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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Leukamie

Leuk&mien sind bosartige Erkrankungen des blutbildenden Systems. Sie entstehen durch
maligne Entartung von Vorlauferzellen der weiRen Reihe im Knochenmark (Leukamie: von
altgriechisch Aeukdg leukds ,,weiB“ und aipya haima ,das Blut®). Urséchlich hierfir sind
Mutationen im Genom der Zelle, die zu einer Stérung ihrer Proliferation, Differenzierung oder
des programmierten Zelltodes (Apoptose) fuhren. Die hohe Proliferationsrate und die
Genumlagerungen wahrend der Lymphozytenentwicklung begunstigen derartige Mutationen.
Das urspringliche Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose ist zugunsten eines
unkontrollierten Zellwachstums verschoben. Somit kommt es zu einer klonalen Expansion
der entarteten Zelle. Dies fuhrt zu einer Verdrdngung der normalen hdmatopoetischen Zellen
im Knochenmark. Prinzipiell ist eine Entartung jeder Zellart an jedem Schritt ihrer
Zelldifferenzierung moglich. Demzufolge unterscheidet man nach der Art der betroffenen
Zellen myeloische und lymphatische Leuka&mien; bei myeloischen Leukdmien sind
Vorlauferzellen von Granulozyten und Monozyten, im weiteren Sinne auch von Erythrozyten
und Thrombozyten betroffen. Bei lymphatischen Leuk&mien entarten Vorlduferzellen der
Lymphozyten. Weiterhin lassen sich akute und chronische Leukamien unterscheiden. Akuten
Leukdmien liegt in der Regel eine Entartung sehr unreifer Zellen zugrunde, die hohen
Teilungsraten der blastaren Zellen erklaren die meist fulminante klinische Symptomatik.
Chronische Leukamien hingegen verlaufen Uber einen langen Zeitraum hinweg protrahiert,
die entarteten Zellen weisen in der Regel einen hdheren Differenzierungsgrad auf. Somit
werden lymphatische Leukamien in die akute lymphatische Leuké&mie (ALL) und die
chronische lymphatische Leukamie (CLL) unterteilt, wobei die CLL zu den niedrigmalignen
Non-Hodgkin-Lymphomen gezahlt wird. Bei den myeloischen Leukdmien unterscheidet man
die akute myeloische Leukédmie (AML) und die chronische myeloische Leukdmie (CML),
wobei letztere als chronisch myeloproliferative Erkrankung gewertet wird. Als Sonderformen
der akuten Leukamien gelten die akute biphanotypische Leukamie, bei der es zur
gleichzeitigen immunologischen Expression lymphatischer und myeloischer
Differenzierungsmarker kommt, sowie die bilindre Leukamie, bei der sich morphologisch
zwei Blastenpopulationen nachweisen lassen. Da diese Arbeit sich mit der Entwicklung
neuer Therapiestrategien bei der cALL, der haufigsten Subgruppe der ALL, insbesondere im

padiatrischen Spektrum beschéftigt wird nachfolgend naher hierauf eingegangen.
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1.1.1 Akute lymphatische Leukémie

Das Diagnosenspektrum maligner Erkrankungen bei Kindern unterscheidet sich signifikant
von dem erwachsener Patienten, siehe Abbildung 1-1. Mit einem Anteil von 34,1 % sind
Leukamien die vorherrschende Gruppe und somit die haufigste Krebserkrankung bei Kindern
(Kaatsch 2010).

® Leukd@mien

® ZNS-Tumoren

= Lymphome

= periphere Nervenzelltumoren
= Weichteilsarkome

Nierentumoren

“

Abbildung 1-1 Verteilung der h &aufigsten Krebsdiagnosen bei Kindern
ermittelt aus den Jahren 2001 — 2010 (nach: "Krebs in Deutschland")

Knochentumoren

Der grofdte Anteil hiervon entfallt mit einer relativen Haufigkeit von 78,8 % auf die akute
lymphatische Leuk&mie, 13,7 % sind der AML, 1,3%der CML und 5,5% anderen
myelodysplastischen Syndromen und myeloproliferativen Erkrankungen zuzurechnen. Bei
der ALL wird weiterhin je nach betroffener Zellart zwischen B-Zell- und T-Zell-Formen
unterschieden. Bei der héaufigeren B-Zell-Leuk&mie ist die haufigste Untergruppe die
common ALL (CALL).

1.1.1.1 Epidemiologie

Die ALL ist mit einer Haufigkeit von 26,6 % die haufigste Einzeldiagnose bei malignen
Erkrankungen im Alter <15 Jahren. lhre Inzidenz betragt 4,4/100.000 Kinder unter
15 Jahren (Robert-Koch-Institut (Hrsg.) und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg.) 2012). Die Haufigkeit der ALL ist bei den unter
Vierjahrigen mehr als doppelt so hoch wie in den anderen Altersgruppen; das
durchschnittliche Erkrankungsalter bei Erstdiagnose liegt bei 4 Jahren und 10 Monaten. Das
Geschlechterverhaltnis m : w betragt 1,2 : 1. Bis zum Jahr 2004 lasst sich ein Anstieg der
Inzidenz der ALL in Deutschland um etwa 0,7 % pro Jahr verzeichnen, eine &hnliche
Situation findet sich in ganz Europa. Die Ursachen hierfir sind unklar, moglicherweise liegt
dem Phanomen ein Wandel im Lebensstil zugrunde (Spix et al. 2008; Kaatsch und
Mergenthaler 2008; Kaatsch et al. 2006). Die Inzidenz der Leukdmien zeigt geographische
Unterschiede; die Inzidenzrate liegt in Nordeuropa hdéher als in Std- und Osteuropa (Kaatsch

und Mergenthaler 2008), auf Deutschland bezogen liel3 sich jedoch keine regionale oder
2
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zeitliche Clusterbildung der Leukamieinzidenz feststellen (Schmiedel et al. 2010). Die
Uberlebensrate der ALL liegt bei 90 % nach 5 Jahren und bei 87 % nach 15 Jahren. Bei 3 %
der Patienten kommt es zu einem Auftreten einer Zweitneoplasie innerhalb von 30 Jahren
nach Erstdiagnose einer ALL (Kaatsch und Spix 2010). Die Haufigkeit der AML im
Kindesalter betragt 4,6 %, das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose liegt bei 5 Jahren und
5 Monaten und somit héher als bei der ALL, die meisten Falle werden jedoch vor dem
2. Lebensjahr diagnostiziert. Die Uberlebensraten bei der AML liegen bei 70 % nach
5 Jahren und bei 67 % nach 15 Jahren; sie sind somit signifikant niedriger als bei der ALL.
Das Auftreten einer CML im Kindesalter ist sehr selten (0,4 %), die CLL kommt bei Kindern
nicht vor (Kaatsch 2010).

1.1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Grundlage fur die Entstehung einer ALL sind Mutationen im Genom der betroffenen Zelle;
diese kbénnen bereits pranatal in pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen vorliegen
oder als somatische Mutationen lymphoider Vorlauferzellen auftreten. Diese genetischen
Veranderungen beeinflussen vor allem Differenzierung, Tumorsuppression, Zellzyklus,
Apoptose, Signalwege und das Ansprechen auf Medikamente der jeweiligen Zelle (Pui et al.
2011). Oftmals sind hierfir mehrere ineinandergreifende Mutationen, sogenannte
.cooperative mutations”, notwendig um eine leukdmische Transformation der lymphoiden
Vorlauferzelle zu bewirken; die mutierten Vorlauferzellen werden in einem bestimmten
Differenzierungsschritt als unreife Vorstufen arretiert, andere Mutationen setzen
grundlegende Regulationsvorgange auller Kraft, die Kontrollpunkte der normalen
Proliferation werden unterwandert und die Zelle zeigt eine Resistenz auf Signalwege des
programmierten Zelltodes. Die Verdnderungen entstehen durch aberrante Expression von
Protoonkogenen, Fusionsgenen mit aktivierten Kinasen, veranderten Transkriptionsfaktoren,
Hyperploidie, Hypoploidie und andere Mechanismen, die durch eine Beeinflussung der
Zelllfunktionen zur leukdmischen Transformation der Zelle fihren (Pui et al. 2004).
Ursachlich hierfur sind strukturelle DNA-Veréanderungen wie Deletionen, Amplifikationen,
Inversionen, Translokationen und Duplikationen, aber auch Hyperploidien, der Verlust der
Heterozygotie sowie epigenetische Verdnderungen (Pui et al. 2011). Anhand der beim
Patienten feststellbaren individuellen Mutationen ergeben sich neue Mdglichkeiten der
Klassifikation der ALL; dies ist insbhesondere von Bedeutung da viele dieser Mutationen auch

Konsequenzen fur Therapie, Therapieansprechen und Prognose haben.

Die Ursachen fur das Entstehen einer Leukamie sind noch nicht hinreichend gekléart. In
einigen Fallen besteht eine genetische Pradisposition (Vijayakrishnan und Houlston 2010),

auch bei einigen genetischen Syndromen besteht ein erhdhtes Leukamierisiko.
3
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Beispielsweise ist das Risiko fir die Entwicklung einer Leukdmie bei Patienten mit
Trisomie-21 20-fach erhéht (Ross et al. 2005), auch bei Klinefelter-Syndrom,
Neurofiboromatose Typ I, Fanconi-Anamie oder Bloom’s-Syndrom besteht ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko. Knochenmarkschadigungen durch Benzol, Zytostatika (insbesondere
Alkylanzien oder Topoisomerase-ll-Inhibitoren) oder ionisierende Strahlung sind als
Risikofaktoren bekannt. Der Kausalzusammenhang einer Infektion mit dem humanen
T-lymphotropen Virus 1 (HTLV-1), welches endemisch vor allem in Sudjapan, der Karibik,
Teilen Sudamerikas und Afrikas mit der Entwicklung einer T-Zell-Leukamie assoziiert
vorkommt, ist gesichert (Gessain 2011). Die Ermittlung weiterer Risikofaktoren ist derzeit
Gegenstand aktueller Forschung. Als mdgliche pradisponierende Umweltfaktoren stehen
beispielsweise Verkehrsabgase, Pestizide und verschiedene Chemikalien in der Diskussion
(Wiemels 2012). Ein weiterer Ansatz betont die Relevanz frihkindlicher Infektionen im
Zusammenhang mit der Entwicklung des Immunsystems. Aktuelle Daten zeigen zum einen
eine inverse Korrelation der Haufigkeit des Auftretens einer Leukamie und einer héheren
Exposition gegentber Infektionen in der friihen Kindheit, zum anderen scheint es kongenitale
Defekte des Immunsystems zu geben, bei denen es zu einer Uberh6hten Immunantwort auf
Infektionen kommt; diese Immunregulationsdefekte sind mit niedrigeren kongenitalen
IL-10 (Interleukin 10)-Werten korreliert. Die Kombination aus geringer Exposition gegentber
Infekten und Gberhéhter Immunreaktion auf die wenigen Infekte scheint als ,second strike®
vorbestehender Genommutationen zu fungieren und somit ein erhdhtes Erkrankungsrisiko

an Leukamie zu bedingen (Wiemels 2012).

1.1.1.3 Klassifikation

Die WHO-KIlassifikation von 2001 teilt die ALL in B- und T-Zell-ALL ein, wobei bei der
B-Zell-ALL die Untergruppen der Pro-B-ALL, common ALL, Pra-B-ALL und reifzelligen B-ALL
unterschieden werden. Die T-Zell-ALL wird weiter in unreife, thymische und reife T-ALL
differenziert. Wahrend die traditionelle, auf morphologischen Gesichtspunkten beruhende
FAB-Klassifikation, wonach die ALL in die Gruppen L1, L2 und L3 eingeteilt wird (Bennett et
al. 1976), noch in Lehrbiichern vertreten ist, ist ihre klinische Relevanz mittlerweile gering.
Neuere Methoden der Immunologie, Zytogenetik und Molekulargenetik erlauben eine
differenziertere Unterteilung mit prognostischen und therapeutischen Konsequenzen. Eine
dieser Methoden ist die Immunphanotypisierung, bei der die Oberflachenmarker der
Leukamiezellen analysiert werden. Da es keine spezifischen Einzelmarker fir bestimmte
Differenzierungsstufen gibt, gibt erst eine Kombination verschiedener CD (cluster of
differentiation)-Antigene Aufschluss Uber den jeweiligen Subtyp, siehe Tabelle 1-1, Seite 5.

Zur Klassifikation wird hierzu vor allem das EGIL-Schema verwendet (Bene et al. 1995).
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Tabelle 1-1 Oberflachenmarker und Zytogenetik der A LL-Subtypen
Nach Ritter et al., Padiatrische Hamatologie und Onkologie, S. 650f.)

Leukimie Subt Haufigkeit bei Oberflachenmarker Zytogenetik /
yp Erwachsenen (Auswahl) Molekulargenetik

CD19, (+CD20), +CD34,
Pro-B-ALL 11% cytCD79a, cytCD22, t(4;11), t(11;19)
TdT
CD10, CD19, +CD20, . )
Common 49 % +CD34, cytCD79a, L(g'if)];%zﬂ)’
BALL CytCD22, +TdT yperp
+CD10, CD19, +CD20,
Pra-B-ALL 12 % +CD34, cytCD22, t(1;19)
cytCD79a, cytigM, +TdT
+CD10, CD19, CD20, . .
Reife B-ALL 4% CytCD22, cytCD79a, 1(8:14), (8;22).
t(2;8)
cytlgM, slg
Unreife cytehs, Ch7, xCD2, t(14:11), t(10;14),
6 % +CD5, +CD4, £CDS8, . :
T-ALL +CD34. TdT t(8;14), t(1;14)
T-ALL . . *CD34,
intermediare o
T-ALL 12 % CDl1a, CD2, CD7
reife T-ALL 6 % Membran CD3,CD1la-

Zytogenetische Untersuchungen von Chromosomenaberrationen bei Leukamiepatienten
mittels RT-PCR oder In-situ-Fluoreszenzhybridisierung (FISH) sind eine weitere Methode der
Klassifikation der ALL und spielen auch bei der Zuordnung zu Risiko- und Therapiegruppen
eine Rolle. Strukturelle und numerische Genveranderungen sind bei der ALL haufig und zum
Teil spezifisch fur bestimmte ALL-Subtypen. Die Mechanismen, wodurch diese
Genveranderungen eine Leukadmieerkrankung bedingen, sind vom Prinzip her im gesamten
Patientenkollektiv identisch, das Spektrum der spezifischen Mutationen jedoch unterscheidet
sich bei erwachsenen Leukamiepatienten und betroffenen Kindern. Beispiele fir haufige
zytogenetische Veranderungen bei ALL-Patienten im Kindesalter zeigt Abbildung 1-2,
Seite 6.
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Abbildung 1-2 Genetische Abnormalitaten bei ALL im Kindesalter (nach: Pui et al., 2011)

Die haufigsten chromosomalen Veranderungen bei cALL im Kindesalter sind hyperdiploide
Karyotypen, t(12;21)(p13;922) Translokationen und die t(9;22)(q34;911)
BCR-abl-Translokation (Harrison et al. 2005; Gadner et al. 2006). Hyperploidie
(54 - 58 Chromosomen) geht mit einer guten Prognose einher, insbesondere in Kombination
mit Trisomien der Chromosomen 4, 10 oder 17 (Harris et al. 1992; Heerema et al. 2000). Im
Gegensatz dazu gilt eine extreme Hyperploidie (59 - 84 Chromosomen) oder eine
Hypoploidie als unginstiger Prognosefaktor (Raimondi et al. 2003). Die Translokation
t(12;21) kommt bei mindestens 25 % der kindlichen cALL-Félle vor, sie tritt im Stadium der
frihen Stamm- oder Progenitorzellen der B-Reihe zu einem meist pranatal liegenden
Zeitpunkt auf (Zelent et al. 2004). Die Translokation verbindet unter der Bildung eines
Fusionsproteins das ETV6 (Synonym: TEL) Gen mit dem RUNX1 (Synonym: AML1) Gen
(Golub et al. 1995). Das Fusionsprotein inhibiert die Transaktivationsfunktion von RUNXL1,
mit der RUNX1 normalerweise die Genexpression seiner Zielgene erhéhen kann. Da das
ETV6 / RUNX1-Fusionsgen in B-Progenitorzellen bei etwa 1 % aller Feten nachgewiesen
werden kann (Mori et al. 2002), sich daraus aber nur in etwa 1 % der betroffenen Félle eine
ALL entwickelt wird davon ausgegangen, dass die Effekte von ETV6/RUNX1 eine
praleukéamische Transformation der Zellen induzieren, jedoch weitere cooperative mutations
fur die Konversion in eine ALL notwendig sind (Ford et al. 2009; Zelent et al. 2004). Das
Vorliegen der t(12;21) Translokation geht fur gewohnlich mit einer guten Prognose einher
(Moorman et al. 2010).
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1.1.1.4 Klinische Symptomatik

Die ALL im Kindesalter zeichnet sich meist durch eine nur sehr kurze Krankheitsanamnese
von wenigen Tagen bis Wochen aus; die klinische Symptomatik beginnt oft akut. In einigen
Fallen geht der Diagnose eine langere Phase von Allgemeinsymptomen voraus. Die meisten
Frihsymptome der ALL sind nicht spezifisch, es gibt keine Mdglichkeit der Friiherkennung
oder spezifische Einzelsymptome, die eine sichere Diagnose ermdoglichen. Madgliche
Frihsymptome sind anhaltendes Fieber, Anamie, Blutungen, Lymphadenopathie oder
Knochenschmerzen. Ein Persistieren dieser oder &hnlicher Symptome kann ein Hinweis auf
eine maligne Erkrankung sein und gibt Anlass zu weiterfiUhrender Diagnostik. Die
Verdrangung der normalen hamatopoetischen Zellpopulation durch die leukdmischen Zellen
kann zu einer insuffizienten Hamatopoese oder Thrombopoese mit daraus resultierender
Anamie oder Thrombopenie fihren. Klinisch aufRert sich eine Anamie beispielsweise in
Blasse, Leistungsknick, Mudigkeit oder Atemnot; eine Thrombopenie kann durch petechiale
Hautblutungen, H&amatome, eine Verlangerung der Blutungszeit oder vermehrtes
Zahnfleisch- oder Nasenbluten in Erscheinung treten. Der Mangel an funktionstiichtigen
Leukozyten und Granulozyten kann ein gehduftes Auftreten fiebriger Infekte,
Schleimhautentziindungen oder Pilzinfektionen bedingen. Insbesondere bei extramedullarer
Ausbreitung der ALL ist eine Lymphadenopathie = moglich.  Tumorbedingte
Lymphknotenschwellungen sind im Vergleich zu infektionsassoziierten Lymphadenopathien
haufiger einseitig, von derber Konsistenz, schlecht verschieblich und indolent. Bei
ausgepragten, progressiven oder persistierenden Lymphadenopathien ist eine
weiterfuhrende Abklarung indiziert. Weiterhin kann sich eine ALL durch muskuloskelettale
Beschwerden, beispielsweise Schmerzen in Muskeln, Gelenken und Knochen manifestieren.
Knochenschmerzen bei ALL kénnen durch aseptische Knochennekrosen oder einem Befall
des Periosts verursacht werden (Sinigaglia et al.; Kérholz et al. 2008). Bei kleinen Kindern
kann sich dies in Hinken oder dem Unwillen, betroffene Extremitaten zu belasten, auf3ern.
Bei Befall des ZNS kann es zu neurologischen Symptomen wie Kopfschmerzen,
morgendlichem Nichternerbrechen, Sehstérungen, Hirnnervenausféllen und anderen
Hirndruckzeichen kommen (Bleyer 1988). Insbesondere bei alteren Jugendlichen mit T-ALL
kénnen Mediastinaltumoren auftreten, welche eine obere Einflussstauung, Pleuraergisse
und Atemnot verursachen kénnen. Weitere Symptome sind schmerzlose
Hodenschwellungen bei Hodenbefall, Pleura- und Perikardergisse, Hepato- und
Splenomegalie; selten treten Haut- und Organinfiltrationen, Gingivahyperplasie,

Niereninsuffizienz oder das Mikulicz-Syndrom auf.
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Als nicht-maligne Differentialdiagnosen muissen unter anderem eine juvenile rheumatoide
Arthritis, Osteomyelitis, infektiocse Mononukleose oder andere hdmatologische Erkrankungen
wie die aplastische Anamie, das myelodysplastische Syndrom oder die idiopathische

Thrombozytopenie ausgeschlossen werden.

1.1.1.5 Diagnostik

Die Diagnostik der ALL gliedert sich in klinische und spezielle Leuk&dmiediagnostik. Die
Anamnese gibt Aufschluss tber Art, Ausmald und Dauer eventuell bestehender Symptome.
Ein kompletter klinischer Status des Patienten wird erhoben um die Ausbreitung der
Erkrankung und den akuten Gesundheitszustand des Patienten abzuschétzen. Besonderes
Augenmerk ist hierbei auf Infektzeichen, Blutungszeichen, Organgrof3en (Hepatomegalie,
Splenomegalie, HodengroRe), Lymphknoten, Knochen, Gelenke und den neurologischen
Status zu legen. Apparative Untersuchungen wie z.B. Sonografie von Hals, Mediastinum,
Abdomen, Nieren und Lymphknoten, Réntgen-Thorax in 2 Ebenen, kranielles MRT
(Magnetresonanztomographie), Echokardiographie, EKG (Elektrokardiogramm) und EEG
(Elektroenzephalogramm) dienen dem Erkennen der Ausbreitung der Leukamie und
dokumentieren Organfunktionen, was im Hinblick auf nachfolgende potenziell toxische
Therapien von Relevanz ist. Laborchemisch sollte ein komplettes Blutbild mit
Differentialblutbild, Gerinnungsparametern, Blutgruppe und ggf. HLA-Typisierung angefertigt
werden. Zudem sind Funktionswerte von Leber und Niere, Harnsaure, Elektrolyte, CRP (C-
reaktives  Protein)  bzw. Entzindungsparameter,  Transaminasen  und LDH
(Laktatdehydrogenase) zu bestimmen. Die spezielle initiale Leukamiediagnostik beinhaltet
Zytologie, Zytochemie, Immunphénotypisierung und Molekulargenetik und ist entsprechend
aktueller Leitlinien (Schrappe und Creutzig 2008) an speziellen Referenzzentren
durchzufiihren. Neben Blutabnahme und Knochenmarkspunktion ist auch eine
Liquorpunktion zum Ausschluss eines ZNS-Befalls durchzufiihren. Zytologisch wird der
Anteil der Blasten im Knochenmark bestimmt, der bei der ALL definitionsgemal > 25 % liegt;
hierdurch ergibt sich auch die Abgrenzung zum Non-Hodgkin-Lymphom. Im Zweifelsfall kann
eine Abgrenzung zur AML zytochemisch erfolgen (ALL: POX negativ, PAS/saure
Phosphatase positiv). Die immunphanotypische Differenzierung erfolgt anhand des
Expressionsmusters der Oberflachenantigene. Beispiele fir typische Antigenmuster der
verschiedenen ALL-Subtypen zeigt Tabelle 1-1, Seite5. Zytogenetische und
molekulargenetische Untersuchungen, beispielsweise mittels PCR oder FISH, sind fir die
weitere Therapie und die prognostische Beurteilung, aber auch zur Uberwachung des
Therapieansprechens und zum Nachweis einer minimalen Resterkrankung (minimal residual

disease, MRD) von grof3er Bedeutung.
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1.1.1.6 Risikostratifizierung und Prognose

Die Uberlebensraten von ALL-Patienten im Kindesalter haben sich seit den achtziger Jahren
dramatisch verbessert (Gatta et al. 2005). Die Daten der ALL-BFM-Studienreihen zeigen ein
Ansteigen der 10-Jahres-Uberlebensraten von 77 % wahrend der ALL-BFM-81-Studie auf
85 % im Zeitrahmen der ALL-BFM-95-Studie (Moricke et al. 2010). Das deutsche
Kinderkrebsregister beziffert die aktuellen Uberlebensraten bei ALL auf 90 % nach 5 Jahren,
88 % nach 10 Jahren und 87 % nach 15 Jahren. Dies ist vor allem auf die Entwicklung
risikoadaptierter Therapieverfahren zurtickzufihren.  Aktuell werden 99,7 % der
ALL-Patienten in Deutschland im Rahmen klinischer Studien behandelt (Kaatsch und Spix
2010). Die individuelle Risikostratifizierung der Patienten ist von immenser Bedeutung, um
ein optimales Therapieschema zur Erreichung eines rezidivfreien Uberlebens bei
gleichzeitiger Minimierung der Risiken einer akuten oder langfristigen Toxizitat bei
bestmdéglicher Lebensqualitéat fur den Patienten entwickeln zu kdnnen. Zu den
ausschlaggebenden Faktoren bei der Risikostratifizierung zéhlen das Alter des Patienten, die
initiale Leukozytenzahl, das initiale Therapieansprechen, der immunologische ALL-Subtyp
sowie molekulargenetische und zytogenetische Verédnderungen. Weiterhin gilt der Nachweis
einer minimalen Resterkrankung (MRD) mittlerweile als wichtiger Prognoseparameter
(Campana 2009). Die MRD bezeichnet das Persistieren oder Wiederauftreten von
leuk&mischen Zellen im Korper des Patienten, auch wenn dieser sich morphologisch, also
ausgehend von der mikroskopischen Beurteilung des Knochenmarks und des Blutausstrichs,
in einer Vollremission befindet. Durch die geringe Anzahl der vorhandenen Leuk&miezellen
lasst sich der Anteil leukamischer Zellen in der Menge gesunder Zellen nicht morphologisch,
sondern nur mit speziellen molekularbiologischen Methoden bis zu einer Sensitivitat von
1:100.000 bis 1 : 1.000.000 erfassen. Die Prognose des Patienten kann somit anhand der

genannten Faktoren beurteilt werden, siehe Tabelle 1-2, Seite 10.
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Tabelle 1-2 Prognosefaktoren der ALL

