein Peptid-Fragment mit Affinitit zu dem Re-
zeptor an mindestens die erste, vorzugsweise an die
beiden Rezeptor-Einheiten bindet, und das gebundene
Peptid-Fragment anschlieBend isoliert und analy-

siert wird, umfassend

a) Immobilisierung mindestens der ersten Re-
zeptor-Einheit, die mindestens eine erste
funktionelle Gruppe aufweist, an einem Na-
nopartikel, dessen Oberflédche mindestens
eine die erste funktionelle Gruppe binden-

de zweite funktionelle Gruppe aufweist,

b) Herstellung einer Population von Peptid-
Fragmenten des Protein-Antigens, die un-
terschiedliche Sequenzbereiche des Prote-
in-Antigens umfassen,

c) Durchfihrung einer kompetitiven Bindung
der Peptidfragment-Population an die am
Nanopartikel immobilisierte erste Rezep-
tor-Einheit, vorzugsweise in Gegenwart ei-
ner zwelten Rezeptor-Einheit, wobei min-
destens ein Peptid-Fragment mit Affinitat
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zu mindestens der ersten Rezeptor-Einheit,
vorzugswelse zu beiden Rezeptor-Einheiten,
gegebenenfalls zusammen mit der zweiten
Rezeptor-Einheit, an die erste Rezeptor-
Einheit bindet und ein an dem Nanopartikel
immobilisierter Rezeptor-Peptidfragment-
Komplex erhalten wird, und

d) Analyse des immobilisierten Rezeptor-
Peptidfragment-Komplexes und/oder des ge-
bundenen Peptid-Fragments.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die zweite Re-
zeptor-Einheit vor Durchfiihrung der kompetitiven

Bindungsreaktion frei in Ldsung vorliegt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobeil die zweite Re-
zeptor-Einheit zusammen mit der ersten Rezeptor-
Einheit vor Durchftihrung der kompetitiven Bindungs-
reaktion in Form eines den Rezeptor bildenden Di-

mers an dem Nanopartikel immobilisiert wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die zweite Re-
zeptor-Einheit mindestens eine dritte funktionelle
Gruppe aufweist und die Oberfldche des Nanoparti-
kels mindestens eine die dritte funktionelle Gruppe
bindende vierte funktionelle Gruppe aufweist.

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, wobei der Re-
zeptor gerichtet und unter Beibehaltung seiner bio-
logischen Aktivitat an dem Nanopartikel immobili-
siert ist.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wo-

bei der Rezeptor ein Haupthistokompatibili-~
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tdtskomplex (MHC) -Molekiil, der Rezeptor-Peptid-
fragment-Komplex ein Peptid—présentiereﬁdes MHC-
Molektil und die erste und die =zweite Rezeptor-
Einheit Ketten des MHC-Molekiils sind.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Rezeptor
ein MHC-Molekil der Klasse I ist.

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, wobei die ers-
te Rezeptor-Einheit eine schwere Kette von etwa 45
kDa und die zweite Rezeptor-Einheit eine leichte
Kette von etwa 12 kDa ist oder die erste Rezeptor-
Einheit eine leichte Kette von etwa 12 kDa und die

zwelte Rezeptor-Einheit eine schwere Kette von etwa
45 kDa ist.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 8, wo-
bei die schwere Kette ein HLA-A-, HLA-B- oder HLA-
C-Monomer und die leichte Kette f-2-Microglobulin
ist.

10. Verfahren nach einem der Anspriche 6 bis 9, wo-
bei das im Peptid-présentierenden MHC-Molekiil ge-
bundene Peptid-Fragment von einem endogenen Prote-

in-Antigen stammt.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 10,
wobei das im Rezeptor-Peptidfragment-Komplex gebun-

dene Peptid-Fragment etwa 8 bis 10 Aminosduren um-
fasst.

12. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Rezeptor
ein MHC-Moleklil der Klasse II ist.
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13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die erste Re-
zeptor-Einheit eine a-Kette von etwa 34 kD und die
zweite Rezeptor-Einheit eine P-Kette von etwa 30 kD
ist oder die erste Rezeptor-Einheit eine B-Kette
von etwa 30 kDa und die zweite Rezeptor-Einheit ei-
ne a-Kette von etwa 34 kDa ist.

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die
o-Kette und die P-Kette HLA-DR-, HLA-DQ- oder HLA-
DP-Monomere sind.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 14,
wobel das im Rezeptor-Peptidfragment-Komplex gebun-
dene Peptid-Fragment von einem exogénen Protein-
Antigen stammt.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 15,
wobei das im Rezeptor-Peptidfragment-Komplex gebun-
dene Peptid-Fragment etwa 15 bis 24 Aminos&uren um-

fasst.

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16,
wobel die erste und die zweite Rezeptor-Einheit na-
tirlicherweise vorkommende oder mittels gentechni-~
scher Verfahren oder chemischer Syntheseverfahren
hergestellte Ketten sind. l |

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die erste
funktionelle Gruppe ein natiirlicher Bestandteil der
ersten Rezeptor-Einheit oder mittels gentechnischer
Verfahren, biochemischer, enzymatischer und/oder
chemischer Derivatisierung oder chemischer Synthe-
severfahren in die erste Rezeptor-Einheit einge-
fihrt wird.
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19. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, wobei die
dritte funktionelle Gruppe ein natiirlicher Bestand-
teil der zweiten Rezeptor-Einheit oder mittels gen-
technischer Verfahren, biochemischer, enzymatischer
und/oder chemischer Derivatisierung oder chemischer
Syntheseverfahren in die zweite Rezeptor-Einheit
eingefihrt wird.

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, wobei sich
die erste funktionelle Gruppe und die dritte funk-
tionelle Gruppe voneinander unterscheiden und aus-
gewdahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Carboxy-
Gruppen, Amino-Gruppen, Thiol-Gruppen, Biotin-
Gruppen, His-Tag, FLAG-Tag, Strep-Tag I-Gruppen,
Strep-Tag II-Gruppen, Histidin-Tag-Gruppen und
FLAG-Tag-Gruppen.

21l. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20,
wobel sich die zweite funktionelle Gruppe an der
Nanopartikel-Oberflidche, die die erste funktionelle
Gruppe bindet, und die vierte funktionelle Gruppe
an der Nanopartikel-Oberfl&dche, die die dritte
funktionelle Gruppe bindet, voneinander unterschei-
den und ausgewdhlt sind aus der Gruppe bestehend
aus Amino-Gruppen, Carboxy-Gruppen, Maleinimido-
Gruppen, Avidin-Gruppen, Streptavidin-Gruppen,
Neutravidin-Gruppen und Metallchelatkomplex.

