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1. Einleitung

1.1 Haupthistokompatibilitits-Molekiile

Der Haupthistokompartibilitdtskomplex (major histocompatibility complex, MHC) des
Menschen liegt auf dem Chromosom 6. Dessen Gene kodieren unter anderem
membrangebundene Glycoproteine, die an der Zelloberfliche Selbst- und Fremd-
Peptidfragmente prisentieren. Diese {iiber 200 Gene kodieren die humanen
Leukozytenantigene (HLA). Der Name riihrt daher, da die von ihnen kodierten Antigene
auf Leukozyten besonders einfach nachzuweisen sind und dort entdeckt wurden [1].
Diese Glycoproteine lassen sich in MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-1I-Molekiile
unterteilen. Es gibt drei verschiedene Gene fiir die MHC-Klasse-I-Molekiile: HLA-A, -B
und -C, sowie drei verschiedene Gene fiir die MHC-Klasse-II-Molekiile: HLA-DR, -DP
und -DQ, deren Allele alle codominat sind. Jedes Individuum exprimiert also auf seinen
Zellen verschiedene MHC-Molekiile. Da der MHC auflerdem sehr polymorph ist, d.h.
mehrere Allele fiir die einzelnen Gene existieren, gibt es ein groles Repertoire an
verschiedenen MHC-Molekiil-Kombinationen unter den Individuen. Die MHC-Klasse-1
und Klasse-II-Molekiile haben ihre Funktion bei der Initiierung einer T-Zell-abhéingigen

Immunantwort und spielen eine bedeutende Rolle bei der Gewebevertriglichkeit [2; 3].

1.1.1 MHC-Klasse-I-Molekiile und CD8*-T-Lymphozyten

MHC-Klasse-I-Molekiille werden auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Sie
prasentieren zytosolische Peptide an zytotoxische T-Lymphozyten (CTL), welche den
Corezeptor CD8 exprimieren. Die prisentierten Peptide sind demnach zytosolische
Eigenpeptide oder solche, die von Viren oder einigen sich im Zytosol replizierenden
Bakterien stammen.

Das MHC-Klasse-I-Molekiil besteht aus einer a-Kette, welche aus drei Dominen (o, 02,
und o3y besteht, und einem PB>-Mikroglobulin [4]. Diese Bausteine werden im Zytosol
hergestellt, in das Endoplasmatische Retikulum eingeschleust und dort zusammen gebaut.

Die Peptide, die durch Schneiden von Proteinen im Proteasom entstanden sind, werden



ebenfalls vom Zytosol in das Endoplasmatische Retikulum geschleust und hier ggf. noch
am aminoterminalen Ende gekiirzt, sodass die bisher instabilen MHC-Klasse-I-Molekiile
mit meist acht bis zehn Aminosduren langen Peptiden beladen werden. Die Bindung
beruht auf dem Kontakt von Atomen zwischen den unveridnderlichen Enden des
peptidbindenden Spaltes des MHC-Molekiils und den Amino- und Carboxylenden des
Peptids. Hinzu kommt die stabilisierende = Wirkung von  bestimmten
Aminosdureseitenketten des Peptids, sogenannten Verankerungsresten, die in Taschen
des peptidbinden Spalts ragen.

Der so entstandene stabile Peptid:MHC-Klasse-I-Komplex wird nun im Vesikel an die
Zelloberfldche transportiert.

Der CTL bindet mit seinem Rezeptor (T-Zell-Rezeptor, TCR) an den Peptid:MHC-
Klasse-I-Komplex. Der TCR ist antigenspezifisch und bindet MHC-abhingig [5].
Letzteres Phinomen wird als MHC-Restriktion bezeichnet. Zusitzlich ist die Bindung
des Corezeptors CD8 der T-Zelle an das MHC-Klasse-I-Molekiil erforderlich.

Der aktivierte CTL leitet die Lyse derjenigen Zellen, welche das pathogene Antigen

prasentieren, in die Wege [6].

1.1.2 MHC-Klasse-II-Molekiile und CD4*-T-Lymphozyten

MHC-Klasse-II-Molekiile werden auf Antigenprisentierenden Zellen (APZ; B-
Lymphozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen und epithelialen Zellen des Thymus)
exprimiert. Sie prasentieren extrazelluldre oder intravesikuldre Pathogene. Extrazellulire
Partikel werden von B-Zellen durch rezeptorvermittelte Endozytose oder von anderen
APC durch Phagozytose oder Makropinozytose aufgenommen. In den Vesikeln werden
die Proteine pH-abhiingig gespalten. Diese Vesikel fusionieren mit Vesikeln, die MHC-
Klasse-II-Molekiile enthalten. Dort werden die mindestens 13 Aminosdue langen Peptide
gebunden. Die Bindung des Peptids erfolgt iiber Aminosdureseitenketten, die in
Bindungstaschen innerhalb der Bindungsfurche des MHC-Molekiils ragen [7]. Der
Peptid:MHC-Klasse-II-Molekiil-Komplex wird an die Zelloberfldche transportiert, wo
entsprechende TCR der CD4"-Helfer-T-Zellen spezifisch binden. Der Corezeptor CD4
bindet ebenfalls an das MHC-Klasse-1I-Molekiil. CD4*-Helfer-T-Zellen werden aktiviert



und veranlassen die B-Lymphozyten zur Antikorper-Synthese und die Makrophagen zur
Zerstorung der aufgenommenen Pathogene [8; 9]. Ungepriégte T-Zellen werden dagegen

von dendritischen Zellen (DC) aktiviert.

1.1.3 Kreuzprisentation

Die Kreuzprisentation beschreibt die Prisentation von exogenen Proteinen iiber MHC-
Klasse-I-Molekiile an naive CD8*-T-Lymphozyten. Bei den exogenen Proteinen kann es
sich um virale, bakterielle oder Tumorantigene handeln.

Exogene Proteine, die in das endoplasmatische Retikulum gelangt sind, konnen iiber den
Vorgang der retrograden Translokation ins Zytosol befordert werden. Ab hier kann der
gewohnliche Weg wie in 1.1.1. beschrieben — inklusive des Proteinabbaus im Proteasom
zu Peptidstiicken bis zum Einbau der Peptide in die MHC-Klasse-I-Molekiile — im
endoplasmatischen Retikulum ablaufen.

Dieser Vorgang funktioniert besonders gut bei DC, welche unter anderem ungeprigte T-
Zellen aktivieren. So konnen auch die naiven T-Zellen durch Viren aktiviert werden,

welche die prisentierende Zelle nicht befallen [10].

1.2 Entwicklung der CD8*-T-Lymphozyten

Die naiven CD8*-T-Zellen, die den Thymus verlassen, miissen bestimmte Signale zur
Entwicklung bis zur zytotoxischen CD8*-T-Effektorzelle empfangen. Die Aktivierung
naiver CD8*-T-Zellen im Lymphgewebe und Lymphorganen erfordert zum einen die
Bindung zwischen dem TCR der T-Zelle und spezifischem Antigen:MHC-Klasse-I-
Komplex der APZ und zum anderen ein costimulatorisches Signal. Dieses kann iiber zwei
Wege erfolgen. Reife DC konnen besonders stark costimulieren und die CD8*-T-Zellen
so direkt zur Interleukin-2-Synthese (IL-2-Synthese) stimulieren. Bei der anderen
Variante bindet eine CD4"-T-Zelle mit ihrem TCR spezifisch an den Antigen:MHC-II-
Koplex und mit dem CD40-Ligand an CD40 der APZ und stimuliert so die
costimulatorische Aktivitdt. Die APZ exprimiert B7-Molekiile, welche an den CD28-



Rezeptor der CD8*-T-Zellen binden und costimulatorisch wirken [11]. Zusitzlich
produzieren die CD4*-T-Zellen IL-2. Die aktivierten CD8"-T-Zellen proliferieren und
differenzieren sich unter IL-2-Einfluss zu zytotoxischen T-Effektorzellen [12]. Diese
bendtigen nun keine Costimulation mehr fiir die Ausschiittung ihrer zytotoxischen
Granula und Zytokine wie Interferon-o (IFN-a)) und Interferon-y (IFN-y), wenn sie auf
einer Zielzelle das spezifische Antigen erkennen. Die Granula bestehen aus Perforin,
Granzymen und Granulosin und bewirken die Apoptose von ausschlieBlich der

identifizierten Zielzelle [13].

1.3 Alloreaktivitat

Die Alloreaktivitidt von T-Zellen beschreibt ihre Stimulierung durch die Bindung ihres
TCR an Peptid:Fremd-MHC-Komplexe. 1-10% der T-Zellen reagieren alloreaktiv [14;
15].

Das Vorhandensein von alloreaktiven T-Zellen lasst sich dadurch erkliren, dass bei der
negativen Selektion, die die T-Zellen wihrend ihrer Entwicklung im Thymus
durchlaufen, nur in jenen T-Zellen die Apoptose initiiert wird, welche prisentierte Eigen-
MHC-Molekiile zu stark binden. Fremd-MHC-Molekiile werden nicht prisentiert. So
tiberleben T-Zellen, die potentiell Fremd-MHC-Molekiile fest binden konnen.

Es gibt zwei Modelle, die die alloreaktive Erkennung beschreiben — die peptidabhingige
und die peptidunabhingige Bindung. Die T-Zelle kann demnach entweder nur das
préasentierte Peptid spezifisch erkennen oder bindet den MHC-Komplex unabhiingig vom
Peptid [16]. Im Ramen ihrer physiologischen Funktion erkennt sie an einem Fremd-

Peptid:Selbst-MHC-Komplex beide Teile spezifisch.



T-Zelle T-Zelle T-Zelle

N P N _

TCR

Eigen-MHC Fremd-MHC G
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physiologisch: peptidunabhangige Bindung peptidabhangige Bindung
Bindung zwischen T-Zell- zwischen T-Zellrezeptor und zwischen T-Zellrezeptor und
Rezeptor und Fremd- Fremd-Peptid:Fremd-MHC- Fremd-Peptid:Fremd-MHC-
Peptid:Selbst-MHC-Komplex Komplex Komplex

Abb. 1.1: Alloreaktivitit von T-Zell-Rezeptoren

Physiologischerweise bindet der T-Zell-Rezeptor (TCR) an den Fremd-Peptid:Selbst-MHC-
Komplex einer korpereigenen Antigenprasentierenden Zelle (APZ) und erkennt dabei MHC-
Komplex sowie Peptid spezifisch. (links) Bei der Alloreaktivitit kann der TCR entweder
peptidunabhiingig (Mitte) oder peptidabhiingig (rechts) an den Fremd-Peptid:Fremd-MHC-

Komplex einer fremden Zelle binden.

Die alloreaktive Reaktion stellt eine Grundlange der Graft-versus-Host-Disease (GvHD,

s. 1.6.1) und moglicherweise des Graft-versus-Leucemia-Effekts (GvL, s.1.6.2) dar [17].

1.4 Kreuzreaktivitit

Die Kreuzreaktivitit eines TCR beschreibt seine Fihigkeit verschiedene Peptide
spezifisch zu binden.

In der Umwelt bestehen weit mehr immunogene Peptide als sich T-Zellen in einem
Individuum befinden. Dies impliziert die Notwendigkeit von kreuzreaktiven T-Zellen,
um eine ausreichende Immunantwort gewihrleisten zu konnen [18].

Der TCR besteht aus einer T-Zell-Rezeptor-a-Kette und einer T-Zell-Rezeptor-f-Kette.
Beide sind iiber eine Transmembranregion in der Zellwand verankert und iiber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden. Die B-Kette besitzt jeweils eine variable (V)-,

diverse (D), und verbindende (J, joining) Doméne, die a-Kette nur eine V- und eine J-



Domiine. Die Dominen werden durch die V(D)J-Segmente kodiert, welche tiber P- und
N-Nucleotide verbunden sind. Die Vielzahl der TCR ist zuriick zu fiihren auf die V(D)J-
Rekombination, mit einer gro3en Zahl an V- und J-Segmenten. Die P- und N-Nucleotide
tragen zu einer noch groferen Vielfalt der TCR bei. Diese Nucleotide werden bei der
Verkniipfung der V-, D- und J-Gensegmente zwischen diesen eingefiigt. Die P-
Nucleotide zeigen eine palindromische Sequenz und werden an die Enden der
Gensegmente angebaut. Anschlieend entstehen die N-Nucleotide durch das Anfiigen
einer zufilligen Anzahl an Nucleotiden an den codierenden DNA-Strang durch die
terminale Desoxynucleotidyltransferase, Die Bezeichnung N-Nukleotid riihrt daher, da
sie nicht in der DNA-Matrize kodiert werden (engl. nontemplated).

Die Antigenbindungsstelle ldsst sich in drei komplementaritdtsbestimmende Regionen
(CDR) auf beiden Ketten unterteilen. Die CDR1- und CDR2-Schleife, die von den V-
Segmenten kodiert werden, sind an der Bindung an das MHC-Molekiil beteilig. Die
hypervariable CDR3-Schleife, welche durch die (D)J-Segmente kodiert wird, stellt das
Zentrum der Antigenbindungsstelle dar und ist an der Bindung des Peptids beteiligt [19].
Yin und Mariuzza haben in einem Review fiinf unterschiedliche Mechanismen der
kreuzreaktiven Erkennung durch TCR, die von verschiedenen Arbeitsgruppen
beschrieben wurden, zusammengestellt [20].

Bei dem Modell der Induzierten Anpassung passt sich die TCR-Bindungsfurche
strukturell an das Peptid an. Besonders die CDR3-Schleife zeigt eine
Konformationsidnderung [21].

Bei dem Modell der unterschiedlichen Bindungsorientierung positioniert sich der TCR
anders an der Oberflidche verschiedener Liganden [22].

Des Weiteren wird das Modell der strukturellen Degeneration erwihnt. Bei der Bindung
des degenerierten TCR an den vorgesehenen Peptid: MHC-Komplex liegt ein Mangel an
spezifischen und festen Bindungen vor. Somit bestehen noch viel Raum bzw. viele
Moglichkeiten, dass der TCR &hnliche Peptide mit anderen Aminosdureresten und
anderen Konformationen ebenfalls bindet [23].

Die schon viel beschriebene molekulare Mimikry besagt, dass verschiedene Liganden
an den gleichen TCR binden konnen, wenn sie an der Bindungsstelle die gleichen

Schliisselstrukturen mit gleichen chemischen Eigenschaften aufweisen [24].



Zuletzt wird die peptidabhingige Anpassung des TCR an den flexiblen Peptid-MHC-
Komplex beschrieben. Peptid-MHC-Komplexen wird von Grund auf eine
unterschiedliche Flexibilitdt zugesprochen. Sie interagieren so unterschiedlich mit dem
TCR. Einige Komplexe konnen in der Bindung an den TCR noch deutlich ihre Struktur

verdndern und anpassen [25].

ED oder

ol ﬁ ¥ |

MHC

unterscheidliche strukturelle

Induzierte Anpassung Bindungsorientierung Degenration

A LA =1 ——
Lr 4 | M &
molekulare Mimikry peptidabhangige Flexibilitat des TCR

Abb. 1.2 Schemata der Kreuzreaktivitit nach Review von Yin und Mariuzza 2009

1.5 Entwicklung Dendritischer Zellen

CD14"-Monozyten konnen zu DC differenzieren und in das Gewebe einwandern. CD14

wird auf myelomonozytischen Zellen exprimiert und fungiert als Rezeptor fiir den



Komplex aus bakteriellen Liposacchariden und dem Lipoprotein-bindenden-Protein. Die
unreifen und phagozytosefdhigen DC befinden sich zunidchst im peripheren Gewebe.
Durch den Einfluss von Toll-like-Rezeptor-Signalen und Zytokinen reifen die Zellen. Sie
wandern entlang der LymphgefiBle zu den Lymphknoten und T-Zell-Zonen
lymphatischer Organe und verdndern ihr Expressionsmuster der Oberflachenmolekiile. In
den lymphatischen Organen angekommen haben sie bereits den Status einer reifen DC
erreicht. Sie sind nicht mehr phagozytosefahig [26]. Thre Funktion ist nun die
Antigenprisentation an T-Zellen und sie wirken dabei als besonders starke Aktivatoren
naiver T-Zellen. Eine besondere Bedeutung kommt den reifen DC bei der Prisentation
viraler Antigene zu. Wihrend die meisten Zellen nur fiir ein begrenztes Spektrum an
Viren anfillig sind, konnen DC ein breites virales Repertoire aufnehmen und dies mittels
ihrer groBen Anzahl an MHC-Molekiilen présentieren [27].

Reife DC tragen unter anderem die im Folgenden beschriebenen Oberflichenmolekiile
[28; 29].

CD1a prisentiert dhnlich wie MHC-Molekiile Antigene an T-Zellen.

CD40 bindet u.a. an den CD40-Liganden auf T-Zellen. Als Folge wird die T-Zelle selbst
aktiviert sowie die Expression von B7-Molekiilen auf APZ angeregt, was wiederum die
Proliferation von T-Zellen stimuliert.

CD80 (Transmembranglycoprotein B7.1) und CD86 (Transmembranglycoprotein B7.2)
treten als costimulierende Molekiile mit naiven T-Zellen in eine Interaktion.
Membrangebundenes CD83 spielt eine Rolle bei der T-Zellaktivierung.

CCRY7 steuert die Wanderung der DC aus peripherem Gewebe in lymphatisches Gewebe.
HLA-DR ist ein HLA-Molekiil der Klasse II und prisentiert Teile phagozitierter
Antigene.

HLA-ABC stellen die MHC-Klasse I-Molekiile dar, welche die reifen DC ebenfalls auf

ihrer Oberflidche tragen — allerdings in geringerem Ausmaf als die der Klasse II.

1.6 Allogene himatopoetische Stammzelltransplantation

Die Ubertragung von hiimatopoetischen Stammzellen eines humanen Spenders auf einen

humanen Empfiangerorganismus bezeichnet man als allogen und findet Anwendung bei



der Therapie maligner und einiger nicht-maligner Erkrankungen der Zellen des
Blutbildenden Systems.

Je nachdem welcher Zelltyp bzw. welche Zellreihe des hidmatopoetischen Systems
entartet bzw. insuffizient ist, entstehen verschiedene Krankheitsbilder.