Nach: AWMF Leitlinien 2008

Faktor giinstige Prognose

Leukozyten

< 20.000 / pl

> 100.000 / pl

Alter

1-5(9) Jahre

< 1 Jahr; 210 (> 14) Jahre

Ansprechen nach 7d
Prednison Vortherapie (+
MTX intrathekal)

< 1000 Blasten / pl

= 1000 Blasten / pl

Ansprechen auf initiale

4 — 5 Wochen)

Induktionstherapie (Dauer:

< 5 % Blasten (M1) im KM

2 5 - <25 % Blasten (M2);
2 25 % Blasten (M3) im KM

positiv (= 10°) nach 12

Nachweis von MRD negativ nach 5 Wochen

Wochen
Chromosomenzahl > 40 < 46
DNA — Index 21,16 <1,0

Translokationen /
Fusionsgene
Wahrscheinlichkeit des
ereignisfreien Uberlebens
nach 5 Jahren

t(9;22) / BCR-ABL;
t(4;11) / MLL-AF4

abh. von Konstellation
zwischen 0,10 und 0,60

t(12;21) / ETV6 —RUNX1

0,80

1.1.1.7 Therapie

1.1.1.7.1 Chemotherapie
Nahezu ALL

Therapieschemata im Rahmen klinischer Studien behandelt. Gemeinsam ist allen Schemata

alle Patienten mit im Kindesalter werden nach standardisierten
die Anwendung von Medikamentenkombinationen und die Unterteilung der Therapie in

mehrere  Phasen (Induktionsphase, Konsolidierungsphase, Reintensivierung und
Erhaltungstherapie), wobei die Therapiedauer durchschnittlich 2 -3 Jahre betragt. Die
Induktionsphase dauert etwa 4 Wochen und hat die Erreichung einer kompletten Remission
(CR, complete remission) zum Ziel. Diese ist definiert als ein Anteil von < 5 % Blasten an der
Gesamtzahl aller nicht-erythrozytarer Zellen im Knochenmark. Zum Einsatz kommen unter
anderem Kortikosteroide, L-Asparaginase, Anthrazykline und Vincristin. Bei Patienten mit
vorhandener t(9;22)-Translokation verbessert der Einsatz von Tyrosinkinaseinhibitoren
wahrend der Induktionsphase die Prognose (Schultz et al. 2009). Die Geschwindigkeit des
Therapieansprechens und das Vorhandensein einer MRD wahrend der Induktionsphase sind
prognostische Indikatoren fur das Outcome des Patienten (Sutton et al. 2009; Schrappe et
al. 2000). Die anschliel3ende Konsolidierungstherapie soll insbesondere Extrakompartimente
wie Hoden oder ZNS erreichen, vor allem um ZNS-Rezidive (Meningeosis leucaemica) zu
verhindern. Die friher Ubliche praventive ZNS-Bestrahlung wurde aufgrund von toxischen

Langzeitschaden (Langer et al. 2002; von der Weid 2001) mittlerweile fur fast alle
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Risikogruppen durch intrathekale und systemische Methotrexatgaben ersetzt, ohne dass sich
hierdurch eine Verschlechterung des Outcomes ergeben hat (Pui et al. 2009; Clarke et al.
2003). Im Anschluss an die Konsolidierungsphase erfolgt die Phase der Reintensivierung, in
der unter anderem Dexamethason, L-Asparaginase, Doxorubicin, Vincristin, Cytarabin,
Cyclophosphamid und Thioguanin eingesetzt werden (Schrappe und Creutzig 2008). Die
Reintensivierungstherapie begrindet sich darauf, dass es trotz dem Erreichen einer
histologischen CR zum Verbleib weniger leukamischer Zellen im Knochenmark im Sinne
einer MRD kommen kann. Die risikoadaptierte Reintensivierung soll die eventuell
verbliebene Tumorlast reduzieren, die Entstehung eines Rezidivs verhindern und der
Resistenzbildung persistierender Tumorzellen entgegenwirken. Den Abschluss des
Chemotherapieregimes bildet die Erhaltungstherapie, die mindestens bis zum Ablauf von 2
Jahren nach Diagnosestellung fortgefiihrt wird. Hierfir kommen Mercaptopurin oder

Thioguanin sowie Methotrexat zum Einsatz.

1.1.1.7.2 Supportivtherapie

Neben der spezifischen Leukamietherapie kommt auch der Supportivtherapie eine grol3e
Bedeutung zu. Sie zielt vor allem auf die risikoadaptierte Pravention therapiebezogener
Komplikationen, aber auch auf die Verbesserung des Wohlbefindens des Patienten hin.
Beispiele fur supportive therapeutische Malinahmen sind Substitution von Blutbestandteilen,
Prophylaxe und Bekampfung von Infektionen, Ausgleich metabolischer Stérungen sowie

Bekampfung von Schmerzen und Ubelkeit.

1.1.1.7.3 Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Bei Patienten mit ungunstiger Prognose, hohem Risikoprofil oder erhohtem Riuckfallrisiko
stellt die allogene Knochenmark- bzw. Blutstammzelltransplantation (hematopoietic stem cell
transplantation, HSCT) HLA-identischer Geschwisterspender, eines gut passenden
verwandten oder unverwandten Spenders (matched donor) oder eines haploidentischen
Spenders eine potenziell kurative Therapieoption dar. Sie ermdglicht den Ersatz des maligne
transformierten lymphohamatopoetischen Systems durch ein gesundes Spendersystem und
erlaubt den Einsatz toxischer Therapien, zusatzlich bietet das neue Immunsystem des
Spenders einen antileukamischen Effekt auf im Korper des Empfangers verbliebene
Tumorzellen (graft versus leukemia reaction, GVL). Die Indikationen fiir eine HSCT variieren
je nach Einschlusskriterien der jeweiligen Studienprotokolle; die AWMEF-Leitlinien definieren
unter anderem folgende Qualifikationskriterien:  Translokation t(9;22) / BCR-ABL,
Translokation t(4;11) / MLL-AF4, =5% Blasten im Knochenmark nach 4 -5 Wochen
Induktionstherapie, schlechtes frihes Therapieansprechen (21000 Blasten im Blut an Tag 8

+ Leukozyten > 100.000 oder > 25 % Blasten im KM an Tag 15 oder immunologische T-ALL
11
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oder pro-B-ALL) (Schrappe und Creutzig 2008). Die HSCT wird Anschluss an eine
strahlen- oder medikamenteninduzierte immunsuppressive und meist myeloablative
Konditionierung durchgefiihrt. Der Nachweis einer MRD vor geplanter Transplantation hat
sich als wichtiger pradiktiver Faktor fir Rezidive nach allogener Stammzelltransplantation bei
ALL herausgestellt (Bader et al. 2009). Die Anzahl der durchgefiihrten
Stammzelltransplantationen ist in den letzten Jahrzehnten stark angestiegen (Gratwohl et al.
2003), dennoch bleibt die HSCT bei Kindern mit ALL derzeit eine seltene, Hochrisiko- oder
Rezidivfallen vorbehaltene Therapieoption, was zum einen an den guten Ansprechraten auf
konventionelle Therapieverfahren, zum anderen an den Komplikationen der HSCT liegt. Eine
der haufigsten Komplikationen der HSCT ist die akute und chronische Transplantat gegen
Empfanger-Reaktion (Graft versus host disease, GVHD), die entsteht, wenn
immunkompetente Zellen (v.a. T-Zellen) eines genetisch nicht-identischen Spenders in einen
immundefizienten Empfangerorganismus eingebracht werden. Je unterschiedlicher die
HLA-Merkmale von Spender und Empfanger, desto gréf3er das Risiko fur das Auftreten und
desto hoher das Ausmalf? dieser Reaktion. Betroffen sind vor allem Haut, Darm und Leber. In
selteneren Fallen kann es auch zu Empfanger gegen Transplantat-Reaktionen (Host versus
graft-Reaktion) kommen, wenn ausreichend Empfangerzellen trotz Konditionierung
Uberleben, welche die Spenderzellen als fremd erkennen und folglich angreifen. Auch die
Toxizitéat der Konditionierungsbehandlung darf nicht aul3er Acht gelassen werden. Zudem
besteht in der Zeit wahrend und nach der Transplantation ein erhdhtes Infektionsrisiko.
Spatschéaden, die vor allem mit Langzeitfolgen des Konditionierungsverfahrens sowie mit
Folgen einer chronischen GVHD in Zusammenhang stehen (Ratanatharathorn et al. 2001),
beinhalten unter anderem endokrine Storungen (Shalet und Brennan 2002) und das Risiko
fur Zweitmalignome. Andererseits haben klinische Studien ergeben, dass Patienten, die eine
GVHD entwickeln, ein geringeres Risiko fur Rezidive aufweisen und dass Infusionen von
Spenderlymphozyten dauerhafte Remissionen bei Patienten mit Rezidiv nach HSCT
induzieren konnen. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass ein GVL-Effekt nach
allogener HSCT auftritt und dieser wie die GVHD eine alloreaktive Reaktion darstellt
(Petersen 2007). Somit stellt die HLA-Typisierung und die dadurch erfolgende Angleichung
von Spender und Empfanger im Rahmen der allogenen HSCT einen Balanceakt zwischen
GVHD und GVL dar, wobei die besten Resultate bei einem geringen HLA-Mismatch

zwischen Spender und Empféanger zu erwarten sind (Felix und Allen 2007).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Uberlebensraten von Patienten mit ALL
im Kindesalter erfreulich verbessert haben und derzeit Uiber 80 % dieser Patienten dauerhaft

geheilt werden kénnen. Allerdings haben Kinder mit ungunstigem Risikoprofil nach wie vor
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ein schlechtes Outcome. Insbesondere diese Patienten bedirfen auch eines intensiveren
Therapieregimes, welches wiederum die Gefahr von akuten und chronischen
Nebenwirkungen erhdht. In Anbetracht des jungen Lebensalters der péadiatrischen
ALL-Patienten ist die Bedeutung therapieasssoziierter Spatschaden, die beispielsweise als
kognitive Entwicklungsstorungen (Harila et al. 2009), Wachstumsstorungen (Chow et al.
2007a), Zweitmalignome (Maule et al. 2007), Ubergewicht und Kkardiovaskulare
Risikofaktoren (Chow et al. 2007b), Kardiotoxizitat (Chatterjee et al. 2010) oder Infertilitat in
Erscheinung treten, immens. Daher sollte das Bestreben der préklinischen und klinischen
Forschung in der Entwicklung neuer Therapiestrategien liegen, die eine individuell an den
Patienten mit all seinen Risikofaktoren angepasste Therapie ermdglicht, sodass der Nutzen
der Therapie maximiert und gleichzeitig die toxischen Nebeneffekte verringert werden
kénnen um ein optimales Outcome des Patienten zu erreichen. In Bezug auf die allogene
HSCT ist eine Optimierung des Verfahrens anzustreben, um die Gefahr einer GVHD

minimieren und gleichzeitig den GVL-Effekt maximal ausnutzen zu kénnen.

1.2 Immuntherapie

Bei der Immuntherapie wird eine Erkrankung behandelt indem eine Immunantwort induziert,
verstarkt oder supprimiert wird. Supprimierende Immuntherapieverfahren kommen vor allem
bei Autoimmunerkrankungen und Allergien zum Einsatz, Tumorerkrankungen stellen den
Hauptanwendungsbereich fir aktivierende Immuntherapien dar. Hierbei soll das
Immunsystem angeregt werden, Tumoren als fremd zu erkennen und zu zerstoren. Als
Immunmodulatoren werden in einigen Ansatzen I0sliche Substanzen wie Zytokine,
beispielsweise ~ G-CSF  (granulocyte colony-stimulating factor, = Granulozyten-Kolonie
stimulierender Faktor), sowie Interferone oder IL-2 (Interleukin-2) verwendet; die zellulare
Immuntherapie basiert auf dem Einsatz von Effektorzellen des Immunsystems wie
Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen oder NK-Zellen (natirliche Killerzellen)
und ist derzeit Gegenstand intensiver praklinischer Forschung und Klinischer Studien zur
Therapie verschiedener maligner Erkrankungen (Mellman et al. 2011; Meyer-Wentrup et al.
2005).

1.2.1 Adoptive zellulare Immuntherapie

Bei der adoptiven T-Zell-Therapie werden dem Tumorpatienten autologe oder allogene
T-Lymphozyten infundiert mit dem Ziel den Tumor zu zerstéren und ein Wiederauftreten zu
verhindern. Schon in den siebziger Jahren zeigten Southam et al. einen inhibitorischen Effekt
transplantierter autologer Leukozyten auf das Wachstum von Tumoren (Southam et al.
1966), was auf das Vorhandensein von Leukozyten im Koérper des Patienten schlief3en liel3,

welche eine spezifische inhibitorische Wirkung auf Implantation und Wachstum von
13
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Tumorzellen vorwiesen. Eine weitere Bestatigung der Wirksamkeit transferierter
Lymphozyten liefert die allogene HSCT. Wurde in der Anfangsphase der
Stammzelltransplantationen noch angenommen, diese diene vor allem dem Ersatz des durch
Chemotherapie oder Radiotherapie zerstérten Knochenmarks (Thomas et al. 1957) oder der
Ermoglichung hochdosierter myeloablativer Konditionierungsverfahren, erkannte man spater
die antileukdmische GVL-Wirkung immunkompetenter Spender-T-Zellen und die
Zusammenhénge zwischen GVL und GVHD (Odom et al. 1978). Obwohl die genauen
Mechanismen der graft versus leukemia Reaktion (GVL) noch nicht genau bekannt sind,
spricht viel dafir, dass sowohl GVL als auch GVHD hauptsachlich unter Vermittlung
alloreaktiver T-Zellen ablaufen (Ringdén et al. 2009). So verhindert die T-Zell-Depletion von
HSC-Transplantaten nicht nur die Entwicklung einer GVHD, sondern erhéht auch signifikant
das Risiko eines leukamischen Rezidivs (Marmont et al. 1991; Aschan et al. 1993). Die
Transfusion von Spenderlymphozyten nach allogener HSCT (donor lymphocyte infusion,
DLI) kann den antileukamischen Effekt des Transplantats verstarken (Kolb et al. 1990) und
Remissionen bei Rezidiven nach HSCT induzieren (Kolb et al. 2004). Vor allem bei der CML,
aber auch bei akuten Leukamien, Multiplem Myelom und chronisch lymphoproliferativen
Erkrankungen hat sich die DLI als effektiv erwiesen (Roddie und Peggs 2011), die
Transfusion nicht-manipulierter  Spenderlymphozyten ist jedoch mit gravierenden
Nebenwirkungen durch die dadurch induzierte GVHD assoziiert (Kolb et al. 1995). Es
wurden verschiedene Verfahren entwickelt, die die Nutzung des GVL-Effekts unter
Minimierung der GVHD-assoziierten Nebenwirkungen ermdglichen sollten. Beispiele hierfiir
sind die Variation der transfundierten Zelldosis, Depletion CD8" T-Zellen (Giralt et al. 1995)
oder Anreicherung CD4" T-Zellen (Alyea et al. 1998). Eine weitere Mdglichkeit stellt die

Transfusion von tumorantigenspezifischen T-Zellen dar.

1.2.2 Adoptive T-Zell-Therapie

In der adoptiven T-Zell-Therapie werden CD4" T-Zellen sowie CD8" zytotoxische T-Zellen
(CTL) verwendet. Letztere bieten im Gegensatz zu anderen zytolytischen Zellen wie
NK-Zellen den Vorteil, dass sie Tumorantigene, die von HLA-Klasse I-Molekilen prasentiert
und auf der Zelloberflaiche exprimiert werden, erkennen kdnnen und dadurch zu einer
spezifischen Zerstérung der antigenexprimierenden Zellen fahig sind (June 2007). Der erste
Schritt zur Generierung tumorspezifischer T-Zellen ist die Identifizierung von Antigenen, die
in Tumoren im Vergleich zum Normalgewebe Uberexprimiert sind (Tumor-assoziierte
Antigene, tumor associated antigenes, TAA) oder die ausschlieB3lich in Tumorzellen, nicht
aber in normalem Gewebe vorkommen (tumorspezifische Antigene,

tumor specific antigenes, TSA). CTL, die sich spezifisch gegen ein Tumorantigen richten,
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werden dann aus dem Patienten (autologer Ansatz) oder aus gesunden Spendern (allogener
Ansatz) isoliert. Hierbei bieten TSA-spezfische CTL den Vorteil, dass sie sich ausschlief3lich
gegen Tumorzellen richten, wohingegen TAA-spezifische CTL auch gesundes Gewebe
angreifen kbnnen da die Antigene nicht ausschliel3lich auf Tumorzellen exprimiert werden
(Engelhard et al. 2002). Zudem kénnen Mechanismen der zentralen und peripheren
T-Zell-Toleranz die Immunantwort TAA-gerichteter T-Zellen abschwéchen (Shafer-Weaver et
al. 2007). Tumorspezifische autologe T-Zellen werden im Rahmen von Studien vor allem zur
Behandlung viraler Infektionen (Peggs 2009) und maligner Erkrankungen (Brenner und
Heslop 2010), insbesondere bei malignem Melanom eingesetzt (Rosenberg et al. 2008). Da
sie sich gegen Antigene richten, die in gesundem Gewebe nicht exprimiert werden, sind
TSA-spezifische T-Zellen im Koérper des Patienten nur selten und in geringen Mengen
vorhanden, was eine Isolation und ex vivo-Expansion dieser Zellen erschwert. Es wurden
verschiedene Lésungsansatze fir dieses Problem entwickelt. Eine Option ist die
Generierung transgener T-Zellen (Uckert 2000), indem die Gene fir die a- und p-Kette des
T-Zell-Rezeptors (TCR) zuvor identifizierter TSA-spezifischer T-Zellen kloniert und in andere
T-Zellen transfiziert werden (Clay et al. 1999). Eine weitere Mdglichkeit ist die Generierung
transgener T-Zellen mit chimdren Antigenrezeptoren. Hierbei wird ein Teil einer
Antigenbindungsstelle (beispielsweise ein Fragment eines monoklonalen Antikorpers),
welche spezifisch fir ein Oberflachenantigen des Tumors ist, mit einem aktivierenden
Immunrezeptor kombiniert. Hierdurch wird die modifizierte T-Zelle bei Bindung an das
Antigen durch stimulatorische Signale des Immunrezeptors aktiviert. Dies erlaubt eine
MHC-unabhangige Antigenerkennung und verbessert Proliferation und Uberleben der
modifizierten T-Zellen (Cartellieri et al. 2010). T-Zellen mit chimaren Antigenrezeptoren
werden derzeit fur die Therapie von malignen Tumoren (Ramos und Dotti 2011), aber auch
von Virus- und Autoimmunerkrankungen erprobt (Mitsuyasu et al. 2000; Elinav et al. 2009).
Eine weitere Moglichkeit besteht in der in vitro-Generierung antigenspezifischer T-Zellen mit
Hilfe von Dendritischen Zellen (DC). Bei dieser Methode wird die schwierige Suche nach
tumorspezifischen T-Zellen im Kérper des Patienten umgangen, da die spezifischen T-Zellen
in vitro generiert werden. DC gehdren zu den professionellen antigenprasentierenden Zellen
des Immunsystems, die T-Zellen aktivieren koénnen. Im unreifen Zustand nehmen DC
unterschiedliche Eigen- und Fremdantigene auf und prozessieren diese zu Peptiden.
Entzindliche Reaktionen induzieren einen Reifungsprozess der Dendritischen Zellen
infolgedessen sie keine neuen Antigene mehr aufnehmen, die bereits aufgenommenen
jedoch effektiv in Form von peptidbeladenen MHC-Komplexen und kostimulatorischen
Molekilen auf ihrer Zelloberflaiche prasentieren. Reife DC wandern in sekundare

lymphatische Organe ein, wo sie mit T-Lymphozyen in Kontakt treten. Die T-Zellen erkennen
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die von den DC prozessierten Antigene. Durch Interaktion des TCR mit dem MHC-Komplex
sowie dem Einfluss kostimulatorischer Signale sind DC somit in der Lage, naive T-Zellen zu
stimulieren und T-Zell-lmmunitat zu induzieren (Banchereau und Steinman 1998). DC lassen
sich heute mit einfachen Methoden aus CD14" Monozyten des peripheren Blutes generieren
(Meyer-Wentrup und Burdach 2003). Daher besteht grof3es Interesse, die Fahigkeit der DC,
T-Zellen zu primen, also die Entwicklung naiver T-Zellen zu antigenspezifischen T-Zellen
durch Prasentation des jeweiligen Antigens zu induzieren, in der Tumortherapie einzusetzen.
Mehrere Verfahren der Tumorimpfung mit tumorantigenbeladenen autologen DC, die eine
antigenspezifische T-Zell-Antwort auslésen sollen, sind in Erprobung (Andrews et al. 2008;
Dougan und Dranoff 2009). Im Rahmen der adoptiven T-Zell Therapie koénnen
peptidbeladene DC zum in vitro Priming naiver T-Zellen verwendet werden. Hierdurch lassen
sich in einem kurzen Zeitraum antigenspezifische T-Zellen generieren, die in der Therapie
maligner Erkrankungen zum Einsatz kommen koénnten. Zur Optimierung des
Herstellungsverfahrens der Zellen kénnten vergleichbare Methoden wie die im autologen
Ansatz dargestellten verwendet werden, beispielsweise die Klonierung des TCR
TSA-spezifischer T-Zellen oder der Einsatz chiméarer T-Zell-Rezeptoren. Das Priming kann
sowohl in einem autologen als auch in einem allogenen Ansatz erfolgen. Allerdings besteht
bei autologen Verfahren, bei denen patienteneigene tumorspezifische T-Zellen expandiert
und reinfundiert werden die Problematik, dass die Zellen regulatorischen Mechanismen der
T-Zell-Toleranz unterworfen sind, was die Effektivitait und das Uberleben dieser Zellen
limitieren kann. Wahrend der T-Zell-Reifung im Thymus kommt es durch negative und
positive Selektion der T-Lymphozyten zur Entwicklung einer zentralen Selbsttoleranz.
T-Zellen, deren TCR zu stark oder zu schwach an korpereigene MHC-Antigene bindet
werden apoptotisch eliminiert, lediglich die T-Zellen mit maRiger MHC-Bindungsaffinitat, die
sie als funktionstiichtig und nicht autoreaktiv kennzeichnet, Uberleben (Schitt und Broker
2011). Diese malig reaktiven T-Zellen kdnnen jedoch in der Tumorimmuntherapie aufgrund
ihrer geringeren Effektivitdt des Erkennens und Abtétens ihrer antigenprasentierenden
Zielzellen ein Problem darstellen (Shafer-Weaver et al. 2007). Alloreaktive Ansétze, bei
denen die CTL und die DC von verschiedenen Spendern mit gewollten Unterschieden der
HLA-Moleklle (HLA-mismatch) stammen, ermdglichen die Generierung alloreaktiver
T-Zellen unter Umgehung von Problemen der T-Zell-Toleranz und geringer Bindungsaviditat.
Alloreaktive antigenspezifische CTL stellen somit einen vielversprechenden Ansatz fir die

Tumorimmuntherapie dar (Amrolia et al. 2003; Kronig et al. 2009; Schuster et al. 2007).
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2 Aufgabenstellung

Der adoptive Transfer von in vitro generierten T-Zellen, die infolge eines Primings durch
peptidbeladene Dendritischen Zellen spezifisch sind flr Antigenstrukturen, welche auf
Tumorzellen exprimiert werden ist eine aussichtsreiche Strategie, um eine zielgerichtete und
spezifische Reaktion gegen Tumoren zu erreichen. Sie stellt eine vielversprechende
Herangehensweise in Richtung einer individualisierten Tumortherapie dar. Im Falle der
Leukamie ist das Immunsystem der betroffenen Patienten haufig nicht in der Lage die
korpereigenen Leukadmiezellen abzutdten, daher wird als letztes therapeutisches Mittel oft
die allogene HSCT eingesetzt, die haufig mit schweren Nebenwirkungen einhergeht. Daher
wurde hier ein allogener Ansatz fir das in vitro Priming gewahlt, welcher im Prinzip die
Situation eines cALL-Patienten mit allogener HSCT simuliert, wobei die tumorspezifischen
CTL als modifizierte DLI im Anschluss an die HSCT zum Einsatz kommen koénnten. Die
Alloreaktivitait wurde durch eine gewollte Nicht-Ubereinstimmung (Mismatch) des
HLA-A*0201-Status erzielt: die verwendeten DC waren HLA-A*0201 positiv und

reprasentierten den Patienten, die HLA-A*0201-negativen CTL reprasentierten den Spender.