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei die zweite
funktionelle Gruppe und die vierte funktionelle
Gruppe mittels Pfropfsilanisierung, Silanisierung,
chemischer Derivatisierung und &hnlicher geeigneter
Verfahren auf die Oberfl&che der Nanopartikel auf-
gebracht sind. A
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23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, wobei die
Nanopartikel einen Kern aus einem chemisch inerten

Material, vorzugsweise Silica, aufweisen.

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die Nanopar-
tikel einen Durchmesser von 30 bis 400 nm, vorzugs-

weise 50 nm bis 150 nm, aufweisen.

25. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 24,
wobei die Population von Peptid-Fragmenten des
Protein-Antigens mittels enzymatischer Protein-
Spaltung, gentechnischer Verfahren oder chemischer
Syntheseverfahren hergestellt wird.

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Peptid-
Fragmente der Population die gesamte Aminosiurese-—

quenz des Protein-Antigens vollstdndig reprisentie-
ren.

2°7. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Peptid-
Fragmente der Population die Aminosduresequenz des

Protein-Antigens nur teilweise reprdsentieren.

28. Verfahren nach Anspruch 27, wobei die Peptid-
Fragmente -der Population,.Aminosauresequenzen. auf-

weisen, die vorhergesagte potentielle T-Zell-
Epitope darstellen.

29. Verfahren nach Anspruch 27 oder 28, wobei die
vorhergesagten potentiellen T-Zell-Epitope mittels
eines Computer-Algorithmus bestimmt sind.

- 30. Verfahren nach einem der Anspriiche 25 bis 29,

wobeli die Peptid-Fragmente eine Linge von 8 bis 10
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Aminosduren aufweisen, wenn der Rezeptor ein MHC-
Molektil Typ I ist.

3l. Verfahren nach einem der Anspriiche 25 bis 29,
wobel die Peptid-Fragmente eine Ldnge von 15 bis 24
Aminosduren aufweisen, wenn der Rezeptor ein MHC-
Molektil Typ II ist.

32. Verfahren nach einem der Anspriche 25 bis 31,
wobei die Peptid—Fragmente der Population vor
Durchfihrung der kompetitiven Bindung mit einem
Marker und/oder einer fiunften funktionellen Gruppe
versehen werden.

33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei der Marker

ein Fluoreszenzmarker oder radioaktiver Marker ist.

34. Verfahren nach Anspruch 32, wobei sich die
finfte funktionelle Gruppe von der ersten, zweiten,
dritten und/oder vierten funktionellen Gruppe un-

terscheidet und mit diesen keine Bindung eingehen
kann.

35. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 34,
wobei die Immobilisierung der ersten Rezeptor-
Einheit oder die Immobilisierung der ersten und
zweiten Rezeptor-Einheit an die Nanopartikel durch
eine Inkubation der Rezeptor—Einheiﬁ(en) mit den
Nanopartikeln in einem PBS-Puffer {iber einen Zeit-
raum von 1 h bis 4 h, vorzugsweise 2 h, bei Raum-
temperatur in einer Schittelvorrichtung erfolgt,
wobei Nanopartikel mit immobilisierten ersten Re-
zeptor-Einheiten oder Nanopartikel mit immobili-
sierten ersten und zweiten Rezeptor-Einheiten er-
halten werden.
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36. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 34,
wobel die Immobilisierung von Rezeptor-Einheit (en)
an die Nanopartikel dadurch erfolgt, dass unter
Verwendung eines Peptids bekannter Sequenz und ge-
5 eigneter Lange, der ersten Rezeptor-Einheit und der
zweiten Rezeptor-Einheit in Ldsung ein Rezeptor-
Peptid-Komplex hergestellt wird, der Rezeptor-
Peptid-Komplex an den Nanopartikeln immobilisiert
wird, die den dimmobilisierten Rezeptor-Peptid-
10 Komplex aufweisenden Nanopartikel einer Behandlung
zur Entfernung mindestens des gebundenen Peptids
unterworfen und Nanopartikel mit immobilisierten
Rezeptor-Einheiten erhalten werden.

37. Verfahren nach Anspruch 36, wobei der Rezeptor-

15 Peptid-Komplex durch Inkubation der ersten Rezep-
tor-Einheit, der 2Zweiten Rezeptor-Einheit und des
Peptids in einem Puffer, enthaltend 100 mM Tris, 2
mM EDTA, 400 mM L-Arginin, 5 mM reduziertes Glu-
tathion und 0,5 mM oxidiertes Glutathion iiber einen

20 Zeitraum von mehr als 36 h, vorzugsweise 48 h, bei
einer Temperatur von weniger als 20°C, vorzugsweise
10°C, hergestellt wird.

38. Verfahren nach Anspruch 36 oder 37, wobei der
Rezeptor-Peptid-Komplex allein durch Bindung der
25 ersten funktionellen Gruppe der ersten Rezeptor-
Einheit an die zweite funktionelle Gruppe der Nano-

partikel an den Nanopartikeln immobilisiert wird.

39. Verfahren nach Anspruch 36 oder 37, wobei der
Rezeptor-Peptid-Komplex durch Bindung der ersten
30 funktionellen Gruppe der ersten Rezeptor-Einheit an

die zweite funktionelle Gruppe der Nanopartikel und
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Bindung der dritten funktionellen Gruppe der zwei-
ten Rezeptor-Einheit an die vierte funktionelle

Gruppe der Nanopartikel an den Nanopartikeln immo-
bilisiert wird.

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 39,
wobei die den immobilisierten Rezeptor-Peptid-
Komplex aufweisenden Nanopartikel zur Entfernung
des gebundenen Peptids mit einem Stripping-Puffer,
pH-Wert 3,0, enthaltend 50 mM Natriumcitrat, iiber
einen Zeitraum von weniger als 20 s, vorzugsweise
10 s, behandelt werden.