Bei den Leukimien entarten Zellen der lymphatischen oder myeloischen Zellreihe, sodass
eine erhohte Anzahl funktionsunfihiger und unreifer Leukozyten im Knochenmark und
im Blut auftritt. Diese werden je nach Verlaufsform in akute myeloische Leukédmie
(AML), chronische myeloische Leukdmie (CML), akute lymphatische Leukdmie (ALL)
und chronische lymphatische Leukidmie (CLL) eingeteilt. Das klinische Bild ergibt sich
unter anderem daraus, dass die malignen Zellen die Produktion der iibrigen gesunden
Zellen im Knochenmark verdringen. Die verminderte Anzahl an Erythrozyten dufert sich
in einer Andmie mit Miidigkeit und Schwiche, die verminderte Anzahl an
funktionstidhigen Leukozyten insbesondere der neutrophilen Granulozyten dufert sich in
einer erhohten Infektanfilligkeit und die verminderte Anzahl an Thrombozyten dufert
sich in einer erhohten Blutungsneigung, die zur Petechienbildung fiihren kann.
Lymphome entstehen durch die Entartung von B- oder T-Lymphozyten, die an
verschiedenen Punkten ihrer Zelldifferenzierung auftreten kann. Dementsprechend
konnen Lymphome in allen Orten des lymphatischen Systems (Lymphknoten, Tonsillen,
Milz, Knochenmark) lokalisiert sein.

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind eine Gruppe von Erkrankungen, die auf der
Schidigung der pluripotenten Stammzellen beruhen. Somit ist auch hier die Anzahl
funktionsfihiger Zellen aller drei Zellreihen eingeschrinkt, welches sich in Anédmie,
Leukozytopenie und Thrombozytopenie du3ern kann.

Eine hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) stellt eine potentiell kurative
Therapieoption dieser meist letal verlaufenden Krankheiten dar, indem das
hidmatopoetische System inklusive maligner Zellen des Patienten weitgehend vernichtet
und durch das eines gesunden Spenders ersetzt wird [30].

Vor der eigentlichen Stammzelltransplantation erfolgt die Konditionierung des
Empfingers mittels Chemotherapie und/oder Ganzkorperbestrahlung. Sie dient dazu
moglichst viele malige Zellen zu zerstoren und eine Immunsuppression zu induzieren fiir
ein erfolgreiches Anwachsen des Transplantats. Zudem wirkt sie myeloablativ, um

Raum fiir die Ansiedlung des Transplantats zu schaffen [31].



Zur Gewinnung des Spendermaterials erfolgt entweder eine Knochenmarkentnahme aus
dem Beckenkamm oder durch eine heutzutage iiblichere Methode, bei der die
Stammzellen aus dem peripheren Blut entnommen werden. Dazu wird dem Spender vier
bis sechs Tage lang Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF) subkutan
verabreicht, welcher die Stammzellproduktion stimuliert und die Ausschwemmung der
himatopoetischen Stammzellen in die Blutbahn bewirkt. Dort werden diese mittels
Apharese abgesammelt [32].

Die Stammzellen werden dem Empfinger intravenos zugefiihrt und siedeln sich im
Knochenmark an, wo sie neue Blutzellen bilden. Diese sind in der Regel ab dem zehnten
bis zwanzigsten Tag nach der Transplantation im Blut messbar.

Eine bedeutende Rolle spielt die HLA-Kompatibilitdt von Spender und Empfinger. Sie
sollten nach Moglichkeit vollstindig HLA-kompatibel sein. Dies ist gegeben, wenn 10
von 10 relevanten Allelen, ndmlich jeweils beide Allele der Antigene HLA-A, -B, -C, -
DRB1 und -DQB1 zwischen Spender und Empféinger iibereinstimmen (HLA match).
Stimmt ein Teil nicht iiberein (HLA mismatch) sinken die Erfolgschancen und das Risiko
der GVHD (s.1.6.1) steigt [30].

Zur Prophylaxe einer GVHD wird meist Cyclosporin A oder Tacrolimus ggf. kombiniert
mit Methotextrat oder Mycofenolat Mofetil, welche sich gegen das Immunsystem des
Spenders richten, verabreicht [33; 34].

Da die Patienten zeitweilig kein Immunsystem besitzen, besteht ein besonderes Risiko
fir Infektionen und Reaktivierungen von latenten Infektionen wie z. B. einer
Cytomegalievirus-Infektion (CMV-Infektion) [35]. Es werden Anitmykotika, Antibiotika
und Virustatika zur Infektionsprophylaxe verabreicht und der Patient in einer

keimreduzierten Umgebung, einer sogenannten Umkehrisolation, untergebracht.

1.7.1 Graft-versus-Host-Disease

Die Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (Graft-versus-Host-Disease, GVHD) ist eine

der hiufigsten Komplikationen der allogenen HSZT (alloHSZT), deren Stirke mit

steigender transplantationsassoziierter Mortalitét korreliert [36]. Es handelt sich um eine

entziindliche, systemische Reaktion, bei der sich die T-Zellen des Spenders gegen das

10



Gewebe des Empfingers richten. Neben dem Hauptrisikofaktor von nicht
tibereinstimmenden HLA-Molekiilen zwischen Spender und Empfinger (HLA
mismatch), wurden periphere Blutstammzelltransplantationen gegeniiber
Knochenmarkstransplantationen [37] hoheres Alter von Spender und Empfinger sowie
Infektionen als Risikofaktoren identifiziert [38]. Speziell fiir die akute GvHD erhohen das
Verhiltnis von weiblicher Spenderin zu ménnlichem Empfianger, weibliche Spenderin
mit vorangegangener Schwangerschaft und bestimmte Konditionierungsschemata das
Risiko [39; 40]. Eine T-Zell-Depletion dagegen senkt das Risiko [41]. Eine
vorangegangene akute GvHD stellt einen Risikofaktor fiir eine chronische GvHD dar
[38].

Zwischen akuter und chronischer GVHD wird anhand von zeitlichem Auftreten und
klinischem Bild unterschieden.

Die klassische akute GvHD tritt innerhalb der ersten 100 Tage nach der Transplantation
auf — ist allerdings auch zu einem spéteren Zeitpunkt moglich. Sie betrifft zwischen 35
und 80% der allogen Stammzelltransplantierten — abhédngig von der Anzahl der
tibereinstimmenden HLA-Molekiile [42]. Die im Transplantat mittransferierten reifen T-
Zellen  des Spenders erkennen  entsprechende = HLA-Molekiile  oder
Nebenhistokompatibilitdtsantigene (minor histocompatibility antigens, mHag) im
Empfingergewebe als fremd [42; 43]. Die durch alloreaktive Zellen (s. 1.3) ausgelOste
zytotoxische T-Zell-Antwort betrifft vor allem Haut (makulopapuldses Exanthem,
Erythrodermie, Juckreiz), Leber (Ikterus), und Darm (Diarrho, abdominelle Schmerzen,
Gewichtsverlust). Die Einteilung der akuten GvHD in vier Grade erfolgt anhand des
AusmaBes der Betroffenheit an den genannten Organen (GvHD I-IV) ggf. mit
Allgemeinreaktionen wie Fieber und Inappetenz.

Bei 60-70% der Transplantierten tritt die chronische GvHD 2-18 Monate nach der
Transplantation de novo auf oder entwickelt sich aus der akuten GvHD [38]. Die
chronische GvHD beruht auf gestorten Toleranzmechanismen und chronischer
Entziindung. Meist sind Haut, Schleimhiute (oral, genital), Speicheldriisen, Augen,
Darm, Leber und Lunge betroffen. Die chronische GVHD ist die Hauptursache der nicht

durch ein Rezidiv verursachten Todesfille nach alloHZST [44].
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1.7.2 Graft-versus-Leukemia-Effekt

Der Transplantat-gegen-Leukdmie-Effekt  (Graft-versus-Leukemia, GvL) oder
allgemeiner formuliert Transplantat-gegen-Malignitét-Effekt (Graft-versus-Malignancy,
GvM) ist ein erwiinschter Effekt nach alloHSZT, bei dem sich das Immunsystem des
Spenders gegen Empfingerzellen malignen Ursprungs richtet. Dementsprechend ist das
Risiko ein Rezidiv der Grunderkrankung zu erleiden geringer.

Auf zelluldarer Ebene gibt es dafiir verschiedene mogliche Erklarungen. Eine Erklarung
macht die CD8*-T-Zellen verantwortlich. Zum einen wurden fiir bestimmte
tumorassoziierte Antigene (TAA) wie z.B. Proteinase 3 (PR 3), Mucin 1 (MUCI),
Wilms-Tumor-Protein 1 (WT1-Protein) spezifische CTL und deren Assoziation mit
einem niedrigeren Rezidiv-Risiko nachgewiesen [45-47]. Zum anderen konnen
zytotoxische gegen mHag gerichtete T-Zellen den GvL-Effekts erkldren. mHag sind an
MHC-Molekiile gebundene Peptide, die aus zelleigenen Proteinen stammen. So knnen
nach alloHSZT alloreaktive Spender-T-Zellen eine GvHD und/oder einen GvL-Effekt
auslosen, wenn sie mHag des Empfingers als fremd erkennen. Ein GvHD unabhéngiger
GvL-Effekt vermittelt iiber mHag kann dann auftreten, wenn die alloreaktiven Zellen sich
gegen die mHag HA-1 und HA-2 richten. Diese befinden sich nur auf himatopoetischen
— also auch auf den malignen hdmatopoetischen Zellen des Empféangers, aber nicht auf
den Zellen anderer Organe [48]. Ergebnisse, die zeigen, dass eine HSZT mit vorheriger
T-Zell-Depletion mit einer niedrigen Wahrscheinlichkeit eines GvL-Effekts und damit
einer hoheren Rezidiv-Wahrscheinlichkeit einhergeht, bekriftigen die Aussage, dass die
T-Zellen maflgeblich am GvL-Effet beteiligt sind [49].

Eine andere mogliche Erkldarung besagt, dass Natiirliche-Killer-Zellen (NK-Zellen) den
GvL-Effekt vermitteln. Maggs et. al haben gezeigt, dass eine hohe NK-Zellzahl im

Transplant mit einer reduzierten Rezidiv-Rate assoziiert ist [50].

1.8 Humanes Cytomegalievirus

Das humane Cytomegalievirus (HCMV), auch humanes Herpesvirus 5 (HHV-5)
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genannt, gehort zur Familie der Herpesviridae. Namensgebend ist die Eigenschaft in
infizierten Zellen eine ZellvergroBerung hervor zu rufen. Es besitzt eine doppelstriangige
DNA. Zwischen Kapsid und Virushiille, welche virustypische Glykoproteine enthilt,
liegt eine Tegumentschicht, welche u. a. das Tegumentprotein pp65 enthilt.

Die Privalenz liegt in Industrienationen wie Westeuropa und den USA zwischen 40 und
70%. In einigen Dritte-Welt-Lindern erreicht sie bis zu 100% [51]. Die Durchseuchung
erfolgt zweiphasig, zum einen wéhrend der ersten drei Lebensjahre bei engem
Korperkontakt und zum anderen zwischen dem 16. bis 30. Lebensjahr durch
Sexualkontakte [52].

Das Virus kann in Speichel, Tréanenfliissigkeit, Urin, Genitalsekret, Muttermilch und Blut
enthalten sein. Die Infektion kann intrauterin, peri- und postnatal, sexuell, durch
Transplantationen und Schleimhautkontakte stattfinden [35]. Die Inkubationszeit betragt
vier bis sechs Wochen. Eine Ansteckung ist dann méglich, wenn eine Virusreplikation
stattfindet.

Es muss unterschieden werden zwischen einer latenten CMV-Infektion und einer CMV-
Erkrankung. In der Regel verlauft die Infektion bei immunkompetenten Personen
asymptomatisch, seltener geht sie mit unspezifischen grippedhnlichen Symptomen wie
Fieber, Ubelkeit, Kopf- und Halsschmerzen einher [53]. Das Virus persistiert lebenslang
im Korper und verbleibt in der Latenzphase in hidmatopoetischen Vorlduferzellen und
Monozyten [54; 55].

Immunsupprimierte wie z. B. Transplantierte oder Infizierte des Humanen
Immundefizienz-Virus (HIV) sind besonders gefihrdet fiir eine CMV-Reaktivierung bei
latenter Infektion. Dabei und auch bei Erstinfektion von Immungeschwichten und
Neugeborenen zeigt sich meist ein deutlicheres klinisches Bild mit Komplikationen, die
Lunge, Leber, Darm und Netzhaut betreffen konnen. Intrauterine Infektionen konnen
dieselben Organe betreffen sowie Wachstumsverzogerungen, Horschidden und

neurologische Spitschidden zur Folge haben [35; 56].

1.9 Die Rolle von CMYV bei der Stammzelltransplantation

Der CMV-Serostatus von Spender und Empfanger vor der Stammzelltransplantation
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sowie deren Konstellation ist entscheidend. Wenn Spender und Empfinger CMV-
seronegativ sind, ist die Inzidenz der CMV-Infektion nach alloHSZT sehr niedrig, sofern
auch CMV-negative Blutprodukte fiir anschlieBende Transfusionen verwendet werden.
Bei CMV-seropositivem Spender/Empfinger liegt die Inzidenz bei 50-60% [57]. Als
Risikofaktoren einer CMV-Infektion nach alloHSZT wurden eine Hochdosis-
Kortikoidsteroid-Therapie, T-Zell-Depletion, akute und chronische GvHD, unverwandte
Spender sowie HLA-mismatch identifiziert [S7-61].

Die Inzidenz der CMV-Erkrankung nach alloHSZT lag friither bei 20-35%, konnte aber
Dank priventiver antiviraler Manahmen mittlerweile auf unter 5% gesenkt werden [62].
Frither war die CMV-Erkrankung eine Hauptursache der transplantatassoziierten
Mortalitédt. Heutzutage betridgt diese allerdings weniger als 2% [62].

Ebenfalls verdndert hat sich das klinische Bild der CMV-Erkrankung. Wihrend friither
die CMV-Pneumonie in der frithen Phase (bis Tag 100 nach Transplantation) dominierte,
fiihrten neue diagnostische und therapeutische Moglichkeiten zu einer Verschiebung hin
zu einer spiteren Krankheitsmanifestation (ab Tag 100 nach Transplantation) meist in

Form einer gastrointestinalen CMV-Erkrankung [62].

1.9.1 Zusammenhang von CMV und GvHD

Sowohl akute als auch chronische GvHD stellen einen Risikofaktor fiir eine CMV-
Reaktivierung bzw. -Erkrankung dar [57; 58; 60; 63].

Eine CMV-Reaktivierung nach allo-HSZT fiihrt zu einem raschen Anstieg der CMV-
spezifischen CD47- und CD8*-T-Zellen [64]. Virusspezifische T-Zellen sind in der Lage
alloPeptid:alloHLA-Komplexe spezifisch zu binden [65].

In Amir et al.°s Untersuchungen zeigten 80% der untersuchten virusspezifischen
(Ebstein-Barr-Virus (EBV), CMV, Varizella-Zoster-Virus, Influenza-Virus) T-Zelllinien
und 45% der virusspezifischen T-Zellklone alloreaktives Verhalten gegeniiber den

hiufigsten HLA-Molekiilen [65].
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1.9.2 Zusammenhang von CMYV und GvL

In mehreren Studien wurde eine Assoziation von CMV-seropositivem Spender bzw.
CMV-Replikation nach alloHSZT und einem niedrigerem Riickfall-Risiko bei Leukédmie-
und Lymphompatienten gezeigt [66—69]. Die Ergebnisse unterscheiden sich jedoch
hinsichtlich der Auswirkung auf das Gesamtiiberleben. Nachbaur et al. und Green et al.
haben ebenfalls eine Korrelation mit einer erhohten transplantationsassoziierten
Mortalitdt gezeigt, woraus dann letztendlich kein signifikanter Unterschied im
Gesamtiiberleben resultierte [66; 68]. Die Ergebnisse von Elmaagalci et al. dagegen
zeigen keine Erhohung der Nicht-Rezidiv-Mortalitit durch einen CMV-positiven
Spender oder CMV-Replikation, sodass die CMV-Replikation mit einem hoheren
Gesamtiiberleben korreliert [67].

Verschiedene Mechanismen, die den GvL-Effekt erkldren konnen, werden diskutiert.

Im Abschnitt ,,Graft-versus-Leukdmie-Effekt* (s. 1.6.1) wurde bereits beschrieben, dass
alloreaktive bzw. kreuzreaktive CTL diesen vermitteln konnen.

Melenhorst et al. haben einem ALL-Patienten nach der alloHSZT virusspezifische (fiir
CMV, EBV und Adenovirus) CTL verabreicht. Zum Zeitpunkt der maximalen Expansion
dieser T-Zellen war ein deutlicher klinischer GvL-Effekt sichtbar. Ex vivo erkannten die
virusspezifischen T-Zellen die leukdmieassoziierten TAA WT1, Preferentially Expressed
Antigen in Melanoma (PRAME) und Melanoma-associated Antigen 3 (MAGEA3) [70].
Hermout et. al haben in groBen Teilen der von ihnen untersuchten Tumorzellen von
Leukidmie-Patienten eine verhiltnisméfig hohe CMV-Viruslast gefunden. Diese kdnnen
damit Zielzellen der CMV-spezifischen CD8*-T-Zellen darstellen [71].

Weitere denkbare Mechanismen wiren direkte cytotoxische Effekte der CMV-Infektion
oder der antiviralen Therapie. So haben Erlach et al. 2002 einen direkten antitumoralen
Effekt des CMV in knochenmarkstransplantierten Miausen mit B-Zell-Lymphom

nachgewiesen [72].
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1.10 Tumorassoziierte Antigene

Das B-Zell-Lymphom 2-Protein (Bcl-2-Protein) wirkt apoptosehemmend und ist damit
an der Regulierung der Apoptose beteiligt. Das Bcl-2-Gen ist ein Protoonkogen, dessen
Mutation zu einem Onkogen zur Proliferation des entsprechenden Gewebes und damit
zur Entstehung verschiedener Lymphome fiihren kann [73].

Mucin-1 (MUC1) ist ein transmembrandses Mucin, das physiologisch im Epithel aller
Organe vorkommt. Eine Uberexpression ist in bestimmten Karzinomen und in einigen
Lymphom-, AML-, CML- und MM-Zelllinien bzw. Primirzellen aus Patienten nach zu
weisen [74].

New York Esophageal Squamous Cell Carcinoma-1 (NY-ESO-1) ist ein Tumorantigen
aus der Gruppe der Tumor-Hoden-Antigene, welches in MM-Patienten nachgewiesen
wurde [75]. In AML-Patienten konnte mittels Gabe des Zytostatikums 5-Aza-2'-
desoxycytidin eine NY-ESO-Expression auf den Leukdmiezellen induziert werden [75].
Dies stellt einen potentiellen Angriffspunkt fiir eine Immuntherapie dar.