Ziel dieser Arbeit war die Generierung alloreaktiver zytotoxischer T-Zellen (CTL), die
spezifisch sind fur zuvor ausgewadhlte cALL-spezifische Epitope. Die antigenspezifischen
CTL sollten Zellen, die diese Epitope exprimieren, erkennen und sie in vitro selektiv
zerstoren. Die Generierung spezifischer CTL sollte durch ein Priming der naiven T-Zellen
durch peptidbeladene Dendritische Zellen erreicht werden. Die Peptide, mit denen die DC
beladen werden sollten, stellten die Zielepitope dar. Mogliche Zielgene, die in cALL-Zelllinien
im Verlgeich zu Normalgewebe Uberexprimiert sind, ergaben sich aus vorangegangenen
Microarray-Analysen unseres Labors (Beinvogl 2010). In dieser Arbeit wurden Peptide aus
den Genen STK32B und LILRA2 verwendet. STK32B ist ein auf Chromosom 4pl6.2
lokalisiertes Gen das fir die Serin/Threonin-Kinase 32B codiert. Die genaue Funktion von
STK32B in der Zelle sowie seine Rolle bei der Pathogenese der cALL sind derzeit nicht
bekannt und STK32B bzw. die enthaltenen Epitope wurden bisher nicht in Zusammenhang
mit der cALL publiziert. LILRA2 (leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily A member
2) ist auf Chromosom 19q13.4 lokalisiert und kodiert fur einen Immunrezeptor der leukocyte
Ig-like Rezeptoren (LIR), die vor allem auf Monozyten und B-Zellen, in geringerer
Auspragung auch auf Dendritischen Zellen und Natdrlichen Killerzellen (NK) vorkommen
(Colonna et al. 1999). Eine Aktivierung von LILRA2 kompromittiert die Fahigkeit des
angeborenen Immunsystems, eine adaptive T-Zell-Antwort auszulosen. Derzeit ist der

Zusammenhang zwischen LILRA2 und der cALL unklar und wurde bisher nicht beschrieben.
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Potenzielle Zielepitope sollten durch in silico-Berechnungen aus ausgewdahlten Zielgenen
selektiert und die Bindungsfahigkeit der vielversprechendsten Epitope in vitro getestet
werden. Naive CD8" Zellen sollten aus Spenderblut isoliert werden. Spezifische CTL sollten
nach dem Priming, welches mittels peptidbeladener Dendritischer Zellen durchgefihrt wurde,
durchflusszytometrisch identifiziert und expandiert werden. Ihre Spezifitat sollte anhand ihrer
zZielgerichteten Interferon y-Ausschittung im ELISpot Uberprift werden. Um die Fahigkeit der
CTL, ihre Zielzellen spezifisch abzutéten zu analysieren, sollte ein Granzym B-Elispot
durchgefuhrt werden. Die gewonnenen CTL sollten hinsichtlich ihrer exprimierten
Oberflachenmolekile durchflusszytometrisch charakterisiert werden, um sie hinsichtlich ihres

Aktivierungsgrades, Differenzierungsstadiums und ihrer Peptidspezifitat zu beurteilen.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Herstellerliste

Hersteller ‘ Firmensitz ‘
AEG Nurnberg, Deutschland
AID GmbH StralRberg, Deutschland
Amersham Biosciences Piscataway, New Jersey, USA
ATCC Rockyville, Maryland, USA
B. Braun Biotech Int. Melsungen, Deutschland
Bayer HealthCare Pharmaceuticals Leverkusen, Deutschland
BD Biosciences Heidelberg, Deutschland
Beckman Coulter Palo Alto, Kalifornien, USA
Beckton Dickinson Jersey City, New Jersey, USA
Biochrom Berlin, Deutschland
BioRad Hercules, Kalifornien, USA
BioWhittacker East Rutherford, New Jersey, USA
Biozym Hess. Olendorf, Deutschland
Brand Wertheim, Deutschland
Cayman Chemical Company Ann Arbor, Michigan, USA
DSMZ Braunschweig, Deutschland
Eppendorf Hamburg, Deutschland
Falcon Oxnard, Kalifornien, USA
Feather Osaka, Japan
GE HealthCare Uppsala, Schweden
GFL Burgwedel, Deutschland
Greiner Nurtingen, Deutschland
Heraeus Hanau, Deutschland
ImaGenes GmbH Berlin, Deutschland
Invitrogen Karlsruhe, Deutschland
Kern Balingen, Deutschland
Leica Wetzlar, Deutschland
Lonza Basel, Schweiz
Mabtech Nacka Strand, Schweden
Macherey-Nagel Duren, Deutschland
Merck Darmstadt, Deutschland
Millipore Billerica, Massachusetts, USA
Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, Deutschland
Molecular BioProducts, M BP San Diego, Kalifornien, USA
Nalgene Rochester, New York, USA
Nikon Tokio, Japan
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Nunc

Naperville, USA

Optech

Oxfordshire, UK

Pan Biotech GmbH

Aidingen, Deutschland

Pechiney Plastic Packaging

Menasha, Wisconsin, USA

Peske OHG

Minchen, Deutschland

Prolmmune Oxford, UK

Quiagen Chatsworth, Kalifornien, USA
R&D Systems Minneapolis, Minnesota, USA
Roche Mannheim, Deutschland
ROTH Karlsruhe, Deutschland
Sartorius Gottingen, Deutschland
Scientific Industries Bohemia, New York, USA
Scotsman Vernon Hills, Illinois, USA
Semperit Wien, Austria

Sempermed Wien, Osterreich

Siemens Munchen, Deutschland
Sigma St. Louis, Missouri, USA
Syngene Cambridge, UK

Taylor-Wharton

Theodore, AL, USA

Thermo Fisher Scientific

Ulm, Deutschland

TKA GmbH Niederelbert, Deutschland
TPP Trasadingen, Schweiz
Zeiss Jena, Deutschland

3.1.2 Instrumente und Geréate

Produkt

Produktname

Hersteller

Cryo-Einfriergerét 5100 Cryo }°C FreeziTg Na_lger_lc_a (Thermo Fisher
Container, "Mr. Frosty Scientific)
Durchflusszytometer FACSCalibur™ Becton Dickinson
Eismaschine AF 100 Scotsman
Elektroporator Gene Pulster Xcell™ BioRad
ELISpot Reader AID iSpot Reader Unit AID GmBH
Flussigstickstofftank L-240 K series Taylor-Wharton
Gefrierschrank (-20 °C) cool vario Siemens
Gefrierschrank (-80 °C) Hera freeze Heraeus
Inkubator Hera cell 150 Heraeus
Kuhlschrank (+4 °C) cool vario Siemens
Mehrkanalpipette Research 10 - 100 pl Eppendorf
Mikropipetten gOSOullolL(I)lololocl)goulw 20 - Eppendorf
Mikroskop Optech
Mikroskop DMIL Leica
Mikroskop Eclipse TS 100 Nikon
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(Fluoreszenzmikroskop)

Mikrowelle AEG, Siemens
Pipettierhilfe Easypet Eppendorf
Reinstwasser - [ ientifi
Aufbereitungssystem TKA GenPure '(I'_P;;\r)no Fisher Sientiie
Sterilbank Hera Safe Heraeus

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Waage EW 300-LM Kern

Waage — Analysenwaage 770 Kern

Wasserbad GFL

Zahlkammer Neubauer Brand
Zellseparationssystem BD IMag™ BD Biosciences

Zellseparationssystem

MidiMACS™ Separator

Miltenyi Biotec GmbH

Zentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus
3.1.3 Verbrauchsmaterial
Produkt \ Hersteller \
Kryordhrchen Nunc
FACS™-Testrohrchen (5 ml) Falcon
E:Ir:;er fur Flussigkeiten (0,2 um und 0,45 Sartorius
Handschuhe (Latex, Nitril) Sempermed
rI;lIJ)nststoffgefar.%e Safelock (1,5 ml und 2 Eppendorf
Pasteur Pipetten Peste OHG
Pipetten (2, 5, 10 und 25 ml) Falcon
P}pettenspltzen (10, 200 und 1000 p | mit Biozym
Filter)
Pipettenspitzen (10, 200 und 1000 pl) MBP
Skalpelle (Nr. 12, 15, 20) Feather
Zellfilter Falcon
Zellkulturflaschen T25, T75 und T175 (25 TPP
cm?, 75 cm? und 175 cm?)
Zellkulturflaschen T25, T75 und T175 (25 Falcon
cmz?, 75 cm? und 175 cm?)
Zellkulturplatten (6-well, 24-well, 96-well) TPP
Zellkulturréhrchen (konisch, Falcon
Polypropylen, 15 und 50 ml)
Zellkulturréhrchen (konisch, Polystyren, Falcon

15 ml)
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en

3.1.4 Chemikalien und biologische Reagenzien

\ Produkt \ Hersteller

100 x nichtessentielle Aminosauren Invitrogen

AIM V Medium Invitrogen

Ampicillin Merck

auto MACS™ Rinsing Solution Miltenyi Biotec GmbH
Cyclosporin A Sigma

Dimethylformamid ROTH

DMEM Medium Invitrogen

DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck

Erythrozyten-Lysepuffer

Krankenhausapotheke Klinkum Rechts der
Isar

Ethanol Merck
FACS™ Clean Becton Dickinson
FACS™ Flow Becton Dickinson

FACS™ Rinse

Becton Dickinson

FBS (fetal bovine serum, fetales

Kalberserum)

Biochrom

Ficoll-Paque GE HealthCare
Gentamicin Biochrom
GM-CSF Bayer HealthCare

Human CD14 Magnetic Particles-DM

BD Biosciences

Humanserum (mannlich, Blutgruppe AB)

Lonza

IL-12 (Interleukin 12)

R&D Systems

IL-15 (Interleukin 15)

R&D Systems

IL-1B (Interleukin 1 B)

R&D Systems

IL-2 (Interleukin 2)

R&D Systems

IL-4 (Interleukin 4)

R&D Systems

IL-6 (Interleukin 6)

R&D Systems

IL-7 (Interleukin 7)

R&D Systems

Isopropanol Sigma

L-Glutamin Invitrogen

MACS® BSA Stock Solution Miltenyi Biotec GmbH
Natriumchlorid Merck
Natriumpyruvat Invitrogen

PBS 10 x (phosphate buff_ered saline Invitrogen
phosphatgepufferte Salzlésung)

Penicillin / Streptomycin Invitrogen

PGE2 (Prostaglandin E2) Cayman Chemical Company
Propidiumiodid Sigma

RPMI 1640 Medium Invitrogen

TNFa (Tumornekrosefaktor a) R&D Systems
Trypanblau Sigma

Trypsin / EDTA Invitrogen
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Tween 20 Sigma
X-VIVO 15 Medium BioWhittaker
B2-Mikroglobulin Sigma

3.1.5 Kits

e ——rCO Hersteller

CD8+ T Cell Isolation Kit Il

Miltenyi Biotec GmbH

IOTest® Beta Mark Kit

Beckman Coulter

3.1.6 Zellkulturmedien, Puffer und Lésungen

RPMI 1640

10 % FCS

Standardmedium

2 mM L-Glutamin (200 mM)

100 U / ml Penicillin / Streptomycin (10* U
/ml)

LCL-Medium

RPMI 1640

10 % FCS

2 mM L-Glutamin (200 mM)

1 mM Natriumpyruvat (100 mM)

1 x nichtessentielle Aminosauren (100 x )

0,1 % Gentamicin (50 mg / ml)

T-Zell-Medium

AIM V

5 % Humanserum

2 mM L-Glutamin (200 mM)

0,1 % Gentamicin (50 mg / ml)

Cos-7-Medium

DMEM

10 % FCS

100 U / ml Penicillin

100 pg / ml Streptomycin

2 mM Glutamin

DC Medium

X-VIVO 15

1 % Humanserum

Trypsin / EDTA 1 x

45 ml PBS

5 ml Trypsin-EDTA (10 x)

Einfriermedium

FCS 90 %

DMSO 10 %

Einfriermedium T -Zellen

Humanserum 90 %

DMSO 10 %
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3.1.7 Zellen
CALL-Zelllinie, HLA- HLA-A*0201- .
697 A*0201", STK32B und | Spezifitit, CALL- ?58'\;)2 (Findley et al.
LILRA2 negativ Spezifitat
MHH)-CALL?2 CALL Zelllinie, HLA- Kontrolle des HLA- I?I_SMZ kowski et al
(MHH)- A*0201 Kontextes (19%2)9‘32 owski et al.
A673 EFT Zelllinie HLA- Kontrolle der cALL- | ATCC (Giard et al.
A*0201" Spezifitat 1973)
Cos-7 (ATTCC CRL
1651) stammt von
einer Affen-
Nierenzelllinie (ATCC
CCL70) ab und wurde
mit einer Mutante des | Erkennung H. Bernhard
Cos-7 Simian Virus 40 transfizierter (éluzman 1981)
(SV40) transformiert, | Strukturen
Transfektion mit
relevantem /
irrelevantem Peptid
und HLA-A*0201
moglich
Differenziert aus
o Monozyten eines
gsl?grzltlsche gesunden, HLA Im Labor generiert
A*0201-positiven
Blutspenders
LCL Eg}g-rl]mmortallaerte B- Im Labor generiert
cALL-Zelllinie, HLA- HLA-A*0201-Spezifitat, ;
Nalm-6 A*0201", exprimiert CALL-Spezifitat, ?987'\3)2 (Hurwitz et al.
STK32B und LILRA2 | Pepdispezifitat
Hybrid einer T- und B-
lymphoblastoiden
Zelllinie, TAP-
defizient, dadurch .
T2 kaum HLA-Expression Elgsgg\-/liontrolle ;I I\fggg;er (Salteret
HLA-A*0201 g '
hochreguliert bei
Kontakt mit daran
bindenden Peptiden
- Kontrolle fur
K562 f/ll\lflllc_:-lz?lrlllglglea’tiv unspezifische NK- DSMZ (Lozzio 1975)
Zell-Aktivitat
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3.1.8 ELISpot-Reagenzien

3.1.8.1 Antikdrper

Produkt Hersteller |
Anti -h-Granzyme B mAb GB10, gereinigt Mabtech
Anti -h-Granzyme B mAb GB11, gereinigt Mabtech
Anti -h-IFN-y mAb 1 -D1K, gereinigt Mabtech
Anti -h-IFN-y mAb 7 -B6-1, biotinyliert Mabtech
3.1.8.2 Platten ,Enzyme, Puffer
Produkt gruppe | Produkt Hersteller |
Platten MultiScreen I—_IA Filter Plate, Millipore
0,45 pum, steril
Enzyme Strept_avidin-Horse Radish Mabtech
Peroxidase
Waschpuffer 1 x PBS /0,05 % Tween
Antikorperpuffer 1 xPBS/0,5% BSA
Puffer 37,5 ml H,o dest. + 3,75 ml
Azetatpuffer 0,2 N Essigsaure + 8,8 ml

0,2 N Natriumazetat

AEC-Tabletten

3-Amino-9-ethyl-carbazol

Sigma

1 AEC-Tablette in 2,5 ml

AEC-L0Osung Dimethylformamid (DMF) +
47,5 ml Azetatpuffer
Entwicklerlésung 10 ml AEC-L6sung + 30 pl

30 % H,0O, pro Platte

3.1.9 Durchflusszytometrie-Reagenzien

3.1.9.1 Reagenzien

Farbepuffer

0,1 % Natriumazid, 0,1 % BSA in PBS

Fixierlosung

1 % Paraformaldehyd in PBS

3.1.9.2 Antikdrper

Antikdrper Klon Fluoreszenzfarbstoff Hersteller
CD8 RPA-T8 FITC/PE/APC BD Biosciences
CD27 M-T271 FITC BD Biosciences
CD28 CD28.2 FITC BD Biosciences
CD3 HIT3a FITC/APC BD Biosciences
CD4 RPA-T4 FITC/PE BD Biosciences
CD45RA HI1100 PE BD Biosciences
CD56 B159 PE BD Biosciences
CD62L Dreg 56 APC BD Biosciences
CD83 HB15e APC BD Biosciences
CD86 2331 (FUN-1) FITC BD Biosciences
HLA-A2 BB7.2 FITC BD Biosciences
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MHC Klasse | G46-2.6 APC BD Biosciences
MHC Klasse Il L243 PE BD Biosciences
Propidiumiodid - - Sigma

CCR7 2HA4 PE BD Biosciences
CCR5 2D7 APC BD Biosciences
CD127 (II7R) 40131 APC R&D

CD25 M-A251 PE BD Biosciences
CD69 L78 PE BD Biosciences
IL7Ra 40131 APC R&D

3.1.10 Peptide
Hersteller: Thermo Fischer Scientific

2,'[(3 ' Sequenz m SYFPEITHI BIMAS NetCTL 1.2
 GILGFVFTL 30 55093
27

Influenza | A*0201 GILGFVFTL | - 550,93 1,29
A*0201 VLICLGLSL 7 36,32 1,13
A*0201 TLWAEPGSV | 30 23 75,05 0,99
A*0201 VLGILLFEA | 462 22 112,66 0.93
LILRAZ A*0201 SLPSDLLEL | 207 29 49,13 1,26
A*0201 GLSQANFTL | 274 23 123,90 1,22
A*0201 ALPSPVVTL | 127 31 49,13 0.96
A*0201 LLELLVPGV | 212 28 17,41 1,01
STK32B A*0201 YMAPEVFQV | 186 28 3082,44 1,54
A*0201 KLYICELAL 124 24 239,26 1,14

3.1.11 Pentamere

Zugrundeliegendes

Pentamer Peptid Hersteller
F2A-CUS-A*0201-YMAPEVFQV-PE STK32B-186 Prolmmune
-F- ~A*| - -
FOA-E-CUS-A*0201-TLWAEPGSV LILRA2-30 Prolmmune
unlabeled
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3.2 Methoden
3.2.1 Insilico Auswahl geeigneter Peptidepitope

3.2.1.1 SYFPEITHI
http://www.syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm

SYFPEITHI ist eine kostenlose Online-Datenbank, mit deren Hilfe sich die Bindungsfahigkeit
von Peptiden an bestimmte HLA-Typen vorhersagen lasst. Die Algorithmen der Datenbank
basieren auf vorausgegangenen Publikationen Uber T-Zell-Epitope und MHC-Liganden
(Rammensee et al. 1999). Die Vorhersage der Bindungsféhigkeit begrindet sich in der
Bewertung einzelner Aminosauren des jeweiligen Peptids mit besonderer Beriicksichtigung
der Aminosduren an Ankerpositionen. Anhand dieser Bewertung wird ein Pradiktionswert

errechnet, der das Bindungsverhalten und die entsprechenden T-Zell-Epitope vorhersagt.

3.2.1.2 The Biolnformatics & Molecular Analysis Sec  tion (BIMAS)

http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/

BIMAS ist ein webbasierter Dienst, der die Pradiktion des Bindungsverhaltens von Oktamer-,
Nonamer-, und Dekamer-Peptiden an MHC I-Molekile ermdglicht. Die Analyse basiert auf
Koeffiziententabellen, die sich aus Publikationen von Parker et al. ableiten (Parker et al.
1994). Der Pradiktionswert berechnet sich durch die Abschéatzung der Geschwindigkeit, mit
der sich ein Molekll mit der angegebenen Aminosauresequenz aus der Bindung mit dem
MHC I-Molekdl I6st. Die Hohe des Pradiktionswerts korreliert also positiv mit der Dauer und

Stabilitdt der Bindung und somit mit dem Bindungspotenzial des jeweiligen Peptids.

3.2.1.3 NetCTL 1.2
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/

NetCTL 1.2 ist ein kostenloser Internetdienst des center for biological sequence analysis der
Technischen Universitat Danemark (Larsen et al. 2007). Angeboten wird neben der
Vorhersage der Bindungsfahigkeit von CTL-Epitopen an MHC | auch die Berechnung der
Wahrscheinlichkeit der Aufspaltung im Proteasom und des Transports der gespaltenen
Peptide ins Endoplasmatische Retikulum (ER) durch Antigenpeptid-Transporter (transporter

associated with antigen processing, TAP).

Die Pradiktionswerte jedes vorhergesagten Epitops wurden verglichen und die Peptide,
welche am besten abgeschnitten hatten, wurden bestellt. Im Anschluss erfolgte eine

in vitro-Testung der HLA-A*0201-Bindungsfahigkeit der ausgewéahlten Peptide (siehe 3.2.2).
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3.2.2 Invitro Erfassung der HLA-A*0201-Bindungsfahigkeit von Pep  tiden

Nach in silico Vorhersage der Bindungsfahigkeit wurden die am besten bewerteten Peptide
bestellt. Anschlie@Rend wurde die Bindungsaffinitat der selektierten Peptide an
HLA-A*0201 Molekule in vitro getestet. Zu diesem Zweck wurden T2-Zellen verwendet.
Hierbei handelt es sich um eine Zelllinie, bei der aufgrund einer Deletion der MHC-II-Region
auf Chromosom 6 inklusive der TAP1- und TAP2-Gene die Fahigkeit zur Peptid-
Prozessierung beeintrachtigt ist (Nijman et al. 1993; Stuber et al. 1994). Proteasomal
prozessierte Peptide kdnnen nicht ins Endoplasmatische Retikulum transloziert werden, was
die dort stattfindende Beladung der MHC Klasse I-Molekiile beeintrachtigt. Infolgedessen
bleiben die MHC Klasse I-Molekile instabil und werden nur in geringem Ausmald auf der
Zelloberflache von T2-Zellen exprimiert. T2-Zellen besitzen daher unter normalen
Kulturbedingungen nur wenig Oberflachen-MHC, somit kdnnen sie zytotoxischen T-Zellen
keine endogen synthetisierten Peptide prasentieren. HLA-A*0201 ist in geringer Dichte
vorhanden. Werden allerdings exogen Peptide hinzugefiigt, die an HLA-A*0201 binden,
kénnen diese das HLA-A*0201-Molekil der T2-Zellen stabilisieren. Hierdurch wird die
Expression von HLA-A*0201 hochreguliert. Somit kann die Hochregulation von HLA-A*0201
auf T2-Zellen als ein Hinweis auf ein HLA-A*0201-restringiertes Epitop gewertet werden (Lee
et al. 2002). T2-Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, gezéahlt und in einer
Konzentration von 1 x 10°/ ml in T-Zell-Medium resuspendiert. AnschlieBend wurden die
T2-Zellen in einem Volumen von 300 pl / well auf eine 96-well-Platte aufgebracht. Getestet
wurde die HLA-A*0201-Bindungsfahigkeit fur Peptidkonzentrationen von 50 puM und 100 pM,
siehe Tabelle 3-1. Fir die Negativkontrolle wurden die T2-Zellen ohne Peptid, fir die
Positivkontrolle mit Influenza-Peptid (GILGFTVL) inkubiert.

Tabelle 3-1 Versuchsaufbau HLA-A*0201 Peptidbindungs  test

Negativkontrolle 2 wells ohne Peptid (Isotypfarbung)

2 wells ohne Peptid fur HLA-A2-FITC-
Farbung

Positivkontrolle 2 wells mit 50 uM Influenza-Peptid

2 wells mit 100 uM Influenza-Peptid

Zu testendes Peptid 2 wells mit 50 uM Test-Peptid

2 wells mit 100 uM Test-Peptid

Die T2-Zellen wurden 16 h lang bei 37 °C mit den Peptiden inkubiert. Nach Abschluss der
Inkubation wurden die Zellen dreimal gewaschen um ungebundenes Peptid zu entfernen.
AnschlieRend wurden die Zellen mit einem HLA-A*0201-FITC Antikorper angefarbt. Somit
liel3 sich durchflusszytometrisch die HLA-A*0201-Expression der Zellen ermitteln, welche mit
der Menge an gebundenem Peptid korrelierte. Die relative Bindungsaffinitat (RA) wurde
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berechnet, indem die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitat bei einer bestimmten
Peptidkonzentration durch den Mittelwert der Fluoreszenzintensitat der Negativkontrolle

dividiert wurden:

_ Mittelwert (T2 + Peptid)
~ Mittelwert (T2 ohne Peptid)

Ein gut bindendes Peptid sollte eine ahnlich hohe Fluoreszenzintensitdt wie das

Vergleichspeptid der Positivkontrolle (Influenza) aufweisen.

3.2.3  Zellkultur
Alle Arbeitsschritte der Zellkultur wurden, sofern nicht anders angegeben, an der Sterilbank

durchgefuhrt.

3.2.3.1 Zahlen der Zellen

Zu zahlende Zellen lagen in Suspension vor. Zur Vitalfarbung wurde Trypanblau verwendet;
Trypanblau dringt in defekte Zellmembranen ein und farbt entsprechende Zellen dunkelblau
an. Lebende Zellen sowie Zellen mit intakter Zellmembran bleiben hell. Die Farbung erfolgte
im Verhéltnis 1 : 2, beispielsweise 10 ul Trypanblau (0,4% Ausgangskonzentration) auf 10 pl
Zellsuspension. Anschlieend wurde die Zellsuspension auf eine Neubauer Zahlkammer
aufgebracht. Bei hohen Zellkonzentrationen war zunachst eine Verdinnung vorzunehmen,
da ab einer Anzahl von mehr als 200 Zellen pro Eckquadrat die Auszéhlung aufgrund der
hohen Zelldichte nicht mehr méglich war. Die lebenden, also ungeférbten, Zellen in 4 groRen
Eckquadraten wurden unter dem Mikroskop ausgezéhlt und ein Durchschnittswert durch
Division durch 4 gebildet. Zellen, die sich an der linken oder oberen Randbegrenzung eines
Quadrats befanden, wurden mitgezahlt, nicht jedoch Zellen an den unteren oder rechten
Randbegrenzungen. Die Mikroskopierarbeiten wurden am Mikroskoparbeitsplatz auf3erhalb
der Sterilbank durchgefuhrt. Zur Ermittlung der Zellzahl pro pl wurde der Durchschnittswert
der gezahlten Zellen mit dem Kammerfaktor CF und dem Verdinnungsfaktor multipliziert.
Der Kammerfaktor CF ergibt sich aus dem Kehrwert des Volumens eines Eckquadrates
(0,1 pl) und betragt somit 10. Zur Ermittlung der Gesamtzellzahl der Zellsuspension wurde

die Zellzahl pro pl mit dem Gesamtvolumen der Suspension multipliziert.