41. Verfahren nach Anspruch 40, wobei im Falle,
dass der Rezeptor-Peptid-Komplex allein durch Bin-
dung der ersten funktionellen Gruppe an die zweite
funktionelle Gruppe der Nanopartikel immobilisiert
ist, beili der Behandlung der erhaltenen Nanopartikel
neben dem Peptid auch die zweite Rezeptor-Einheit
von den Nanopartikeln entfernt wird und Nanoparti-
kel mit der immobilisierten ersten Rezeptor-Einheit
erhalten werden.

42, Verfahren nach Anspruch 40, wobei im Falle,
dass der Rezeptor-Peptid-Komplex durch Bindung der
ersten funktionellen Gruppe der ersten Rezeptor-
Einheit an die zweite funktionelle Gruppe der Nano-
partikel wund Bindung der dritten funktionellen
Gruppe der zweiten Rezeptor-Einheit an die vierte
funktionelle Gruppe der Nanopartikel an den Nano-
partikeln immobilisiert ist, bei der Behandlung der
erhaltenen Nanopartikel allein das gebundene Peptid
von den Nanopartikeln entfernt wird und Nanoparti-
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kel mit der immobilisierten ersten und zweiten Re-
zeptor-Einheit erhalten werden.

43. Verfahren nach einem der Ansprlche 35 bis 42,
wobeil die die immobilisierte(n) Rezeptoreinheit (en)

5 aufweisenden Nanopartikel mittels mindestens einer
Zentrifugation und mindestens eines Waschvorgangs
vom Puffer abgetrennt und erneut in einem Puffer
suspendiert werden.

44. Verfahren nach einem der Anspriche 35 bis 43,

10 wobel die kompetitive Bindung der Peptidfragment-
Population an die Nanopartikel, die die erste oder
die erste und zweite immobilisierte Rezeptor-
Einheit aufweisen, mittels Inkubation der Peptid-
fragment-Population mit den Nanopartikeln in einem

15 PBS-Puffer iber einen Zeitraum von 2 h bis 6 h,
vorzugsweise 4 h, bei einer Temperatur von Raumtem-
peratur bis 39°C, vorzugsweise 37°C, durchgefiihrt
wird.

45. Verfahren nach Anspruch 44, wobei der PRS-

20 Puffer die zweite Rezeptor-Einheit enthalt, falls
die Nanopartikel allein die immobilisierte erste
Rezeptor-Einheit aufweisen.

46. Verfahren nach Anspruch 44 oder 45, wobei die
Nanopartikel nach Bindung des Peptid-Fragmentes mit
25 der hochsten Affinitdt zu den beiden Rezeptor-
einheiten unter Bildung eines immobilisierten Re-
zeptor-Peptidfragment-Komplexes mittels mindestens
einer Zentrifugation und mindestens eines Waschvor-
gangs vom Puffer und den nicht gebundenen Peptid-
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Fragmenten abgetrennt und erneut in ‘einem Puffer

suspendiert werden.

47. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 46,
wobel die Suspension der Nanopartikel, die den im-
mobilisierten Rezeptor-Peptidfragment-Komplex mit
dem gebundenen Peptid-Fragment aufweisen, mittels
Matrix-unterstiitzter Laser-Desorptions/Ionisations
(MALDI) -Verfahren, insbesondere MALDI-TOF (Flug-
zeit)-Verfahrens analysiert wird.

48. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die erhaltene
Nanopartikel-Suspension nach Zentrifugieren und Wa-

schen auf einem MALDI-Probentrdger abgeschieden und
analysiert wird.

49. Verfahren nach Anspruch 47 oder 48, wobei eine
im Verlauf des MALDI-Verfahrens eingesetzte Matrix
vor oder nach dem Abscheiden der Nanopartikel-
haltigen Suspension oder gemeinsam damit auf den

MALDI-Probentrdger aufgetragen wird.

50. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 46,
wobeil das in dem immobilisierten  Rezeptor-
Peptidfragment-Komplex gebundene Peptid-Fragment
aus dem Komplex herausgelést, isoliert und analy-
siert wird.

51. Verfahren nach Anspruch 50, wobei die den immo-
bilisierten Rezeptor-Peptidfragment-Komplex aufwei-
senden Nanopartikel mit einem Stripping-Puffer, pH-
Wert 3,0, enthaltend 50 mM Natriumcitrat, iiber ei-
nen Zeitraum von weniger als 20 s, vorzugsweise 10
s, behandelt werden und das Peptidfragment in L&-
sung geht.
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52. Verfahren nach Anspruch 50 oder 51, wobei die
Nanopartikel mittels Zentrifugation von der das
Peptid-Fragment enthaltenden L&sung abgetrennt wer-
den.

53. Verfahren nach einem der Anspriiche 50 bis 52,
wobel die das freigesetzte Peptid-Fragment enthal-
tende Lésung mit Nanopartikeln in Kontakt gebracht
werden, die die finfte funktionelle Gruppe des Pep-
tid-Fragments bindende sechste funktionelle Gruppen
aufweisen, so dass das Peptid-Fragment durch Bin-
dung der finften funktionellen Gruppe an die sechs-
te funktionelle Gruppe an den Nanopartikel immobi-
lisiert, und die das immobilisierte Peptid-Fragment

aufweisenden Nanopartikel von der Ldsung abgetrennt
werden.

54. Verfahren nach einem der Anspriiche 50 bis 53,
wobel das immobilisierte Peptid-Fragment wvon den

Nanopartikeln abgetrennt und sequenziert wird.

55. Verfahren zur Identifizierung und/oder Herstel-
lung eines Peptid-Impfstoffes gegen ein Protein-
Antigen, wobei die Aminosiuresequenz eines T;Zell—
Epitops des Protein-Antigens in vitro “identifi-
zlert, ein Peptid mit der identifizierten Aminosiu-
resequenz hergestellt und unter Verwendung des her-
gestellten Peptids und einer ersteﬁ‘ und zweiten
Kette ein Peptid-prédsentierender Haupthistokompati-
bilitats-komplex (MHC) hergestellt wird, umfassend

a) Bereitstellung einer Population von Peptid-
Fragmenten des Protein-Antigens,
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b) Bereitstellung von Nanopartikeln, die an ih-
rer Oberflédche mindestens eine erste immobi-
lisierte Kette eines MHC-Molekiils aufweisen,
wobei die Kette eine die Bildung eines MHC-

5 Moleklils ermdglichende Konformation aufweist,

c) Durchftihrung einer kompetitiven Bindung der
Peptidfragment-Population an die an den Nano-
partikeln immobilisierte erste Kette in Ge-
genwart einer =zweiten Kette eines MHC-