Preferentially Expressed Antigen in Melanoma (PRAME) ist ein Tumorantigen der
Gruppe der Tumor-Hoden-Antigene, dessen Uberexpression sowohl in soliden Tumoren
als auch in Leukdmien (AML, ALL, CML und CLL) und Mantelzell-Lymphomen
vorkommt. In Leukdmien induziert es Apoptose und hemmt die Zellproliferation [76].
Proteinase 3 (PR3) oder Myeloblastin ist eine antimikrobiell wirkende Serinprotease und
Bestandteil der Granula von neutrophilen Granulozyten und Lysosomen der Monozyten.
Sie kommt nur in Zellen der myeloischen Reihe, nicht in anderen hdmatopoetischen
Zellreihen vor. Somit findet man in einigen myeloischen Leukimien Uberexpression von
PR3, nicht aber in anderen himatologischen Neoplasien [77].

Wilms Tumor Protein (WT-Protein) wird durch das Wilms-Tumorsuppressorgen-1
(WT1-Gen) codiert. Das WT-Protein wird in der Niere und auf Teilen der
himatopoetischen Zellen exprimiert. Mutationen im WT1-Gen verursachen zum einen
den Wilmstumor, einen Nierentumor bei Kindern, und zum anderen AML, MM und MDS

[78; 79].
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1.11 Zielsetzung

Es besteht ein stetiges Interesse die alloHSZT als Therapie von malignen Erkrankungen
des himatopoetischen Systems zu optimieren. Dafiir miissen die gewiinschten Effekte
wie das GvL-Phidnomen oder eine niedrige Rezidivrate der Grunderkrankung gefordert
werden, so wie negative Effekte wie z.B. die GvHD oder Komplikationen durch
Infektionen moglichst gering gehalten werden. Faktoren, die diese Effekte beeinflussen,
miissen bekannt sein und zugrundliegende Mechanismen verstanden sein, um sich diese
Faktoren zu Nutze machen zu konnen. Diese Arbeit fokussiert sich diesbeziiglich auf
den GvL-Effekt. In verschiedenen Untersuchungen konnte eine positive Korrelation von
CMV-Reaktivierung und einer niedrigeren Rezidivrate nachgewiesen werden. Diese
Arbeit widmet sich darauf aufbauend der Frage welche Effekte CMV auf das
rezidivfreie Uberleben von himatogen Stammzelltransplantierten hat. Der konkrete
Versuchsautbau untersucht, ob CMV-spezifische CTL TAA kreuzreaktiv erkennen
konnen. Eine positive Antwort auf diese Frage wiirde die Moglichkeit bieten
konstruktiver auf den Verlauf der Therapie einwirken zu konnen. Zudem ist das
Ergebnis von Bedeutung, da das CMV eine relativ hohe Durchseuchung in der
Bevolkerung vorweist und der CMV-Status, welcher bereits ein entscheidendes
Kriterium bei der Spenderwabhl ist, miisste dann auch vor dem Hintergrund eines GvL-

Effekts betrachtet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

Aqua ad injectabilis

Biocoll

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco’s-PBS 1x (D-PBS)
EDTA (AppliChem)
Foetales Kilberserum (FCS)
FACS-flow

FACS-clean

FACS-rinse

Gentamycin 50mg/ml
Humanes Serum

RPMI 1640 Glutamax
Trypanblau

2.1.2 Verbrauchsmaterial

LS-Magnetsdulen
Combitips

Pasteurpipetten
Serologische Pipetten
Einfrierr6hrchen
Polystyrol Rohrchen 4,5ml
Zentrifugenr6hrchen 15ml
Zentrifugenr6hrchen 50ml

Zellkulturplatte 6-well
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Braun, Melsungen
Biochrom Berlin
Sigma, Taufkirchen
Gibco, USA
Hartenstein, Wiirzburg

Sigma, Taufkirchen

Becton Dickinson (BD), Heidelberg

BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
Gibco, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Gibco, USA

Gibco, USA

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Eppendorf Hamburg
Biosigma, Italien

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Falcon/BD, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Falcon, USA



Zellkulturplatte 12-well
Zellkulturplatte 24-well
Zellkulturplatte 96-well Rundboden

2.1.3 Geriite

Brutschrank; Heraeus Typ: Thermo BBD 6220

Bestrahlungsgerit RT 200 (FA. Miiller)
Durchflusszytometer: FACS-Calibur
Programm: ,,cell quest”

Gefrierschrank -80°C; Typ: Forma

Kiihl- und Gefrierschrank; Typ: Premium
Lichtmikroskop

Pipetten; Typ Research

Pipette; Typ Multipette

Pipetus, “Pipetboy”

QuadroMACS Miltenyi,

Sterile Werkbank; Hera safe: KS12
Stickstofftank; Typ: K10 Taylor
Wasserbad

Zihlkammer Neubauer

Zentrifuge; Typ Rotanta 46 RC
Zentrifuge; Heraeus, Typ Multifuge 3 S-R
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Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Falcon, USA

Thermo Scientific, Dreieich

Philips Medizin Systeme, Hamburg

BD, Heidelberg

Thermo Scientific, Dreieich
Liebherr, Schweiz

Leica, Wetzlar

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf Hamburg
Hirschmann, Eberstadt
Bergisch Gladbach

Thermo Scientific, Dreieich
Wharton, Husum
Memmert, Schwabach
Hartenstein, Wiirzburg
Hettich, Tuttlingen

Thermo Scientific, Langenselbold



2.1.4 Chemikalien und Kits

Tab. 2.1 Chemikalien und Kits

Chemikalien Stammlosung Firma

Benzonase 50U/ml in RPMI Sigma, Taufkirchen

BrefeldinA Smg/ml in DMSO Invitrogen, Darmstadt

FACS Lysing Solution 10x BD, Heidelberg

Granulozyten-Monozyten- 500 pg/ml in Aqua Sanofi, USA

Kolonie-stimulierender-Faktor

(GM-CSF)

(Leukine sargramostim)

GolgiStop BD Biosience,
Heidelberg

Interleukin 2 (IL2) 100U/ul in Aqua Novartis, Schweiz

Interleukin 4 (IL4) 10 u/ml Aqua Milteny

Interleukin 7 (IL7) 10ng/ul in Aqua/ PeproTech, Hamburg

0,1% humanes Serum

Interleukin 15 (IL15)

10ng/ul in Aqua/
0,1% humanes Serum

PeproTech, Hamburg

Ionomycin Img/ml in DMSO Sigma, Taufkirchen
Perm?2 10x BD, Heidelberg
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat Img/ml in DMSO Sigma, Taufkirchen

(PMA)

Phytohdmagglutonin-L (PHA-L)

I m g /ml in D-PBS

Sigma, Taufkirchen

Tumornekrosefaktor-o, (TNF-a)

10 pg/pl in PBS 0,1%
HSA

Miltenyi,
Bergisch Gladbach

Trypanblau 0,4%ig Gibco, Darmstadt
Kits
CD14 Microbeads Miltenyi,

Bergisch Gladbach
CD137 Microbeads Miltenyi,

Bergisch Gladbach
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2.1.5 Losungen

Lysing Solution Verdiinnung 1:10 mit Aqua ad injectabilis

Trypanblau (0,4%ig) Verdiinnung 1:10 mit D-PBS,
Gebrauchslosung 0,04%ig

MACS- Puffer D-PBS/1% FCS/ 2mM EDTA

Waschpuffer D-PBS/1% FCS

Fixierungslosung D-PBS/2% Formaldehyd

Einfriermedium 50% FCS/ RPMI 1640 L-Glutamax/
10%DMSO

Zellkulturmedium RPMI 1640/Glutamax/10%FCS/

0,1%Gentamycin
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2.1.6 Monoklonale Antikorper

Tab. 2.2 monoklonale Antikorper

Antigen | Konjugat | Isotyp Herkunft | Klon Hersteller | Verdiinnung
Humanes-
CD3 FITC IgGl x | Maus SK7 BD 1:20
CD8 FITC IgGlx | Maus SK1 BD 1:20
HLA-A2 | FITC IgG2b, k | Maus BB7.2 BD 1:40
IgG1 FITC IgGl x | Maus X40 BD 1:20
CD80 PE IgGl « | Maus B7.5 BD 1:20
CD86 PE IgGl « | Maus 2331 BD 1:20
(FUN-1)
CD137 PE IgGlx | Maus 4B4-1 BD 1:20
HLA- PE IgGlx | Maus G46-2.6 | BD 1:20
ABC
IFN-y PE IgG1 Maus 45.15 Beckmann | 1:20
Coulter
IgG1 PE IgGlx | Maus X40 BD 1:20
CD3 PerCP IgGlx | Maus SK7 BD 1:20
CD4 PerCP IgGl « | Maus SK3 BD 1:20
HLA-DR | PerCP IgG2a, x | Maus L.243 BD 1:20
(G46-6)
IgG1 PerCP IgGlx | Maus X40 BD 1:20
IgG2a PerCP IgG2a, x | Maus X39 BD 1:20
CDla APC IgGlx | Maus HI149 BD 1:20
CD8 APC IgGlx | Maus SK1 BD 1:200
CD14 APC IgGlx | Maus HCD14 | BioLegend | 1:20
CD40 APC IgGlx | Maus 5C3 BD 1:20
CD83 APC IgGlx | Maus HB15e | BD 1:10
CD107a | APC IgGlx | Maus H4A3 BD 1:80
CCR7 APC IgG2ax | Maus 150503 | R&D 1:7
IgG1 APC IgGlx | Maus X40 BD 1:20
IgG2a APC IgG2ax | Maus 20102 R&D 1:20
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Tab. 2.3 Fluorochrome

Fluorochrome Abkiirzung Excitation Emission

Fluoreszeinisothiocyanat | FITC 488nm 525nm

Phycoerythrin PE 488nm 578nm

Peridinin Chlorophyll PerCP 488nm 675nm

Allophycocyanin APC 635nm 661nm
2.1.7 Peptide

Tab. 2.4 Verwendete Antigenpeptide

Peptid Sequenz Position | HLA Hersteller
restringiert

CMVpp65 NLVPMVATV | 495-503 | HLA-A*0201 | Universitit, Tiibingen

Bcl-2 SLALVGACI 222-230 | HLA-A*0201 | Universitit, Tiibingen

Bcl-2 WLSLKTLLSL | 214-223 | HLA-A*0201 | Universitit, Tiibingen

Bcl-2 PLFDFSWLSL | 208-217 | HLA-A*0201 | Universitit, Tiibingen

HIV-1-RT ILKEPVHGV 476-484 | HLA-A*0201 | Universitit, Tiibingen

Proteinase 3 | VLQELNVTV 169-177 | HLA-A*0201 | Universitit, Tiibingen

Proteinase 3 | RLFPDFFTRV | 186-195 | HLA-A*0201 | Universitit, Tiibingen

WT1 DFKDCERRF 356-364 | HLA-A*2402 | Universitit, Tiibingen

Peptidpool | Protein ID

CMVpp65 P06725 jpt, Berlin

MUCI1 P15941 jpt, Berlin

NY-ESO P78358 jpt, Berlin

PRAME P78359 jpt, Berlin

WTI1 P19544 jpt, Berlin
Peptide

Stammlosung der Peptide: 10mg in 1ml DMSO, dann 1:10 mit Aqua weiterverdiinnt
Endkonzentration: 1mg/ml

Die Bindungsstirke der Aminosdure-Sequenzen der Peptide an entsprechende HLA-
Typen wurde mit der Datenbank SYFPEITHI (www.syfpeithi.de) ermittelt (Rammensee
et.al.1999). Die Peptide wurden am Institut fiir Immunologie der Eberhard Karls
Universitdat Tiibingen mit dem ABI 433A Peptid Synthesizer (Applied Biosystems,
Darmstadt), mit der Fmoc/Bu Methode synthetisiert.
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Ansprechpartner ist Prof. Dr. Stefan Stevanovi¢ (Immunologie, Tiibingen).

Peptid-Pools

Stammlosung der Pools: 25ug/25ul DMSO einspricht 1pug/2ul DMSO

Aliquotiert zu Portionen 4 2,5ul und Sul

Die in den Pools enthaltenen Peptide sind 15mere mit einer Uberlappung von 11
Aminosduren, wurden chemisch hergestellt, aufgereinigt und mittels LC-MS (Liquid
chromatography—mass spectrometry) analysiert.

Hergestellt wurden sie von jpt peptide tecnologies, Berlin.

2.2 Methoden

2.2.1 Spendermaterial

Es wurden mononukledre Zellen des Peripheren Blutes (PBMC) aus dem Blut 50
gesunder Spender gewonnen. In 30 Fillen lag das Spendermaterial als sogenannter Buffy
Coat vor, welche von dem Blutspendedienst des Deutschen Roten Kreuzes (DRK) in
Frankfurt stammten. Der Buffy-Coat-Beutel entsteht bei der Separation der
Blutbestandteile nach einer Vollblutspende und enthilt Thrombozyten, Leukozyten sowie
einige Erythrozyten. Das Spendermaterial 16 weiterer Spender stammte aus der
Transfusionsmedizin des  Uniklinikums Wiirzburgund lag in Form von
Leukozytenreduktionskammern  (LRSC)  vor. Diese entstthen bei der
Thrombozytenspende und enthalten leukozyten- und erythrozytenreiches Blut. Die
Spender gaben dem DRK und der Transfusionsmedizin des Uniklinikums Wiirzburg ihr
schriftliches Einverstdndnis, dass ihr Material unter anderem fiir Forschungszwecke
verwendet werden darf. Eine explizite Aufklidrung der genauen Verwendung ist nicht
erforderlich, da das Material vollstindig anonymisiert weitergegeben wurde, keine
zusitzliche Punktion zur Probengewinnung der Spender notwendig war, kein zusétzliches
Material fiir meine Forschungszwecke entnommen werden musste und sich durch die
Verwendung des Materials im Rahmen dieser Arbeit keine gesundheitlichen oder

sonstige Konsequenzen fiir die Spender ergaben. Bei vier Spendern wurden die PBMC
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aus EDTA-Blut gewonnen. Es liegt ein Ethikvotum vor fiir die Nutzung von Proben
gesunder Spender fiir ein Projekt der hiesigen Arbeitsgruppe, in dessen Rahmen auch die
Erstellung dieser Arbeit erfolgte.

Einige der Spender, von denen die LRSC stammten, waren in der Spenderdatei bereits als
HLA-A*0201 positiv und CMV-seropositiv typisiert. Diese gehen auf CMVpp65-
Multimer-Farbung fiir die Messungen am FACS-Gerit in unserer Arbeitsgruppe zuriick.
Alle anderen Spender wurden nach positiver Testung dieser beiden Merkmale auserwéhlt.
Insgesamt konnten bei 9 der 50 Spender die Versuche bis zum Ende durchgefiihrt
werden. Darunter fillt das Material von 4 Buffy Coats, 4 LRSC und einer Blutentnahme
mittels EDTA-Rohrchen.

2.2.2 Isolation mononukleirer Zellen des peripheren Blutes

Mononukleédre Zellen (Lymphozyten und Monozyten) wurden von Erythrozyten und
polymorphkernigen Leukozyten durch Ficoll-Hypaque (spezifische Dichte 1,077g/ml)
mittels Dichtegradientenzetrifugation getrennt.

Das Blut der LRSC wurde in ein 50ml Réhrchen iiberfithrt und auf 50ml mit D-PBS
aufgefiillt. Das Blut der Buffy Coats wurde jeweils zu gleichen Teilen in zwei 50ml
Rohrchen iiberfiihrt und auf 35ml mit D-PBS aufgefiillt. In weiteren 50ml R6hren wurden
15ml Ficoll-Trennlosung vorgelegt und jeweils 25ml bzw. 35ml Blut iiberschichtet.
AnschlieBend wurden diese 20 Minuten mit 2000 rounds per minute (rpm) bei
Raumtemperatur (RT) ohne Bremse zentrifugiert. Die Mononukledren Zellen befinden
sich als helle diinne Trennschicht zwischen der Ficoll-Trennlosung und dem
Plasmaiiberstand. Diese wurde mit der Pasteurpipette abpipettiert und in ein 50ml
Rohrchen iiberfithrt und dann zum Waschen mit D-PBS auf 50ml aufgefiillt und 10
Minuten mit 1500rpm bei RT zentrifugiert.
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2.2.3 Ermitteln der Zellzahl in der Neubauer Zihlkammer

Die PBMC-Zellsuspension wurde im Verhéltnis 1:100 mit einer 0,04%igen
Tryptophanblauldsung verdiinnt. Davon wurden 10ul in die Neubauer Zdhlkammer
gegeben. Tote Zellen stellen sich blau geférbt dar, da der Farbstoff in diese eindringt. Die
ungeférbten Zellen wurden in vier Quadranten gezédhlt. Um die Zellzahl pro Milliliter zu
ermitteln, wurde die gezéhlte Zellzahl durch vier geteilt und mit dem Verdiinnungsfaktor

100 sowie dem Faktor der Zihlkammer 10* multipliziert.

2.2.4. Herstellen von Allopool-Fiitterzellen

Aus Buffy Coats von 10 verschiedenen Vollblutspendern des Blutspendedienstes des
DRK Frankfurt wurden PBMC isoliert (s. 4.2) und mit D-PBS jeweils auf 2x108
PBMC/5ml eingestellt. Diese wurden anschlieBend gepoolt zu 2x10%50ml und
abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 50ml Einfriermedium resuspendiert und 6x10’
Allo-PBMC in 1,5ml pro Kryorohrchen eingefroren. (s. 4.5.1)

Bevor die Allopool-Fiitterzellen zu der CD137*-Zellkultur gegeben wurden, wurden
diese mit 35Gy radioaktiv bestrahlt.

2.2.5 Kryopriservation der Zellen und wieder auftauen

2.2.5.1 Zellen einfrieren

Es wurden maximal 5x10” PBMC bzw. Kulturzellen und maximal 2,7x10° DC (minimal
9x10°) pro Kryorshrchen in 1,5ml Einfriermedium (RPMI 1640/ 50% FCS/ 10% DMSO)

weggefroren. Nach dem Befiillen wurden die Kryorohrchen sofort auf Eis gestellt und zur

Lagerung in einen -80°C Kiihlschrank gebracht.

26



2.2.5.2 Zellen auftauen

Die mit eingefrorenen Zellen gefiillten Kryorohrchen wurden kurz im auf 37°C
temperierten Wasserbad erwéarmt. AnschlieBend wurden die Zellen in 20ml Medium, das
in einem 50ml Rohrchen auf 37°C vorgewédrmt wurde, iiberfiihrt. Die Zellesuspension
wurde auf 50ml mit Medium aufgefiillt und 10 Minuten bei 1500rpm bei RT zentrifugiert.
Danach wurden die Zellen erneut mit 20ml Medium gewaschen, und wie zuvor
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 5 bis 10 ml Medium resuspendiert und
die Zellzahl in der Neubauer Zihlkammer bestimmt. In den Féllen, in denen sich das
Pellet nicht ausreichend resuspendieren lie3, wurde Benzonase (Verdiinnung 1:5000)
hinzugegeben, 2 Minuten inkubiert und zwei Mal mit Sml Medium gewaschen. PBMC
und Kulturzellen wurden vor weiterer Verwendung in 10ml Medium bei 37°C im

Brutschrank iiber Nacht gelagert.