3.2.3.2 Zellkultur von in Suspension vorliegenden Z  ellen
T2-Zellen, LCL sowie die Tumorzelllinien Nalm6, 697, CALL2 und K562 lagen in Suspension
vor. Sie wurden in ihrem jeweiligen Medium in T75-Zellkulturflaschen in einem Volumen von

30 ml bei 37 °C kultiviert. Abhangig von der Geschwindigkeit des Wachstums wurde im
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Abstand von wenigen Tagen die Halfte der Zellsuspension entfernt und durch frisches

Medium ersetzt.

3.2.3.3 Zellkultur adharenter Zellen

Cos-7-Zellen sowie A673 sind adhdrent wachsende Zellen. Die Zelllinien wurden in ihrem
jeweiligen Medium bei 37°C kultiviert. Das Volumen der T25 Zellkulturflaschen betrug 10 ml
bei 25 cm? Adhéarenzflache, das Volumen der T75 Zellkulturflaschen betrug 25ml bei 75 cm?2
Adhérenzflache. Sobald die adhéarenten Zellen zu konfluieren begannen wurde ein
Mediumwechsel vorgenommen und die Zellen auf mehrere Zellkulturflaschen aufgeteilt, je
nach Wachstumsrate im Verhaltnis von 1:2 bis 1:10. Hierbei wurden die Zellen nach
Entfernen des verbrauchten Mediums zuné&chst einmal mit warmem PBS gewaschen und
anschlie3end mit 5 ml Trypsin / EDTA fur 5 min bei 37 °C inkubiert. Die dadurch abgeltsten

Zellen wurden in neuem Medium resuspendiert und auf neue Zellkulturflaschen verteilt.

3.2.3.4 Zellkultur primérer Zellen

Die Kultivierung Dendritischer Zellen nach Isolation der CD14" Zellfraktion aus PBMC
erfolgte in X-VIVO 15-Medium mit 1 % humanem AB-Serum, 30 ng / ml Interleukin-4 (IL-4)
und 800 U/ ml GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor,
Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierender Faktor). Der Ablauf der Zytokingaben
sowie die weiteren Kulturbedingungen sind unter 3.2.7, Seite 37 beschrieben. CD8" Zellen
wurden nach der Isolation aus PBMC nicht in Kultur gehalten, sondern bevorzugt unmittelbar
fur das in vitro Priming verwendet (siehe 3.2.8, Seite 40) oder alternativ kryokonserviert
(siehe 3.2.3.5, Seite 30). CTL wurden in T-Zell-Medium (RPMI + 10 % humanem AB-Serum
+ 1 % Penicillin / Streptomycin  + 1 % Glutamin) unter Anwesenheit von bestrahlten
Stimulatorzellen (allogene PBMC, bestrahlt mit 30 Gy und LCL, bestrahlt mit 100 Gy)
kultiviert. Als Zytokine kamen Interleukin-2 (IL-2) und Interleukin-15 (IL-15) zum Einsatz. Die
genauen Kaultivierungsbedingungen bei der Klonierung in 96-well-Platten und bei der
Expansion in T25-Flaschen sind unter 3.2.12, Seite 45 sowie unter 3.2.14, Seite 49

beschrieben.

3.2.3.5 Kryokonservierung von Zellen

PBMC wurden in Konzentrationen von 5 x 10’ / ml in einem Volumen von 1 ml eingefroren.
Die Konzentration fiir Tumorzelllinien und T-Zellen betrug zwischen 1 x 10° und 1 x 10" / ml
in jeweils 1 ml Volumen. Die Zellen wurden zunachst abzentrifugiert und anschliel3end in
dem entsprechenden Volumen Einfriermedium resuspendiert. Das Einfriermedium flr
T-Zellen bestand aus 90 % humanem Serum (mannlich, Blutgruppe AB) mit

10 % Dimethylsulfoxid (DMSOQO), fir dendritische Zellen, die in reifem, gepulsten Zustand
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eingefroren wurden, bestand das Medium aus Humanserum (mannlich, Blutgruppe AB) mit
10 % DMSO und 5 % Glukose. Alle anderen Zellen wurden in 90 % Fetalem Kalberserum
(fetal calf serum, FCS) mit 10 % DMSO eingefroren (Feuerstein et al. 2000). Je ein Milliliter
der sorgféltig durchmischten Zellsuspension in Einfriermedium wurde in vorgekihlte
Kryoréhrchen Uberfiihrt. Diese wurden in speziellen Cryo-Einfriergeraten, welche eine
kontrollierte Temperatursenkung erlaubten, bei -80 °C eingefroren. Am Folgetag wurden die

Kryoréhrchen in den Flussigstickstofftank Gberfihrt und bei -196 °C konserviert.

3.2.3.6 Auftauen kryokonservierter Zellen

Die Kryorohrchen wurden aus dem Stickstofftank entnommen und zugig bei 37 °C im
Wasserbad aufgetaut. Sobald der Aggregatszustand der Probe iberwiegend flissig war,
wurde der Inhalt eines Kryoréhrchens in ein Falconréhrchen (Volumen: 15 ml) dGberfuhrt, in
dem 1 ml Zellkulturmedium vorgelegt war. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei
1500 rpm far 5 min. Das Zellpellet wurde dann im jeweiligen, auf 37 °C vorgewarmten

Kulturmedium resuspendiert.
3.2.4 lIsolierung von mononukledren Zellen des perip  heren Blutes (PBMC)

3.2.4.1 Isolierung von PBMC aus Blutkonserven

Bei der Weiterverarbeitung von Vollblutspenden zu Erythrozytenkonzentraten oder Fresh
Frozen Plasma verbleibt je nach Verfahren ein Restvolumen im Blutkonservenbeutel, in dem
die im Vergleich zu den Erythrozyten relativ leichten PBMC in relativ hoher Konzentration
verbleiben (,Buffy Coat - Praparate”). Fir unsere Versuche wurden Buffy Coat - Praparate
gesunder  Spender vom  DRK - Blutspendedienst = Baden - Wirttemberg - Hessen
bereitgestellt. Die Lieferung an unser Labor erfolgte innerhalb von 24 h, die Lagerung und
der Transport erfolgten bei Raum - bzw. Fahrzeugtemperatur. Das Restvolumen einer
500 ml Blutkonserve belief sich auf 20 - 35 ml. Das Blut wurde aus dem Blutkonservenbeutel
in Falconréhrchen uberfuhrt und im Verhaltnis 1 : 3 mit PBS verdinnt. Anschlielend wurde
das verdinnte Blut im Verhdltnis 3: 2 auf eine Schicht Ficoll-Paque pipettiert: ein 50 ml
Falconréhrchen enthielt somit 30 ml Blut auf 20 ml Ficoll - Paque. Geringere Restmengen
des verdiinnten Blutes wurden im Verhdltnis 2 : 1 in 15 ml Falconréhrchen auf eine Schicht
Ficoll-Paque gegeben. Um ein Durchmischen der Schichten zu vermeiden war besonders
langsames und vorsichtiges Uberschichten notwendig. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation bei 400 g fur 30 min bei Raumtemperatur. Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstehende Plasmaanteil vorsichtig bis etwa 1 cm Uber dem Ring mononuklearer Zellen
abpipettiert, ohne die Schichten zu durchmischen. Daraufhin wurden die Zellen mit einer

Pasteur - Glaspipette sorgfaltig abgenommen und in ein 50 ml Falconréhrchen uberfuhrt.
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Dieses wurde bis zu einem Gesamtvolumen von 45 ml mit PBS aufgefillt. Zur Entfernung
kontaminierender Thrombozyten wurden die Zellen bei 1500 rpm fir 10 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Zellpellet im
Residualvolumen resuspendiert. Zur Erythrozytenlyse wurden 3 ml Erythrozyten —
Lyse - Puffer zugegeben und fiir 5 min. auf Eis inkubiert. AnschlielRend wurde die Reaktion
durch Zugabe von PBS bis zu einem Gesamtvolumen von 45 ml gestoppt. Es erfolgte
wiederum eine Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 10 min. Der Uberstand wurde abgenommen
und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. AbschlieBend wurde das Zellpellet in 10 ml
PBS resuspendiert und die Zellen wurden nach entsprechender Verdiinnung gezahlt (siehe
3.2.3.1, Seite 29).

3.2.4.2 lIsolierung von PBMC aus Vollblut

Zur Isolierung von PBMC aus Vollblut gesunder Spender kam dasselbe Verfahren wie in
3.2.4.1 auf Seite 31 beschrieben zum Einsatz. Jedoch wurde der Arbeitsschritt der
Verdinnung des Blutes mit PBS in diesem Fall nicht im Verhaltnis 1 : 3, sondern in einem

Verhdltnis von 1 : 2 vorgenommen.

3.2.4.3 Generierung von Pool-PBMC

Bei der Generierung von allogenen Pool-PBMC wurde im Wesentlichen das unter 3.2.4.1 auf
Seite 31 beschriebene Verfahren angewandt. Jedoch wurden als Grundlage 3
Buffy-Coat-Praparate unterschiedlicher Spender verwendet. Zunéchst wurden aus den
einzelnen Buffy-Coat-Praparaten getrennt PBMC isoliert. Nach abschlieRendem Zahlen der
Zellen wurden die PBMC der verschiedenen Spender zu je gleichen Anteilen in ein
Falconrohrchen gegeben und sorgfaltig vermischt. Diese Pool-PBMC wurden in Portionen zu
5 x 10’ Zellen eingefroren (siehe 3.2.3.5, Seite 30).

3.2.5 lIsolierung von CD14 *-Zellen

CD14" Zellen wurden aus dem Blut gesunder, HLA-A*0201" Spender gewonnen. Nach der
Gewinnung von PBMC aus dem Vollblut der Spender erfolgte die Isolierung der
CD14" Zellfraktion mittels eines BD Anti-Human CD14 magnetic particle sets unter
Verwendung eines BD™-Magneten. Markierung und Isolierung der Zellen erfolgten gemaf
dem vom Hersteller vorgegebenen Protokoll: PBMC wurden aus dem Blut gesunder,
HLA-A*0201" Spender isoliert, gezahlt und anschlieBend mit 1X BD™ IMag Puffer
gewaschen. Der Uberstand wurde sorgféltig abgenommen. Die BD™ IMag anti-human CD14
Magnetpartikel wurden grindlich mit einer Vortexmaschine aufgeschuttelt; 50 pl
Magnetpartikel pro 10’ Zellen wurden zu den PBMC pipettiert, sorgfaltig vermischt und fir

30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden mittels Zugabe von 1 X BD™ IMag
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Puffer auf eine Konzentration von 2 x 10’/ ml gebracht. Unmittelbar darauf wurde das
Falconrdhrchen mit den Zellen in die Halterung des BD™ - Magneten eingebracht und fiir
8 - 10 min inkubiert, wodurch die mit Magnetpartikeln markierten CD14" Zellen an die dem
Magneten am nachsten liegende Seite des Falconrdhrchens gezogen wurden. Der
Uberstand wurde sorgféltig abpipettiert, wobei das Falconréhrchen in der Halterung des
Magneten verblieb. Nach Entfernung der CD14- Negativfraktion wurde das Falconréhrchen
aus dem Magneten entfernt, die Zellen wurden in 1X-BD™-Pufferlésung resuspendiert. Das
Falconréhrchen wurde erneut in der Halterung des Magneten befestigt und fir weitere 2 —
4 min inkubiert. Der Uberstand wurde sorgféltig abpipettiert ohne das Falconréhrchen aus
der Halterung zu entfernen. Dieser Arbeitsschritt wurde erneut wiederholt. Das nach den
Waschschritten verbleibende Zellpellet stellte die CD14"-positive Zellfraktion dar und wurde

zur Generierung von Dendritischen Zellen (siehe 3.2.7, Seite 37) weiterverwendet.

CD14 wird vor allem auf Monozyten und Makrophagen exprimiert. Der Anteil der CD14"
Zellen des verwendeten Spenderblutes wurde vor und nach Selektion

durchflusszytometrisch erhoben.

Abbildung 3-1, Seite 34 zeigt exemplarisch den Anteil CD14" Zellen vor und nach dem
Selektionsverfahren. Nach der CD14'-Isolation betrug die Positivfraktion in der Regel

> 95 %. Nur hochaufgereinigte CD14" Zellen wurden fur weitere Versuche verwendet.
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Abbildung 3-1 Durchflusszytometrische Kontrolle der CD14" Zellfraktion

CD14" Zellfraktion vor (A) und nach (B) der Isolierung CD14" Zellen mittels magnetbeladener CD14-Antikdrper.
Die Darstellung erfolgt als Dot Plot mit SSC als Ordinate und FSC als Abszisse, sowie als Histogramm mit
Ereigniszahl als Ordinate. Der Analysebereich R1 beinhaltet die bewertete Zellfraktion.

Die CD14" Zellfraktion ist definiert als Bereich M1. M1 vor der Selektion: 6,5 %, M1 nach Selektion: > 95 %.

Die obige exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Daten vor und nach
Selektion der CD14" Zellfraktion aus PBMC zeigte in der Punktauftragung (Dot Plot) des
Vorwarts- und Seitwartsstreulichts eine hinsichtlich ZellgroRe, Zellvolumen und Granularitat
homogenere Zellpopulation nach Isolation der CD14" Zellen. In der Histogrammdarstellung
der mit PE markierten CD14-Antikorperfarbung zeigte sich eine deutliche Verschiebung der
medianen Fluoreszenzintensitat nach der CD14-Selektion: so betrug der Anteil CD14" Zellen
vor der Isolation etwa 6,5 %, nach der Selektion mittels magnetbeladener CD14-Antik6rper
lag die CD14" Zellfraktion bei > 95 %.
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3.2.6 Isolierung von CD8 *-Zellen

CD8" Zellen wurden aus Lymphozyten des peripheren Blutes gesunder, HLA-A*0201
Spender gewonnen. Die Isolierung von CD8"-Zellen erfolgte unter Verwendung des MACS
CDS8" T Cell Isolation Kits, einer LS-Saule und eines MidiMACSTM-Separators. PBMC wurden
aus dem Spenderblut isoliert (siehe 3.2.4.1, Seite 31) und gez&hlt. Die indirekte Markierung
und Isolierung der CD8"-Zellen erfolgten gemaR den Herstellerangaben. Es handelte sich um
eine negative Selektionsmethode, bei der samtliche CD8 Zellen mit magnetbeladenen
Antikérpern markiert wurden. Durch die Koppelung an magnetgebundene Antikérper wurde
die CDS8 Zellfraktion im Magnetfeld der Saule zurlickgehalten. Die unmarkierten Zellen
konnten die Saule passieren und stellten die CD8" Zellfraktion dar. Samtliche Arbeitsschritte
wurden, sofern nicht anders angegeben, auf Eis durchgefuhrt; alle Lésungen waren
vorgekiihlt. Die PBMC wurden gezahlt und bei 300 g fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vollstéandig abpipettiert, das Zellpellet wurde in 40 uL MACS separation Pufferldsung
pro 10’ Zellen resuspendiert. Die Pufferlésung bestand aus PBS mit 0,5 % BSA und
2mMEDTA. Pro 10’ Zellen wurden 10pul des CD8" Biotin - Antikbrper - Gemischs
zugegeben, sorgféltig durchmischt und fiir 10 min bei 4 -8 °C inkubiert. Pro 10’ Zellen
wurden anschlieRend 30 pl Pufferlosung und 20 pl Anti - Biotin - MicroBeads zugegeben,
sorgféltig durchmischt und wiederum fir 15 min bei 4 - 8 °C inkubiert. Nach Inkubation
wurden die Zellen mit 1 - 2 ml Puffer gewaschen und 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde sorgfaltig abpipettiert und das Zellpellet in Pufferlosung resuspendiert.
Durch Zugabe von Pufferlésung wurde die Zellkonzentration auf 2 x 10% / ml gebracht. Um
ein Verstopfen der Saule mit Zellklumpen zu vermeiden wurde die Zellsuspension durch ein
30 um  Nylonsieb  gefiltert. Eine  LS-S&ule wurde im  Magnetfeld eines
MidiMACS™-Separators platziert und mit 3 ml Pufferldsung gespiilt. AnschlieRend wurde die
Zellsuspension auf die Saule gegeben und der Durchfluss in einem Falconréhrchen
gesammelt. Die Saule wurde dreimal nacheinander mit jeweils 3 ml Pufferlésung
gewaschen, der Durchfluss wurde im selben Falconréhrchen wie beim vorhergehenden
Arbeitsschritt aufgefangen. Die im Durchfluss enthaltenen Zellen stellten die unmarkierte
CD8" Fraktion dar. Die Zellen wurden gezahlt und der Reinheitsgrad der Zellfraktion wurde
vor Verwendung der Zellen im in vitro Priming durchflusszytometrisch bestimmt. Abbildung
3-2, Seite 36 zeigt exemplarisch die durchflusszytometrisch ermittelte CD3*- und

CD8" Zellfraktion vor und nach der Isolation aus PBMC.
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Abbildung 3-2 CD3 * und CD8 " Zellfraktionen vor und nach CD8 * Selektion

CD3" und CD8" Zellfraktion vor (A) und nach (B) Selektion der CD8" Zellen. Die Darstellung erfolgt als Dot Plot
mit SSC als Ordinate und FSC als Abszisse, sowie als Histogramm mit Ereigniszahl als Ordinate. Der
Analysebereich R1 beinhaltet die bewertete Zellfraktion. Die CD3" und CD8" Zellfraktion werden jeweils definiert
als Bereich M1. M1 (CD8") vor der Selektion: 17 %, M1 (CD8") nach Selektion: > 96 %.
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Vor der CDS8-Isolierung betrug die Fraktion der CD8'-Zellen in der exemplarischen
Darstellung etwa 17 %. Die geringe, deutlich CD8 exprimierende Fraktion war in der
Histogrammdarstellung lediglich als minimale Spitze erkennbar. Nach der CD8"-Isolierung
zeigte sich eine deutliche Verschiebung der CD8* Zellfraktion. Die PE-markierten
CD8" Zellen machten nun uber 96 % der Gesamtzellzahl aus. Nur hochaufgereinigte CD8"
Zellen (Reinheitsgrad > 95 %) wurden fir das in vitro Priming verwendet.

3.2.7 Herstellung Dendritischer Zellen

Dendritische Zellen wurden aus CD14" Zellen generiert, die aus PBMC gesunder,
HLA-A*0201" Spender isoliert wurden (siehe 3.2.4.1, Seite 31 und 3.2.5, Seite 32). Als
Kulturmedium wurde X-VIVO 15 mit 1% humanem AB - Serum, 30ng/ml IL-4 und
800U /ml GM-CSF verwendet. Die CD14" Zellen wurden gezahlt und auf eine
Konzentration von 3 x 10°/ ml gebracht. Die Kultivierung erfolgte in einem Volumen von
25-30ml in T75-Zellkulturflaschen, welche bei 37 °C und 5% CO, stehend gelagert
wurden. Nach 3 Tagen wurden erneut die oben genannten Zytokine zugegeben. Je nach
Zelldichte und pH - Wert des Mediums wurde ein Teil des Mediums erneuert. Nach 5-6
Tagen wurde die Ausreifung der Dendritischen Zellen durch Zugabe folgender

Zytokinkombination induziert:

Tabelle 3-2: Zytokinkombination zur Reifungsindukti on Dendritischer Zellen

IL-6 1000 U/ ml
IL-18 10 ng / mi
TNFa 10 ng / mi
PGE, 1ug/ml

1-2 Tage nach Reifungsinduktion, somit an Tag 8-9 der Zellkultur, wurde die
Zellmorphologie der Dendritischen Zellen mikroskopisch begutachtet. Reife Dendritische
Zellen zeigten sich im Uberstand, lagen einzeln vor, waren unregelméRig geformt und
wiesen segelartige Auslaufer sowie multiple Fortséatze auf, siehe

Abbildung 3-3, Seite 38.
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Abbildung 3-3 Reife Dendritische Zellen

Darstellung der Phasenkontrastmikroskopie in 10-facher VergroRerung (Bildausschnitt). Abgebildet wird der
ausgereifte Phanotyp Dendritischer Zellen mit segelartigen Ausstilpungen und multiplen Fortsétzen.

Auch das Expressionsprofil der Oberflachenantigene veranderte sich bei der Ausreifung der
Dendritischen Zellen. Es kam zu einer vermehrten Expression von MHC-Molekilen,
Adhasionsmolekilen und kostimluatorischen Faktoren wie beispielsweise HLA-DR, CD86
und CD83 (Tuyaerts et al. 2007). Diese Oberflachenantigene wurden in der
Durchflusszytometrie als Marker fur den Reifegrad der DC verwendet. Die Dendritischen
Zellen wurden vor Verwendung im allogenen in vitro Priming durchflusszytometrisch auf
ihren Reifegrad untersucht. Nur ausgereifte Dendritische Zellen wurden fir das Priming von
T-Zellen verwendet.

Abbildung 3-4, Seite 39 stellt exemplarisch die Durchflusszytometrie-Ergebnisse ausgereifter
Dendritischer Zellen dar.
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Abbildung 3-4 Durchflusszytometrische Kontrolle des Reifezustands von DC

Darstellung als Dot Plot mit SSC als Ordinate und FSC als Abszisse sowie als Histogrammdarstellungen mit
Ereigniszahl als Ordinate. Das Analysefenster R1 beinhaltet die bewertete Zellfraktion. Als Reifemarker wurden
fluoreszenzmarkierte mAB CD83, CD86 und HLA-DR verwendet. Die deutliche Rechtsverschiebung der
mittleren Fluoreszenzintensitét bei der Reifemarker-Farbung im Vergleich zu den jeweiligen Isotypen bestatigt
den ausgereiften Phanotyp der DC.

In der grafischen Darstellung des Streulichtverhaltens (Dot Plot) zeigte sich im Hinblick auf
die ZellgroRe und Granularitéat, welche mit dem Wert des Seitwéartsstreulichts (Side Scatter,
SSC) korrelieren, sowie auf das Zellvolumen, welches mit den Werten des

Vorwartsstreulichts (Forward Scatter, FSC) korreliert, eine relativ homogene Zellpopulation.
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Die Histogrammdarstellungen der Antikdrper-Farbungen gaben Rickschluss auf den
Reifezustand der Dendritischen Zellen: in allen drei Farbungen mit den
fluoreszenzmarkierten Reife-Markern HLA-DR, CD86 und CDS83 liefl? sich eine deutliche
Rechtsverschiebung der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zum jeweiligen Isotyp
verzeichnen, was flr einen ausgereiften Phanotyp der untersuchten Dendritischen Zellen
sprach.

Die reifen DCs wurden mit Peptiden gepulst und zum T-Zell - Priming eingesetzt (siehe
3.2.8, Seite 40) oder zur spateren Verwendung eingefroren und in flissigem Stickstoff
konserviert (siehe 3.2.3.5, Seite 30).