10 Molekiils, wobei das Peptid-Fragment mit der
grobten Affinitdt zu den beiden Ketten des
MHC-Molekiils zusammen mit der zweiten Kette
an die erste Kette bindet und ein Peptidfrag-
ment-prédsentierendes MHC-Molekiil erhalten

15 wird, und

d) Isolierung des Peptid-Fragments aus dem MHC-
Molekdl zur Identifizierung eines fiir einen
Peptid-Impfstoff geeignetes Peptid-Fragments
und Bestimmung seiner Aminosiuresequenz, und

20 optionale Durchfithrung der Schritte e) bis
h), namlich

e) gentechnische Herstellung oder chemische Syn-
these eines Peptides auf der Basis der be-
stimmten Aminosduresequenz des Peptid-

25 Fragmentes in geeigneten Mengen,

f) gentechnische Herstellung oder chemische Syn-
these der ersten und zweiten Kette in geeig-
neten Mengen, 4

g) Herstellung von Peptid-pridsentierenden MHC-
30 Molektilen in geeigneten Mengen durch gemein-
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same Inkubation der ersten Kette, der zweiten

Kette und des hergestellten Peptids, und

h) Herstellung eines Peptid-Impfstoffes in Form
eines Lyophilisats oder einer wéssrigen kol-
loidalen Losung oder Suspension der Peptid-
prisentierenden MHC-Molekiile.

56. Verfahren nach Anspruch 55, wobel an der Ober-
flédche der Nanopartikel neben der ersten Kette auch

die zweite Kette immobilisiert ist.

57. Verfahren nach Anspruch 55 oder 56, wobei die
beiden Ketten in Form eines das MHC-Molekiil bilden-
den Dimers an der Nanopartikel—Oberfléche immobili-

siert sind.

58. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 57,
wobei die Population von Peptid-Fragmenten des
Protein-Antigens mittels enzymatischer Protein-
Spaltung, gentechnischer Verfahren oder chemischer
Syntheseverfahren hergestellt wird.

59. Verfahren nach Anspruch 58, wobei die Peptid-
Fragmente der Population die gesamte Aminosdurese-
quenz des Protein-Antigens vollstdndig reprédsentie-
ren.

60. Verfahren nach Anspruch 58, wobei die Peptid-
Fragmente der Population die Aminos&duresequenz des

Protein-Antigens nur teilweise reprdsentieren.

61. Verfahren nach Anspruch 60, wobei die Peptid-

Fragmente der Population Aminosduresequenzen auf-
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welsen, die mittels eines Computer-Algorithmus be-
stimmte potentielle T-Zell-Epitope darstellen.

62. Verfahren nach einem der Anspriiche 58 bis 61,
wobel die Peptid-Fragmente oder das Peptid eine
5 Liange von 8 bis 10 Aminosiuren aufweisen, wenn das
herzustellende Peptidfragment- oder Peptid-
prdsentierende MHC-Molekiil ein MHC-Molekiil Typ I
ist, oder eine Linge von 15 bis 24 Aminosduren,
wenn das herzustellende Peptidfragment- oder Pep-

10 tid-prédsentierende MHC-Molekiil ein MHC-Molekiil Typ
IT ist.

63. Verfahren nach einem der Anspriche 55 bis 62,
wobei die erste Kette eine schwere Kette von etwa
45 kD ist, die zweite Kette eine leichte Kette wvon

15 etwa 12 kD ist und beide Ketten ein MHC-Molekiil Typ
I bilden kénnen.

64. Verfahren nach Anspruch 63, wobei die erste
Kette ein HLA-A-, HLA-B- oder HLA-C-Monomer ist und
die zweite Kette B-2-Microglobulin.

20 65. Verfahren nach einem der Anspriche 55 bis 62,
wobel die erste Kette eine o-Kette von etwa 34 kD
ist, die zweite Kette eine P-Kette von etwa 30 kD

ist und beide Ketten ein MHC-Molekiil Typ II bilden
kénnen.

25 66. Verfahren nach Anspruch 65, wobei die erste
Kette und die zweite Kette HLA-DR~, ' HLA-DQ- oder
HLA-DP-Monomere sind.

67. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 66,
wobei die erste Kette eine erste funktionelle Grup-
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pe enthdlt und durch Bindung der ersten funktionel-
len Gruppe an eine auf der Oberfliche der Nanopar-
tikel vorhandene zweite funktionelle Gruppe an der
Oberfldche der Nanopartikel immobilisiert ist.

5 68. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 67,
wobei die zweite Kette eine dritte funktionelle
Gruppe enthdlt und durch Bindung der dritten funk-
tionellen Gruppe an eine auf der Oberfliche der Na-
nopartikel vorhandene vierte funktionelle Gruppe an

10 der Oberfléche der Nanopartikel immobilisiert ist.

69. Verfahren nach Anspruch 67, wobei die erste
funktionelle Gruppe ein natiirlicher Bestandteil der
ersten Kette 1ist oder mittels gentechnischer Ver-
fahren, biochemischer, enzymatischer und/oder che~
15 mischer Derivatisierung oder chemischer Synthese-

verfahren in die erste Kette eingefiihrt ist.

70. Verfahren nach Anspruch 68, wobei die dritte
funktionelle Gruppe ein natiirlicher Bestandteil der
zweiten Kette ist oder mittels gentechnischer Ver-
20 fahren, biochemischer, enzymatischer und/oder che-
mischer Derivatisierung oder chemischer Synthese-
verfahren in die zweite Kette eingefilhrt ist.

71. Verfahren nach Anspruch 69 oder 70, wobei sich
die erste und dritte funktionelle Gruppe voneinan-
25 der unterscheiden und ausgewdhlt sind aus der Grup-
pe bestehend aus Carboxy-Gruppen, Amino-Gruppen,
Thiol-Gruppen, Biotin-Gruppen, His-Tag, FLAG-Tag,
Strep-Tag I-Gruppen, Strep-Tag II-Gruppen, Histi-
din-Tag-Gruppen und FLAG-Tag-Gruppen.



WO 2004/078909

10

15

20

25

30

65

72. Verfahren nach einem der Anspriiche 67 oder 68,
wobei sich die an der Oberfldche der Nanopartikel
vorhandenen zweiten und vierten funktionellen Grup-
pen voneinander unterscheiden und ausgewidhlt sind
aus der Gruppe bestehend aus Amino-Gruppen, Carbo-
xy-Gruppen, Maleinimido-Gruppen, Avidin-Gruppen,
Streptavidin-Gruppen, Neutravidin-Gruppen und Me-
tallchelatkomplex.