2.2.6 Fiarbung HLLA-A*0201 positiver und CMVpp65-spezifischer T-Zellen

Das zu verwendende Spendermaterial wurde anhand der zwei Kriterien Tragen des
Merkmals HLA-A*0201 und der Spezifitit fiir das HLA-A*0201 restringierte
CMVpp65-(NLVPMVATV)-Peptid von CD8*-T-Zellen ausgewihlt.

Zunichst wurden in FACS-Rohrchen 100ul Puffer (D-PBS/1% FCS) vorgelegt und 100ul
des Spendermaterials dazu gegeben. Die Isotyp-Kontrolle wurde gleichermallen mit einer
beliebigen Spendermaterialprobe angelegt. Es wurden PE-markierte HCMV-HLA-A*(02-
Pentamer/Tetramer-Antikorper bzw. Isotyp-Kontroll-Antikorper hinzu gegeben (s. Tab.
2.5). Nach der Inkubationszeit von 10 Minuten bei RT im Dunkeln, wurden die Ansitze
mit 1ml Puffer gewaschen und 5 Minuten bei 1500rpm und 4°C (Pentamer) bzw. RT
(Tetramer) zentrifugiert. Das Pellet wurde im Riickfluss resuspendiert. AnschlieBend
wurden zu den Proben und der Isotyp-Kontrolle die der Tabelle 5 zu entnehmenden
markierten Antikorper gegeben. Nach der Inkubationszeit von 20 Minuten bei 4°C
(Pentamer) bzw. RT (Tetramer) wurde wie oben beschrieben gewaschen und
zentrifugiert. Zur Lyse der Erythrozyten wurden je Rohrchen 1ml Lysing-Solution (1:10

verdiinnt mit Aqua ad injetabilis) hinzugegeben und 10 Minuten bei 4°C im Dunkeln

27



inkubiert. Anschlieend wurde zweimal, erst mit 1ml dann mit 2ml Puffer gewaschen und
jeweils 5 Minuten bei 1500rpm zentrifugiert. Die Zellen wurden in 200ul
Fixierungslosung (D-PBS/2%Formaldehyd) aufgenommen und bis zur Messung am

Durchflusszytometer bei 4°C gelagert.

Tab. 2.5 Farbeschema zur Charakterisierung der Spender

PE FITC APC
Isotyp-Kontrolle | IgG1 IgGl IgGl
Proben HCMV A2 Anti-HLA-A2 | Anti-CD8
Pentamer/Tetramer
Verdiinnung 1:20 1:40 1:200

2.277 Nachweis der T-Zell-Aktivierung im Durchflusszytometer anhand

peptidinduzierter CD137- Expression

CD137 (auch 4-1BB) gehort zur Familie der TNF-Rezeptoren und wird nach
antigenspezifischer Aktivierung auf CD8* T-Zellen exprimiert.

Die CMVpp65-spezifischen T-Zellen wurden an bestimmten Zeitpunkten der
Kultivierung mit dem CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Einzelpeptid stimuliert und die
CD137-Expression als Marker fiir deren Reaktivierbarkeit gemessen.

Das CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Einzelpeptid wurde in verschiedenen Konzentrationen
eingesetzt, um die optimale Konzentration fiir die Stimulierung vor der CD137-Selektion

sowie der IFN-y- und CD107a-Messung zu bestimmen.

2.27.1 Aktivierung von T-Lymphozyten mit CMVpp65-(NLVPMVATYV)-
Einzelpeptid

Jeweils 5x10° frisch gewonnene Kulturzellen wurden pro Loch pro 200ul Medium in

einer 96-Loch-Platte vorgelegt. Stimuliert wurde mit dem CMVpp65-(NLVPMVATV)-
Einzelpeptid in den Konzentrationen 0,01/0,1/1,0ug/ml. Die negativ-Kontrolle wurde mit
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HIV-1-RT-(ILKEPVHGYV)-Einzelpeptid 1pg/ml stimuliert. Zur Isotyp-Kontrolle und zur
0-Kontrolle wurden keine Peptide hinzugegeben. Inkubiert wurde 20-22 Stunden bei
37°C und 5%COa.

2.2.7.2 Farbung CD137-positiver T-Zellen fiir die Durchflusszytometrie

Nach 20-22 Stunden Inkubation wurden die Zellen resuspendiert und in mit 1ml kaltem
Waschpuffer (D-PBS/1% FCS) gefiillte FACS-Ro6hrchen tiberfithrt und 5 Minuten bei
1500rpm bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde im Riickfluss resuspendiert.
AnschlieBend wurden die der Tabelle 2.6 zu entnehmenden Fluorochrom-markierten
Antikorper hinzugefiigt und alles 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
Anschlieend wurde zweimal mit 1ml Waschpuffer gewaschen. Bei sofortiger Messung
am Durchflusszytometer wurde das Pellet in 100ml Waschpuffer aufgenommen,

andernfalls in 100ml Fixierlosung.

Tab. 2.6 Farbeschema zur Charakterisierung CD137+-T-Lymphozyten

FITC PE perCP APC
Isotyp-Kontrolle IgG1 IgG1 IgG1 IgG1
0-Kontrolle/ CD3 CD137 | CD4 CD8
Ansitze mit Peptid
Verdiinnung 1:20 1:20 1:20 1:100

2.2.8 Selektion CD137-positiver T-Zellen mit Hilfe der magnetischen Zellseparation
(MACS- System)

Die sterile CD137-Selektion wurde mittels Micro-Bread kit von Miltenyi durchgefiihrt.
Dabei binden PE-konjugierte Antikorper CD137 exprimierende T-Zellen. Weitere
Antikorper, die mit magnetischen Partikeln beladene sind, binden wiederum die PE-
konjugierten Antikorper, sodass die CD137-Zellen iiber eine Magnetsidule separiert
werden konnen.

Zunichst wurden die Kulturzellen mit dem CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Einzelpeptid in

der jeweiligen Konzentration stimuliert, die bei der vorherigen Messung mittels
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Durchflusszytometer den grofiten Anteil an CD8*/CD137*-T-Zellen nach Aktivierung
angezeigt hatte. Zusétzlich wurden die Zytokine IL-2 (50U/ml), IL-7 (5ng/ml) und IL-15
(5ng/ml) hinzugegeben. Nach 20 bis 22 Stunden Inkubation bei 37°C und 5%CO? wurden
die stimulierten Zellen geerntet, gezdhlt (s. 4.3), mit kaltem MACS-Puffer (D-
PBS/1%FCS/2mM EDTA) 1:1 verdiinnt und 10 Minuten bei 1500rpm und bei 4°C
zentrifugiert. Dann wurde ein zweites Mal mit Sml MACS-Puffer gewaschen, 10 Minuten
bei 1500rpm und bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend komplett
verworfen. Die folgenden Waschvorginge liefen nach dem gleichen Schema ab. Das
Pellet wurde pro 1x107 Zellen mit 40ul kaltem MACS-Puffer resuspendiert und mit 10ul
Anti-CD137-PE-Antikorper versetzt. Der Ansatz inkubierte 10 Minuten auf Eis. Dann
wurde zweimal gewaschen. Das Pellet wurde in 80ul kaltem MACS-Puffer pro 1x10’
Zellen resuspendiert und 20ul pro 1x107 Zellen Anti-PE-Micro-beads dazugegeben. Der
Ansatz inkubierte erneut 10 Minuten auf Eis und wurde danach zweimal gewaschen. Das
Pellet wurde in 2ml kaltem MACS-Puffer pro zu verwendender Séule resuspendiert. Auf
eine Sdule wurden maximal 1x10% Zellen gegeben. Die entsprechende Anzahl an LS-
Séulen von Miltenyi wurden am Magneten befestigt und mit 3ml kaltem MACS-Puffer
vorgespiilt. Nachdem die 2ml Suspension der markierten Zellen auf die Sidule gegeben
wurden, wurde zweimal mit je 3ml kaltem MACS-Puffer nachgespiilt. Der Durchfluss
wurde aufgefangen. Anschlieend wurde die Sdule vom Magneten genommen und die
Zellen mit 4ml kaltem MACS-Puffer eluiert. Die Zellen wurden gezihlt, abzentrifugiert
und in Kulturmedium resuspendiert.

Zur Kontrolle der Anreicherung der CD137-selektierten Zellen wurden Durchfluss und
Eluat entsprechend des oben beschriebenen Vorgehens (s.2.2.7.2) und den der Tabelle

2.7 zu entnehmenden Antikorpern fiir die Durchflusszytometrie geférbt.

Tab. 2.7 Farbeschema zur Kontrolle der CD137-Selektion

FITC |PE perCP | APC
Isotyp-Kontrolle IgGl IgGl IgG1 IgGl
Eluat, Durchfluss CD8 CD137 | CD3 CD4
Verdiinnung 1:20 1:20 1:100
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2.2.9 Kultivierung CMVpp65-spezifischer Lymphozyten

Die Zellen wurden bei 37°C, 5%CO> und 99% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank steril
kultiviert.
Alle 2-3 Tage wurden die Zellen mit den Zytokinen IL-2 (50U/ml), IL-7 (5ng/ml) und
IL-15 (5ng/ml) sowie frischem Kulturmedium (RPMI/10%FCS/0,1%Gentamycin)
gefiittert.

Tag 1
Es wurden 2-2,3x107 frisch separierte PBMC pro Loch in einer 6-Loch-Platte in 2ml

Kulturmedium ausgesit oder 3,7 x10° bzw. 5,5x10° am Vortag aufgetaute PBMCs pro
Loch in einer 12-Loch-Platte in 1 bzw. 1,5ml Kulturmedium ausgesit. Zur Stimulation

wurde 0,01pg/ml CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Peptid dazu gegeben.

Tag 2/3

Die Hilfte des Kulturmediums wurde abpipettiert und herunter zentrifugiert. Das Pellet
wurde in der gleichen Menge Kulturmedium resuspendiert, S0U/ml IL-2, Sng/ml IL-7
und Sng/ml IL-15 hinzugegeben und alles wieder zur Zellkultur gegeben. Der Vorgang
wurde alle 2 bis 3 Tage wiederholt.

Tag 10-14

Ein Teil der Zellen wurde mit verschiedenen Konzentrationen (0,01/0,1/1,0ug/ml) des
CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Einzelpeptids  stimuliert, um nach 20-22 stiindiger
Inkubation im Brutschrank die CD137- Expression zu messen. (s. 2.2.7)

Ab einer durch eine CD137-Selektion vermutlich zu gewinnenden Zellzahl von 1,2x10°
Zellen wurde diese durchgefiihrt. Die zu erwartende Zellzahl wurde berechnet aus dem
Produkt der Gesamtzellzahl der Kulturzellen und dem jeweilig gemessenen Prozentsatz

der CD8*/CD137"-Zellen aus dem Gate der Lymphozyten.

Tag 15/16
Die CD137-Selektion wurde durchgefiihrt (s. 2.2.8). Die gewonnen Zellen wurden

entweder in 6-Loch-Platten mit 1-2,3x10° CD137*-T-Zellen mit der 6 bis 15-fachen
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Menge Allopool-Fiitterzellen in 2ml Medium oder in 24-Loch-Platten mit 3,7-5,8 x10*
CD137*-T-Zellen mit der 100 bis 136-fachen Menge Allopool-Fiitterzellen in 1ml
Medium in  Kultur genommen. Hinzugefiigt wurden einmalig 1ug/ml
Phytohemagglutinin-L. (PHA-L), sowie die Zytokine 50U/ml IL-2, 5ng/ml IL-7 und
Sng/ml IL-15.

Alle 2-3 Tage wurde das Medium mit der Zugabe der genannten Zytokine erneuert.

Tag 8-13 nach CD137-Selektion

Ein Teil der Zellen wurde erneut mit verschiedenen Konzentrationen (0,01/0,1/1,0ug/ml)
des CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Einzelpeptids stimuliert, um nach 20-22 stiindiger

Inkubation im Brutschrank die CD137- Expression zu messen. (s. 2.2.7)

Tag 13-20 nach CD137-Selektion

Die Zellen wurden geerntet, gezdhlt und der benétigte Anteil zum Nachweis von
intrazellulirem IFN-y und CD107a- Expression stimuliert. Ubrige Zellen wurden

weggefroren. (s. 2.2.13)

2.2.10 Selektion CD14-positiver mononukleirer Zellen mit Hilfe der Magnetischen

Zellseparation (MACS- System)

Die sterile CD14-Selektion wurde mittels Micro-Beads kit von Miltenyi durchgefiihrt.
Durch Zugabe von Anti-CD40-Antikorper, die mit magnetischen Partikeln markiert sind,
konnen die entsprechend markierten Zellen iiber eine magnetische Sdule selektiert
werden.

Die Selektion erfolgte minimal aus 6x107 und maximal aus 2,8x10® PBMCs, die wie unter
Punkt 2.2.2 beschrieben, gewonnen wurden. Zunéchst wurden die Zellen in einem 50ml
Rohrchen abzentrifugiert und das Pellet in 10ml kaltem MACS-Puffer (D-
PBS/1%FCS/2mM EDTA) aufgenommen und 10 Minuten bei 1500rpm und 4°C
zentrifugiert. Dann wurden pro 1x107 Zellen 80ul MACS-Puffer und CD14-Microbeads
hinzugegeben. Der Ansatz wurde 15 Minuten auf Eis inkubiert und dabei immer wieder

geschiittelt. Anschlieend wurde der Ansatz auf 40ml mit MACS-Puffer aufgefiillt und
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wie zuvor abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 2ml MACS-Puffer pro zu verwendender
Siule resuspendiert. Auf eine LS-Siule wurden maximal 1x10% Zellen gegeben. Die am
Magneten befestigte Sdule wurde mit 6ml MACS-Puffer vorgespiilt, dann mit der 2ml
Zellsuspension beladen und anschlieend zweimal mit je 3ml MACS-Puffer gespiilt.
Danach wurde die Sdule vom Magneten genommen und die Zellen mit 4ml MACS-Puffer
eluiert. Die Zellen wurden gezdhlt, abzentrifugiert und zur Kultivierung im

Kulturmedium aufgenommen.

2.2.11 Generierung dendritischer Zellen aus Monozyten

Die Zellen wurden bei 37°C, 5%CO; und 99% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank steril

kultiviert.

Tag 1
Nach der CD-14-Selektion wurden die Monozyten in 6-Loch-Platten mit jeweils 3-4x 10°

Zellen in 3ml Kulturmedium pro Loch ausgesit. Hinzu gegeben wurden 100ng/ml GM-

CSF und 20ng/ml IL-4.

Tag 3
Pro Loch wurden 1ml Medium abpipettiert und 10 Minuten bei 1500rpm und RT

zentrifugiert. Das Pellet wurde in neuem Kulturmedium resuspendiert. Die folgenden

Kulturmediumwechsel erfolgten nach dem gleichen Schema. Der Ansatz wurde mit

100ng/ml GM-CSF und 20ng/ml IL-4 versetzt.

Tag 5/6 und 7/8
Das Medium wurde erneut gewechselt und 100ng/ml GM-CSF, 20ng/ml IL-4 und
10ng/ml (TNF-a) hinzugefiigt.

Tag 9/10

Die Zellen wurden geerntet, indem sie zunédchst mindestens 30 Minuten auf Eis gestellt

wurden, dann inklusive Kulturmedium aus der Platte genommen wurden und in ein 50ml

33



Rohrchen iberfiihrt wurden. AnschlieBend wurden die Locher der Platte mit kaltem
Puffer (D-PBS) nachgespiilt und die so gewonnen Zellen ebenfalls in das 50ml Rohrchen
iiberfithrt. Die Zellen wurden gezdhlt und runterzentrifugiert. Ein Teil wurde zur
Charakterisierung mittels Farbung fiir die Durchflusszytometrie verwendet (s. 2.2.12) und

der andere Teil weggefroren.

2.2.12 Nachweis der Differenzierung CD14-positiver peripherer mononuleirer

Zellen zu Dendritischen Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Im Anschluss an die Kultivierung wurden die DC charakterisiert. Es wurde untersucht,
welche der folgenden genannten Oberflichenmolekiile von den Zellen exprimiert
wurden: CDla, CD14, CD40, CD80, CD83, CD86, CCR7, HLA-ABC und HLA-DR.

Eine Erlduterung dieser Oberflichenmolekiile ist unter 1.5 zu finden.

2.2.12.1 Charakterisierung dendritischer Zellen mittels Féarbung fiir die

Durchflusszytometrie

Fiir die Fiarbung wurden mindestens 1,6x10° Zellen verwendet und zu gleichen Teilen in
je 100ul Puffer in acht FACS-Rohrchen aufgenommen. Die Ansitze wurden mit den der
Tabelle 2.8 zu entnehmenden Flourochrom-markierten Antikorpern versetzt und 20
Minuten bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansidtze zweimal mit 1ml Puffer

(D-PBS/1%FCS) gewaschen und die Zellen im Uberstand resuspendiert.
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Tab. 2.8 Farbeschema zur Charakterisierung der DC

PE perCP APC | Menge in pl | Verdiinnung
Isotypkontrolle 1 | IgGl IgG2a IgGl |Je5 1:20
Ansatz DC CD80 CDla |Je5 1:20
Ansatz DC CD86 CD14 | Je5 1:20
Ansatz DC HLA- CD40 |Je 5 1:20
ABC
Ansatz DC CD83 | 10 1:10
Ansatz DC HLA-DR 5 1:20
Isotypkontrolle 2 IgG2a | 15 1:7
Ansatz DC CCR7 | 15 1:7

2.2.13 Nachweis von intrazellulirem Interferon-y und CD107a- Expression
1. nach Peptid-Stimulation

2. nach Stimulation durch Peptid-Prisentation mittels dendritischer Zellen

Zur Messung der zytotoxischen Aktivitit der Zellen wurden die CD107a-Expression als

Degranulationsmarker und IFN-y gemessen.