3.2.8 Allogene Stimulation von CD8 *-T-Zellen mit peptidgepulsten DCs

Nachfolgend wird das in vitro Priming naiver T-Zellen mit allogenen, peptidgepulsten DCs
beschrieben. CD8"-T-Zellen wurden aus PBMC gesunder, HLA-A*0201" Spender isoliert
(siehe 3.2.6, Seite 35). Dendritische Zellen wurden aus CD14" Zellen gesunder,
HLA-A*0201" Spender generiert (siehe 3.2.5, Seite 32 und 3.2.7, Seite 37). Als Medium
wurde AIMV mit 5 % Humanserum, 1 % P/S und 1 % Glutamin verwendet. Zunachst wurden
die DC mit den entsprechenden HLA-A*0201-bindenden, cALL-spezifischen Peptiden
inkubiert (Pulsen); hierfir wurden pro 5x10°DC 5pug des jeweiligen Peptids sowie
20 ug / ml B2-Mikroglobulin und 295 ul Medium zugegeben. Die Zellen wurden 4 Stunden bei
37 °C inkubiert, wobei die Mischung alle 20 min kurz mittels eines Vortexgerats
aufgeschattelt wurde. Nach der Inkubation wurden die DC dreimal mit Medium gewaschen
um ungebundene Peptide zu entfernen und anschlie@end mit 35 Gy bestrahlt. Die DC
wurden in einer Konzentration von 5x 10% pro well auf eine 96-well-Rundbodenplatte
aufgebracht. Die CD8'-T-Zellen wurden in einer Konzentration von 1 x10° pro well
dazugegeben. Somit lagen die stimulierenden DC im Verhéltnis 1 : 20 zu den T-Zellen vor.
Das Gesamtvolumen pro well betrug 200 pl Medium. Weiterhin wurden 1000 U / ml IL-6 und
10 ng/ ml IL-7 als Wachstumsfaktoren hinzugegeben. Die Zellen wurden fur 7 Tage bei
37 °C und 5 % CO; inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Restimulation der T-Zellen: von den
96-well-Platten wurden 100 pl Uberstand pro well abgenommen. Frische DC wurden wie
oben beschrieben gepulst und bestrahlt und in 100 pl Medium pro well auf die
96-well-Platten gegeben. 100 U/ ml IL-2 und 5 ng / ml IL-7 wurden hinzugefiigt. Die Zellen
wurden weitere 7 Tage unter oben genannten Bedingungen inkubiert. Bei erkennbarem
Farbumschlag des Mediums erfolgte ein Austausch von 100 pul des Mediums unter
Hinzugabe der entsprechenden Zytokinmengen. 7 Tage nach der Restimulation, also an Tag
14 der Zellkultur, wurden die T-Zellen fur die Pentamerfarbung geerntet (siehe 3.2.11, Seite
43).
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3.2.9 Elektroporation

Die Elektroporation ist eine Methode, mit der Zellmembranen permeabel gemacht werden
um die Einschleusung von DNA in die Zelle zu ermdglichen. Bei prokaryotischen Zellen wird
dieser Vorgang als Transformation, bei eukaryotischen Zellen als Transfektion bezeichnet.
Durch einen sich entladenden Konsensator wird kurzzeitig ein elektrisches Feld erzeugt,
welches zu einer Umkehrung des Membranpotenzials einer Zelle und dabei zur kurzfristigen
Aufnahme von Molekllen aus der unmittelbaren Zellumgebung fihren kann. Dadurch kann
Fremd-DNA in die Zelle eingebracht werden. In dieser Arbeit wurde die Methode der
Elektroporation zur Transfektion von Cos-7-Zellen verwendet, welche sich sehr gut fur
Transfektionsexperimente eignen. Cos-7-Zellen wurden in den 1960ger Jahren aus den
Nieren griiner Meerkatzen isoliert und ahneln Fibroblasten. Fir die Elektroporation wurden
zunéachst je 1,4 ml DMEM-Medium pro well in 6-well-Platten vorgelegt und die Platten bei
37 °C /5 % CO, prainkubiert. Die adharenten Cos-7-Zellen wurden von der Oberflache der
Zellkulturflasche abgeldst (siehe 3.2.3.3, Seite 30), mit PBS gewaschen und gezahlt. Pro
Ansatz wurden 1x 10° Zellen verwendet. Die Zellen wurden bei 1500 x g fir 10 min
zentrifugiert, der Uberstand wurde sorgfaltig abpipettiert. AnschlieRend wurde das Zellpellet
in 100 pl Nucleofector®Lésung pro Ansatz resuspendiert. Hierbei war aufgrund der
Zelltoxizitat der Losung eine Inkubationszeit Gber 15 min zu vermeiden. Pro Ansatz wurden
5 ug DNA auf die Zellsuspension gegeben. In dieser Arbeit wurden die Cos-7 Zellen mit
jeweils 2,5 pg HLA-A*0201 und 2,5 pg Antigen-cDNA transfiziert. Die verwendeten Antigene
waren die zu testenden Peptidantigene LILRA2-30 und STK32B-186 sowie GFP (green
fluorescent protein, griin fluoreszierendes Protein) als irrelevantes Antigen der
Negativkontrolle. Die Zell / DNA-Suspension wurde in eine Elektroporationskivette tberfihrt,
wobei es galt, die Entstehung von Blasen zu vermeiden. Die Kivette wurde im Elektroporator
positioniert und das Programm W-001 (110 V, 20 msec, square wave) im GenePulser Xcell™
Elektroporator gestartet. Nach Ende des Programms wurden die Proben fir 10 min bei
Raumtemperatur in der Kulvette inkubiert. AnschlieBend wurden 500 ul vorgewarmtes
DMEM-Medium in die Kivette gegeben und die Zellsuspension unter gleichmafigem,
vorsichtigem Tropfen in die vorbereiteten 6-well-Platten (berfihrt, sodass das
Gesamtvolumen pro well 1,9 ml Medium betrug. Die Zellen wurden bis zur Analyse, welche

spatestens am Folgetag stattfand, bei 37 °C / 5 % CO, im Brutschrank inkubiert.

3.2.10 Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie ist eine Methode mit der Zellen anhand morphologischer Kriterien
charakterisiert und zellulare Expressionsmuster von Oberflichenantigenen mittels

Fluorophor-gekoppelter Antikérper bestimmt werden kénnen. Grundlage des Verfahrens ist
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die Emission optischer Signale einer Zelle nach Anregung beim Passieren eines
Laserstrahls. Hierbei wird eine Zellsuspension in eine Kapillare gesaugt und passiert einzeln
einen fokussierten Laserstrahl, der die Zellen anregt. Das von der Zelle emittierte Streulicht
und, sofern flurophorgekoppelte Antikdrper gebunden sind, das emittierte Fluoreszenzlicht
werden separat gemessen und geben Aufschluss lber bestimmte Charakteristika der Zelle.
Das emittierte Streulicht steht in Wechselwirkung mit der GroRe und Komplexitat der Zelle,
so korreliert das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) mit dem Volumen der Zelle, das
Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) wird durch die Gréf3e, Struktur und Menge der
Zellorganellen beeinflusst und ist somit ein MalR3 fur die Granularitat der Zelle. Werden die
Zellen vor der Messung mit Fluorophor-gekoppelten Antikdrpern angefarbt, so lassen sich
durch die Analyse des emittierten Fluoreszenzlichts Aussagen Uber vorhandene
Oberflachenmerkmale treffen. Diese Methode wurde in dieser Arbeit zur Charakterisierung
spezifischer CTL-Klone verwendet, um Phanotyp, Differenzierungsstadium und
T-Zell-Subpopulation der untersuchten Zellen zu analysieren. Hierflr wurde eine Reihe von
Fluorophor-gekoppelten Antikorpern zur Farbung der Zellen eingesetzt, siehe Tabelle 3-3,
Seite 42.

Tabelle 3-3 getestete T-Zell-Oberflachenantigene zu  r Charakterisierung des Immunphéanotyps

Oberflachenantigen Funktion Vorkommen

CCRS5 (CD195) Chemokinrezeptor 5 g/lé)”r;c;]zyten, T-zellen, NK-
CCR7 (CD197) Chemokinrezeptor CCR7 T-Subset, DC-Subgruppen
aktivierte B- und T-Zellen,
CD25 IL2-Rezeptor-a-Kette aktivierte Monzyten, NK-
Zellen
cD27 Ligand fiir CD70 I-Subgruppen, B-
Subgruppen
T-Zell-Kostimulation, Signal-
CD28 TX, CD80/CD86-Ligand T-Zellen, Plasmazellen
CD45Ra Fibronektin Typ Il a'ze"e”’ naive T-zellen,
onozyten
CD56 NKH-1, N-CAM NK-Zellen, aktivierte T-Zellen
CD62L L-Selektin, Endothel, Leukozyten,
Adhé&sionsmolekl Thrombozyten
aktivierte T- und B-Zellen,
CD69 activation induction molecule | aktivierte Makrophagen und
NK-Zellen
CD8 MHCI-Ligand v.a. zytotoxische T-Zellen
CD95 Fas, bindet Fas-Liganden, aktivierte Lymphozyten,
induziert Apoptose aktivierte NK-Zellen
IL7-Ra Interleukin7-Rezeptor u.a. naive und memory-T-
Zellen
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Durch den Einsatz verschiedenfarbiger Laser und Filter kann die Anzahl der einsetzbaren
Farbstoffe pro Messung und somit die Informationsdichte erhoht werden. Einige
Durchflusszytometriegerate erlauben neben der Messung auch eine Sortierung der Zellen in
verschiedene Reagenzgefal3e. Hierdurch lassen sich Zellen mit bestimmten
Fluoreszenzeigenschaften aus der Gesamtmenge der Zellen isolieren. Dieses Verfahren
wurde zur lIsolierung spezifischer T-Zellen nach Anfarbung mit einem peptidspezifischen

fluoreszenzmarkierten HLA-Pentamer verwendet (siehe 3.2.11, Seite 43).

Pro Probe wurden 2 — 5 x 10° Zellen verwendet. Nach dem Waschen mit 1 ml Farbepuffer
(Zentrifugation bei 500 x g fur 5 min bei 4 °C) wurden die Zellen in jeweils 40 pl Puffer
resuspendiert und in 96-well-Platten gegeben. Um unspezifische Bindungen zu verhindern
erfolgte ein Block mit 100 pg / ml humanem IgG fur 20 min unter Lichtabschluss. Nach dem
IgG-Block wurden die Zellen erneut mit Farbepuffer gewaschen und pro Probe in 100 pl
Farbepuffer resuspendiert. Es wurden jeweils 5 pl des entsprechenden Antikdrpers
hinzugefigt. Pro Versuchsansatz blieb eine Probe ungefarbt, um die korrekten Einstellungen
fur Forward Scatter (FSC) und Sideward Scatter (SSC) am FACS-Gerat durchzfuhren. Eine
weitere Probe pro Versuchsansatz wurde mit den Isotypkontrollen der verwendeten
Fluoreszenzantikérper angefarbt, um die korrekten Parameter am FACS-Gerat zur
Fluoreszenzmesung einzustellen. Unmittelbar nach der Farbung wurden die Zellen fur
30 min unter Lichtabschluss auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit Farbepuffer
wurden die Zellen in 200 pl PBS resuspendiert, sofern die Auswertung am FACS-Gerét
unmittelbar im Anschluss erfolgte. Sollten die Zellen vor der Auswertung langer als
2 Stunden aufbewahrt werden, so erfolgte eine Fixierung in 200 ul PBS/1% PFA
(Paraformaldehyd).

3.2.11 Sortierung der Zellen mittels Pentamerfarbun g

Nach Abschluss des in vitro Priming (siehe 3.2.8, Seite 40) wurden die T-Zellen geerntet. Die
Farbung fur die Durchflusszytometrie erfolgte mittels Prolmmune Pro5® Recombinant MHC
Pentamer sowie fluoreszenzmarkierten anti-CD8 Antikorpern. Die verwendeten Pentamere
bestehen aus funf MHC-Peptidkomplexen, mit denen sie an passende T-Zell-Rezeptoren
(TCR) binden kénnen und beinhalten Strukturen, die sich mit Fluorophoren koppeln lassen,
siehe Abbildung 3-5, Seite 44. Die Pentamere wurden speziell fur die zu untersuchenden
Peptidantigene angefertigt, somit ermdglichten sie eine spezifische Bindung der gesuchten
T-Zellen an die Zielepitope und boten die Mobglichkeit, den geringen Anteil
antigenspezifischer T-Zellen aus der Menge an unspezifischen alloreaktiven T-Zellen zu

identifizieren.
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Abbildung 3-5 Pro5 MHC | Pentamer
(aus: http://www.proimmune.com/ecommerce/page.php?p age=pentamer_info)

5 MHC-Peptidkomplexe (blau, oben im Bild) gekoppelt mit 5 Fluorophoren (rosa, unten
im Bild).

Samtliche Reagenzien wurden, sofern nicht anders angegeben auf Eis gekihlt, das
Pentamer wurde stets lichtgeschutzt aufbewahrt. Die T-Zellen wurden gewaschen und
gezéahlt. Jeder Ansatz bestand aus 4 Proben (siehe Tabelle 3-4, Seite 37). Das
Pro5® Pentamer wurde in einer gekuhlten Zentrifuge fur 3 min bei 14.000 x g zentrifugiert
um Proteinaggregate zu entfernen, die zu unspezifischen Farbungen fihren kénnen. Die
T-Zellen wurden mit Farbepuffer (PBS mit 0,1 % BSA und 0,1 % Natriumazid) gewaschen, in
einer gekuhlten Zentrifuge fur 5 min bei 500 x g zentrifugiert und nach Abnahme des
Uberstands im Residualvolumen (ca. 50 pl) resuspendiert. 2 — 3 pl unmarkiertes Pentamer
pro 2-5x10°T-Zellen wurden dazugegeben und sorgfaltig vermischt. Nach einer
Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur erfolgte ein Waschvorgang wie oben
beschrieben. Die Zellen wurden erneut im Residualvolumen resuspendiert. Anschlielend
wurden pro Probe 8 pl Pro5® Fluorotag pro 2 —5x 10° T-Zellen sowie die jeweiligen
Sekundarantikorper (5 pl pro Probe) hinzugegeben. Bei der Verwendung von bereits mit PE

gekoppeltem Pentamer entfiel die Zugabe von Fluorotag.

Tabelle 3-4 Farbeschema Pentamer-Sortierung

Probe FITC Zellzahl

Ungeféarbt - - 2-5x10°
Kompensation 1 CD8 - 2-5x10°
Kompensation 2 CD 38 2-5x10°
%g”séonrt lerende n (CD 8) n (Pentamer) n(2-5x10°
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Die Proben wurden unter Lichtabschluss fur 20 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgten
2 Waschvorgénge mit je 2 ml Farbepuffer pro 2 — 5 x 10° Zellen wie oben beschrieben. Die
Zellen wurden in 200 pl PBS pro Probe resuspendiert und sorgféltig vermischt. Bis zur
Sortierung wurden die Zellen auf Eis und lichtgeschutzt gelagert. Unmittelbar vor der
Verwendung in der Durchflusszytometrie wurde jeder Probe 20 pl Propidium-lodid
(Arbeitskonzentration: 1 pg / ml) zur Diskriminierung toter Zellen im FACS zugegeben. Die
durchflusszytometrische  Analyse und Sortierung der Zellen wurde in der
Durchflusszytometrieabteilung des Instituts flr Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und
Hygiene der Technischen Universitat Minchen an einem BD FACSAria durchgefihrt. Ziel
war die Isolierung antigenspezifischer T-Zellen, die doppelt positiv fir CD8 und Pentamer-PE
waren. Die spezifischen doppelt positiven T-Zellen wurden in separaten Reaktionsgefalien
gesammelt und bis zur weiteren Verwendung in 1 -2 ml humanem Serum (mannlich,
Blutgruppe AB) aufbewahrt. Sie wurden im Anschluss durch Limiting Dilution kloniert und
expandiert (siehe 3.2.12, Seite 45).

3.2.12 Limiting Dilution — Klonierung der T-Zellen

Nachdem die spezifischen T-Zellen durch Pentamerfarbung und anschlieRende Sortierung
identifiziert wurden (siehe 3.2.11, Seite 43), wurden die Zellen mittels Limiting Dilution
kloniert. Hierbei wurden die Zellen in einer entsprechenden Verdiinnung auf 96-well-Platten
aufgebracht, sodass statistisch eine bestimmte Anzahl von T-Zell-Klonen pro well vorhanden
waren. Die Zellen wurden gezahlt und so verdinnt, dass statistisch 1, 3, 5 oder 10
T-Zell-Klone pro well vorlagen. Das Gesamtvolumen pro well betrug bei jeder
Zellkonzentration 200 pl, als Medium wurde T-Zell-Medium (RPMI + 10 % Humanserum +
1 % Penicillin / Streptomycin  + 1 % Glutamin) verwendet. Die Klonierung erfolgte in
Anwesenheit von Stimulatorzellen, die zuvor bestrahlt worden waren: LCL
(EBV-transformierte B-Zellen, bestrahlt mit 100 Gy, 1x10°/ well) sowie allogene
Pool-PBMC (von 3 verschiedenen Spendern, siehe 3.2.4.3, Seite 32; bestrahlt mit 30 Gy,
5 x 10* / well). Weiterhin wurden 30 ng/ml anti-CD3, 50 U/ml IL-2 und 2ng/ml IL-15
zugegeben. Nach 7 Tagen wurden 100 pl Medium pro well sowie IL-2 und IL-15 erneuert. An
Tag 13 - 14 der Zellkultur wurden die Klone im ELISpot auf ihre Spezifitdt getestet (siehe
3.2.13, Seite 46). Spezifische Klone wurden weiterexpandiert (siehe 3.2.14, Seite 49).
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3.2.13 ELISpot

Der ELISpot Assay (Enzyme Linked Immuno Spot Assay) ist eine Methode mit der Zytokine
oder Antikorper, die von einzelnen Immunzellen nach Stimulation ausgeschittet werden,
nachgewiesen werden konnen (Czerkinsky et al. 1983). Die Technik basiert auf dem
ELISA Assay (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Zun&chst wird die Membran der
ELISpot-Platten mit  einem  immobilisierten  Fang-Antikérper  (Capture-  oder
Coating - Antikdrper) beschichtet. Nach Blockieren unspezifischer Proteinbindungsstellen der
Membran werden die sezernierenden Effektorzellen zusammen mit den zu untersuchenden
Zielzellen auf die Platten aufgebracht. Die Effektorzellen werden durch den Kontakt mit den

Zielzellen aktiviert und sezernieren Proteine, welche an den immobilisierten
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ability of calls.

Abbildung 3-6 ELISpot Assay

(nach: http://www.sigmaaldrich.com/life-science/custom-oligos/custom-peptides/learning-
center/elispot-assay.html)

Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte und des Reaktionsgeschehens beim ELISpot-
Assay.
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Capture-Antikorper binden. Die Detektion erfolgt tber selektive Bindung eines zweiten,
biotinylierten Antikorpers, gefolgt von der Bindung eines Streptavidins mit gekoppeltem
Reporterenzym, das einen Farbstoff an der Sekretionsstelle umsetzt. Die sezernierten
Produkte werden als farbige Punkte (Spots) auf den Platten sichtbar und kénnen mit einem
ELISpot-Lesegerat ausgewertet werden. Hierbei wird jedes well mit einer im Lesegerat
installierten Kamera abfotografiert, anschlieRend werden Anzahl, Verteilung und Morphologie

der Spots mit Hilfe einer speziellen Software ausgewertet.

3.2.13.1 Interferon y-ELISpot

Ein ELISpot-Assay dauert 3 Tage. Am ersten Tag wurde der Capture-Antikorper 1-D1K auf
die ELISpot-96-well-Platten aufgebracht. Dieser Antikorper bindet sowohl am Boden der
Platte als auch spater an das Antigen der Probe. 1-D1K wurde in einer Konzentration von
10 pg / ml in einem Gesamtvolumen von 50 pl PBS pro well auf die Platten pipettiert. Die
Platten wurden bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Am zweiten Versuchstag wurden die Platten
zunachst viermal mit jeweils 200 ul sterilem PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte ein
Block mit T-Zell-Medium, um unspezifische Bindungen zu verhindern. 150 pl
T-Zell-Medium / well wurden auf die Platten aufgebracht und fur 60 min bei 37 °C inkubiert.
In der Zwischenzeit wurden die T-Zellen (Effektorzellen) und die Zielzellen vorbereitet. Die
T-Zellen wurden gewaschen, gezahlt und in einer Konzentration von 1000 Zellen / well in je
50 ul T-Zell-Medium auf die Platten aufgebracht. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation fur
30 min bei 37 °C. Als Zielzellen wurden Tumorzelllinien und T2-Zellen verwendet. T2-Zellen
wurden zuvor mindestens 2 Stunden mit den zu testenden Peptiden gepulst, hierfir wurden
sie bei 37 °C inkubiert und alle 30 min aufgeschuttelt. Vor dem Aufbringen auf die Platten
wurden die T2-Zellen gezahlt und dreimal gewaschen. Den Tumorzelllinien wurde 48 h vor
Verwendung im  Experiment 100U /ml Interferony  zugegeben um ihre
HLA Klasse-l Expression zu steigern, siehe 3.2.16, Seite 51. Die Zellen wurden ebenfalls
gezahlt und einmal gewaschen. Nach Ende der dreiRigminitigen Inkubationszeit der
T-Zellen wurden die Zielzellen in einem Verhaltnis von 20 : 1 zu den Effektorzellen (pro well
20.000 Zielzellen und 1000 T-Zellen) in 50 ul T-Zell-Medium /well auf die Platten
aufgebracht. Hierbei war auf ein langsames und vorsichtiges Pipettieren zu achten, um ein
Auseinandertreiben des auf der Membran haftenden Antigens zu vermeiden. Die Platten
wurden fur 20 h bei 37 °C inkubiert. Am dritten Tag wurden die Platten 6 x mit Waschpuffer
(PBS /0,05 % Tween) gewaschen. AnschlieRend wurde der Detektions-Antikérper 7-B6-1
(biotinyliert) in einer Konzentration von 2 ug / ml in 200 pl PBS /0,5 % PSA pro well auf die
Platten gegeben. Es folgte eine Inkubation von 2 h bei 37 °C. Die Platten wurden erneut 6 x

mit Waschpuffer gewaschen. Anschlie3end wurde die Streptavidin-Horse Radish-Peroxidase
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(1 /1000 verdinnt) in 200 pl PBS /0,5 % BSA pro well auf die Platten gegeben. Die Platten
wurden anschlieend 2 h lang unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend
der Inkubationszeit wurde die Entwicklerlosung (siehe 3.1.8.2, Seite 25) vorbereitet und
durch einen 0,45 um Nylon-Filter filtriert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Platten
dreimal mit Waschpuffer, anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. Unmittelbar vor
Verwendung der Entwicklerlésung wurden dieser 3 pl 30 % H,O, / ml hinzugeftigt. 100 pl
Entwicklerlésung pro well wurden auf die Platten aufgebracht. Die Reaktion wurde gestoppt,
sobald makroskopisch Farbpunkte (Spots) in den wells sichtbar wurden, was in der Regel
nach 4 - 10 min der Fall war. Nach einer maximalen Reaktionszeit von 12 min wurde die
Reaktion in jedem Fall beendet, auch wenn keine Spots erkennbar waren. Zum Stoppen der
Reaktion wurden die Platten unter flieBendem Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen
wurden die ELISpot-Platten im ELISpot-Lesegerdt ausgewertet. T-Zell-Klone, die eine
spezifische Interferon y-Ausschuttung vorwiesen, wurden weiterexpandiert (siehe 3.2.14,
Seite 49).

3.2.13.2 Granzym B-ELISpot

Die Arbeitsschritte zur Durchfiihrung eines Granzym B ELI-Spots stimmen grundsatzlich mit
denen des Interferon y-Elispots (berein. Jedoch unterscheiden sich die verwendeten
Antikdrper. Beim Granzym B-ELISpot wurde als Fang-Antikérper GB10 (10 pg/ ml)
verwendet, als Detektions-Antikérper kam GB11 (biotinyliert, 2 ug / ml) zum Einsatz.
Weiterhin war das Verhaltnis T-Zellen zu Zielzellen beim Granzym B-ELISpot nicht konstant,
vielmehr wurde die Anzahl der T-Zellen pro well titriert, wohingegen die Anzahl der Zielzellen
konstant bei 20.000 / well blieb. Die Titrationsreihe beinhaltete T-Zell- / Zielzell-Verhaltnisse
von 10 : 1 bis 0,15625 : 1, siehe Tabelle 3-5. Zusatzlich wurden in einigen wells nur T-Zellen
ohne Zielzellen vorgelegt, um eine unspezifische Zytokinfreisetzung der T-Zellen ohne
Kontakt mit Zielzellen zu detektieren.

Tabelle 3-5 Titrationsschema Effektorzellen : Zielze  llen im Granzym B-ELISpot

Verhaltnis T -Zellen : Targetzellen

10:1 5:1 25:1 | 1,25:1 | 0,625:1 | 0,3125:1 | 0,15625:1 | leer
AQ?;ZI'Ie‘ffr 100.000 | 50.000 | 25.000 | 12.500 | 6250 3125 1562 | 100.000
Anzahlder |5, 005 | 20000 | 20.000 | 20.000 = 20.000 | 20.000 20.000 -
Targetzellen
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3.2.14 Expansion spezifischer T-Zellen

T-Zell-Klone, die im ELISpot ein spezifisches Reaktionsmuster gezeigt hatten, wurden in
kleinen Zellkulturflaschen (T25, 25 cm?) weiterexpandiert. Pro Klon wurden 5x 10* bis
1x10° T-Zellen in 25ml T-Zel-Medium (RPMI + 10 % Humanserum +
1 % Penicillin / Streptomycin + 1 % Glutamin) in Anwesenheit von 2,5 x 10’ Pool-PBMC
(bestrahlt mit 30 Gy) und 5 x 10’ LCL (bestrahlt mit 100 Gy) pro Flasche als Stimulatorzellen
in eine T25-Zellkulturflasche dberfuhrt. Am folgenden Tag wurden 30 ng/ml anti-CD3,
50U /mlIL-2 und 2ng/mllIL-15 hinzugefiugt. IL-2 sowie IL-15 wurden alle 2 Tage
hinzugegeben, ein Mediumwechsel von ca. 14 ml/Flasche erfolgte bei sichtbarem
Farbumschlag des vorhandenen Mediums. Nach 10— 14 Tagen Zellkultur wurden die
T-Zellen entweder direkt fur weitere ELISpot-Versuche verwendet oder in Portionen zu
1x10% in jeweils 100 ul T-Zell-Einfriermedium (90 % Humanserum, 10 % DMSO)
kryokonserviert (siehe 3.2.3.5, Seite 30).