73. Verfahren nach Anspruch 72, wobei die zweite
und vierte funktionelle Gruppe mittels Pfropfsila-
nisierung, Silanisierung, chemischer Derivatisie-
rung und &hnlicher geeigneter Verfahren auf die O-
berfldche der Nanopartikel aufgebracht sind.

74. Verfahren nach Anspruch 72 oder 73, wobei die
Nanopartikel einen Kern aus einem chemisch inerten
Material, vorzugsweise Silica, und einen Durchmes-
ser von 30 bis 400 nm, vorzugsweise 50 nm bis 150
nm, aufweisen.

75. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 74,
wobei die an ihrer Oberfliche eine erste immobili-
sierte Kette aufweisenden Nanopartikel durch fol-
gende Schritte erhalten werden:

a) Inkubation der die erste funktionelle Gruppe
enthaltenden ersten Kette, der zweiten Kette
und eines Peptids, von dem die Aminosdurese-
quenz und die Fghigkeit zur Bildung eines
Peptid-prdsentierenden MHC-Molekiils unter ge-

eigneten Bedingungen bekannt ist,

b) Inkubation des Peptid-prédsentierenden MHC-

Moleklils mit Nanopartikeln, deren Oberfliche
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mindestens eine die erste funktionelle Gruppe
bindende zweite funktionelle Gruppe aufweist,
unter geeigneten Bedingungen zur Immobilisie-
rung des Peptid-prdsentierenden MHC-Molekiils
an den Nanopartikeln,

c) Behandlung der Nanopartikel mit-den immobili-
sierten Peptid-prdsentierenden MHC-Molekiilen
mit einem geeigneten Puffer zur Entfernung
der zweiten Kette und des Peptids bekannter

Aminos8uresequenz aus dem immobilisierten
MHC-Molekiil,

d) Aufreinigung der die erste immobilisierte

Kette aufweisenden Nanopartikel.

76. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 75,
wobei die kompetitive Bindung der Peptidfragment-
Population an die die erste immobilisierte Kette
aufweisenden. Nanopartikel mittels Ihkubation der
Peptidfragment-Population mit den Nanopartikeln in
einem geeigneten Puffer unter geeigneten Bedingun-
gen erfolgt.

77. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 76,
wobel die Nanopartikel nach Bindung des die héchste
Affinitdt aufweisenden Peptid-Fragmentes der Popu-
lation und der zweiten Kette unter Bildung eines
immobilisierten Peptidfragment-pridsentierenden MHC-
Molekiils mittels Zentrifugation und Waschen vom
Puffer und den nicht gebundenen Peptid-Fragmenten
abgetrennt werden.

78. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 77,

wobei  die das immobilisierte  Peptidfragment-
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présentierende MHC-Molekil aufweisenden Nanoparti-
kel mit einem geeigneten Puffer zur Freisetzung des
gebundenen Peptid-Fragmentes behandelt werden.

79. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 78,
wobel das freigesetzte Peptid-Fragment isoliert und
seine Aminosduresequenz ermittelt wird.

80. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 79,
wobei auf der Basis der ermittelten Aminosiurese-
quenz des freigesetzten Peptid-Fragmentes eine die
ermittelte Aminosduresequenz codierende Nucleinsiu-
re erzeugt und in einen geeigneten Expressionsvek-
tor insertiert, der die Nucleinsiure enthaltende
Vektor in eine geeignete Wirtszelle zur Expression
der Aminosduresequenz lberfihrt und ein Peptid mit
der Aminos&uresequenz des Peptid-Fragmentes in der
Wirtszelle, vorzugsweise in groRerer Menge, expri-
miert und daraus isoliert wird.

81l. Verfahren nach einem der Anspriiche 55 bis 79,
wobel auf der Basis der ermittelten Aminosiurese-
quenz des freigesetzten Peptid—Fragméntes eine ge-
eignete Menge eines Peptids mit der Aminosiurese-
quenz des ‘Peptid-Fragmentes chemisch synthetisiert
wird.

82. Verfahren zur Qualitdtskontrolle von Rezeptor-
Ligand-Komplexen und/oder deren Bestandteilen, um-
fassend die Herstellung oder Bereitstellung eines
Rezeptor-Ligand-Komplexes in L&sung aus zwei Rezep-
tor-Einheiten, wobei mindestens eine Rezeptor-
Einheit eine erste funktionelle Gruppe aufweist,

und eines Liganden, die Immobilisierung des Rezep-

PCT/EP2004/002170

P



WO 2004/078909

10

15

20

25

68

tor-Ligand-Komplexes an Nanopartikeln, die an ihrer
Oberflédche mindestens eine die erste funktionelle
Gruppe bindende zweite funktionelle Gruppe aufwei-
sen, und Analyse der den immobilisierten Rezeptor-
Ligand-Komplex aufweisenden Nanopartikel unter Ver-
wendung eines MALDI-Verfahrens.

83. Verfahren nach Anspruch 82,'wobei der Rezeptor
ein MHC-Molekiil, der Ligand ein an den Rezeptor
bindendes Peptid bekannter Sequenz und definierter
Lange und der Rezeptor-Ligand-Komplex ein Peptid-
prasentierendes MHC-Molekil ist.

84. Verfahren nach Anspruch 82 oder 83, wobei der
Rezeptor ein MHC-Molekil der Klasse I, eine Rezep-
tor-Einheit eine schwere Kette wvon etwa 45 kDa und

die Rezeptor-Einheit eine leichte Kette von etwa 12
kDa ist.

85. Verfahren nach Anspruch 84, wobei die schwere
Kette ein HLA-A-, HLA-B~ oder HLA-C-Monomer und die
leichte Kette P-2-Microglobulin ist.

86. Verfahren nach Anspruch 82 oder 83, wobei derx
Rezeptor ein MHC-Moleklil der Klasse II, eine Rezep-
tor-Einheit eine oa-Kette von etwa 34 kDa und eine
Rezeptor-Einheit eine P-Kette von etwa 30 kDa ist.