2.2.13.1 Stimulation der T-Lymphozyten durch Peptide und Nachweis von IFN-y
und CD107a

In zwei Durchldufen wurde der Test ohne DC durchgefiihrt. Zunichst wurden die
Einzelpeptide bzw. Peptidpools in den Vertiefungen einer 96-Loch-Platte vorgelegt.
Dann wurden 5x10° bzw. 1x10° Zellen in 100ul Kulturmedium hinzugefiigt, gemischt
und alles eine Stunde bei 37°C und 5%CO: im Brutschrank inkubiert. Danach wurden
0,5ug/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und lpg/ml Ionomycin (Iono) zur
Positiv-Kontrolle hinzu gegeben. Zu allen Ansitzen wurden je in einer 1:80 Verdiinnung
APC-markierte Anti-CD107a-Antikorper gegeben. Die einzige Ausnahme bildete die
Isotyp-Kontrolle, welche in gleicher Verdiinnung mit einem APC-markiertem Anti-IgG1
versetzt wurde. Alle Ansédtze wurden mit 10pg/ml Brefeldin A und GolgiStop in einer
1:15 Verdiinnung versetzt und gemischt. Inkubiert wurde 17 bzw. 18,5 Stunden im

Brutschrank bei 37°C und 5% COs.
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Tab. 2.9 Testansitze zum Nachweis von IFN-y und CD107a in T-Lymphozyten nach

Peptidstimulation
Peptidkon- PMA/Iono | Anti-CD | Brefeldin A | Gogli
Zentration 107a-APC Stop
auf T-Zellen
Isotyp-Kontrolle 10pg/ml 1:15
Neg. Kontrolle 10ug/ml 1:80 10ug/ml 1:15
HIV-1-RT
Pos. Kontrolle 0,5ug/ml 1:80 10pg/ml 1:15
PMA/Iono PMA
1ug/ml Iono
CMVpp65 0,01pg/ml/ 1:80 10pg/ml 1:15
Einzelpeptid 0,1 pg/ml
WT1 10 pg/ml 1:80 10pg/ml 1:15
Einzelpeptid
Proteinase 3 je 10 pg/ml 1:80 10pg/ml 1:15
Einzelpeptide
Bcel2 je 10 pg/ml 1:80 10ug/ml 1:15
Einzelpeptide
WT1 1 ug/ml/ 1:80 10pg/ml 1:15
Peptidpool 5 ug/ml
NY-ESO 5 pg/ml/ 1:80 10pg/ml 1:15
Peptidpool 10 pg/ml
MUC1 S pg/ml/ 1:80 10pg/ml 1:15
Peptidpool 10 pg/ml
PRAME S pg/ml/ 1:80 10pg/ml 1:15
Peptidpool 10 pg/ml
CMVpp65 1 pg/ml 1:80 10ug/ml 1:15
Peptidpool

2.2.13.2 Stimulation der T-Lymphozyten durch Peptid-Prisentation mittels
dendritischer Zellen und Nachweis von IFN-y und CD107a

Bei den Durchlédufen, in denen die Peptidprisentation mittels DC durchgefiihrt wurde,
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wurden 5x10° CMVpp65-spezifischen Kulturzellen pro Ansatz in 100u] Kulturmedium
in ein Loch einer 96-Loch-Platte gesit. Die Platte wurde fiir mindestens 3 Stunden in den
Brutschrank bei 37°C und 5%CO- gestellt.

Die DC desselben Spenders wurden aufgetaut und gezéhlt. In 15ml Rohrchen wurden pro
Ansatz zwischen 5,5x10* und 1,3x10° Zellen in Iml Kulturmedium mit den
entsprechenden Einzelpeptiden oder Peptid-Pools versetzt (s. 2.1.8). Zu den Ansétzen der
Isotyp-Kontrolle und der Positiv-Kontrolle wurden keine Peptide dazu gegeben. Die
Ansitze wurden 2 bis 2,5 Stunden bei 37°C und 5%CO; im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurden diese zweimal mit Sml RPMI gewaschen und 5 Minuten bei
1500rpm und RT zentrifugiert. Nach dem zweiten Mal wurde der Uberstand komplett
abzentrifugiert und das Pellet in 100ul resuspendiert. Die beladenen DC wurden zu den
vorgelegten CMVpp65-spezifischen Zellen in die 96-Loch-Platte gegeben. In vier
Durchldufen wurden die T-Zellen nur iiber CMVpp65-(NLVPMVATV)-Einzelpeptid
Zugabe (ohne Prisentation mittels DC) stimuliert. In den anderen vier Durchldufen gab
es jeweils einen Ansatz, bei dem den T-Zellen das CMVpp65-(NLVPMVATV)-
Einzelpeptid iiber DC prisentiert wurde und einen, bei dem das CMVpp65-
(NLVPMVATYV)-Einzelpeptid einzeln dazu gegeben wurde. Inkubiert wurde alles eine
Stunde im Brutschrank bei 37°C und 5% CO. Danach wurden 0,5ug/ml PMA und
1ug/ml Iono zur Positiv-Kontrolle hinzu gegeben. Zu allen Ansétzen wurden je in einer
1:80 Verdiinnung APC-markierte Anti-CD107a-Antikorper gegeben. Die einzige
Ausnahme bildete die Isotyp-Kontrolle, welche in gleicher Verdiinnung mit einem APC-
markiertem Anti-IgG1 versetzt wurde. Alle Ansidtze wurden mit 10ug/ml Brefeldin A
und GolgiStop in einer 1:15 Verdiinnung versetzt und gemischt. Inkubiert wurde 16-18,5

Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5%CO,.
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Tab. 2.10 Testansitze zum Nachweis von IFN-y und CD107a in T-Lymphozyten

nach Peptidstimulation mittels Dendritischer Zellen

Peptidkon- | Peptidkon- | PMA/ Anti- Brefel- | Gogli

zentration | zentration | Iono CD din A Stop

auf DC auf 107a-

T-Zellen APC
Isotyp- 10ug/ml | 1:15
Kontrolle
Neg. 10ug/ml 1:80 10ug/ml | 1:15
Kontrollen
HIV-1-RT
Pos. 0,5ug/ml | 1:80 10pug/ml | 1:15
Kontrolle PMA
PMA/Iono lpg/ml
Iono

CMVpp65 10ug/ml 1:80 10ug/ml | 1:15
Einzelpeptid
WT1-A24 10 pg/ml 1:80 10ug/ml | 1:15
Einzelpeptid
Proteinase 3 | je 10 ug/ml 1:80 10ug/ml | 1:15
Einzelpeptide
Bcel2 je 10 pg/ml 1:80 10ug/ml | 1:15
Einzelpeptide
WT1 1 pg/ml 1:80 10ug/ml | 1:15
Peptidpool
NY-ESO 5 pg/ml/ 1:80 10ug/ml | 1:15
Peptidpool 10 pg/ml
MUC1 5 pg/ml/ 1:80 10ug/ml | 1:15
Peptidpool 10 pg/ml
PRAME 5 pg/ml/ 1:80 10ug/ml | 1:15
Peptidpool 10 pg/ml
CMVpp65 1 pg/ml 1:80 10ug/ml | 1:15
Peptidpool
CMVpp65 0,1pug/ml/ 1:80 10ug/ml | 1:15
Einzelpeptid 0,01ug/ml
ohne DC
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2.2.13.3 Farbung zur Charakterisierung der IFN-y und CD107a produzierenden T-

Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Nach der Inkubation wurden die Zellen der Ansitze resuspendiert und in FACS-Ro6hrchen
tiberfiihrt, in denen kalter Puffer (PBS/1%FCS) vorgelegt wurde. Die Zellen wurden 5
Minuten bei 1500rpm und 4°C runterzentrifugiert und im Uberstand resuspendiert. Die
gegen die Oberflachenmolekiile gerichteten Fluoreszenz markierten Antikdrper wurden
entsprechend der Tabelle 2.11 hinzugefiigt. Inkubiert wurde 20 Minuten bei 4°C im
Dunkeln. Anschlieend wurden die Ansédtze zweimal mit je 1ml kaltem Puffer gewaschen
und 5 Minuten bei 1500rpm bei 4 °C zentrifugiert. Nach dem zweiten Mal wurde der
Uberstand komplett entfernt. Die folgenden Waschschritte liefen nach dem gleichen
Schema ab. Zur Permeabilisierung der Zellen wurde pro Ansatz 250ul von der 1:10 mit
Aqua dest. verdiinnten FACS Permeabilizing Solution (Perm2) dazu gegeben und 12
Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurde wie zuvor beschrieben zweimal
gewaschen. Die PE markierten Anti-IFN-y-Antikdrper wurden hinzu gegeben und 20
Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Anschliefend wurde wie zuvor gewaschen und
die Zellen fiir die Messung am Durchflusszytometer in 100-200 pl Puffer oder 250ul

Formalin (2%) aufgenommen.
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Tab. 2.11 Firbeschema zur Charakterisierung IFN-y und CD107a produzierender

T-Lymphozyten

Fluoreszenzmarker/ FITC PE PerCP APC

Ansiitze extrazelluldr | intrazelluldr | extrazelluldr | extrazellulidr
Isotyp-Kontrolle IgG1 IgG1 IgG1 IgG1
Negativ-Kontrolle CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
HIV-1-RT

Positiv-Kontrolle CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
PMA/Iono

CMVpp65 CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
Einzelpeptid

WT1-A24 CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
Einzelpeptid

Proteinase 3 CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
Einzelpeptide

Bcl2 Einzelpeptide CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
WT1 Peptidpool CDS8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
NY-ESO Peptidpool CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
MUCI1 Peptidpool CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
PRAME Peptidpool CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
CMVpp65 Peptidpool | CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
CMVpp65 CD8 (1:20) | IFN-y (1:20) | CD3 (1:20) | CD107a (1:80)
Einzelpeptid ohne DC
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3. Ergebnisse

3.1 Spenderauswahl

Insgesamt stand das Material von 281 freiwilligen und gesunden Spendern zur
Verfiigung. Auswahlkriterien fiir die Verwendung des Spendermaterials waren zum einen
das Tragen von HLA-A2*0201 sowie die Seropositivitit fiir CMV. Es erfolgte die
Farbung der Zellen mit FITC-markierten Anti-HLA-A2-Antikérpern. Die Spezifitit der
T-Zellen der Spender fiir CMVpp65 wurde durch Farbung mit PE-markierten HCMV-
HLA-A2-MHC-Klasse-I-Multimeren und Messung am Durchflusszytometer bestimmt.
So wurden aus den 281 Spender lediglich 50 fiir die folgenden Versuche ausgewihlt und
mit einer Kultivierung deren PBMC zur Expansion begonnen. Bei 9 dieser 50 Spender
wurden CMVpp65-spezifische T-Zellen soweit erfolgreich expandiert und angereichert,
dass der abschlieBende Zytotoxizititstest durchgefiihrt werden konnte. In acht dieser neun
Fille konnten ebenfalls erfolgreich DC generiert und fiir die Versuche verwendet werden.
Im Folgenden werden die Verldufe und Ergebnisse der Versuche mit den Zellen dieser
neun Spender dargestellt.

Grund fiir den Abbruch der anderen Durchldufe war vor allem eine zu niedrige Frequenz
an Zellen, die sich durch das CMVpp65-Peptid stimulieren lieBen, sodass die zu
erwartende Zellzahl nach einer Selektion zu gering gewesen wire. Weitere Griinde waren
eine zu geringe Zellzahl der isolierten PBMC, der CD14*-Zellen nach der spezifischen
Selektion und der CD137"-Zellen einige Tage nach ihrer spezifischen Selektion sowie

Kontaminationen der Zellkulturen.

3.2 Expansion, Aktivierbarkeit und Anreicherung CMVpp65-spezifischer T-

Lymphozyten

Aus den PBMC neun gesunder Spender wurden erfolgreich CMVpp65-spezifische CTL

in Kultur expandiert und angereichert, um deren Effektorfunktion nach Stimulation mit

dem CMVpp65-(NLVPMVATYV) -Peptid und verschiedenen TAA zu testen.
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Tab. 3.1: Ubersicht iiber die Zellzahlen bzw.-anteile im Verlauf

Zellzahl zu | Start der Nach Anteil der | Zugefiigte Nach
folgendem | spezifi- CD137- selektierten | Allopool- unspezifi-
Zeitpunkt: | schen Selektion | CD137+- Fiitterzellen | scher
Expansion Zellen Expansion

Spender 1 3,4%107 2,7%¥10° 11,0% 3*107 2,3%10’
Spender2 | 1,8%10° 6,4%10° 3,2% 9%107 2,2%108
Spender 3 | 7,0¥107 2,1¥10° 1,9% 3*107 7,4%107
Spender 4 1,2%108 3,1¥10° 9,4% 1,4%107 9,3%10’
Spender 5 2,6%¥10% 7,1%10° 7,6% 5,1%107 5,1%¥107
Spender 6 1,9%108 2,1¥10° 1,1% 1,2%107 2,2%107
Spender 7 4,4%107 2,4%10° 0,8% 2,4%107 2,5%107
Spender 8 | 1,0%¥108 8,1%10° 7,4% 1,2%108 6,3%10’
Spender 9 3,3%107 1,5%10° 17,4% 1,8%107 2,1%107

Zu Beginn wurden die PBMC durch Zugabe des CMVpp65-(NLVPMVATV)-Einzelpeptids
spezifisch expandiert. AnschlieSend wurde nach Restimulation mit dem zuvor genannten Peptid
eine CD137-spezifische Selektion durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen unter Zugabe von

Allopool-Fiitterzellen weiter unspezifisch expandiert.

3.2.1 Spezifische Expansion CMVpp65-spezifischer T-Lymphozyten

Bei den Spendern mit unbekanntem CMV-Serostatus wurde der prozentuale Anteil der
Zellen an CD3*/CDS8*-T-Zellen, die das CMVpp65-Peptid erkennen und binden,
ermittelt. Dieser lag bei den verwendeten Spendern zwischen 0,11% und 36,87%.
Daneben lag ebenso Material von Spendern vor, deren CMV-Spezifitit bereits im Vorfeld
durch die Arbeitsgruppe mit der oben beschriebenen Methode (s.2.2.6) positiv getestet
wurde. Hier wurde der prozentuale Anteil der Zellen an CD3*/CD8*-T-Zellen, die das
CMVpp65-Peptid erkennen und binden, vor Beginn der Expansion nicht erneut ermittelt.
Die PBMC wurden kultiviert und durch Zugabe von CMVpp65-(NLVPMVATV)-
Einzelpeptid und Zytokinen CMVpp65-spezifische T-Zellen expandiert.

Nach 10-14 Tagen spezifischer Expansion wurden die Zellen mit verschiedenen
des CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Einzelpeptid
AnschlieBend wurde die CD137-Expression auf CD3*/CD4*-T-Lymphozyten und

Konzentrationen restimuliert.

CD3*/CD8*-T-Lymphozyten gemessen.
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CD137 (auch 4-1BB) ist ein TNF-Rezeptor, wird unter anderem auf aktivierten T-Zellen
exprimiert und fungiert als Costimulator fiir deren Proliferation. Der 4-1BB-Ligand wird

auf APZ exprimiert.

Spender 1
q’C>
w2 -
Do =~ g
E = mo_:
oo N
s &2
v 0
= :
(I)o-c-’ . UPRARLL peaal peaii 09 )
100 10! 102 103 10% 0 10! 102 104
CD8 APC CD8 APC
Tag 1 Tag 10 nach Stimulation
mit 0,01pg/ml CMVpp65
vor spezifischer Expansion nach spezifischer Expansion

Abb. 3.1 HCMVpp65-HLA-A2-Pentamer-Messung vor spezifischer Expansion und CD137-
Expression nach spezifischer Expansion unter CD8*-T-Lymphozyten

,Dot Blots* der Lymphozyten des Spender 1. Verglichen werden jeweils CD8*-T-Zellen an Tag
1, die das PE-markierte, HCMVpp65-HLA-A2-MHC-Klasse-I-Pentamer binden, mit den CD8*-
T-Zellen, die nach 10 Tagen spezifischer Expansion mit 0,01ug/ml CMVpp65 zur Expression
von CD137 restimuliert wurden. Auf der x-Achse werden die APC-markierten CD8*-Zellen
dargestellt. Auf der y-Achse werden jeweils links die PE-markierten, an das HCM Vpp65-HLA-
A2-MHC-Klasse-I-Pentamer gebundenen Zellen und jeweils rechts die PE-markierten CD137*-
Zellen dargestellt. Die doppelt positiven Zellen befinden sich im oberen rechten Quadranten.
Deren prozentualer Anteil an den Lymphozyten ist angegeben.

Nach den 10-14 Tagen Kultivierung war unter den Lymphozyten aller neun Spender die
Frequenz der CD8'-T-Zellen, die sich durch das CMVpp65-Peptid zur CD137-
Expression stimulieren lieBen, hoher als die Frequenz der CD8*-T-Zellen, die an Tag 1
das CMVpp65-Peptid erkannten.

3.2.2 Aktivierbarkeit CMVpp65-spezifischer T-Lymphozyten

Nach der Stimulation der Kulturzellen mit CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Peptid konnte
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eine CD137-Expression auf CD3*/CD4"-T-Lymphozyten und CD3*/CD8"-T-
Lymphozyten aller neun Spender gemessen werden. Damit konnte die Aktivierbarkeit der
CMV-spezifischen T-Lymphozyten durch das CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Einzelpeptid
gezeigt werden.

Die Aktivierbarkeit der virusspezifischen T-Zellen unterschied sich je nach Zellart (T-

Helfer-Zelle oder Zytotoxische T-Zelle) und nach verwendeter Peptidkonzentration zur

Stimulation.
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Abb. 3.2 CD137-Expression nach Stimulation mit CMVpp65-Peptid nach spezifischer
Expansion

Darstellung der CDI137-Expression nach 14 Tagen spezifischer Expansion nach
Peptidrestimulation

Auf der x-Achse sind die verschiedenen Konzentrationen des CMVpp65-(NLVPMVATV)-
Einzelpeptids eingetragen, mit denen die Zellen stimuliert wurden. Auf der y-Achse ist der
prozentuale Anteil der CD137*-T-Zellen an CD3*/CD4*-Lymphozyten (dunkelgrau) bzw.
CD3*/CD8*- Lymphozyten (hellgrau) abzulesen.

Wie zu erwarten zeigten die CD4*-T-Lymphozyten durchweg eine deutlich geringere
CD137-Expression als die CD8*-T-Lymphozyten.

Die Induktion der CD137-Expression zeigt unter den CD8*-T-Zellen teilweise sehr
deutliche teilweise nur geringe Unterschiede in Abhingigkeit von der CMVpp65-
(NLVPMVATV)-Peptidkonzentration. Jede der drei verwendeten Konzentrationsstufen
war als Ursache der maximalen induzierten CDI137-Expression bei verschiedenen
Spendern zu finden. Die Induktion von CD137 in CD8"-T-Zellen durch das CMVpp65-
(NLVPMVATV)-Peptid ist also individuell sehr unterschiedlich.
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Unter den CD4*-T-Zellen waren bei keinem Spender deutliche Unterschiede in der
CD137-Expression im Hinblick auf die verschiedenen CMVpp65-Peptidkonzentrationen,

die zur Stimulation verwendet wurden, fest zu stellen.