3.2.15 VB-Analyse des T-Zell-Rezeptor Repertoires

T-Zell-Klone wurden mittels Limiting-Dilution Klonierung generiert (siehe 3.2.12, Seite 45).
Um festzustellen, ob es sich bei einem T-Zell-Klon nicht nur statistisch, sondern auch
tatsachlich um eine Einzelzellklonierung handelte, wurde eine VB-Analyse des
T-Zell-Rezeptor Repertoires des betreffenden Klons durchgefuihrt. Hierflir wurde das

|OTest® Beta Mark TCR VB Repertoire Kit verwendet. Mithilfe dieses Kits kann das TCR
VB-Repertoire humaner T-Lymphozyten durchflusszytometrisch ermittelt werden. Das Kit
enthalt 8 Flaschchen. Jedes Flaschchen enthélt eine Losung mit drei monoklonalen
Antikdrpern (mAB). Ein Antikdrper ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppelt, der
zweite mit dem Fluoreszenzfarbstoff PE, der dritte ist mit einer ausbalancierten Mischung der

beiden Fluoreszenzfarbstoffe FITC und PE gekoppelt (siehe

Tabelle 3-6, Seite 50). Aufgrund der Tatsache, dass sich VB-Auspragungen in einander
gegenseitig ausschlieRende Kombinationen gruppieren lassen, kénnen 3 VB-Familien mit der
mMAB-Kombination eines Flaschchens nachgewiesen werden. Somit erlaubt der Inhalt der 8
Flaschchen die Analyse von 24 verschiedenen VB-Auspragungen, was etwa 70 % des
normalen humanen TCR VB-Repertoires abdeckt. Infolgedessen wird die Anzahl der flr die

Testung notwendigen Zellen sowie der Zeitaufwand reduziert.
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Tabelle 3-6 VB Familien und entsprechende Fluoreszenzfarbstoffe i m |IOTest® BetaMark Kit

Flaschchen VB Fluoreszenzfarbstoff
VB 5.3 PE

A VB 7.1 PE + FITC
VB 3 FITC
VB 9 PE

B VB 17 PE + FITC
VB 16 FITC
VB 18 PE

C VB 5.1 PE + FITC
VB 20 FITC
VB 13.1 PE

D VB 13.6 PE + FITC
VB 8 FITC
VB 5.2 PE

E VB 2 PE + FITC
VB 12 FITC
VB 23 PE

F VB 1 PE + FITC
VB 21.3 FITC
VB 11 PE

G VB 22 PE + FITC
VB 14 FITC
VB 13.2 PE

H VB 4 PE + FITC
VB 7.2 FITC

Das Farbeprotokoll entsprach dem unter 3.2.10, Seite 41 beschriebenem Verfahren. Fur

jeden Versuchsansatz wurden 10 Probenrdhrchen benétigt. Jedes Rohrchen enthielt
2 - 5x 10° T-Zellen. Die Reagenzien des |OTest® Beta Mark Kits wurden wie in Tabelle 3-7

beschrieben auf die einzelnen Rohrchen verteilt:

Tabelle 3-7 Reagenzienkombinationen fir TCRV  f Analyse

Testrohrchen Reagenzien

Kontrolle 1 20 pl aus Flaschchen A + 10 ul aus Flaschchen mit IgG1 PC5
Kontrolle 2 10 pl aus Flaschchen mit CD3-PC5

Test A 20 ul aus Flaschchen A + 10 pl aus Flaschchen mit CD3-PC5
TestB 20 ul aus Flaschchen B + 10 pl aus Flaschchen mit CD3-PC5
Test C 20 ul aus Flaschchen C + 10 ul aus Flaschchen mit CD3-PC5
TestD 20 pl aus Flaschchen D + 10 pl aus Flaschchen mit CD3-PC5
Test E 20 pl aus Flaschchen E + 10 pl aus Flaschchen mit CD3-PC5
Test F 20 ul aus Flaschchen F + 10 ul aus Flaschchen mit CD3-PC5
Test G 20 ul aus Flaschchen G + 10 ul aus Flaschchen mit CD3-PC5
TestH 20 pl aus Flaschchen H + 10 pl aus Flaschchen mit CD3-PC5
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3.2.16 Hochregulierung der HLA-Expression in Tumor  zelllinien durch Interferon 'y

HLA-Molekile (Human leukocyte antigen, humanes Leukozytenantigen) prasentieren
aufbereitete Antigene auf ihrer Zelloberflache und sind fir die Antigenerkennung durch
T-Zellen erforderlich. Somit sind HLA-Klasse | Molekdle fir die Erkennung von Tumorzellen
durch tumorspezifische CTL ein essentieller Faktor, insbesondere da tumorspezifische
Antigene meist intrazellulare Proteine sind, die mit Hilfe von membrangebundenen
HLA-Klasse | Molekilen an der Zelloberflache prasentiert werden. Eine fehlende oder nur
geringflgige Auspragung von HLA-Klasse | Molekullen, beispielsweise durch einen Verlust
oder eine Herunterregulierung der HLA-Expression kann somit dazu fihren, dass Tumoren
von T-Zellen nicht erkannt werden und folglich deren immunologischer
Uberwachungsfunktion entgehen. Ein derartiger Verlust oder eine Herunterregulierung von
HLA-Klasse | Molekillen kann beispielsweise durch Abwesenheit von Beta2-Mikroglobulin,
TAP-Defizienz, Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity), sowie strukturelle
Genmutationen verursacht werden (Masuda et al. 2007). Wenn die geringe oder fehlende
HLA-Klasse | Expression nicht auf Verlust essentieller Genfunktionen sondern auf
Herunterregulation der Transkription beruht, kann die HLA-Klasse | Expression der Zelllinien
durch Zugabe von Interferony induziert werden (Chang et al. 1992). Aus diesem Grund
wurde im Rahmen dieser Arbeit den Tumorzelllinien zur Verstarkung der
HLA-Klasse | Expression 48 Stunden vor Verwendung im ELISpot-Assay 100 U/ ml

Interferon y ins Zellkulturmedium zugegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 HLA-A*0201 Peptidbindungstest
Die Bindungsfahigkeit der HLA-A*0201 spezifischen Zielepitope wurde zun&chst durch in

silico-Berechnung vorhergesagt. Um die Bindungsfahigkeit in vitro zu verifizieren wurden
T2-Zellen mit dem jeweiligen Peptid inkubiert (gepulst) und anschlieRend
durchflusszytometrisch analysiert. Als Positivkontrolle wurde das Influenza-Peptid
(GILGFVFHL) verwendet, welches eine hohe HLA-A*0201-Bindungsaffinitat aufweist. Als
Negativkontrolle dienten T2-Zellen ohne Peptid, die HLA-A*0201 in geringem Ausmalf
exprimieren. Abbildung 4-1 zeigt die Fluoreszenzintensitat der mit HLA-A2-Antikdrper
markierten T2-Zellen der Negativkontrolle sowie der mit 50 uM bzw. 100 uM Influenza-Peptid

inkubierten T2-Zellen der Positivkontrolle.
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Isotyp ohne Peptid Influenza 50 M Influenza 100 uM
Abbildung 4-1 Bindungsaffinitat des Influenzapeptid s an HLA-A*0201

Die Bindungsaffinitdt des Influenzapeptids wird dargestellt durch die Hohe der Fluoreszenzintensitat nach
Anféarbung mit einem HLA-A*0201-spezifischen Antikdrper, welche mit der Hohe der HLA-A*0201-Expresison
und folglich der Bindungsaffinitat korreliert.

Dargestellt wird die Fluoreszenzintensitat der HLA-A*0201-Isotypen, von T2-Zellen ohne Peptid sowie T2-Zellen
inkubiert mit 50 uM bzw. 100 puM Influenza-Peptid.

Nach Messung der Fluoreszenzintensitat der einzelnen Testpeptide wurde ihre jeweilige
relative Affinitat nach der in 3.2.2, Seite 28 dargestellten Formel berechnet. Die Relative
Affinitéat (RA) der Positivkontrolle mit Influenza-Peptid wurde auf 100 % festgesetzt und die
zu testenden Peptide hierzu ins Verhéltnis gesetzt.
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4.1.1 STK32B

Fur STK32B wurden aufgrund der guten in silico Vorhersagen die Peptide 186 und 124
bestellt und deren relative Affinitat durchflusszytometrisch getestet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 4-1 und Abbildung 4-2 dargestellt.

Tabelle 4-1 Relative Affinitaten der STK32B-Peptide i m HLA-A*0201 Bindungsassay

%
. RA
Peptid HLA-Allel Sequenz Influenza Influenza
[50 uM] [100 puM] 50 UM] [100 UM]

Influenza HLA-A*0201 GILGFVFTL 3,08 2,97 100 100

STK32B-124 HLA-A*0201 KLYICELAL 2,51 2,53 81,72 85,36

STK32B-186 HLA-A*0201 YMAPEVFQV 3,73 3,60 121,27 121,21
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STK32B-186 STK32B-124

Abbildung 4-2 Relative Affinitat von STK32B Peptiden in prozentualem Anteil zur RA des
Influenza-Peptids

Die RA wurde berechnet auf Grundlage der Bindungsaffinitdt von T2-Zellen nach Inkubation fur 16 h mit 50 uM
(jeweils linker Balken) bzw. 100 uM (jeweils rechter Balken) STK32B-186-Peptid (rot) bzw. STK32B-124-Peptid
(blau) in Relation zur Positivkontrolle mit Influenza-Peptid.

Beide STK32B-Peptide zeigten eine gute HLA-A*0201-Bindungsaffinitat in der
Durchflusszytometrie. STK32B-186, dessen Bindungsaffinitat die der Positivkontrolle
Ubertraf, wurde fir weitere Versuche ausgewahlt, ein entsprechendes Pentamer flr die

spatere Sortierung peptidspezifischer CTLs wurde in Auftrag gegeben.

4.1.2 LILRA2

Fur LILRA2 wurden zuné&chst die Peptide 207 und 274, dann auch 7 und 462 aufgrund der in
silico Pradiktion ausgewahlt, bestellt und durchflusszytometrisch getestet. LILRA2-127 zeigte
ungenugende, LILRA2-7 durchschnittlich ausgepragte Bindungseigenschaften im
HLA-A*0201-Bindungsassay. Sowohl LILRA2-274 als auch LILRA2-462 verzeichneten eine
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gute Bindungsaffinitdét und wurden deshalb als vielversprechende Kandidaten fur weitere
Versuche erachtet. Jedoch war eine Synthese der entsprechenden Pentamere von der
Herstellerfirma nicht mdglich, sodass die Auswahl neuer Peptide erforderlich war. Aus den
LILRA2-Peptiden 127, 30 und 212 zeigte LILRA2-30 die hochste Bindungsaffinitat an
HLA-A*0201 im Vergleich zu Influenza-Peptid. Die Bindungsaffinitatswerte von LILRA2-30
lagen bis zu 48 % Uber denen der Positivkontrolle, sodass dieses Peptid flr weitere
Versuche ausgewahlt wurde und ein entsprechendes Pentamer angefertigt wurde. Tabelle

4-2 und Abbildung 4-3 zeigen die relativen Bindungsaffinitaten der LILRA2-Peptide.
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Abbildung 4-3 Relative Affinitdt von LILRA2-Peptiden in prozentualem Anteil zur RA des Influenza-Peptids

Die RA wurde berechnet auf Grundlage der Bindungsaffinitéat von T2-Zellen nach Inkubation fiir 16 h mit 50 uM
(jeweils linker Balken) bzw. 100 pM (jeweils rechter Balken) LILRA2-Peptid im Vergleich zur Affinitdt von
T2-Zellen inkubiert mit Influenza-Peptid. LILRA2-30 (rot) weist die hdchste RA im Vergleich zur Positivkontrolle
auf.

Tabelle 4-2 Relative Affinitaten der LILRA2-Peptide  im HLA-A*0201-Bindungsassay

%
. RA
Peptid HLA-Allel Sequenz Influenza Influenza
[50 uM] [100 pM] [50 uM] 100 uM

LILRAZ -7 HLA-A*0201 | VLICLGLSL | 1,29 1,18 74,28 79,59
LILRA2-30 | HLA-A*0201 | TLWAEPGSV 2,37 2,76 135,43 148,15
LILRA2-127 | HLA-A*0201 | ALPSPVVTL 1,38 0,78 78,57 41,67
LILRA2-207 | HLA-A*0201 | SLPSDLLEL 1,91 1,95 61,68 65,66
LILRA2-212 | HLA-A*0201 | LLELLVPGV 1,57 2,07 89,72 111,29
LILRA2-274 | HLA-A*0201 | GLSQANFTL 3,15 3,01 102,11 101,30
LILRA2-462 | HLA-A*0201 | VLGILLFEA 1,61 1,42 93,07 96,59
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4.2 Allogenes in vitro Priming

Reife, HLA-A*0201" Dendritische Zellen wurden mit dem jeweiligen Zielpeptid (1 ug pro
1x10® DC) inkubiert und zum Priming naiver, HLA-A*0201 zytotoxischer T-Zellen
verwendet. Nach einer zweiwochigen Expansionsphase wurden die T-Zellen geerntet und
die peptidspezifischen CTL mittels Pentamer-Sortierung isoliert. Die peptidspezifischen CTL
wurden durch Limiting Dilution kloniert und mittels ELISpot-Assays weiter charakterisiert. Als
Zielzelllinien kamen in den ELISpot-Assays T2-Zellen, welche mit Peptiden inkubiert wurden,
sowie die Tumorzelllinien Nalm6, 697, CALL2, K562 und A673 zum Einsatz. Die
Eigenschaften der Zelllinien sind in 3.1.7, Seite 24 dargestellt. Nalm6 ist eine HLA-A*0201"
CALL-Zelllinie, die STK32B und LILRAZ2 exprimiert. Eine Reaktion der CTL auf Nalm6 sprach
somit fir eine peptidspezifische Erkennung von cALL-Zellen im korrekten HLA-Kontext. 697
ist eine HLA-A*0201" cALL-Zelllinie, STK32B und LILRA2 werden jedoch nicht exprimiert.
Eine Reaktion der CTL auf 697 deutete auf eine HLA-Erkennung der cALL-Zelllinie durch die
allorestringierten CTL hin. CALL2 ist eine HLA-A*0201 negative cALL-Zelllinie, welche
STK32B und LILRA2 in geringem Male exprimiert. Sie diente als Kontrolle der
Allorestriktion. Die HLA-A*0201" EFT-Zellinie A673 wurde als Kontrolle fur die
CALL-Spezifitat eingesetzt. K562 diente als Kontrolle fur unspezifische NK-Zell-Aktivitat. Um
die HLA-Expression der Tumorzelllinien zu steigern, wurden 48 h vor Verwendung im

EliSpot-Assay 100 U / ml Interferon y ins Zellkulturmedium zugegeben.

Vor jedem ELISpot-Experiment erfolgte eine zweiwdchige Expansionsphase. Insgesamt
wurden 5 Pentamer-Sorts fir STK32B und 2 fur LILRA2 durchgefiihrt. Nachfolgend sind die

relevantesten Ergebnisse aufgefiihrt.

4.2.1 STK32B

HLA-A*0201" reife Dendritische Zellen wurden mit 1 ug STK32B-186 (YMAPEVFQV) pro
1x10° DC beladen und zur Aktivierung HLA-A*0201° CD8" T-Zellen verwendet. Nach
zweiwochiger Expansion wurden die T-Zellen geerntet und mit peptidspezifischem

PE-markiertem Pentamer sowie FITC-gekoppeltem CD8-Antikdrper angefarbt.
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105

Durchflusszytometrische Analyse der mit peptidspezifischem, PE-gekoppeltem Pentamer und FITC-gekoppeltem
CD8-Antikdrper angeféarbten T-Zellen. Anzahl der doppeltpositiven (CD8-FITC und STK32B-186-Pentamer-PE)
Zellen im Analysefenster P5: 629

Aus etwa 2,5 x 107 lebenden Zellen wurden 629 Zellen als doppelt positiv (CD8-FITC und
Pentamer-PE) gewertet und in einem Reagenzgefald mit Humanserum gesammelt. Der
Anteil peptidspezifischer T-Zellen im CTL-Pool betrug somit etwa 0,025 %. Die ausgewahlten
Zellen wurden anschlieBend mittels Limiting Dilution Kkloniert und in einer statistischen
Konzentration von einer bzw. 3 T-Zellen pro well auf 96-well-Platten aufgebracht. Zwei
Wochen nach Expansion der ausgewahlten und vereinzelten T-Zellen wurde die Spezifitat
der Zellen in einem Interferon y-ELISpot Uberprift. Als Zielzellen fir den ELISpot dienten
T2-Zellen, die fur die Positivkontrolle mit STK32B-186 (YMAPEVFQV), fur die
Negativkontrolle mit Influenzapeptid (GILGFVFHL) inkubiert wurden. Abbildung 4-5, Seite 57
zeigt die Darstellung der Interferon y-Ausschuttung bei Kontakt mit relevantem / irrelevantem

Peptid einiger T-Zell-Klone.
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Abbildung 4-5 IFN vy Screening alloreaktiver STK32B-186-spezifischer CTL

IFNy-Ausschittung ausgewahlter alloreaktiver CTL-Klone bei Kontakt mit T2-Zellen, welche zuvor mit relevantem
(STK32B-186, blau) bzw. irrelevantem (Influenza, rot) Peptid inkubiert wurden. 1A1, 1D1, 2A10, 3B2, 3G2, 2D4
und 2E7 zeigten eine deutliche IFNy-Auschittung bei Kontakt mit relevantem Peptid und somit eine spezifische
Erkennung des STK32B-Peptids.

Die 7 Klone 1A1, 1D1, 2A10, 3B2, 3G2, 2D4 und 2E7 zeigten eine spezifische
Interferon y-Ausschittung in der Positivkontrolle und wurden flr Folgeexperimente
weiterexpandiert. Alle 7 Klone stammten aus Platten, bei denen nach Limiting Dilution

statistisch eine T-Zelle pro well ausgeséat worden war.

Jedoch erwiesen sich die Klone STK32B-186-1D1 und STK-32B-186-3B2 im Verlauf als

unspezifisch und wurden somit nicht in Folgeversuchen weiter charakterisiert.

4.2.1.1 STK32B-186-1A1

Zwei Wochen nach der initialen Interferon y-Analyse erfolgte ein weiterer IFNy-Assay, in dem
der Klon jedoch unspezifisch reagierte. Daraufhin wurden die Zellen in Portionen zu je
1 x 10° Zellen eingefroren. Die Zellen wurden spéter fiir weitere Versuche aufgetaut und vor
weiterer Verwendung 2 Wochen expandiert. Im darauffolgenden IFNy-ELISpot zeigte
STK32B-186-1A1 Peptidspezifitdt und eine Erkennung von cALL-Tumorzelllinien, allerdings
in sehr geringfligiger Auspragung, siehe Abbildung 4-6 und Abbildung 4-7, Seite 58.
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Abbildung 4-6 Peptidspezifitat von STK32B-186-1A1 im Screening-IFN y-ELISpot

IFNy-Ausschiittung beim Kontakt mit T2-Zellen, die vorher mit relevantem (STK32B-186) bzw. irrelevantem
(Influenza) Peptid inkubiert wurden. Die Balkenbeschriftung entspricht der Anzahl der detektierten Spots.
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Abbildung 4-7 Peptidspezifitat von STK32B-186-1A1 im IFNy-ELISpot mit Tumorzelllinien

IFNy-Ausschuttung beim Kontakt mit peptidbeladenen T2-Zellen der Positiv-/Negativkontrolle und den
HLA-A*0201" cALL-Linien Nalmé (exprimiert STK32B) und 697 (STK32B negativ) im Vergleich zur HLA-A*0201
CALL-Linie (CALL2) sowie Negativkontrollen zur cALL-Spezifitat (A673) und unspezifischer NK-Zell-Aktivitat
(K562). Es zeigte sich eine spezifische Erkennung des Antigens in T2-Zellen.

Im Granzym B-Assay, in dem die Zytotoxizitdt beim Kontakt mit Tumorzelllinien getestet
wurde, zeigte STK32B-186-1A1 spezifische Reaktionen. Die cALL-Tumorzelllinien losten
starkere Reaktionen aus als die Negativkontrolle zur NK-Zell-Aktivitat K562 und die
Negativkontrolle  mit  leeren  wells, die zur Kontrolle einer spontanen
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Granzym B-Ausschittung nur mit T-Zellen, aber nicht mit Zielzellen beladen waren.
Nachdem im ersten Granzym B-ELISpot 697 die starkste Reaktion ausloste (nicht
abgebildet), provozierte im darauffolgenden Granzym B-Assay die
HLA-A*0201" cALL-Zelllinie Nalm6, welche STK32B exprimiert, die starkste Reaktion. Der
Klon reagierte besser auf die HLA-A*0201 cALL-Zelllinie CALL2, welche STK32B in
geringem MaRe exprimiert, als auf die STK32B-negative HLA-A*0201" cALL-Zelllinie 697,
siehe Abbildung 4-8. Die starke Reaktion auf die HLA-A*0201" cALL-Zelllinien kann als eine
Allorestriktion des Klons gedeutet werden. Jedoch l6ste auch die HLA-A*0201" cALL-Zelllinie
CALL2, welche STK32B-186 exprimiert, messbare Reaktionen aus, was auf eine

peptidspezifische Reaktion des Klons zurlickgefuhrt werden kénnte.
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Abbildung 4-8 Peptidspezifische Zytotoxizitat von STK 32B-186-1A1 im Granzym B-Assay

Dargestellt wird die Granzym B-Ausschittung bei Effektor-/Zielzellverhaltnis von 2,5 : 1 bzw. 1,25 : 1
Es zeigt sich eine peptidspezifische Zytotoxizitat der allorestringierten CTL bei Kontakt mit der STK32B-186-
exprimierenden, HLA-A*0201" cALL-Zelllinie Nalm6.

4.2.1.2 STK32B-186-2A10

Im IFNy-Screening reagierte der Klon STK32B-186-2A10 gut auf die mit spezifischem Peptid
beladenen T2-Zellen. Wie beim Klon STK32B-186-1A1 reagierte auch Klon 2A10 im zweiten
IFNy-ELISpot unspezifisch und wurde zun&chst kryokonserviert. Nach dem Auftauen und
zweiwdchiger Expansion wurde ein IFNy-ELISpot durchgefiihrt, in dem STK32B-186-2A10
spezifisch die peptidbeladenen T2-Zellen der Positivkontrolle erkannte, wobei der
Unterschied zur Reaktion auf die Negativkontrolle (T2-Zellen inkubiert mit Influenza-Peptid)
signifikant war (p = 0,008), siehe Abbildung 4-9, Seite 60. Weiterhin wurde die Reaktion auf

Tumorzelllinien getestet, hierbei zeigte sich eine sehr geringfligig ausgepréagte Erkennung
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der cALL-Tumorzelllinien (nicht abgebildet). Die HLA-A*0201" cALL-Zelllinie Nalmé, welche
STK32B-186 exprimiert, wurde am besten erkannt.
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Abbildung 4-9 Peptidspezifitat von STK32B -186-2A10 im initialen Screening sowie im wiederholten
IFNy-ELISpot

Dargestellt wird die spezifische IFNy-Ausschittung bei Kontakt mit STK32B-peptidbeladenen T2-Zellen im
initialen Screening (A) sowie im wiederholten IFNy-ELISpot-Assay (B) im Vergleich zur Negativkontrolle
(Influenza). Balkenbeschriftung entspricht der Anzahl der detektierten Spots im Screening-ELISpot.

Es zeigt sich eine signifikante Peptidspezifitdt von STK32B-186-2A10 (p = 0,008) (B).
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Abbildung 4-10 Peptidspezifische Zytotoxizitat von STK32B-186-2A10 im Granzym B-ELISpot

Dargestellt ist die Granzym B-Ausschuttung bei einem Effektor-/Zielzellverhaltnis von 2,5 : 1 bzw. 1,25 : 1.
Es zeigt sich eine peptidspezifische Zytotoxizitat der allorestringierten CTL bei Kontakt mit der STK32B-186-
exprimierenden, HLA-A*0201" cALL-Zelllinie Nalm6.
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Im Granzym B-Assay wurde die spezifische Zytotoxizitdt der T-Zellen Uberprift, siehe
Abbildung 4-10, Seite 60. Hierbei zeigte STK32B-186-2A10 eine ausgepragte
Granzym B-Ausschittung bei Kontakt mit der HLA-A*0201" cALL-Zelllinie Nalm6. Der
Kontakt mit 697 loste kaum Reaktionen aus, wohingegen eine vermehrte
Granzym B-Ausschuittung bei der HLA-A*0201" cALL-Linie CALL2 festzustellen war, welche
STK32B in geringem Ausmald exprimiert. Die Reaktion auf die cALL-Zelllinien war starker
ausgepragt als auf die Negativkontrollen K562 (NK-Zell-Aktivitat) und leere wells (nur
T-Zellen ohne Zielzellen zum Ausschluss von spontaner Granzym B-Ausschittung). Somit
erfolgte eine peptidspezifische zytotoxische Reaktion der allorestringierten CTL auf die

STK32B-exprimierende Zelllinie Nalm6 mit guter Diskrimination zu den Negativkontrollen.

4.2.1.3 STK32B-186-3G2

Der Klon STK32B-186-3G2 reagierte im initialen IFNy-Screening auf die mit
STK32B-186-Peptid beladenen T2-Zellen mit guter Diskriminierung zur Negativkontrolle,
siehe Abbildung 4-11.
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Abbildung 4-11 Peptidspezifitdt von STK32B-186-3G2i m initialen Screening-IFN y-ELISpot-Assay

Dargestellt wird die spezifische IFNy-Ausschiittung beim Kontakt mit STK32B-peptidbeladenen T2-Zellen im
Vergleich zur Negativkontrolle (Influenza).
Die Balkenbeschriftung entspricht der Anzahl der detektierten Spots.

In folgenden INFy-Screens zeigte sich der Klon jedoch unspezifisch und wurde zunéchst
kryokonserviert. Auch in weiteren IFNy-ELISpots nach Auftauen und Re-Expansion war
keine spezifische Reaktion feststellbar, jedoch lieRen sich spezifische zytolytische
Reaktionen bei Kontakt mit cALL-Tumorzelllinien im Granzym B-ELISpot nachweisen, siehe
Abbildung 4-12, Seite 62.
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Abbildung 4-12 Peptidspezifische Zytotoxizitat von STK32B-186-3G2 im Granzym B-ELISpot

Dargestellt wird die Granzym B-Ausschittung von STK32B-186-3G2 bei Kontakt mit Tumorzelllinien bei einem
Effektor-/Zielzellverhaltnis von 2,5 : 1 bzw. 1,25 : 1.