87. Verfahren nach Anspruch 86, wobei die oa-Kette
und die p-Kette HLA-DR-, HLA-DQ- oder HLA-DP-
Monomere sind.

88. Verfahren nach einem der Anspriiche 82 bis 87,
wobeli das MALDI-Verfahren ein MALDI-TOF-Verfahren
ist.

PCT/EP2004/002170
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89. Verfahren zur Herstellung " von Nanopartikeln,
die an ihrer Oberfliche mindestens eine immobili-
sierte Rezeptor-Einheit oder einen immobilisierten
Rezeptor aufweisen, umfassend

5 a) Herstellung eines Rezeptor-Ligand-Komplexes
durch Inkubation einer ersten Rezeptor-
Einheit mit einer ersten funktionellen
Gruppe, einer zweiten Rezeptor-Einheit, die

mit der ersten Rezeptor-Einheit einen Re-

10 zeptor bilden kann, und eines Liganden in
L&sung,
b) Immobilisierung des gebildeten Rezeptor-

Ligand-Komplexes an Nanopartikeln, die min-
destens eine die erste funktionelle Gruppe
15 ~bindende zweite funktionelle Gruppen an der

Oberfldche aufweisen, und

c) Behandlung der den immobilisierten Rezep-
tor-Ligand-Komplex aufweisenden Nanoparti-
kel mit einem sauren Puffer zur Freisetzung

20 mindestens des gebundenen Liganden, wobei
Nanopartikel mit immobilisierten Rezeptor-
Einheiten erhalten werden.

90. Verfahren nach Anspruch 89, wobei die TImmobili-
sierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes an der Nano-

25 partikel-Oberfl&iche allein iiber die Bindung der
ersten funktionellen Gruppe der ersten Rezeptor-
Einheit an die zweite funktionelle Grippe der Nano-
partikel erfolgt.

91. Verfahren nach Anspruch 89 oder 90, wobei nach
30 Behandlung der den immobilisierten Rezeptor~Ligand-
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Komplex aufweisenden Nanopartikel mit einem sauren
Puffer neben dem Liganden auch die zweite Rezeptor-
Einheit freigesetzt und Nanopartikel mit der immo-

bilisierten ersten Rezeptor-Einheit erhalten wer—
5 den.

92. Verfahren nach Anspruch 89, wobei die zweite
Rezeptor-Einheit eine dritte funktionelle Gruppe
aufweist und die Nanopartikel an ihrer Oberfliche
eine die dritte funktionelle Gruppe der zweiten Re-—
10 zeptor-Einheit bindende vierte funktionelle Gruppe
aufweisen, so dass die Immobilisierung des Rezep-
tor-Ligand-Komplexes an den Nanopartikeln tiber die
Bindung der ersten funktionellen Gruppe der ersten
Rezeptor-Einheit an die zweite funktionelle Gruppe
15 der Nanopartikel und die Bindung der dritten funk-
tionellen Gruppe der zweiten Rezeptor-Einheit an

die vierte funktionelle Gruppe der Nanopartikel er-
folgt.

93. Verfahren nach Anspruch 92, wobei nach Behand-
20 lung der den immobilisierten Rezeptor-Ligand-
Komplex aufweisenden Nanopartikel mit einem sauren
Puffer allein der Ligand freigesetzt und Nanoparti-
kel mit der immobilisierten ersten und zweiten Re-

zeptor-Einheit erhalten werden.

25 94. Verfahren nach Anspruch 92 oder 93, wobei die
erste und zweite Rezeptor—Einheit gerichtet immobi-
lisiert vorliegen und einen Rezeptor bilden, der
einen Liganden binden kann. .

95. Verfahren nach einem der Anspriiche 89 bis 94,
30 wobei der Rezeptor ein MHC-Molekiil, der Ligand ein
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an den Rezeptor bindendes Peptid bekannter Sequenz
und definierter ©Linge und der Rezeptor-Ligand-
Komplex ein Peptid-prasentierendes MHC-Molekiil ist.

96. Verfahren nach Anspruch 95, wobei der Rezeptor
5 ein MHC-Molekiil der Klasse I ist.

97. Verfahren nach Anspruch 95 oder 96, wobei die
erste Rezeptor-Einheit eine schwere Kette von etwa
45 kDa und die zweite Rezeptor-Einheit eine leichte
Kette von etwa 12 kDa ist oder die erste Rezeptor-

10 Einheit eine leichte Kette von etwa 12 kDa und die
zwelte Rezeptor-Einheit eine schwere Kette von etwa
45 kDa ist.

98. Verfahren nach Anspruch 97, wobei die schwere
Kette ein HLA-A-, HLA-B- oder HLA-C-Monomer und die
15 leichte Kette B-2-Microglobulin ist.

99. Verfahren nach Anspruch 95, wobei der Rezeptor
ein MHC-Molekil der Klasse ITI ist.

100. Verfahren nach Anspruch 99, wobei die erste
Rezeptor-Einheit eine a-Kette von etwa 34 kDa und

20 die zweite Rezeptor-Einheit eine B-Kette von etwa
30 kDa ist oder die erste Rezeptor-Einheit eine B-
Kette von etwa 30 kDa und die zweite Rezeptor-
Einheit eine o-Kette von etwa 34 kDa ist.

101. Verfahren nach Anspruch 100, wobei die o-Kette
25 und die [-Kette HLA-DR-, HLA-DQ- .oder HLA-DP-
Monomere sind.

102. Verfahren nach einem der Anspriiche 89 bis 101,
wobel sich die erste funktionelle Gruppe und die
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dritte funktionelle Gruppe voneinander unterschei-
den und ausgewdhlt sind aus der Gruppe bestehend
aus Carboxy-Gruppen, Amino-Gruppen, Thiol~Gruppen,
Biotin~Gruppen, His-Tag, FLAG-Tag, Strep-Tag I-

5  Gruppen, Strep-Tag II-Gruppen, Histidin-Tag-Gruppen
und FLAG-Tag-Gruppen.

103. Verfahren nach einem der Anspriche 89 bis 102,
wobel sich die zweite funktionelle Gruppe an der
Nanopartikel-Oberfldche, die die erste funktionelle
10 Gruppe bindet, und die vierte funktionelle Gruppe
an der Nanopartikel-Oberflidche, die die dritte
funktionelle Gruppe bindet, voneinander unterschei-
den und ausgewidhlt sind aus der Gruppe bestehend
aus Amino-Gruppen, Carboxy~-Gruppen, Maleinimido-
15 Gruppen, Avidin-Gruppen, Streptavidin-Gruppen,
Neutravidin-Gruppen und Metallchelatkomplex.