3.2.3 Selektive Anreicherung CMYVpp65-spezifischer CD8*-T-Lymphozyten

Nach der spezifischen Expansion wurden die CMVpp65-spezifischen T-Zellen mit einem
CD137-spezifischem Selektionsverfahren angereichert, um eine moglichst hohe
Frequenz an CMVpp65-spezifischen T-Zellen fiir den abschlieBenden Zytotoxizitétstest
Zu gewinnen.

Dazu wurden die Kulturzellen mit der zuvor ermittelten optimalen Konzentration an
CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Peptid restimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen, die
aktiviert wurden und CD137 auf ihrer Oberfldche trugen, markiert und selektiert. Das

Verfahren ist detailliert unter 2.2.8 beschrieben.
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Abb. 3.3 CMVpp65-spezifische CD8*-T-Zellen vor und nach der CD137-Selektion

Ein Teil der Kulturzellen wurden nach 10 Tagen spezifischer Expansion mit CMVpp65-
(NLVPMVATYV)-Peptid restimuliert. In den ,,Dot Blots* (pink) ist die CD137-Expression der
CD8*-T-Zellen nach Stimulation mit 1,0ug/ml dargestellt. An Tag 15 wurden alle Kulturzellen
mit dem CMVpp65-Peptid restimuliert und die CD137-spezifische magnetische Zellseperation
durchgefiihrt. Die im Rahmen dessen PE-markierten und selektierten CD137*-Zellen sind in ,,Dot
Blots* (griin) dargestellt.
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Auf der x-Achse werden die APC- bzw. FITC-markierten CD8*-T-Zellen dargestellt. Auf der y-
Achse werden die PE-markierten CD137*-Zellen dargestellt. Die doppelt positiven befinden sich

im oberen rechten Quadranten. Angegeben ist ihr prozentualer Anteil an den CD3*-Lymphozyten.

Die Anteile der CD137*-Zellen unter den CD3*/CD8*-T-Zellen lagen nach der Selektion
zwischen 87,24% und 98,87 %.

Die Zellen wurden anschlieBend weiter unspezifisch expandiert. Dafiir wurden unter
anderem einmalig bestrahlte Allopool-Fiitterzellen hinzugegeben. Das genaue Protokoll
ist unter 2.2.9 zu finden. Danach wurde erneut die Aktivierbarkeit mittels Messung der
CD137-Expression nach Restimulierung mit CMVpp65-(NLVPMVATV)-Einzelpeptid
gemessen (s. 2.2.7).
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Abb 3.4.1 Verteilung der CD3*/CD4*- und CD3*/CD8*-T-Zellen nach der spezifischen
Expansion und nach der CD137-Selektion mit anschlieBender unspezifischer Expansion
(Spender 7)

Die groflen Kreisdiagramme stellen in der oberen Zeile die Gesamtzellzahl und in der unteren
Zeile alle Lymphozyten zum darunter stehenden Zeitpunkt dar. Die kleinen Diagramme stellen
alle CD3*-Zellen dar und zeigen die Verteilung von CD3*/CD4*-T-Zellen und CD3*/CD8*-T-

Zellen. Alle Prozentangaben beziehen sich in der oberen Zeile auf die Gesamtzellzahl und in der
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unteren auf die Lymphozyten. Die Daten stammen aus den Messungen, die nach Stimulation

mit 0,1 pg/ml CMVpp65-Einzelpeptid zur Detektion der CD137-Expression erhoben wurden.

Tab. 3.2 Verteilung der CD3*/CD4*- und CD3*/CD8*-T-Zellen im Verlauf

Prozentualer Anteil an der
Gesamtzellzahl in %

Prozentualer Anteil an den
Lymphozyten in %

nach spez. | nach CD137- | nach spez. | nach CD137-
Expansion | Selektion Expansion | Selektion
und unspez. und unspez.
Expansion Expansion

Spender 1* | CD3*/CD4* 3,6 2,6 21,6 32,9
CD3*/CD8* 11,0 7,5 65,4 95,2

Spender 2 | CD3*/CD4* 33,2 0,8 49,9 8,2
CD3*/CD8* 28,6 8,5 43,0 90,4

Spender 3 | CD3*/CD4* 39,6 0,4 56,2 4,2
CD3*/CD8* 26,5 9,7 37,6 95,3

Spender 4 | CD3*/CD4* 17,5 0,9 47,3 9,0
CD3*/CD8* 11,9 0,83 32,0 87,1

Spender 5 | CD3*/CD4* 16,4 2,0 52,7 14,0
CD3*/CD8* 12,0 12,0 38,6 85,0

Spender 6 | CD3*/CD4* 39,5 1,7 52,8 15,6
CD3*/CD8* 13,3 8,3 17,8 76,5

Spender 7 | CD3*/CD4* 8,6 1,5 48,1 15,0
CD3*/CD8* 8,4 8,0 47,0 83,5

Spender 8 | CD3*/CD4* 5.3 5,7 36,6 60,3
CD3*/CD8* 1.4 3,7 9,7 394

Spender 9 | CD3*/CD4* 0,8 49,0
CD3*/CD8* 0,6 37,4

Die Tabelle zeigt die Entwicklung der Anteile der CD3*/CD4*- und CD3*/CD8*-T-Zellen an der
Gesamtzellzahl (3. und 4 Spalte) und den Lymphozyten (5. und 6. Spalte) zu zwei verschiedenen

Zeitpunkten, und zwar nach spezifischer Expansion (3. und 5. Spalte) und nach anschlieBender

CD137-Selektion und weiterer unspezifischer Selektion (4. und 6. Spalte). Die Daten stammen

aus den Messungen, die nach Stimulation mit 0,1 pg/ml CMVpp65-Einzelpeptid zur Detektion

der CD137-Expression erhoben wurden. *Fiir Spender 1 sind die Messergebnisse nach
Stimulation mit 0,01pg/ml CMVpp65-Peptid dargestellt.

Im Falle des Spender 9 standen nach spezifischer Expansion nicht ausreichend Zellen zur

Verfiigung, um die erste Messung der CD137-Expression nach Stimulation mit dem CMVpp65-
Peptid durchzufiihren.
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Die zwei Messungen der CD137-Expression nach Restimulation mit dem CMVpp65-
Peptid nach der spezifischen Expansion und nach der CD137-Selektion und weiterer
Expansion wurden ebenfalls genutzt, um die CD3*/CD8*-T-Zellzahlen im Vergleich zu
den CD3*/CD47*-T-Zellen zu beurteilen. Wie zu erwarten verlagerte sich im Verlauf der
Kultivierung einschlieBlich der CD137-Selektion innerhalb der CD3"-
Lymphozytenpopulation die Verteilung immer deutlicher zu Gunsten der CD8* CTL.
Wihrend bei dem GroBteil der Spender nach der spezifischen Expansion zunédchst noch
mehr CD3*/CD4*-T-Zellen als CD3"/CD8*-T-Zellen vorhanden waren, machten bei fast
allen Spendern im Verlauf nach der CD137-Selektion und weiterer Expansion
anschliefend die CD3*/CDS8*-T-Zellen den groBeren Anteil aus. Im Vergleich zum
ersten Messzeitpunkt war der Anteil der CD3*/CD8*-T-Zellen an der Gesamtzellzahl
zwar zum zweiten Messzeitpunkt bei fast allen Spendern geringer. Dafiir war bei allen
Spendern ihr Anteil an den Lymphozyten zum zweiten Messzeitpunkt deutlich groBer.
Zudem muss bedacht werden, dass beim zweiten Messzeitpunkt die Gesamtzellzahl
auch noch vorhandene Allopool-Fiitterzellen mit umfasst.

Es zeigte sich, dass nach der CD137-Selektion und weiterer Expansion ein groBer Teil
der CTL CMV-spezifisch war und deren Anteil sich im Verlauf deutlich vergrofert
hatte.

Spender 7
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Abb. 3.4.2 CD137- Expression auf CD3*/CD4*- und CD3*/CD8*-T-Zellen im Verlauf
(Spender 7)
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Sowohl nach der spezifischen Expansion als auch nach CD137-Selektion und anschlieender

unspezifischer Expansion wurden ein Teil der Kulturzellen mit drei verschiedenen
Konzentrationen des CMVpp65-Peptids restimuliert und anschlieend die CD137-Expression
sowie die der Oberflichenmarker CD3, CD4 und CD8 im Durchflusszytometer bestimmt.
Dargestellt sind hier die Messergebnisse nach der Stimulation mit 0,1ug/ml CMVpp65-Peptid.
Auf der y-Achse ist auf der linken Seite der Anteil der CD137*-Zellen an den CD3*/CD4*-T-
Zellen und auf der rechten Seite der Anteil der CD137*-Zellen an den CD3*/CD8*-T-Zellen
dargestellt. Auf der x-Achse ist der Zeitpunkt des Messergebnisses abzulesen. Den Saulen ist
jeweils als schwarze Séule die zugehorige 0-Kontrolle vorgelagert. Die untere Zahl innerhalb oder
oberhalb der Séule gibt den Wert der 0-Kontrolle an. Bei der 0-Kontrolle wurde kein Peptid

hinzugefiigt.

Tab. 3.3: CD137- Expression auf CD3*/CD4*- und CD3*/CD8*-T-Zellen im Verlauf

Prozentualer Anteil der CD137*-Zellen nach Stimulation mit
0,1pg/ml CMVpp65-Peptid in %
an den CD3*/CD4*-T-Zellen an den CD3*/CD8*-T-Zellen
nach spez. nach CD137- nach spez. nach CD137-
Expansion Selektion & Expansion Selektion &
unspez. unspez.
Expansion Expansion
Spender 1* 6,35 (0,06) 73,98 (0,02) 78,67 (0,02) 81,20 (0,02)
Spender 2 1,55 (0,48) 21,24 (0,17) 3,91 (1,00) 90,76 (1,43)
Spender 3 1,49 (0,66) 4,75 (0,72) 3,04 (0,65) 82,06 (0,19)
Spender 4 5,56 (1,14) 3,85 (1,27) 29,62 (0,09) 85,43 (0,08)
Spender 5 0,69 (0,35) 17,82 (0,60) 9,94 (0,11) 79,37 (0,20)
Spender 6 0,98 (1,07) 3,82 (4,51) 1,21 (1,20) 89,78 (0,88)
Spender 7 1,89 (0,92) 3,46 (1,09) 25,03 (0,60) 82,87 (0,11)
Spender 8 3,06 (0,63) 1,40 (2,07) 38,62 (1,45) 73,52 (0,59)
Spender 9 4,27 (1,15) 72,82 (0,05)

Die Tabelle zeigt den Verlauf der CD137-Expression, welche durch Darbietung von 0,1ug/ml
CMVpp65-Peptid stimuliert wurde, fiir die CD3*/CD4*-T-Zellen (Spalte 2 und 3) und die
CD3*/CD8*-T-Zellen (4. und 5. Spalte) — anhand zwei verschiedener Zeitpunkte: nach
spezifischer Expansion (2. und 4. Spalte) und nach anschlieBender CD137-Selektion und weiterer
unspezifischer Selektion (3. und 5. Spalte) * Fiir Spender 1 sind die Messergebnisse nach
Stimulation mit 0,01ug/ml CMVpp65-Peptid dargestellt. In den Klammern befinden sich die
Werte der 0-Kontrollen, d.h. die gemessene CD137-Expression — ohne Zugabe eines Peptids. Im

Falle des Spender 9 standen nach spezifischer Expansion nicht ausreichend Zellen zu Verfiigung,
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um die erste Messung der CD137-Expression nach Stimulation mit dem CMVpp65-Peptid

durchzufiihren.

Es zeigte sich, dass ein Teil der CTL sowohl nach der spezifischen Expansion als auch
nach der CD137-Selektion und weiterer Expansion CMVpp65-spezifisch war. Bei allen
Spendern war — gemessen an der Aktivierbarkeit zur CD137-Expression — eine
deutliche Zunahme der CMVpp65-spezifischen CTL sichtbar. In nahezu allen Fillen
hatte keine Anreicherung der CMVpp65-spezifischen Helferzellen stattgefunden.

3.3 Generierung Dendritischer Zellen aus Monozyten

Aus den PBMC der Spender wurden mit einem CD14-spezifischen Selektionsverfahren
(s. 2.2.10) Monozyten isoliert. Der Anteil der isolierten CD14*-Zellen lag zwischen 12
und 35%. Die Zellen wurden unter Zugabe von Zytokinen kultiviert (s. 2.2.10).

Es werden exemplarisch die Messergebnisse der Expressionsmuster der DC zweier

Spender nach Generierung dargestellt.
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Abb. 3.5 Charakterisierung der dendritischen Zellen

Die DC wurden an Tag 9 (Spender 4) bzw. Tag 10 (Spender 5) auf ihre Expression der zuvor

genannten Oberfldchenmolekiile (s. 1.5) hin am Durchflusszytometer tiberpriift. Auf der x-Achse
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wird die Fluoreszenzintensitdt und damit die Expression der Oberflichenmolekiile, mit denen die
x-Achse jeweils beschriftet ist, dargestellt. Die y-Achse gibt die Zellanzahl (Counts) an.
Verglichen werden die Populationen der DC (schwarz) mit den Isotyp-Kontrollen (griin), die mit
Anti-IgG1-PE, Anti-IgG1-PerCP, Anti-IgG1-APC und Anti-IgG2a-APC gefidrbt wurden. Die
Prozentzahlen geben den Anteil der Zellen an, die das an der x-Achse stehende

Oberflichenmolekiil tragen.

Die beispielhafte Darstellung der Messergebnisse der Zellen von Spender 4 und von
Spender 5 zeigen, dass die Generierung der DC aus Monozyten erfolgreich war. Die
Zellen zeigten mit kleinen Ausnahmen das Expressionsmuster, welches bei reifen DC zu
erwarten ist. Die Zellen beider Spender trugen nahezu kein CD14 mehr. Uber 90% der
Zellen beider Spender exprimierten HLA-DR und die Costimulatoren CD80 und CD86.
CDla, CD83 und HLA-ABC waren auf den Zelloberfldchen beider Spender zu finden.

Wider Erwarten exprimierten beide Spender nahezu kein CD40.

3.4 Spezifische Aktivierung CMVpp65-spezifischer T-Lymphozyten

3.4.1 IFN-y- und CD107a-Produktion als Nachweis der Effektorfunktion von
zytotoxischen T-Lymphozyten

CTL werden iiber die Bindung ihres TCR an einen spezifischen Peptid:MHC-Klasse-I-
Molekiil-Komplex zur Ausfithrung ihrer Effektorfunktion gebracht. Dazu zdhlt die
Synthese und Freisetzung ihrer zytotoxischen Effektormolekiile Perforin, Granzyme und
Granulolysin sowie IFN-y, TNF-o und Lymphotoxin-a.

IFN-y vermag die Expression von MHC-Molekiilen und damit auch die Prisentation von
intrazelluldren Pathogenen oder Viruspeptiden an Immunzellen zu erhohen. Im
Zusammenhang mit CTL ist vor allem auch die antivirale Wirkung von IFN-y bedeutsam.
IFN-y hemmt die Virusreplikation und sorgt fiir die Elimination von Viren aus infizierten
Zellen ohne diese dabei zu toten [80].

CD107a, welches auch als auch Lysosomen assoziiertes Membranprotein 1 (LAMP1)
bezeichnet wird, dient als Degranulationsmarker und zeigt den Perforinverlust eines
aktivierten CTL an. Perforin macht die Zielzelle durchlissig, sodass die zytotoxischen

Molekiile eindringen und ihre Apoptose herbeifiihren konnen. CD107a ist ein
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Membranprotein der Lysosomen, die zytotoxische Granula enthalten. Wenn der Inhalt
der Lysosomen freigegeben wird, wird die Lysosomenmembran inklusive CD107a an die
Zelloberflache verlagert. Wenn also CD107a auf der Oberfldche exprimiert wird, hat eine

peptidspezifische zytotoxische Reaktion stattgefunden.

3.4.2 CMVpp65-spezifische T-Zellen zeigen Effektorfunktion nach Stimulation mit
CMYVpp65-Einzelpeptid und CMVpp65-Peptidpool

Nach der CD137-Selektion und Expansion mit Allopool-Fiitterzellen wurde ein Test der
CMVpp65-spezifischen T-Zellen erneut mit dem CMVpp65-(NLVPMVATV)-
Einzelpeptid stimuliert. Dies erfolgte, indem das Peptid direkt dem Ansatz hinzugefiigt
wurde und in einigen Féllen zusitzlich, indem den Zellen in einem separaten Ansatz das
Peptid iiber DC prisentiert wurde. AuBBerdem wurde den Zellen in einem weiteren Ansatz
der CMVpp65-Peptidpool ebenfalls iiber DC oder direkt priasentiert. Anschliefend wurde
die CD107a-Expression auf den CD3*/CDS8*-T-Zellen und deren IFN-y-Produktion
gemessen. Die detaillierte Beschreibung ist unter 2.2.13 nach zu lesen. Die Tabelle 3.2
gibt eine Ubersicht iiber diese Messergebnisse und die Abbildung 3.6. stellt diese

graphisch exemplarisch anhand eines Spenders dar.

Tab.3.4: Anteil der Zellen mit IFN-y-Produktion und CD107a-Expession an den
CD3*/CD8*-T-Zellen in %

[S=
[\%]
w
=
wn
=)
~
=]
o

Spender — 1
Stimulation mit | a

CMVpp65-Peptid 74,5129,0 | 67,3 |74,4|859 | 81,2|79,7|84,9|51,0| 68,7
ohne DC

CMVpp65-Peptid 75,6 | 77,3 64,8 48,9
mit DC

CMV-Peptidpool 80,0
ohne DC

CMV-Peptidpool 457 1 62,1 | 77,3 |189,5|37,2|33,9 412 171,0
mit DC

Der Prozentuale Anteil derjenigen Zellen, bei denen sowohl eine IFN-y-Produktion als auch
eine CD107a-Expression vorhanden war, an den CD3*/CD8*-T-Zellen wird fiir Spender 1 bis 9
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genannt. In den verschiedenen Zeilen ist abzulesen wie die Zellen zuvor stimuliert wurden, ob
mit CMVpp65-Einzelpeptid oder CMVpp65-Peptidpool, ob mittels Prasentation iiber DC oder
direkter Zugabe. Bei Spender 1 wurden mit den Zellen aus der gleichen Kultur zwei

Versuchsdurchldufe des Zytotoxizitétstests ohne und mit DC durchgefiihrt (Spalte 1a und 1b).
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Abb. 3.6 CD3-Expession und IFN-y-Produktion in Lymphozyten und CD107a-Expression
und IFN-y-Produktion in CD3*/CD8*-T-Zellen jeweils nach Stimulation mit CMVpp65-
Einzelpeptid und CMVpp65-Peptidpool

Die CMV-spezifischen Kulturzellen wurden nach der CD137-Selektion und Expansion mit
Allopool-Fiitterzellen mit CMVpp65-(NLVPMV ATV)-Einzelpeptid (jeweils linke Spalte), mit
CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Einzelpeptid iiber DC priisentiert (jeweils mittlere Spalte) und mit
CMVpp65-Peptidpool iiber DC prisentiert (jeweils rechte Spalte) stimuliert. AnschlieBend
wurden nach Fidrbung mit floureszenzmarkierten Antikopern die CD3-, CDS8-, CDI107a-
Expression und die IFN-y-Produktion der Zellen am Durchflusszytometer gemessen. Dargestellt
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sind in der oberen Zeile die Lymphozyten und in der unteren die CD3*/CD8*-T-Zellen. Auf der
x-Achse sind die mit Anti-CD3-PerCP-Antkorpern (obere Zeile) bzw. Anti-CD107a-APC-
Antikorpern (untere Zeile) markierten Zellen und auf der y-Achse die mit Anti-IFN-y-PE-
Antikorpern markierten Zellen dargestellt. Im oberen rechten Quadranten sind die doppelt
positiven Zellen dargestellt und ihr prozentualer Anteil an den Lymphozyten (obere Zeile) bzw.
an den CD3*/CD8*-T-Zellen (untere Zeile) benannt.