Es zeigt sich eine peptidspezifische Zytotoxizitat der allorestringierten CTL bei Kontakt mit der STK32B-186-
exprimierenden, HLA-A*0201" cALL-Zelllinie Nalm6. Sterne kennzeichnen signifikante Unterschiede in der
Granzym B-Ausschuttung bei Kontakt mit Nalmé im Vergleich zu den Kontrollzelllinien (* p < 0,05, ** p < 0,01).

Der Klon 3G2 zeigte eine spezifische Zytotoxizitat bei Kontakt mit der HLA-A*0201" STK32B-
exprimierenden cALL-Zellinie Nalm6, mit guter Diskrepanz zur HLA-A*0201 cALL-Linie
CALL2 und zu den Negativkontrollen K562 und T-Zellen allein. Die aussagekraftigsten
Ergebnisse wurden bei einem Effektor-/ Zielzell-Verhaltnis von 2,5:1 bzw. 1,25:1
beobachtet. Es liel3 sich eine lediglich gering ausgepragte Erkennung von 697, der zweiten
HLA-A*0201" cALL-Linie, finden, welche STK32B nicht exprimiert. Dies lieR auf eine
peptidspezifische  zytotoxische  Reaktion der allorestringierten CTL auf die
STK32B-exprimierende, HLA-A*0201" cALL-Zelllinie Nalmé schlieRen. Die Unterschiede in
der Reaktion bei Kontakt mit Nalm6 im Vergleich zu den Kontrollzelllinien beim
Effektor- / Zielzellverhdltnis von 2,5 : 1 waren statistisch signifikant.

4.2.1.4 STK32B-186-2D4

Im initialen IFNy-Screen zwei Wochen nach Beginn der ersten Expansion zeigte der Klon
2D4 gute Peptidspezifitat. Die mit spezifischem Peptid gepulsten T2-Zellen wurden gut
erkannt, siehe Abbildung 4-13, Seite 63.
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Abbildung 4-13 Peptidspezifitdt von STK32B-186-2D4 i m initialen Screening IFN y-ELISpot-Assay

Dargestellt wird die spezifische IFNy-Ausschittung beim Kontakt mit STK32B-peptidbeladenen T2-Zellen im
Vergleich zur Negativkontrolle (Influenza).
Die Balkenbeschriftung entspricht der Anzahl der detektierten Spots.

Im weiteren Verlauf zeigte sich 2D4 jedoch unspezifisch im Interferon-Assay. Allerdings lief3
sich im Granzym B-ELISpot eine spezifische Granzym B-Ausschuttung bei Kontakt mit den
HLA-A*0201" cALL-Zelllinien Nalmé und 697 nachweisen, wobei die Reaktion auf Nalmé
starker ausgepragt war. Da Nalm6 im Gegensatz zu 697 STK32B exprimiert kann dies als
eine peptidspezifische Reaktion gewertet werden. Der Klon reagierte kaum auf die
HLA-A*0201" Zelllinie CALL2 wund zeigte kaum Spontanaktivitdit. Die hdhere
Granzym B-Ausschittung bei Kontakt mit den HLA-A*0201 positiven cALL-Zelllinien Nalm6
und 697 im Vergleich zur HLA-A*0201" cALL-Zelllinie CALL2 deutet auf eine
HLA-A*0201-Spezifitat der alloreaktiven CTL hin. Die spezifische Granzym B-Ausschittung
war auch in nachfolgenden Titrations-Assays nachweisbar, die Reaktionsintensitat war
jedoch im Verlauf abnehmend, siehe Abbildung 4-14, Seite 64.
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Abbildung 4-14 Peptidspezifische und HLA-A*0201 spe  zifische Zytotoxizitat von STK32B-186-2D4 im
Granzym B-ELISpot

Gezeigt wird die Granzym B-Ausschiuttung bei Kontakt mit Tumorzelllinien bei titriertem Effektor-
/Zielzellverhéltnis von 10 : 1 bis 0,156 : 1 (A) bzw. 5 : 1 bei wiederholtem Granzym B-Assay (B).

Es zeigt sich eine peptidspezifische Zytotoxizitat der allorestringierten CTL bei Kontakt mit der HLA-A*0201",
STK32B-186-exprimierenden cALL-Zelllinie Nalm6 im Vergleich zu den Kontrollzelllinien. Sterne kennzeichnen
das Signifikanzniveau der Unterschiede in den Reaktionen bei Kontakt mit Nalmé im Vergleich zur HLA-A*0201
negativen cALL-Zelllinie CALL2 (A) bzw. zu allen Kontrollzellllinien (B) (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).

4.2.1.5 STK32B-186-2E7

Der Klon 2E7 zeigte im initialen IFNy-Screening eine sehr gute Erkennung der mit
relevantem Peptid beladenen T2-Zellen, wohingegen der Kontakt mit den
Influenza-peptidbeladenen T2-Zellen der Negativkontrolle nahezu keine Reaktion hervorrief,

siehe Abbildung 4-15, Seite 65.
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Abbildung 4-15 Peptidspezifitdt von STK32B-186-2E7 im initialen Screening-IFN y-ELISpot-Assay

Dargestellt wird die spezifische IFNy-Ausschiittung beim Kontakt mit STK32B-peptidbeladenen T2-Zellen im
Vergleich zur Negativkontrolle (Influenza).
Die Balkenbeschriftung entspricht der Anzahl der detektierten Spots.

Im Verlauf weiterer Expansionszyklen und ELISpot-Testungen zeigte sich der Klon
zunehmend unspezifisch im IFNy-Assay. Eine spezifische Reaktion auf Tumorzelllinien
konnte hier nicht nachgewiesen werden. Trotz der mangelnden Spezifitdt im IFNy-Assay
zeigte der Klon im Granzym B-ELISpot gute Ergebnisse. Beim Kontakt mit
HLA-A*0201" cALL-Zelllinien war eine spezifische Granzym B-Ausschittung zu beobachten.
Die hochste Granzym B-Ausschittung erfolgte im Sinne einer peptidspezifischen Reaktion
bei Kontakt mit der STK32B-exprimierenden cALL-Linie Nalm6. 697, welche kein STK32B
exprimiert, wurde in geringerem Ausmald erkannt, jedoch war die Granzym B-Ausschittung
héher als bei der HLA-A*020" cALL-Zelllinie CALL2, was auf eine HLA-A*0201-Spezifitat des
Klons hindeutet. Diese Spezifitat blieb in darauffolgenden Granzym B-ELISpots zunachst
erhalten, nahm im Verlauf jedoch ab. Nachfolgend werden die deutlichsten Ergebnisse der
Titrations-Assays gezeigt, siehe Abbildung 4-16, Seite 66. Beim Effektor- / Zielzellverhaltnis
von 2,5 : 1 im ersten Granzym B-ELISpot I6ste der Kontakt mit Nalm6 eine sehr ausgepragte
Granzym B-Freisetzung der Effektorzellen aus, sodass aufgrund der hohen Dichte der Spots
keine Auswertung deren Anzahl erfolgen konnte, infolgedessen auch eine statistische
Auswertung nicht mdglich war. Aufgrund der hochgradigen Reaktivitat beim Kontakt mit
Nalm6é im Vergleich zu den Kontrollzelllinien kann jedoch von einer Signifikanz der
spezifischen Zytotoxizitat ausgegangen werden.
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Abbildung 4-16 Peptidspez ifische und HLA -A*0201 spezifische Zytotoxizitat von STK32B -186-2E7 im
Granzym B-ELISpot

Dargestellt wird die Granzym B-Ausschittung von STK32B-186-2E7 bei Kontakt mit Tumorzelllinien. Die
deutlichsten Unterschiede ergaben sich bei einem Effektor- / Zielzellverhéltnis von 2,5 : 1 und 1,25 : 1 (A) bzw.
von 5 : 1 im wiederholten Granzym B — Assay (B).

TNTC= too numerous to count (Auswertung aufgrund zu hoher Anzahl der ELISpot-Punkte nicht mdglich).

Sterne kennzeichnen Signifikanzniveau der Unterschiede in der Reaktion bei Kontakt mit Nalm6é im Vergleich zu
den Kontrollzelllinien (*p < 0,05).

Es zeigte sich eine peptidspezifische Zytotoxizitat der allorestringierten CTL beim Kontakt mit der HLA-A*0201",
STK32B exprimierenden cALL-Zelllinie Nalm6 im Vergleich zu den Kontrollzelllinien.

Es wurden 5 STK32B-spezifische CTL-Klone im Interferony-ELISpot auf ihre
peptidspezifische Erkennung antigenexprimierender Zielzellen sowie im Granzym B-ELISpot
auf ihre peptidspezifische Zytotoxizitat beim Kontakt mit den Zielzellen getestet. Alle
untersuchten CTL-Klone zeigten eine peptidspezifische Erkennung ihrer Epitope im initialen
IFNy-ELISpot, auffallend war jedoch eine im Verlauf abnehmende Reaktivitdt und eine
Zunahme unspezifischer Reaktionen, vor allem im IFNy-Assay. Dahingegen blieb die
Reaktivitat, wenn auch hier im Verlauf tendenziell abnehmend, im Granzym B-ELISpot
langer erhalten. Alle untersuchten Klone reagierten im Zytotoxizitats-Assay mit einer
spezifischen Granzym-B-Ausschittung, welche bei Kontakt mit der HLA-A*0201°,
STK32B-exprimierenden cALL-Zelllinie Nalm6é durchwegs am hdchsten ausgepragt war.
Somit gelang die Generierung allorestringierter STK32B-spezifischer CTL, die selektiv das
prasentierte Antigen erkannten und in der Lage waren, antigenexprimierende Zellen im
korrekten HLA-Kontext abzutéten.
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4.2.2 LILRA2

CD8" T-Zellen wurden mit reifen Dendritischen Zellen kokultiviert, welche zuvor mit
LILRA2-30 Peptid (TLWAEPGSV) inkubiert worden waren. Nach einer zweiwochigen
Expansionsphase wurden die T-Zellen geerntet und mit PE-gekoppeltem Pentamer sowie
FITC-markiertem CD8-Antikdrper angefarbt um die LILRA2-spezifischen T-Zellen zu

isolieren.
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Abbildung 4-17 Sorting der LILRA2-30 Pentamer-PE / CD8- FITC doppeltpositiven, antigenspezifischen
T-Zellen

Dargestellt wird die durchflusszytometrische Analyse der mit peptidspezifischem, PE-gekoppeltem Pentamer und
FITC-gekoppeltem CD8-Antikérper angefarbten T-Zellen. Anzahl der doppeltpositiven (CD8-FITC und STK32B-
186-Pentamer-PE) Zellen im Analysefenster P5: 152

Doppelt positive Zellen (CD8-FITC + Pentamer-PE) wurden als spezifisch gewertet und in
einem separaten ReagenzgefaR gesammelt. Aus etwa 2,85 x 10 lebenden T-Zellen wurden
152 doppelt positive CTL isoliert, somit betrug der Anteil peptidspezifischer T-Zellen etwa
0,000537 % der Gesamtzellzahl. Es erfolgte eine Klonierung der Zellen mittels Limiting
Dilution, wobei statistisch 1,5 T-Zellen pro well ausgesat wurden, anschlieend wurden die
T-Zellen zwei Wochen expandiert. Am Ende der Expansionsphase wurde ein initialer

IFNy-ELISpot zum Screening der Spezifitdt der Zellen durchgefuhrt. Hierbei wurde die
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Reaktion der Zellen auf peptidbeladene T2-Zellen getestet. Als Positivkontrolle dienten
T2-Zellen, welche mit dem Testpeptid LILRA2-30 inkubiert wurden, als Negativkontrolle
T2-Zellen beladen mit Influenza-Peptid. Abbildung 4-18 zeigt die IFNy-Ausschittung der CTL

aus einigen wells.
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Abbildung 4-18 IFN y Screening-ELISpot alloreaktiver LILRA2-30 spezifische  r CTL

Dargestellt wird die IFNy-Ausschittung ausgewahlter alloreaktiver CTL-Klone bei Kontakt mit T2-Zellen, welche
zuvor mit relevantem (LILRA2-30) bzw. irrelevantem (Influenza) Peptid inkubiert wurden. 1G4, 1H3 und 5H4
zeigten eine spezifische Erkennung des LILRA2-30-Peptids.

Die 3 Klone 1G4, 1H3 und 5H4 zeigten hierbei spezifische Reaktionen und wurden fur

weitere Versuche ausgewahlt und expandiert.

4.2.2.1 LILRA2-30-1G4

Im initialen IFNy-Screening zwei Wochen nach der Einzelzellklonierung mittels Limiting
Dilution erkannte LILRA2-30-1G4 spezifisch die mit LILRA2-30-Peptid gepulsten T2-Zellen,
wohingegen die Negativkontrolle kaum Reaktionen hervorrief. Die Spezifitit sowie die
Reaktion auf Tumorzelllinien wurden in weiteren IFNy-ELISpots untersucht. Hierbei zeigte
der Klon zwar weiterhin eine spezifische Reaktion auf T2-Zellen mit
relevantem / irrelevantem Peptid, jedoch war die Reaktion geringer ausgepragt als im

initialen Screening, siehe Abbildung 4-19, Seite 69.
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Abbildung 4-19 Peptidspezifitat von LILRA2 -30-1G4 im initialen sowie wiederholten IFN  y-ELISpot

Dargestellt wird die spezifische IFNy-Ausschiittung bei Kontakt mit LILRA2-peptidbeladenen T2-Zellen im initialen
IFNy-Screening (A) sowie beim wiederholten IFNy-ELISpot (B) im Vergleich zur Negativkontrolle (Influenza). Die
Balkenbeschriftung entspricht der Anzahl der detektierten Spots (A).

LILRA2-30-1G4 war in der Lage, die HLA-A*0201" cALL-Zelllinie Nalm6 im IFNy-Assay
spezifisch zu erkennen, siehe Abbildung 4-20, Seite 70. Die Reaktion auf die zweite
HLA-A*0201" cALL-Zelllinie 697 fiel geringer aus, war jedoch weiterhin gut abgrenzbar von
der Reaktion auf die HLA-A*0201 cALL-Linie CALL2. Dies deutet sowohl auf eine
HLA-Restriktion als auch eine peptidspezifische Reaktion des Klons hin, da Nalm6 im
Gegensatz zu 697 LILRA2 exprimiert. Die Peptidspezifitat von 1G4 wurde zusatzlich mit Hilfe
des Zellkonstrukts Cos-7 getestet, siehe Abbildung 4-20, Seite 70. Cos-7 ist eine etablierte
Affen-Fibroblasten-Zelllinie, die sich gut far Transfektionsexperimente eignet. Die
Cos-7-Zellen wurden in diesem Versuchsansatz mit HLA-A*0201 und dem Zielgen LILRA2
bzw., fur die Negativkontrolle, mit HLA-A*0201 und GFP transfiziert. Nach erfolgreicher
Transfektion exprimieren die Cos-7-Zellen die transfizierten Gene in hohem Ausmaf. Wird
das jeweilige Peptidepitop auf der Zelloberflache prasentiert, sollten die Epitop-spezifischen
T-Zellen es auf den Cos-7-Zellen erkennen und mit einer entsprechenden

Interferon y-Ausschuttung reagieren.
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Abbildung 4-20 Peptidspezifitat und HLA -A*0201 Spezifitdt von LILRA2 -30-1G4 im IFNy-ELISpot mit
Tumorzelllinien und Cos-7

Dargestellt wird die IFNy-Ausschiittung bei Kontakt mit Tumorzelllinien (A) sowie transfizierten Cos-7-Zellen
(Cos+ transfiziert mit HLA-A*0201 und LILRA2, Cos- transfiziert mit HLA-A*0201 und GFP), reprasentatives
Ergebnis dargestellt in Abbildung (B).

Sterne kennzeichnen das Signifikanzniveau der Unterschiede in der Reaktion bei Kontakt mit Nalm6 im Vergleich
zu den Kontrollzelllinien (**p < 0,01) (A).

Die Peptidspezifitét der allorestringierten CTLwird gezeigt durch die selektive IFNy-Ausschittung bei Kontakt mit
der HLA-A*0201", LILRA2 exprimierenden cALL-Zelllinie Nalm6 im Vergleich zu den Kontrollzelllinien (A). Zudem
liel sich eine spezifische Erkennung des Peptidantigens in den mit LILRA2 transfizierten Cos-7-Zellen (Cos+)
nachweisen (B).

Beim Klon LILRA2-30-1G4 liel3 sich eine vermehrte Interferon y-Ausschittung beim Kontakt
mit Cos+ (Cos-7, transfiziert mit HLA-A*0201 und LILRA2) im Vergleich zur Cos” Testreihe
(Cos-7, transfiziert mit HLA-A*0201 und GFP) feststellen, siehe Abbildung 4-20, Seite 70.

Die Zytotoxizitat des Klons LILRA2-30-1G4 wurde in mehreren Granzym B-Assays getestet,
siehe Abbildung 4-21, Seite 71. Den einzelnen ELISpots ging jeweils eine zweiwdchige

Expansion der Zellen voraus.
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Abbildung 4-21 Alloreaktive Zytotoxizitat von LILR A2-30-1G4 im Granzym B -ELISpot

Dargestellt wird die Granzym B-Ausschittung von LILRA2-30-1G4 bei Kontakt mit cALL-Tumorzelllinien und der
Negativkontrolle zur NK-Zell-Aktivitat in wiederholten Granzym B-ELISpots. Das Effektor- / Zielzellverhaltnis in der
Abbildung betragt 10 : 1.

Sterne kennzeichnen das Signifikanzniveau der Unterschiede in der Reaktion bei Kontakt mit Nalm6 im Vergleich
zu den Kontrollzelllinien (*p < 0,05).

Es zeigt sich eine spezifische Zytotoxizitat des Klons bei Kontakt mit den HLA-A*0201" cALL-Zelllinien Nalm6 und
697 im initialen Granzym B-ELISpot (A) und wiederholten Granzym B-Assays (B) im Sinne einer Alloreaktivitat.

1G4 zeigte eine spezifische Granzym B-Ausschittung bei Kontakt mit HLA-A*0201"
cALL-Zelllinien im Sinne einer Alloreaktivitat. Es ergaben sich signifikante Unterschiede in
den Reaktionen auf Nalm6 im Vergleich zu den Kontrollzelllinien CALL2 und K562. Die
spezifische Zytotoxizitat blieb auch nach mehreren Expansionszyklen erhalten, jedoch nahm

die Reaktivitat im Allgemeinen ab, die Anzahl der Spots verringerte sich zunehmend.

4.2.2.2 LILRA2-30-1H3

Beim initialen IFNy-Screen mit peptidbeladenen T2-Zellen zwei Wochen nach der Sortierung
der spezifischen T-Zellen zeigte der Klon LILRA2-30-1H3 eine spezifische
IFNy-Ausschittung beim Kontakt mit den LILRAZ2-peptidbeladenen T2-Zellen. Diese
Spezifitat blieb auch bei erneuten IFNy-Assays erhalten, siehe Abbildung 4-22, Seite 72,
wobei sich jedoch die Reaktivitat der Zellen und somit die Anzahl der Spots im IFNy-ELISpot

verringerte.
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Abbildung 4-22 Peptidspezifitat von LILRA2 -30-1H3 im initialen Screening sowie im wiederholten
IFNy-ELISpot

Dargestellt wird die spezifische IFNy-Ausschittung bei Kontakt mit LILRA2-30-peptidgepulsten T2-Zellen im
initialen Screening (A) und im wiederholten IFNy-ELISpot (B) im Vergleich zur Negativkontrolle (Influenza). Die
Balkenbeschriftung entspricht der Anzahl der detektierten Spots (A).

Sterne kennzeichnen das Siginifkanzniveau der Unterschiede in den Reaktionen bei Kontakt mit dem
spezifischen Peptid im Vergleich zur Kontrollzelllinie (**p < 0,01).

Weiterhin wurde die Reaktionsfahigkeit des Klons bei Kontakt mit Tumorzelllinien sowie
transfizierten Cos-7-Zellen im IFNy-Assay Uberprift, siehe Abbildung 4-23, Seite 72.
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Abbildung 4-23 Peptidspezifitdt und HLA -A*0201 Spezifitat von LILRA2 -30-1H3 im IFNy-ELISpot mit
Tumorzelllinien und Cos-7

Dargestellt wird die IFNy-Ausschiittung bei Kontakt mit Tumorzelllinien (A) sowie transfizierten Cos-7-Zellen
(Cos+ transfiziert mit HLA-A*0201 und LILRA2, Cos- transfiziert mit HLA-A*0201 und GFP), reprasentatives
Ergebnis dargestellt in Abbildung (B).

Sterne kennzeichnen das Signifikanzniveau der Unterschiede in den Reaktionen bei Kontakt mit Nalm6 im
Vergleich zu den Kontrollzelllinien (*p < 0,05).

Die Peptidspezifitat der allorestringierten CTL wird gezeigt durch selektive IFNy-Ausschuttung bei Kontakt mit der
HLA-A*0201", LILRA2 exprimierenden cALL-Zelllinie Nalmé im Vergleich zu den Kontrollzelllinien (A). Zudem
spezifische Erkennung des Peptidantigens in den mit LILRA2 transfizierten Cos-7-Zellen (Cos+) (B).
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1H3 erkannte spezifisch die HLA-A*0201" cALL-Zelllinie Nalm6, welche LILRA2 exprimiert.
Eine geringere IFNy-Ausschittung war bei Kontakt mit 697 zu erkennen, sodass von einer
peptidspezifischen Reaktion auszugehen war. HLA-A*0201" Zelllinien riefen kaum
Reaktionen hervor. Somit lag eine statistisch signifikante HLA-A*0201-Spezifitat des Klons
vor. Mit HLA-A*0201 und LILRA2 transfizierte Cos-7 Zellen I|osten bei 1H3 eine

IFNy-Ausschittung aus, jedoch war die Abgrenzung zur Negativkontrolle magig.

Zur Beurteilung der spezifischen Zytotoxizitdt wurde der Zellklon im Granzym B-Elispot
getestet, siehe Abbildung 4-24, Seite 73 und Abbildung 4-25, Seite 74.
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Abbildung 4-24 HLA-A*0201 Alloreaktive Zytotoxizitd  tvon LILRA2-30-1H3 im
Titrations-Granzym B-ELISpot

Dargestellt ist die Granzym B-Ausschittung von LILRA2-30-1H3 bei Kontakt mit Tumorzelllinien und der
Negativkontrolle zur Spontanaktivitat bei titriertem Effektor- / Zielzellverhaltnis von 10 : 1 bis 0,156 : 1.

Sterne kennzeichnen das Siginifkanzniveau der Unterschiede in den Reaktionen bei Kontakt mit Nalm6 im
Vergleich zur HLA-A*0201 negativen cALL-Linie CALL2 (**p < 0,01, ***p < 0,001).

Die Alloreaktivitat wird gezeigt durch die selektive Granzym B-Ausschiittung beim Kontakt mit den HLA-A*0201"
cALL-Zelllinien Nalm6 und 697.

Im Granzym B-Assay konnte eine spezifische Zytotoxizitdt bei Kontakt mit den beiden
HLA-A*0201" cALL-Linien Nalm6 und 697 im Sinne einer alloreaktiven Reaktion
nachgewiesen werden. Der Kontakt mit Nalm6é Idste eine geringfligig hohere
Granzym B-Ausschittung aus als der Kontakt mit 697. Die Reaktion war bei einem
Effektor- / Zielzellverhaltnis von 10 : 1 am starksten und nahm im Verlauf der Titration ab.
Die spezifische Granzym B-Ausschittung war gut abgrenzbar zu den Vergleichswerten der
HLA-A*0201" cALL-Linie CALL2 und den leeren, nur mit T-Zellen beladenen wells.

Auch nach weiteren Expansionszyklen zeigte sich eine erhaltene Spezifitat in nachfolgenden

Granzym B-Assays, welche allerdings weniger ausgepragt war als in den initialen
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Versuchsanséatzen. Auch die Gesamtanzahl der Spots verringerte sich im Verlauf. Die
deutlichesten Ergebnisse sind in Abbildung 4-25, Seite 74 dargestellt.
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Abbildung 4-25 Peptidspezifische und HLA-A*0201 spe  zifische Zytotoxizitat von LILRA2-30-1H3 im
Granzym B-ELISpot

Dargestellt ist die Granzym B-Ausschittung von LILRA2-30-1H3 bei Kontakt mit Tumorzelllinien und der
Negativkontrolle zur NK-Zell-Aktivitdt bei einem Effektor- / Zielzellverhaltnis von 5 : 1 im wiederholten
Granzym B-Assay.

Die héhere Granzym B-Ausschiittung bei den HLA-A*0201" cALL-Zelllinien Nalmé und 697 ist ein Hinweis auf
eine Alloreaktivitat der CTL.

4.2.2.3 LILRA2-30-5H4
Der Klon LILRA2-30-5H4 zeigte im initialen IFNy-Screening ein spezifisches
Reaktionsverhalten, siehe Abbildung 4-26.