104. Verfahren nach einem der Anspriliche 89 bis 103,
wobei die den immobilisierten Rezeptor-Peptid-
Komplex aufweisenden Nanopartikel zur Entfernung

20 des gebundenen Peptids mit einem Stripping-Puffer,
pH-Wert 3,0, enthaltend 50 mM Natriumcitrat, tiber
einen Zeitraum von weniger als 20 S, Vvorzugsweilise
10 s, behandelt werden. '

105. Verfahren zur Herstellung von Nanopartikeln
25 mit immobilisierten Peptid-prasentierenden MHC~
Molekiilen, wobei Nanopartikel mit mindestens einer
ersten immobilisierten Kette eines MHC-Molekiils,
herstellbar nach einem Verfahren nach einem der An-
spriche 89 bis 104, in Gegenwart einer zweiten Ket-
30 te, die mit der ersten Kette ein MHC-Molekiil bilden
kann, mit einem Peptid, das an das MHC-Molekiil bin-
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den kann, inkubiert und ein an den Nanopartikeln
immobilisierter Peptid-prisentierendes MHC-Molekiil
erhalten wird.

106. Verfahren nach Anspruch 105, wobei das MHC-
5 Molekiil ein Molekiil der Klasse I ist und das Peptid

eine Lange von etwa 8 bis etwa 10 Aminosduren auf-
welist.

107. Verfahren nach Anspruch 105, wobei das MHC-
Molekil ein Molekiil der Klasse II ist und das Pep-

10 tid eine L&nge von etwa 15 bis etwa 24 Aminosiuren
aufweist. '

108. Verfahren zur Anreicherung und/oder Isolierung

spezifischer CD4+—T-Lymphocyten oder CD8*-T-

Lymphocyten aus peripheren mononucleidren Blutzellen
15 (PBMCs), umfassend

a) Herstellung von Nanopartikeln mit immobili-
sierten Peptid-prdsentierenden MHC-Molekiilen
nach einem der Anspriiche 105 bis 107, wobei
das Peptid ein T-Zell-Epitop ist

20 b) Isolierung peripherer mononucleirer Blutzel-

len aus einem geeigneten Ausgangsmaterial,

c) Inkubation der isolierten mononucleirer Blut-
zellen mit den die immobilisierten Peptid-
prdsentierenden MHC-Molekiilen aufweisenden

25 Nanopartikeln, wobei T-Lymphozyten an das T-
Zell-Epitop der immobilisierten Peptid-
prdsentierenden MHC-Molekiile binden,



WO 2004/078909 PCT/EP2004/002170
74 ’

d) Abtrennung der Nanopartikel mit den an die
immobilisierten Peptid-prisentierenden MHC-
Molekiilen gebundenen T~Lymphozyten von den

nicht-gebundenen peripheren  mononucleiren
5 Zellen. '

109. Verfahren nach Anspruch 108, wobei die gebun-

denen T-Lymphozyten von den Nanopartikeln freige-
setzt werden.

110. Verfahren nach Anspruch 109, wobei die freige-

10 setzten T-Lymphozyten in vitro clonal vermehrt wer-
den.

111. Verfahren nach Anspruch 109 oder 110, wobei
die freigesetzten und/oder clonal vermehrten T-

Lymphozyten in einen Organismus eingefihrt werden.

15 112. Verfahren nach einem der Anspriiche 108 bis
111, wobei das Peptid-prasentierende MHC-Molekiil
ein Molekil der Klasse I ist und die gebundenen T-
Lymphozyten CD8*-T-Lymphocyten sind.

113. Verfahren nach einem der Anspriliche 108 bis

20 111, wobei das Peptid-prédsentierende MHC-Molekiil
ein Molekil der Klasse II ist und die gebundenen T-
Lymphozyten CD4*-T-Lymphocyten sind.

114. Verfahren zum Primen und/oder Restimulieren
einer CD4*-T- oder CD8+—T—Lymphocyten—Reaktion in
25 vitro, umfassend

a) Identifizierung eines T-Zell-Epitops nach ei-
nem der Anspriiche 1 bis 54 und Bestimmung von

dessen Aminosduresequenz,
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b) Herstellung einer Nucleinsiure, die ein Pep-
tid mit der Aminosduresequenz des T-Zell-
Epitops codiert,

c) Einfihrung der bei b) hergestellten Nuclein-
5 sdure in einen geeigneten Vektor,

d) Einfihrung des bei c) erhaltenen Vektors in
dendritische Zellen, die - gegebenenfalls aus
kultivierten peripheren mononucleiren Blut-
zellen isoliert wurden,

10 e) Vermehrung der bei d) resultierenden, den
Vektor aufweisenden dendritischen Zellen in
vitro, und

f) Stimulation autologer CD4" und/oder cD8*-
Zellen in vitro unter Verwendung der bei d)
15 oder e) erhaltenen dendritischen Zellen.

115. Nanopartikel, enthaltend an der Oberfliche
mindestens eine Rezeptor-Einheit, insbesondere eine
immobilisierte Kette eines MHC-Molekiils.

116. Nanopartikel nach Anspruch 115, wobei die im-
20 mobilisierte Kette durch Bindung eines Peptids wvon
8 bis 24 Aminos&duren und einer zweiten Kette eines

MHC-Molekiils ein Peptid-prisentierendes MHC-Molekiil
bilden kann. ‘

117. Nanopartikel nach Anspruch 115 oder 116, wobei
25 die MHC-Molekil-Kette durch Bindung einer in ihr
enthaltenen ersten funktionellen Gruppe mit einer

an der Nanopartikel-Oberfliche vorhandenen zweiten
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funktionellen Gruppe an der Nanopartikel-Oberfliche
immobilisiert ist.

118. Nanopartikel nach einem der Ansprtiche 115 bis

117, wobei das MHC-Molekiil ein Molekiil der Klasse I
5 ist und aus einer schweren Kette von etwa 45 kDa

und einer leichten Kette von etwa 12 kDa besteht.

119. Nanopartikel nach Anspruch 118, wobei entweder
die schwere Kette oder die leichte Kette immobili-
siert ist.

10 120. Nanopartikel nach einem der Anspriche 115 bis
117, wobei das MHC-Molekil ein Molekiil der Klasse
IT ist und aus einer a-Kette von etwa 34 kDa und
einer P-Kette von etwa 30 kDa besteht.