Der Grofiteil der Lymphozyten produzierte nach CMVpp65-Einzelpeptid- und
CMVpp65-Peptidpool-Stimulation IFN-y und ist damit als CMVpp65-spezifisch zu
bewerten. Betrachtet man die im Interesse dieser Arbeit stehenden CTL, zeigten diese bei
allen Spendern sowohl eine deutliche CDI107a-Expression als auch eine IFN-y-
Produktion als Reaktion auf die Darbietung des CMVpp65-(NLVPMVATYV)-
Einzelpeptids und des CMVpp65-Peptidpools. Das bedeutet, dass die Anreicherung
funktionsfihiger CMVpp65-spezifischer T-Zellen erfolgreich war.

Vergleicht man die Ergebnisse der Einzelpeptidstimulation mit und ohne DC, stellt sich
keine der beiden Methoden als die durchgehend erfolgreichere dar.

Im Vergleich dazu lagen in sieben von neun Fillen die Anteile der CDI107a-
exprimierenden und IFN-y-produzierenden CD3*/CD8*-T-Zellen nach Stimulation mit
dem CMVpp65-Peptidpool iiber DC jeweils nahe und wichen groBtenteils nur zu kleinen

Anteilen sowohl nach oben als auch nach unten ab (s. Tab. 3.4).

3.5 Kreuzreaktivitit von CMVpp65-spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten

gegeniiber Wilms-Tumor Protein 1

Zur Uberpriifung der Kreuzreaktivitit wurden die Kulturzellen nach der CD137-
Selektion und unspezifischer Expansion neben dem CMVpp65-(NLVPMVATYV)-
Einzelpeptid ebenfalls mit dem WTI1-(DFKDCERRF)-Einzelpeptid stimuliert und
anschliefend die CD107a-Expression und die IFN-y-Produktion gemessen.
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Abb. 3.7 CD107a-Expression und IFN-y-Produktion in CD3*/CD8*-T-Zellen nach
Stimulation mit CMVpp65- und WT1-Peptid

Die CMVpp65-spezifischen Kulturzellen wurden nach CD137-Selektion und unspezifischer
Expansion mit 0,01pg/ml (Spender 1) bzw. 0,1pg/ml (Spender 4 und 7) CMVpp65-
(NLVPMVATV)-Peptid, 10ug/ml WTI1-(DFKDCERRF)-Peptid und 10ug/ml HIV-
(ILKEPVHGYV)-Peptid als Negativ-Kontrolle stimuliert. Bei Spender 4 wurden das WT1-Peptid
und das HIV-Peptid tiber DC dargeboten. Anschliefend wurde die CD3-, CD8-, und die CD107a-
Expression sowie die IFN-y-Produktion mittels fluoreszenzmarkierter Antikorper am
Durchflusszytometer gemessen. Auf der x-Achse sind die Peptide mit der verwendeten
Konzentration angegeben. Auf der y-Achse ist der prozentuale Anteil der doppelt positiven Zellen
fiir CD107a-Expression und IFN-y-Produktion an den CD3*/CD8*-T-Zellen angegeben.

Bei den Kulturzellen dreier Spender konnte die Stimulation durch direkte Zugabe von
WT1-(DFKDCERRF)-Peptid oder durch die Zugabe von WT1-prisentierenden DC bei
einem groBen Anteil der CTL eine Effektorfunktion (im Sinne von CD107a-Expression und
IFN-y-Produktion) ausgeldst werden. Vergleicht man hier die Zahl der CTL, die
CMVpp65-spezifisch ihre zytotoxische Funktion entfalteten, mit denen, die dies WT1-
spezifisch taten, ergibt sich eine gemeinsame Schnittmenge. Dies bedeutet, dass
mindestens so viele Zellen wie die gemeinsame Schnittmenge ergibt, kreuzreaktiv sind
und sowohl das CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Peptid als auch das WT1-(DFKDCERREF)-
Peptid spezifisch erkennen und darauthin ihre zytotoxische Funktion entfalten.

Bei Spender 1 fiel dies sehr deutlich aus. 74,52% der CD3*/CD8*-T-Zellen zeigten nach
Stimulation mit 0,01pug/ml CMVpp65-Peptid und 74,40% der CD3*/CD8*-T-Zellen
zeigten nach Stimulation mit 10pug/ml WT1-Peptid zytotoxische Aktivitdt. Daraus
resultiert eine gemeinsame Schnittmenge von 48,92% der CD3*/CD8*-T-Zellen. Bei

Spender 4 und Spender 7 fiel dieser Anteil geringer aus. Die gemeinsame Schnittmenge
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fiel bei Spender 4 mit 21,07% und bei Spender 7 mit 17,45% der CD3*/CD8*-T-Zellen
aus.

Die in diesen Fillen festgestellte kreuzreaktive Erkennung bezieht sich ausschlieBlich auf
das hier verwendete WT1-(DFKDCERRF)-Einzelpeptid. Bei keinem der drei Spender

zeigte sich nach Stimulation mit dem WT1-Peptidpool eine Effektorfunktion.

Die CMV-spezifischen Kulturzellen aller anderen Spender reagierten weder auf das
WTI1-Einzelpeptid noch auf den WTI1-Peptidpool, welche ihnen jeweils iiber DC
prisentiert wurden. Die Anteile an den CD3*/CD8"-T-Zellen, die CD107a exprimierten
und IFN-y produzierten, lagen nach Stimulation mit dem Einzelpeptid lediglich zwischen
0,58% und 6,42%. Nach Stimulation mit dem Peptidpool lag dieser Anteil zwischen
0,03% und 1,54% und iiberstieg damit nicht einmal den Wert der Negativ-Kontrolle.

CMVpp65-spezifische T-Lymphozyten zeigen keine Effektorfunktion nach Stimulation
mit weiteren tumorassoziierten Antigenen. Bei keinem der Spender zeigte sich nach
Inkubation der CMVpp65-spezifischen T-Zellen mit den getesteten TAA bzw. TAA-
Pools eine kreuzreaktive Erkennung. Die CMVpp65-spezifischen T-Zellen wurden nach
der CD137-Selektion und unspezifischer Expansion mit den Einzelpeptiden Bcl2 und
Proteinase 3 sowie den Peptidpools MUC1, NY-ESO, PRAME und WT1 stimuliert (fiir
die Sequenzen der Einzelpeptide s. Tab. 2.4). In der Regel war weder eine IFN-y-
Produktion noch eine CD107a-Expression messbar. In den wenigen Féllen, in denen die
IFN-y-Produktion und die CD107a-Expression im Vergleich zur Negativ-Kontrolle leicht
erhoht war, war jedoch nie eine gemeinsame Schnittmenge mit den CD3*/CD8*-T-Zellen

vorhanden, die eine Kreuzreaktivitdt der CMVpp65-spezifischen T-Zellen sichert.
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Abb. 3.8 CD107a-Expression und IFN-y-Produktion in CD3*/CD8*-T-Zellen nach
Stimulation mit CMVpp65-Peptid(pool) und TAA(-Pools)

Die CMVpp65-spezifischen T-Zellen wurden nach der CD137-Selektion und unspezifischer
Expansion mit dem CMVpp65-Peptid und -Peptidpool sowie den TAA Bcl2, Proteinase 3, WT1,
WT1-Pool, MUC1-Pool und PRAME-Pool stimuliert. Das HIV-Peptid diente als Negativ-
Kontrolle. Die Stimulation mit PMA und Ionomycin stellte die Positiv-Kontrolle dar.
PMA/Ionomycin und das CMVpp65-Peptid wurden direkt zu den Zellen gegeben. Alle anderen
Peptide wurden in genannter Konzentration zu DC gegeben und diese wurden dann wiederum mit
den CMVpp65-spezifischen T-Zellen inkubiert. Anschlieend wurde die CD3-, CD8-, und die
CD107a-Expression sowie die IFN-y-Produktion mittels fluoreszenzmarkierter Antikérper am
Durchflusszytometer gemessen. Die Graphik zeigt alle CD3*/CD8*-T-Zellen. Auf der x-Achse
ist die CD107a-Expression und auf der y-Achse ist die [FN-y-Produktion dargestellt. Im oberen
rechten Quadranten befinden sich die doppelt positiven Zellen und ihr prozentualer Anteil an den
CD3*/CD8*-T-Zellen ist benannt.
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Insgesamt stand das Material von 281 gesunden Spendern zu Verfiigung. Davon
entsprachen 50 den Kriterien eines positiven CMV-Serostatus und HLA*A0201 positiv
zu sein. Von diesen 50 begonnenen Versuchsablidufen konnten in neun Fillen erfolgreich
CMVpp65-spezifische CTL expandiert und angereichert werden und in acht Fillen DC
generiert werden, um den anschlieBenden Zytotoxizitédtstest durch zu fithren. In drei
Fillen wurden kreuzreaktive CTL entdeckt, die sowohl das CMVpp65-(NLVPMVATYV)-
Peptid als auch das WT1-(DFKDCERRF)-Peptid spezifisch erkennen.
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4. Diskussion

Zur Erklirung des GvL-Effekts bei Patienten nach alloHSZT gibt es verschiedene
Erklarungsmodelle, die bereits untersucht wurden.

In dieser Doktorarbeit wurde die immunologische Grundlage fiir den positiven Einfluss
der CMV-Reaktivierung auf die Rezidivrate von Patienten nach alloHSZT untersucht.
Konkret wurde die These gepriift, dass CMV-spezifische CTL einen GvL-Effekt
hervorrufen, indem sie entsprechende TAA auf Leukidmiezellen kreuzreaktiv erkennen
und ihnen gegeniiber ihre Zytotoxizitét entfalten.

CMVpp65-spezifische CTL wurden expandiert und angereichert, um sie auf eine
mogliche kreuzreaktive Erkennung und Funktion gegeniiber verschiedenen TAA hin zu
untersuchen. Wegweisend fiir diesen Ansatz war eine mehrfach beschriebene Assoziation
von CMV-seropositivem Spender und/oder Empfinger [66; 69] bzw. CMV-Replikation
nach HSZT [67; 68; 81-85] und einem niedrigerem Riickfallrisiko bei Leukdmie- und
Lymphompatienten nach alloHSZT.

Als zentrales Ergebnis dieser Doktorarbeit, ldsst sich herausstellen, dass ein deutlicher
Teil der CMVpp65-spezifischen CTL dreier Spender (Spender 1, 4 und 7) nach
Stimulation mit dem WT1-Protein eine zytotoxische Effektorfunktion zeigte. Es wurde
eine kreuzreaktive Erkennung von CMVpp65-(NLVPMVATV)-Peptid und WTI-
(DFKDCERRF)-Peptid durch CTL dieser drei Spender festgestellt, wobei bei einem
Spender im Vergleich eine deutlich groBere Menge an kreuzreaktiven CTL detektiert
wurde. Um fiir die Beweisfilhrung eine moglichst groe Reinheit an CMVpp65-
spezifischen CTL zu erreichen, wurden PBMC von gesunden, HLA-A*0201 positiven
und CMV- seropositiven Spendern unter Stimulation mit dem CMVpp65-
(NLVPMVATV)-Peptid und Zugabe der Zytokine IL2, IL7 und IL15 15-16 Tage
kultiviert. Darauf folgte eine selektive Anreicherung der CMVpp65-spezifischen CTL,
indem mittels magnetischer Zellseparation die Zellen isoliert wurden, die nach
Stimulation mit dem CMVpp65-(NLVPMVATV)-Peptid das Oberflichenmolekiil
CD137 exprimierten. CD137 ist auf aktivierten T-Zellen zu finden, vor Allem auf den
CD8"-T-Zellen. AnschlieBend wurden die CMVpp65-spezifischen T-Zellen fiir weitere
13-20 Tage unter einmaliger Zugabe von Allopool-Fiitterzellen und PHA-L sowie unter

regelmafiger Zugabe der Zytokine IL.2, IL7 und IL15 expandiert. Bei Spender 1 zeigten
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sich nach der CD137-Selektion und weiterer unspezifischer Expansion 82% der CTL
durch Stimulation mit dem CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Peptid reaktivierbar, indem sie
CD137 exprimierten — bei Spender 4 taten dies 85% und bei Spender 7 83% der CTL.
AbschlieBend wurde die Peptiderkennung und zytotoxische Effektorfunktion durch
Messung der IFN-y-Produktion und der CD107a-Expression bestimmt. IFN-y ist eines
der wichtigsten Effektormolekiile der CTL, welches diese nach Stimulation durch
spezifische Bindung an ein Peptid iiber ihren TCR synthetisieren und freigeben. CD107a
ist ein Molekiil, der Lysosomenmembran und befindet sich erst dann an der
Zelloberflache des CTL, wenn dieser aktiv wurde und die Inhaltsstoffe der Lysosomen
nach auflen abgegeben hat und die Lysosomenmembran mit der Zellmembran
verschmolzen ist. Ein positives Messergebnis beider Parameter zeigt dementsprechend
an, dass die CTL nach spezifischer Peptidbindung in der Lage sind ihre Effektormolekiile
zu produzieren und diese auch frei zu geben. Dies entspricht einem Nachweis der
spezifischen Zytotoxizitit. Dies traf bei Spender 1 nach der CD137-Selektion und
weiterer Expansion auf 75% der CMVpp65-spezifischen CTL sowohl nach der
Stimulation mit dem CMVpp65-(NLVPMVATV)-Peptid als auch dem WTI-
(DFKDCERRF)-Peptid zu. Bei Spender 4 konnte nach Stimulation mit dem CMVpp65-
(NLVPMVATV)-Peptid bei 86% und nach Stimulation WT1-(DFKDCERRF)-Peptid
bei 35% der CTL eine spezifische Zytotoxizitidt nachgewiesen werden. Bei Spender 7
konnte nach Stimulation mit dem CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Peptid bei 85% und nach
Stimulation WTI1-(DFKDCERRF)-Peptid bei 33% der CTL eine spezifische
Zytotoxizitdt nachgewiesen werden. Eine unspezifische Stimulation lédsst sich dadurch
ausschlieBen, dass eine Stimulation mit dem HIV-1-RT-(ILKEPVHGV)-Peptid bei
Spender 1 nur bei 0,08%, bei Spender 4 bei 1,54% und bei Spender 7 bei 0,36% der
CMVpp65-spezifischen CTL zu einer IFN-y-Produktion und CD107a-Expression fiihrte.
Das verwendete WT1-(DFKDCERRF)-Peptid wurde mittels der Datenbank SYFPEITHI
zwar als HLA-A*2402-restringiert berechnet. In Versuchen der Arbeitsgruppe wurde
zufillig eine HLA-A*0201-assoziierte Prisentation nachgewiesen, weshalb dieses Peptid
auch fiir die Versuche dieser im Kontext von HLA-A*0201 stehenden Arbeit verwendet
wurde.

Der in dieser Arbeit erbrachte eindeutige Nachweis von drei kreuzreaktiven Spendern fiir

das Viruspeptid CMVpp65 (NLVPMVATYV) und das TAA WT1 (DFKDCERREF) ist
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hochst interessant, da er einen moglichen GvL-Effekt von virusspezifischen CTL
beschreibt, welcher bisher wenig Gegenstand von Untersuchungen war. Zudem ist dieses
Ergebnis der Arbeit bedeutsam, wenn sich der beschriebene Mechanismus des GvL-
Effekts im Rahmen von Stammzelltransplantationen zu Nutze gemacht werden kann.
Ausfithrungen zu denkbaren Verfahren der klinischen Anwendung folgen an spéterer
Stelle. Allerding miisste zur Validierung der Ergebnisse mit einer groleren Anzahl an
Spendern eine Reproduktion der Ergebnisse gezeigt werden.

Die Wiederholung der Ergebnisse bei gleichem Spender konnte nicht getestet werden, da
nicht ausreichend Material fiir einen weiteren kompletten Durchlauf des Versuchs zur
Verfiigung stand. Da es sich groftenteils um Material von anonymisierten Spendern
handelte und deren Identifikation daher nicht méglich war, konnten also keine weiteren
Zellen zur Wiederholung des Versuchs gewonnen werden. Im Falle eines
identifizierbaren Spenders wiinschte dieser keine weitere Spende.

Bei der Bewertung der Ergebnisse miissen auch die verwendeten Peptidkonzentrationen
bedacht werden. Bei dem CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Peptid, als Vertreter der
Viruspeptide, ist eine hohe Aviditit von Seiten der T-Zellen zu erwarten [86]. So wurden
hier zur Stimulation nur geringe Konzentrationen (0,01pug/ml, 0,1pg/ml und 1,0 pg/ml)
eingesetzt. Wihrend bei dem WT1-(DFKDCERRF)-Protein, als Vertreter der TAA, eine
deutlich geringere Aviditit der T-Zellen zu erwarten ist, wurde hier mit einer
Konzentration von 10ug/ml gearbeitet [86]. Van den Heuvel et. al konnten in ihren
Untersuchungen 2018 dagegen nur die Darbietung des Antigens als ausschlaggebenden
Faktor fiir die Aviditéit der virusspezifischen T-Zellen ausmachen; der Vergleich einer
virusspezifischen CTL zur kreuzreaktiven Erkennung eines Peptids oder des eigentlichen
viralen Peptids machte keine grundlegenden Unterschied [87]. Hinterfragt werden muss,
ob die verwendete Konzentration des WT1-Peptids auch moglichen in vivo-Verhéltnissen
entspricht. Moglicherweise wire die zytotoxische Reaktion bei einer hdoheren
Konzentration des WTI-(DFKDCERRF)-Peptids bei den drei Spendern deutlicher
ausgefallen oder iiberhaupt eine Effektorfunktion messbar gewesen bei den Spendern, die
so keine zeigten. Bei den verwendeten Peptidpools muss ebenfalls hinterfragt werden, ob
die verwendeten Konzentrationen nicht zu gering waren, um eine ausreichende Antwort
der T-Zellen hervorzurufen. Eingesetzt wurden die Peptidpools in hédufig verwendeten

Konzentrationen von 1pg/ml, Sug/ml oder 10ug/ml, somit lagen die Konzentrationen, der
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darin enthaltenen Einzelpeptide noch deutlich unter der des WT1-(DFKDCERRF)-
Peptids.

Des Weiteren muss die verwendete Peptidsequenz bedacht werden. Das WT-Peptid
enthélt nachweislich die hier verwendete Sequenz (DFKDCERRF). Allerding gilt es zu
priifen, ob das WT1-Tumorprotein in vivo tatsdchlich so prozessiert wird, dass diese
Sequenz auch iiber MHC prisentiert wird. Somit wiirde - im Falle eines positiven
Nachweises der Priasentation der genannten Peptidsequenz in vivo - dies eine Validierung
der Ergebnisse dieser Arbeit darstellen. Fiir den Fall, dass die genannte Sequenz in vivo
nicht exprimiert wird, wiirde dies bedeuten, dass in vitro beschriebene kreuzreaktive CTL
sich in vivo nicht gegen Tumorzellen richten, die positiv fiir das getestete Tumorantigen
sind. Andererseits bleibt somit noch eine Vielzahl an Peptiden, die hier nicht untersucht
wurden und potenziell kreuzreaktiv von den CMVpp65-spezifischen T-Zellen erkannt
werden konnten. Diese Tatsache wurde in der Arbeit insofern bedacht, dass neben
Einzelpeptiden auch Peptid-Pools getestet wurden, welche verschiedene Peptidsequenzen
eines Tumorantigens beinhalten.

Dass CTL einen GvL-Effekt vermitteln konnen, indem sie sich spezifisch gegen TAA
richten, wurde schon mehrmals gezeigt [88; 45]. Rezvani et al. haben 2003 die Existenz
von CTL, die sich gegen WT1, Pathogenesis relatetd protein 1 (PR1) und BCR-ABL
richten, anhand desselben Markers IFN-y, aber mit einem sensitiveren Messverfahren als
der Durchflusszytometrie nimlich der quantitativen PCR nachgewiesen [46].

Kapp et. al haben 2009 gezeigt, dass das Vorhandensein von TAA-spezifischen CTL mit
einer signifikant niedrigeren Rezidivrate bei AML-/ALL-/MM-Patienten nach HSZT
einhergeht [47]. In beiden Arbeiten lieBen sich Unterschiede zwischen Gesunden und
Patienten nach alloHSZT erkennen. So konnten Kapp et al. in Patienten nach alloHSZT
TAA-spezifische CTL nachweisen; in gesunden Spendern dagegen nicht, sie lieBen sich
allerdings durch mehrmalige TAA-Présentation und -Stimulation iiber DC induzieren.
Rezvani et al. haben in Gesunden entweder keine TAA-spezifischen CTL oder in
geringerer Frequenz gemessen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden nur Zellen von
gesunden Spendern untersucht. Interessant wire auch fiir diesen Versuchsaufbau zum
Vergleich die PBMC von Patienten nach alloHSZT zu verwenden. Zum einen wére es

moglich, dass eine hohere Frequenz an CMV-spezifischen CTL vorldge [89; 90]. Zum
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anderen konnte ein Vergleich der Frequenz an kreuzreaktiven CMV-spezifischen CTL
gezogen werden.

Im Falle der Viruspeptide ist noch zu erwihnen, dass in Leukdmiezellen im Vergleich zu
Zellen gesunder Spender deutlich hohere CMV-Lasten auftreten konnen und verbliebene
Blasten so moglicherweise ein prominenteres Ziel fiir die CMV-spezifischen CTL
darstellen [71].

Die Theorie, dass den GvL-Effekt insbesondere die virusspezifischen bzw. CMV-
spezifischen CTL, die mit TAA kreuzreagieren, vermitteln konnen, wurde bisher wenig
untersucht. Melenhorst et al. haben 2014 beschrieben, dass in einem
stammzelltransplantiertem ALL-Patienten der Anstieg von CMVpp65-spezifischen CTL,
die vom Spender generiert und dem Patienten verabreicht wurden, zeitlich mit dem
Riickgang der Tumorzellen bis zur Remission korrelierte. In vitro liel sich eine
spezifische Reaktion der CMV-spezifischen T-Zellen gegeniiber der TAA WT1 und
MAGEA3 zeigen. Dementsprechend schien der antileukdmische Effekt durch die CMV-
spezifischen T-Zellen des Spenders vermittelt worden zu sein [70].

E. Baumeister konnte 2014 in ihrer Arbeit zeigen, dass allogene CMV-IE-spezifische
CTL iiber ihren TCR kreuzreaktiv das TAA Bcl-2 erkennen und die entsprechende
Zielzelle lysieren konnen [91]. Die als Zielzellen dienenden B-Lymphoblasten (C1R-B7)
und Myelom-Zelllinien (L363 und U266) wurden mit einem Fluoreszenz markierten
Vitalfarbstoff gefiarbt, sodass die Lyse {iiber die Abnahme der Floureszenz im
Durchflusszytometer gemessen werden konnte.

Auf molekularer Ebene sind diese Ergebnisse noch nicht beschrieben. Zur weiteren
Beweisfiithrung miissten die TCR der beschriebenen kreuzreaktiven CMV-spezifischen
CTL analysiert werden, um zu belegen, dass ein und derselbe T-Zell-Klon das CMV-
Peptid und das TAA im Kontext von HLA-B*0702 spezifisch bindet. Jeder T-Zell-Klon
hat eine spezifische Konstellation der VDJ-Segmente seines Rezeptors, die die Bausteine
ihrer zwei Ketten darstellen (s. 1.4). Yin und Mariazza haben 2009 einen Uberblick iiber
verschiedene Theorien zum Mechanismus der kreuzreaktiven Bindung von Peptiden
durch T-Zellen zusammengestellt (s. 1.4) [20]. Darunter fillt unter anderem die
,molekular mimikry* (s.1.4). Mcdonald et al. haben 2009 einen kreuzreaktiven TCR
beschrieben, der sowohl ein Eigen-HLA-restringiertes EBV-Peptid als auch ein Allo-
Peptid spezifisch bindet [24].
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Daneben gibt es weitere denkbare Mechanismen, die ebenfalls CTL fiir einen GvL-Effekt
verantwortlich machen. So konnten die CTL nur mHag oder virale Antigene, die (nur)
auf den Leukdmie- bzw. Tumorzellen exprimiert werden, als Zielstruktur der CTL
fungieren. mHag sind an MHC-Molekiile gebundene Peptide, die aus zelleigenen
Proteinen stammen. Der GvL-Effekt wiirde unabhingig von der GvHD auftreten, wenn
die mHag nur auf den hdmatopoetischen Zellen des Empfingers sitzen und von den
alloreaktiven CTL des Empfingers erkannt werden. Verschiedene Studien haben gezeigt,
dass mHag-spezifische CTL mit einem GvL-Effekt assoziiert sind. So haben de Rijke et
al. 2005 und Marijt et al. 2003 bei MM- und Leukédmie-Patienten nach alloHSZT, die bei
einem Rezidiv mit Transfusion von Spender-Lymphozyten (donor lymphocyte infusion,
DLI) behandelt wurden, einen Zusammenhang der kompletten Remission der Erkrankung
und dem Auftreten von mHag-spezifischen CTL beschrieben. Die entsprechenden
mHAg wurden lediglich auf himatopoetischen Zellen der Empfinger exprimiert [92; 93].
Franssen et al. haben in ihrer 2017 veroffentlichten Phase I/II Studie gezeigt, dass es
moglich ist, in MM-Patienten nach alloHSZT mHag-spezifische CTL zu generieren. Die
zu Grunde liegende Methode war eine Impfung mit peptidbeladenen DC, welche aus den
Monozyten der Spender generiert wurden. Zusitzlich erfolgte zuvor und danach eine
DLI. Die entstandenen CTL haben als Zielstruktur mHag, die hdmatopoetisch-restringiert
und tumorassoziiert sind [94].

Die Fragestellung dieser Doktorarbeit beruht auf der mehrfach beschriebenen Assoziation
von CMV-seropositivem Spender und/oder Empfinger [66; 69] bzw. CMV-Replikation
nach HSZT [67; 68; 81-85] und einem niedrigerem Riickfallrisiko bei Leukdmiepatienten
nach alloHSZT. Demgegeniiber stechen Ergebnisse von Erard et al. 2006 und der 2001
veroffentlichten Untersuchungen des National Marrow Donor Programms, die keinen
signifikanten Zusammenhang von dem CMV-Status des Spenders und der Rezidivrate
oder Mortalitit zeigen konnten [95; 96]. Der Zusammenhang von CMV-Reaktivierung
und Rezidivrate oder Mortalitit wurde dort nicht untersucht.

Der Gedanke fiir die Anwendung in der Klinik besteht darin, die kreuzreaktiven CMV-
spezifischen CTL im Rahmen einer HSZT dafiir zu nutzen den GvL-Effekt zu verstiarken
und damit das Rezidivrisiko der Grunderkrankung zu senken ohne das GvHD-Risiko zu

erhohen oder Komplikationen einer CM V-Infektion zu riskieren.
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Der einfachste grundlegendste Schritt wire einen CMV-positiven Spender zu wihlen,
damit nach Anwachsen des Transplantats und Neubildung der T-Zellen CM V-spezifische
CTL im Korper des Patienten vorhanden sind — allerdings miisste immer noch das Risiko
der CMV- Infektion bedacht werden.

Mochte man gezielt die Zahl der CMV-spezifischen CTL im Empfingerorganismus
erhohen, sind verschiedene Mechanismen denkbar, wobeil in den meisten Fillen ein
CMV-positiver Spender als Voraussetzung gegeben sein muss.

Zum einen konnte man vom Spender Lymphozyten entnehmen, um daraus CMV-
spezifische CTL zu selektieren oder ex vivo zu expandieren und diese dem Empfinger zu
transfundieren. Diese Verfahren wurde bereits erprobt zur Verbesserung der Therapie
einer CMV-Infektion in Patienten nach HSZT [97; 98]. Zweitens konnte man die CMV-
spezifischen T-Gedichtniszellen des HSZ-Transplantierten in vivo boosten. Dabei ist
moglicherweise die Verwendung von CMV-Peptid-beladenen DC hilfreich [99]. Drittens
wire eine Kombination von DLI mit der Transfusion von CMV-Peptid-beladenen DC
denkbar. Diese Form der Impfung wurde bereits verwendet, indem hidmatopoetisch
restringierte mHag-Peptide tiber DC prisentiert wurden [94]. Allerdings muss bedacht
werden, dass mit einer unselektierten DLI das GvHD-Risiko steigt [100].
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5. Zusammenfassung

Bei Patienten mit Erkrankungen des blutbildenden Systems ist die hdmatopoetische
Stammzelltransplantation (HSZT) eine hdufig eingesetzte kurative Therapie. Im Rahmen
dieser Transplantation werden nicht nur vom Spender gewonnene hidmatopoetische
Stammzellen auf den Empféinger libertragen, sondern immer auch im peripheren Blut
vorhandene T-Zellen. Dies kann zum einen einen positiven Effekt zum anderen aber auch
negative Folgen fiir den transplantierten Patienten mit sich bringen. Eine negative
Auswirkung wire die sogenannte Graft-vesus-Host Disease (GVHD), bei der die T-Zellen
des Spenders Zellen des Empfangers als fremd erkennen und angreifen. Klinisch
manifestiert sich dies vor allem an Leber, Haut und Darm mit Ikterus, Dermatitiden und
Diarrhoen. Einen gewiinschten Effekt, den die iibertragenen T-Zellen vor allem bei
Patienten mit akuter myeloischer Leukidmie (AML) mit sich bringen konnen, ist der
sogenannte Graft-versus-Leukemia (GvL) Effekt. Dabei richten sich vom Spender
stammende Immunzellen gegen die Tumorzellen des Empfiangers und senken damit das
Rezidivrisiko der Leukédmie.

In verschiedenen Studien konnte eine positive Korrelation von CMV-Reaktivierung nach
HSZT und einem niedrigerem Rezidivrisiko der hdmatopoetischen Grunderkrankung
gezeigt werden. Diese Doktorarbeit widmet sich auf Grundlage dessen der Frage, ob
Cytomegalievirus (CMV)-spezifische cytotoxische T-Zellen (CTL) direkt durch
Kreuzreaktivitat zum GvL-Effekt beitragen.

Zunichst wurden periphere mononukledre Zellen (PBMC) aus dem Blut neun gesunder
Spender isoliert, die als CMV-seropositiv ausgetestet wurden. Diese wurden mit dem
CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Einzelpeptid stimuliert und in Kultur angereichert.
Zusiatzlich wurden die expandierten CMV-spezifischen CTL durch eine spezifische
Selektion tiber den Aktivierungsmarker CD137 weiter angereichert. Nach Expansion und
Anreicherung zeigten jeweils 75% (Spender 1), 67% (Spender 2), 74% (Spender 3), 86%
(Spender 4), 81% (Spender5), 80% (Spender 6), 84% (Spender 7), 51% (Spender 8) und
69% (Spender 9) der CD3*/CDS8*-T-Zellen eine IFN-y-Produktion und CD107a-
Expression nach Stimulation mit dem CMVpp65-Einzelpeptid. IFN-y als
Effektormolekiill der zytotoxischen Granula der CTL und CDI107a als

Degranulationsmarker beweisen die spezifische Zytotoxizitdt. Somit konnte die
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erfolgreiche Anreicherung funktionsfihiger CMVpp65-spezifischer CTL gezeigt werden.
Um zu untersuchen, ob diese nun kreuzreaktiv tumorassoziierte Antigene (TAA)
erkennen, wurden sie ebenfalls mit folgenden TAA stimuliert: WT1, Proteinase 3,
PRAME, NY-ESO, Mucl und Bcl-2. Die Stimulation erfolgte entweder iiber die direkte
Zugabe von Einzelpeptiden bzw. Peptidpools oder iiber die Beladung und Prisentation
dieser Peptide bzw. Peptidpools iiber dendritische Zellen (DC). Die DC wurden aus
Monozyten des jeweiligen Spenders generiert. Im Falle von drei Spendern zeigt sich
ebenfalls eine deutliche zytotoxische Funktion nach Stimulation mit dem WTI-
(DFKDCERRF)-Einzelpeptid durch IFN-y-Produktion und CD107a-Expression bei 75%
(Spender 1), 35% (Spender 4) und 33% (Spender 7) der CD3*/CD8*-T-Zellen. Wie zuvor
erwihnt lag der Anteil der CD3*/CD8*-T-Zellen mit spezifischer Zytotoxizitit nach
Stimulation mit dem CMVpp65-(NLVPMVATV)-Einzelpeptid bei diesen drei besagten
Spendern bei 74% (Spenderl), 86% (Spender 4) und 84% (Spender7). So ergab sich fiir
diese drei Spender eine gemeinsame Schnittmenge von 48,92% (Spender 1), 21,07%
(Spender 4) und 17,45% (Spender 7) derjenigen Zellen, die sowohl nach Stimulation mit
CMVpp65-(NLVPMVATYV)-Einzelpeptid und WT-(DFKDCERRF)-Einzelpeptid eine
zytotoxische Funktion zeigten, sodass von einer kreuzreaktiven Erkennung dieser beiden
Peptide in diesen drei Spendern ausgegangen werden muss. Die fiir diese Spender
gezeigte kreuzreaktive Erkennung konnte zum GvL-Effekt bei Leukimie/Myelom-
Patienten nach HSZT beitragen.
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6. Abkiirzungen

AML
ALL
APC
APZ
Bcl-2
CD
CDR
CML
FITC
HCMV
HIV
CLL
CTL

D

DC
DLI
DMSO
DNA
EBV
EDTA
G(M)-CSF
GvHD
GvL
HLA
HSZT
IL

IFN

LRSC
mHag

Akute myeloische Leukédmie

Akute lymphatische Leukdmie

Allophycocyanin

Antigenprasentierende Zelle

B-Zell-Lymphom 2

Cluster of Differentiation

Complementary Determining Region

Chronische myeloische Leukidmie

Fluoreszeinisothiocyanat

humanes Cytomegalievirus

humanes Immundefizienz-Virus

Chronische lymphatische Leukdmie

Cytotoxic T-Lymphocyt, Zytotoxischer T-Lymphozyt
divers

dendritic cells, Dendritische Zellen

Donor Lymphocyte Infusion, Spenderlymphozyten-Infusion
Dimethylsulfoxid

desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
Ebstein-Barr-Virus

Ethylendiamintetraacetat
Granulozyten-(Monozyten)-Kolonie-stimulierender Faktor
Graft versus Host Disease, Transplantat gegen Wirt-Erkrankung
Graft versus Leucemia, Transplantat gegen Leukdmie
Human Leucocyte Antigen, humanes Leukozyten Antigen
hidmatopoetische Stammzelltransplantation

Interleukin

Interferon

joining, verbindend

Leucoreduction system chamber, Leukozyten-Reduktionskammer

minor histocompatibility antigen, Nebenhistokompatibilitdtsantigen
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MDS
MAGEA3
MHC
MUCI1
NK-Zellen
NY-ESO
PBMC
PBS
PCR

PE
PerCP
PHA-L
PMA
ppo5
PRAME
PR3

rpm
RPMI
RT

TAA
TCR
TNF

v

WT1-Protein

WT1-Gen

Myelodysplastisches Syndrom

Melanoma Associated Antigen 3

Major Histocompatibility Complex

Mucin-1

Natiirliche-Killer-Zellen

New York esophageal squamous cell carcinoma
Peripheral Blood Mononuclear Cells
phosphate-buffered saline

Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Phycoerythrin

Peridinin Chlorophyll

Phytohaemagglutinin Leucoagglutinin
Phorbol-12-myristat-13-acetat

Phosphoprotein 65

Preferentially Expressed Antigen in Melanoma
Proteinase 3

rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

tumorassoziierte Antigene

T-Cell Receptor, T-Zell-Rezeptor
Tumor-Nekrose-Faktor

variable

Wilms Tumor Protein 1

Wilms-Tumorsuppressergen
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