121. Nanopartikel nach Anspruch 120, wobei entweder
15 die a-Kette oder die B-Kette immobilisiert ist.

122. Nanopartikel mit einem immobilisierten MHC-
Molekill, wobei das MHC-Molekiil eine erste und zwei-
te Kette umfasst und das MHC-Molekiil durch Bindung
einer in der ersten Kette enthaltenen ersten funk-

20 tionellen .Gruppe mit einer an der Nanopartikel-
Oberflédche vorhandenen zweiten funktionellen Gruppe
oder durch Bindung der in der ersten Kette enthal-
tenen ersten funktionellen Gruppe mit der an der
Nanopartikel-Oberfldche vorhandenen zweiten funkti-

25 onellen Gruppe und Bindung einer in der zweiten
Kette enthaltenen dritten funktionellen Gruppe mit
einer an der Nanopartikel-Oberfliche vorhandenen
vierten funktionellen Gruppe an der Nanopartikel-
Oberflache immobilisiert ist.
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123. Nanopartikel mit einem an der Nanopartikel-
Oberflédche immobilisierten Peptid-prisentierenden
MHC-Molekiil, wobei das Peptid-prdsentierende MHC-
Molekll eine erste Kette, eine zweite Kette und ein
5 Peptid von 8 bis 24 Aminosiuren umfasst und das
MHC-Molekil durch Bindung einer in der ersten Kette
enthaltenen ersten funktionellen Gruppe mit einer
an der Nanopartikel-Oberfliche vorhandenen zweiten
funktionellen Gruppe oder durch Bindung der in der
10 ersten Kette enthaltenen ersten funktionellen Grup-
pe mit der an der Nanopartikel-Oberfliche vorhande-
nen zweiten funktionellen Gruppe und Bindung einer
in der zweiten Kette enthaltenen dritten funktio-
nellen Gruppe mit einer an der Nanopartikel-
15 Oberfldche vorhandenen vierten funktionellen Gruppe
an der Nanopartikel-Oberfliche immobilisiert ist.

124. Nanopartikel nach Anspruch 122 oder 123, wobei

das MHC-Molekiil ein Molekiil der Klasse I 4ist und

aus einer schweren Kette von etwa 45 kDa und einer
20 leichten Kette von etwa 12 kDa besteht.

125. Nanopartikel nach Anspruch 124, wobei die ers-

te Kette die schwere Kette und die zweite Kette die

leichte Kette ist oder wobei die erste Kette die

leichte Kette und die zweite Kette die schwere Ket-
25 te ist.

126. Nanopartikel nach Anspruch 122 oder 123, wobei
das MHC-Molekil ein Molekiil der Klasse II ist und
aus einer o-Kette von etwa 34 kDa und einer B-Kette
von etwa 30 kDa besteht.
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127. Nanopartikel nach Anspruch 126, wobei die ers-
te Kette die a-Kette und die zweite Kette die B-
Kette ist oder wobei die erste Kette die B-Kette
und die zweite Kette die a-Kette ist.

5 128. Peptid-Impfstoff umfassend mindestens ein Pep-
tid-prédsentierendes MHC-Molekiil, herstellbar nach
einem der Anspriiche 55 bis 81 und/oder umfassend
mindestens ein Protein-Antigen enthaltend ein gemafl
der Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 54 identi-

10 fiziertes T-Zell-Epitop.

129. Peptid-Impfstoff nach Anspruch 128, wobei der
Impfstoff als Lyophilisat vorliegt.

130. Peptid-Impfstoff nach Anspruch 128, wobei der
Inpfstoff als wdssrige kolloidale Loésung oder Sus-

15 pension vorliegt.

131. Peptid-Impfstoff nach einem der Anspriche 128
bis 130, zus&tzlich enthaltend mindestens ein Adju-
vans.

132. Kit zur Identifizierung und/oder zum Nachweis

20 von T-Zell-Epitopen eines Protein-Antigens in
vitro, umfassend einen Behilter mit einer Suspensi-
on von Nanopartikeln mit einem immobilisierten MHC-
Molekil nach einem der Anspriiche 122 bis 127 oder
einen Beh&dlter mit einer Suspension von Nanoparti-

25 keln mit einer immobilisierten ersten Kette eines
MHC-Molekiils nach einem der Anspriiche 115 bis 121
und einen Behdlter mit einem Lyophilisat einer
zweiten Kette.
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133. Verwendung eines Nanopartikels nach einem der
Ansprtiche 115 bis 127 zur Identifizierung und/oder
zum Nachweils von T-Zell-Epitopen eines Protein-

Antigens in vitro.

5 134. Verwendung eines Nanopartikels nach einem der
Anspriche 115 bis 127 zur Herstellung eines Peptid-
Impfstoffes.

135. Verwendung eines Nanopartikels nach einem der
Anspriche 115 bis 127 zur Anreicherung und/oder I-

10 solierung spezifischer CD4+—T—Lymphocyten oder
CD8*-T-Lymphocyten in vitro.

136. Verwendung eines Nanopartikels nach einem der

Anspriche 115 bis 127 zum Primen oder/und Restimu-

lieren einer CD4*- und/oder CD8+—T—Lymphocyten—
15 Reaktion in vitro.

137. Verwendung eines Peptid-Impfstoffes nach einem
der Anspriiche 128 bis 131 zur aktiven Immunisierung
eines tierischen oder menschlichen Organismus gegen

ein Protein-Antigen.
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Figur 1

1. Bindung eines Peptid-prasentierenden
HLA-A2-Komplexes

Beta2-microglobulin
HLA-A2 alpha-Kett_s /

HLA A2-gebundeneSm.
Peptid

Nanopartikel

C-terminales Biotin

3. Entfernung des A2-Peptides und
von B2-m vom immobilisierten
Komplex

Nanopartikel

5. Entfernung der nicht-bindenden
Peptide und iiberschiissigen B2-m

Nanopartikel

PCT/EP2004/002170

2. Behandlung mit ,,Stripping“-Puffer

Nanopértikel

4. , Kompetitive Peptidbindung*

Beta2-microglobulin
nichl_: an HLA-A2 bindende
... Peptide  anHLA-A2
- o bind/endes Peptit

Nanopartikel

6. MALDI-Massenspektrometrie

Nanopartikel
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