160

152
140
120
100
56
0 .—

T2 + LILRA2 T2 + Influenza
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Dargestellt ist die spezifische IFNy-Ausschiittung beim Kontakt mitLILRA2-30-peptidgepulsten T2-Zellen im
initialen Screening im Vergleich zur Negativkontrolle. Die Balkenbeschriftung entspricht der Anzahl der
detektierten Spots.
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Daraufhin wurde der Klon weiterexpandiert und erneut im IFNy-Assay getestet. Allerdings
nahmen die Reaktionsintensitat und somit auch die Spezifitat in folgenden IFNy-ELISpots
stetig ab (nicht abgebildet). Die Zellen wurden zunachst kryokonserviert. Nach Auftauen und
zweiwdchiger Expansionsphase wurde der Klon erneut getestet. Wiederum ergab der
IFNy-Ansatz keine spezifischen Ergebnisse, im Granzym B-ELISpot zeigte LILRA2-30-5H4
jedoch spezifische Reaktionen, siehe Abbildung 4-27.
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Abbildung 4-27 Peptidspezifische und HLA-A*0201 spe  zifische Zytotoxizitat von LILRA2-30-5H4 im
Titrations-Granzym B-ELISpot

Dargestellt ist die Granzym B-Ausschittung von LILRA2-30-5H4 bei Kontakt mit cALL-Tumorzelllinien sowie den
Negativkontrollen zu NK-Zell-Aktivitdt und Spontanaktivitat bei titriertem Effektor- / Zielzellverhéltnis von 10 : 1
bis 0,156 : 1.

Sterne kennzeichnen das Siginifkanzniveau der Unterschiede in den Reaktionen bei Kontakt mit Nalm6 im
Vergleich zur HLA-A*0201 negativen cALL-Linie CALL2 (*p < 0,05, **p < 0,01).

Die peptidspezifische Zytotoxizitat wird gezeigt durch die spezifische Granzym B-Ausschittung bei Kontakt mit
der HLA-A*0201", LILRA2 exprimierenden cALL-Zelllinie Nalmé.

Der Klon 5H4 zeigte eine deutliche Granzym B-Ausschittung bei Kontakt mit der
HLA-A*0201" cALL-Zelllinie Nalm6, welche LILRA2 exprimiert. Weniger ausgepragt, jedoch
dennoch erkennbar war die Reaktion auf die zweite HLA-A*0201" cALL-Linie 697. Jedoch
reagierte der Klon auch auf die HLA-A*0201 cALL-Linie CALL2, die LILRA2 in geringem
MalRe exprimiert. Von den positiven Reaktionen deutlich abgrenzbar war die geringe
Granzym B-Ausschittung bei Kontakt mit K562, die als Kontrolle der NK-Zell-Aktivitat diente.
In den leeren wells, die nur mit T-Zellen befullt wurden, wurde Kkeine
Granzym B-Ausschittung beobachtet, somit ergibt sich kein Hinweis auf eine
Spontanaktivitat der T-Zellen. Daher ist von einer peptidspezifischen Zytotoxizitat der

allorestringierten CTL auszugehen.
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Es wurden 3 LILRA2-30-spezifische CTL-Klone im Interferon y-ELISpot auf ihre
peptidspezifische Erkennung antigenexprimierender Zielzellen sowie im Granzym B-ELISpot
auf ihre peptidspezifische Zytotoxizitat beim Kontakt mit den Zielzellen getestet. Alle
untersuchten CTL-Klone zeigten eine peptidspezifische Erkennung ihrer Epitope im initialen
IFNy-ELISpot, auffallend war jedoch eine im Verlauf abnehmende Reaktivitdt und eine
Zunahme unspezifischer Reaktionen, vor allem im IFNy-ELISpot. Dahingegen blieb die
Reaktivitat, wenn auch hier im Verlauf tendenziell abnehmend, im Granzym B-ELISpot
langer erhalten. 1G4 und 1H3 erkannten das prasentierte Antigen sowohl bei Kontakt mit
LILRA2-30-peptidbeladenen T2-Zellen als auch in antigenexprimierenden Tumorzelllinien
und im kinstlichen Zellkonstrukt Cos-7. Im Sinne einer Alloreaktivitat losten die HLA-A*0201"
Tumorzelllinien die starksten Reaktionen aus. Alle drei Klone reagierten im
Zytotoxizitats-Assay mit einer spezifischen Granzym B-Ausschittung, welche bei Kontakt mit
der HLA-A*0201", LILRA2-exprimierenden cALL-Zelllinie Nalm6 durchwegs am hochsten
ausgepragt war. Somit gelang die Generierung allorestringierter LILRA2-spezifischer CTL,
die selektiv das prasentierte Antigen erkannten und in der Lage waren, antigenexprimierende

Zellen im korrekten HLA-Kontext abzutoten.

4.3 Charakterisierung der CTL-Oberflachenantigene
T-Zell-Klone, die in den ELISpot-Assays spezifische Reaktionen zeigten und deren
Wachstumsverhalten ausreichende Zellzahlen fur weitere Versuche ermdéglichte, wurden
durchflusszytometrisch genauer charakterisiert. Die 4 Klone STK32B-2D4, STK32B-2E7,
LILRA2-1H3 und LILRA2-1G4 erfiillten diese Voraussetzungen.

Um Hinweise auf eine Klonalitat der CTL-Kulturen zu gewinnen, wurde eine Analyse des
VB-Repertoires des TCR der Zellen durchgefihrt. Aufgrund durchgéngig geringer Zellzahlen
und daraus resultierender Auswertungsschwierigkeiten in der Durchflusszytometrie blieb die

Analyse jedoch ohne verwertbares Ergebnis.

Anhand des Expressionsmusters der Oberflachenantigene konnten Ruckschlisse auf
Reifegrad und Subpopulation der Zellen gezogen werden. Zusatzlich wurde die
Peptidspezifitat der CTL durch Anfarbung mit fluoreszenmarkiertem peptidspezifischem
Pentamer untersucht. Tabelle 3-3, Seite 42 zeigt die untersuchten Oberflachenantigene
sowie deren Funktion und Vorkommen (Wahn 2005). Nachfolgend ist exemplarisch die
durchflusszytometrische Analyse der Oberflachenantigene von Klon STK32B-186-2D4
dargestellt, siehe Abbildung 4-28, Seite 77.
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Abbildung 4-28 durchflusszytometrische Analyse der exprimierten  Oberflachenantigene von

STK32B-186-2D4

Das Expressionsprofil der Oberflachenantigene ist aufgrund niedriger Expression von CD62L, CCR7, IL7Ra,
CD27 und CD28 sowie vermehrter Ausprdgung von CD25 und CD69 vereinbar mit einem ausgereiften
T-Zell-Phanotyp (late effector bzw. effector memory T-Zellen, Tewm). Peptidspezifitit gezeigt durch
Rechtsverschiebung im Vergleich zum Isotyp nach Anfarbung mit fluoreszenzmarkiertem Pentamer.
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Zusammenfassend lief3 sich bei allen 4 Klonen ein konkordanter Phanotyp feststellen:
Tabelle 4-3 Expressionsprofil der Oberflachenantige  ne der T-Zell-Klone

Oberflachenantigen

LILRA2 -30- LILRA2 -30- STK32B-186- STK32B-186-

1G4 1H3 2D4 2E7
CD8 + + ++ ++
Pentamer (+) (+) + (+)
CD25 + + + +
Ch27 (+) (+) (+) (+)
CD45Ra - - - -
CD28 - - - -
CCR7 (CD197) - - - -
CD95 + + + +
CD69 (+) (+) (+) (+)
IL7-Ra - - - -
CCRS5 (CD195) - - - -
CD62L - - - -
CD56 +/- ++ +/- +

Zeichenerklarung: Mittelwert der Verschiebung in der Histogrammdarstellung der Durchflusszytometrie: ++: > 10°,
+:10% - 10°, (+): 10" — 10?, +/-: <10%, -: kein Shift

Alle Zellklone exprimierten als CTL definitionsgemald CD8 und zeigten bei Anfarbung mit
dem jeweiligen Pentamer Peptidspezifitat. Die Expression von CD25, CD56 und CD69 war
vereinbar mit dem Phanotyp aktivierter T-Zellen. CD45Ra ist ein typischer
Oberflachenmarker unreifer T-Zellen, infolgedessen entsprach die Abwesenheit des Faktors
auf den untersuchten T-Zell-Klonen deren phanotypischem Reifegrad nach Priming,
Aktivierung und mehreren Expansionszyklen. Sallusto pragte 1999 die Subklassifikation von
Memory-T-Zellen in central memory (Tcyv) und effector memory (Tey) T-Zellen (Sallusto et al.
1999). Die beiden Subtypen unterscheiden sich in ihren homing-Fahigkeiten und
Effektorfunktionen sowie im Expressionsmuster ihrer Oberflachenantigene. Das
Hauptunterscheidungsmerkmal hierbei war die Expression von CCR7 und CD62L, wobei T¢y
CCR7'CD62L", Tgyw CCR7'CD62L° waren. Demnach entsprachen die hier getesteten
Zellklone dem (CCR7" / CD62L")-Phénotyp der effector memory (Tgy) T-Zellen.
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5 Diskussion

5.1 Auswahl geeigneter Gene

Ziel dieser Arbeit war die Generierung alloreaktiver T-Zellen, die sich spezifisch gegen von
maligne transformierten cALL-Blasten exprimierte Antigene richten. Der erste Schritt vor der
Bestimmung geeigneter Zielepitope bestand in der Auswahl der zugrundeliegenden Gene.
Voraussetzung war, dass diese Gene, im Sinne tumorassoziierter (tumor associated antigen,
TAA) oder tumorspezifischer (tumor specific antigen, TSA) Antigene in cALL-Tumorzellen,
nicht aber in Normalgewebe exprimiert werden, um eine zielgerichtete Zerstérung Antigen
exprimierender Tumorzellen durch die CTL zu ermdéglichen, ohne das Normalgewebe zu
schadigen. In Vorarbeiten zu dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Gene STK32B
und LILRA2 in cALL-Tumorzellen im Vergleich zum Normalgewebe deutlich starker

exprimiert werden (Beinvogl 2010).

5.1.1 STK32B

STK32B ist auf Chromosom 4p6.2 lokalisiert und kodiert fir das Protein
Serin / Threonin Kinase 32B (Ingersoll et al. 2010). Kinasen sind Enzyme, die
Phosphatgruppen auf ihre Substrate Gbertragen. Im Falle der Proteinkinasen fihrt dies in der
Regel zu einer funktionellen Veranderung des Substratproteins, beispielsweise durch
Veranderung der Enzymaktivitat, der Lokalisation oder der Bindungsfahigkeit an andere
Proteine. Die Serin-Threonin-Kinasen stellen eine Untergruppe der Proteinkinasen dar, die
spezifisch Hydroxylgruppen der Aminosauren Serin und Threonin phosphorylieren.
Proteinkinasen vermitteln einen Grof3teil der Signaltransduktion in eukaryotischen Zellen.
Durch Modifikation der Substrataktivitat beeinflussen sie Uberdies andere komplexe
Zellprozesse wie Metabolismus, Transkription, Progression des Zellzyklus, Zellbewegung
sowie Apoptose und Differenzierung der Zelle. Aufgrund ihrer immensen Bedeutung fir die
Zellfunktion sind Mutationen von Proteinkinasen hdufig an der Pathogenese verschiedener
Erkrankungen, insbesondere auch Erkrankungen des onkologischen Spektrums, beteiligt
(Manning et al. 2002). Eine Veranderung ihres Expressionsprofils kann weitreichende Folgen
haben. Die Serin / Threonin Kinase 32B zeigt in leuk&dmischen Blasten von cALL-Zelllinien
eine deutliche Expression, bei sehr geringer bis fehlender Expression in Normalgewebe
(Beinvogl 2010; Lukk et al. 2010).
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Abbildung 5-1 Relative Expression von STK32B

cALL-Zelllinien (rot), Kontrollproben fetale B-Zellen (griin), Normalgewebe (grau)
aus: Beinvogel, 2010, S. 75

Eine vermehrte Expression eines Gens, beispielsweise bedingt durch eine fehlerhafte
Genregulation, fuhrt zur erhéhten Synthese des Proteins, das durch dieses Gen kodiert wird.
Der Mechanismus der veranderten Regulation von STK32B oder eine potenziell aktivierende
Mutation im Rahmen einer cALL ist derzeit nicht bekannt, ebenso wenig die regulare
Funktion von STK32B in der Zelle (Ingersoll et al. 2010). Ein Kausalzusammenhang
zwischen der vermehrten Expression von STK32B und der Pathogenese der cALL ist zum
gegenwartigen Zeitpunkt nicht beschrieben. Die relativ hohe Genexpression von STK32B in
ALL-Zelllinien bei aulRerst geringer bis fehlender Expression in Normalgewebe qualifizierte
das Gen als tumorassoziiertes Antigen und daher als ein interessantes Zielgen fur
CALL-spezifische CTL.

5.1.2 LILRA2

LILRA2 (leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A, member 2, Synonyme: ILT1,
LIR7, CD85H, LIR-7) ist ein auf Chromosom 19q13.4 lokalisiertes Gen das fir einen
Immunglobulin-ahnlichen Rezeptor (LIR, leukocyte immunoglobulin-like receptor) kodiert.
LILRA2 gehort zur LIR-Familie von Immunorezeptoren, die vor allem auf der Zelloberflache
von Monozyten und B-Zellen, in geringerer Auspragung auch auf Dendritischen Zellen und
NK-Zellen (natirliche Killerzellen) exprimiert werden. Es werden aktivierende (A) und
inhibitorische  (B) LIR-Oberflachenrezeptoren unterschieden, wobei LILRA2 den

aktivierenden zuzuschreiben ist. Als aktivierender Rezeptor ist LILRA2 in inflammatorischem
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Gewebe hochgradig exprimiert (Mamegano et al. 2008), ein verandertes Expressionsprofil
und ein daraus resultierender Kausalzusammenhang ist bei Autoimmunerkrankungen
beschrieben (Anderson und Allen 2009). LILRAZ2 ist in der Lage, Immunantworten zu
modulieren, beispielsweise indem die F&ahigkeit des angeborenen Immunsystems, die
adaptive  T-Zell-Antwort zu  aktivieren, unterdrickt und im Gegenzug eine
Entzindungsreaktion geférdert wird (Lee et al. 2007). Diese immunsuppressive Wirkung von
LILRA2 wird am Beispiel der Lepra deutlich. Die klinische Verlaufsform der Lepra ist
abhangig vom zugrundeliegenden Genexpressonsprofil. Hierbei wird die milder verlaufende,
limitierte tuberkuloide Verlaufsform von der disseminierten, mit hoher Bakterienlast
einhergehenden lepromatésen Verlaufsform unterschieden. LILRA2 wird bei der
lepromatdsen Form vermehrt exprimiert; es konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung
von LILRA2 bei der Lepra Uber die Veranderung der von Monozyten produzierten Zytokine
die zellvermittelten Abwehrmechanismen supprimiert (Sieling et al. 1994) und Uber die
Beeinflussung TLR (toll like receptors)-vermittelter Mechanismen die antimikrobielle
Immunantwort blockiert (Bleharski 2003). Neben entzindlichem Gewebe wird LILRA2 auch
in h&matopoetischem und lymphatischem Gewebe exprimiert. Es lassen sich hohe relative
Expressionswerte von LILRA2 in cALL-Leukamiezelllinien im Vergleich zu gesunden
Lymphoblasten nachweisen. In anderen Arbeiten unseres Labors (unverdéffentlicht) konnte
gezeigt werden, dass eine Aktivierung des Gens in LILRA2-positiven cALL-Linien zu einer

Suppression der T-Zellantwort fiihrt.
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Abbildung 5-2 Relative Expression von LILRA2

cALL-Zelllinien (rot), Kontrollproben fetale B-Zellen (griin), Normalgewebe (grau)
aus: Beinvogel, 2010, S. 80
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Durch die vermehrte Expression von LILRA2 in cALL-Zelllinien bei &uf3erst geringer
Expression in gesunden Lymphoblasten konnte LILRA2 als tumorassoziiertes Antigen

gewertet werden und stellte somit ein interessantes Zielgen fiir cALL-spezifische CTL dar.

5.2 Epitopauswahl und Verifizierung der Bindungsfahig keit

Nach der Auswahl geeigneter Gene bestand der nachste Schritt in der Identifizierung von in
deren Peptidstruktur enthaltenen Epitopen, die sich als spezifische Bindungsstellen fur CTL
eigneten. Entscheidend hierbei war, dass diese Epitope eine ausreichend hohe
Bindungsaffinitat an ein vordefiniertes HLA-Molekil aufwiesen, um eine starke und stabile
Bindung zu ermdglichen. In dieser Arbeit wurde der Fokus auf das HLA-A*0201-Molekl
gelegt, da dieses in der kaukasischen Bevdlkerung am haufigsten vorkommt (Sanchez-
Velasco et al. 2001). Studien aus den USA Uber die Haufigkeitsverteilung von HLA-Allelen
beziffern HLA-A*0201 als haufigstes HLA-Allel bei europaischstammigen Amerikanern
(Kaukasier) und Hispanics (spanische oder hispanoamerikanische Abstammung). Bei den
asiatischen und afroamerikanischen Bevolkerungsgruppen wird HLA-A*0201 als
viert- respektive siebthaufigstes HLA-Allel angegeben (Maiers et al. 2007). Eine Auswertung
der Daten von 11.407 registrierten Knochenmarkspendern in Deutschland im Jahr 2005
ergab eine Haufigkeit des HLA-A*02-Allels von 49,9 % (Gonzalez-Galarza et al. 2011).
Potenzielle CTL-Epitope wurden in silico ausgewahlt. Die daflr verwendeten
Softwareprogramme berechnen die Bindungswahrscheinlichkeit eines Peptids an
HLA-A*0201 und ermitteln aus den Daten einen Préadiktionswert. Grundlagen der
Berechnung sind Bindemotive (Bewertung aller Aminosauren und deren Position im Peptid
im Hinblick auf mdgliche Primar- und Sekundaranker und im Vergleich zu natirlichen
MHC-Liganden, T-Zell-Epitopen oder Bindepeptiden) sowie experimentell abgeleitete
guantitative Matrizen und komplexe Algorithmen. Die verwendeten Softwareprogramme sind
etabliert und liefern zuverlassige Ergebnisse (Yu et al. 2002; Liao und Arthur 2011); die
Bindungsaffinitat der anhand der in silico erhobenen Pradiktionswerte ausgewahlten Peptide
wurde vor Verwendung in weiteren Experimenten zuséatzlich in vitro verifiziert. Von den 9
ausgewahlten Peptiden wiesen 5 eine sehr gute Bindungsaffinitat (> 90 % der
Positivkontrolle) auf. STK32B-186 war STK32B-124 im in vitro-Experiment Uberlegen und
wurde daher als Testpeptid ausgewahlt; ein entsprechendes Pentamer fir die anschlieRende
Sortierung peptidspezifischer T-Zellen wurde in Auftrag gegeben. Bei den LILRA2-Peptiden
wurden insgesamt 3 in vitro-Versuche durchgefuhrt, da bei den vielversprechendsten
Peptiden der ersten beiden Versuchsreihen die Synthese der entsprechenden Pentamere
seitens der Herstellerfirma aufgrund zu hoher Hydrophobizitat nicht moglich war. Im dritten

Versuchsdurchlauf wurde LILRA2-30 als bestes Peptid ausgewahlt und das entsprechende
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Pentamer synthetisiert. Weder STK32B-186 noch LILRA2-30 sind bisher als bekannte
Epitope publiziert worden; in dieser Arbeit wurden somit antigenspezifische CTL generiert,

welche sich spezifisch gegen zuvor unbekannte cALL- Epitope richteten.

5.3 Allogenes in vitro Priming

Die Qualitat der Selektion CD8" Zellen aus PBMC wurde vor deren Verwendung im
Priming-Experiment durchflusszytometrisch Uberpruft. Nur hoch aufgereinigte CD8"
Zellfraktionen (> 95 %) wurden verwendet. Ebenso wurde die Effizienz der CD14" Isolation
aus PBMC durchflusszytometrisch erfasst. Auch hier kamen nur hochaufgereinigte CD14"
Zellen (> 95 %) fur die Generierung Dendritischer Zellen zum Einsatz. Die Ausreifung der DC
wurde mikroskopisch und durchflusszytometrisch verifiziert; ausschlieBlich ausgereifte DC,
welche die Reifungsmarker CD83, CD86 und HLA-DR in hoher Auspragung exprimierten

wurden fur das IVP verwendet.

Entsprechend dem allogenen Ansatz waren die antigenprasentierenden DC HLA-A*0201"
und die naiven T-Zellen HLA-A*0201". Um die raren peptidspezifischen allorestringierten CTL
nach dem IVP und der darauffolgenden Expansionsphase in der Menge der mehrheitlich
vorkommenden unspezifischen alloreaktiven CTL zu identifizieren und daraus zu isolieren,
wurden die CTL mit einem peptidspezifischen PE-gekoppelten MHC-Pentamer sowie einem
CDS8-FITC Antikorper angefarbt. Somit konnten die doppeltpositiven (CD8-FITC und
Pentamer-PE) peptidspezifischen CTL durchflusszytometrisch identifiziert und separiert
werden. Diese Methode erlaubte die Isolation von peptidspezifischen CTL-Populationen bis
zu einer Fraktion von 0,005 % der Ausgangszellzahl. Die spezifischen CTL wurden nach der
Sortierung mittels Limiting Dilution vereinzelt und expandiert. Hierbei betrug die statistische
Zellzahl pro well je nach gewahlter Verdinnung zwischen 1 und 5 CTL. Eine geringere
Zellzahl pro well erhoht die Wahrscheinlichkeit, tatsachlich einen Einzelzellklon zu
expandieren, wohingegen die Wahrscheinlichkeit des Anwachsens der Zellen mit der Anzahl
der statistisch vorhandenen Zellen pro well steigt. Die Wahl der Zellzahl pro well stellte somit
einen Kompromiss zwischen diesen beiden Ausgangspunkten dar. Fir die Weiterexpansion
wurden bevorzugt Zellen aus den wells mit geringeren statistischen CTL-Zahlen verwendet.
Alle im Ergebnisteil aufgefihrten Zellklone stammten aus wells mit 1 bzw. 1,5 statistisch
vorhandenen spezifischen CTL, sodass von einer klonalen Situation ausgegangen werden
konnte. Nach einer zweiwbtchigen Expansionsphase in 96-well-Platten wurde ein initialer
Screening-ELISpot durchgefihrt, in welchem die Interferon y-Ausschittung der CTL bei
Kontakt mit relevantem /irrelevantem Peptid (STK32B bzw LILRA2 als relevantes,
Influenzapeptid als irrelevantes Peptid) prasentiert auf T2-Zellen untersucht wurde. Die

IFNy-Ausschuttung ist hierbei ein Mafl3 der spezifischen T-Zell-Aktivierung (Shafer-Weaver et
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al. 2003). CTL mit spezifischer IFNy-Ausschittung im Screening-Versuch wurden in
T25-Zellkulturflaschen fiir weitere zwei Wochen expandiert, um ausreichend hohe Zellzahlen
fur Folgeversuche zu ermoglichen. Die spezifischen CTL wurden in weiteren ELISpot-Assays
auf spezifische IFNy-Ausschittung als Zeichen der spezifischen Zellerkennung mit
entsprechender T-Zell-Aktivierung sowie im Granzym B-ELISpot auf spezifische Zytotoxizitat
getestet. Die Exozytose zytoplasmatischer Granula aus Effektorzellen bei Kontakt mit
Zielzellen ist einer der Hauptmechanismen der zellvermittelten Zytotoxizitat. Die Granula
enthalten unterschiedliche Proteine, unter anderem das perforierende Protein Perforin und
eine Art von Serinproteasen, genannt Granzyme, einschlie3lich Granzym B. Granzym B wird
vor allem in CTL und NK-Zellen gefunden und stellt durch die Vermittlung einer raschen
Apoptoseinduktion der Zielzellen einen wichtigen Bestandteil der Abwehrmechanismen
gegenuber virusinfizierten und Tumorzellen dar (Bots und Medema 2006). Somit kann die
Granzym B-Ausschittung von CTL bei Kontakt mit Zielzellen als Maf3 der zellvermittelten
Zytotoxizitat dienen; der Granzym B-ELISpot-Assay gilt hierbei als ausgezeichnete Methode
um die Granzym B-Ausschittung stimulierter CTL zu erfassen (Shafer-Weaver et al. 2003).
Als Zielzelllinien wurden hierfir neben den peptidbeladenen T2-Zellen und mit
relevantem / irrelevantem Peptid transfizierten Cos-7-Zellen verschiedene Tumorzelllinien
verwendet. Eine spezifische Erkennung von Nalm6 durch CTL war als peptidspezifische
Reaktion HLA-A*0201-restringierter alloreaktiver CTL zu werten, da die HLA-A*0201" cALL-
Zelllinie sowohl STK32B als auch LILRA2 exprimiert. 697 diente dem Nachweis einer
cALL-spezifischen alloreaktiven Reaktion. Eine im Vergleich zu HLA-A*0201" Zelllinien
gering ausgepragte Reaktion der CTL auf die HLA-A*0201" cALL-Zelllinie CALL2 war ein
Hinweis auf Allorestriktion der Klone. Die EFT-Zelllinie A673 kontrollierte die cALL-Spezifitat.
K562 diente als Kontrolle einer unspezfisichen NK-Zell-Aktivitat. Darlber hinaus wurde auch
die IFNy- bzw. Granzym B-Ausschittung in ,leeren* wells, welche nur T-Zellen enthielten,

untersucht, um eine Spontanaktivitat der CTL ohne Kontakt mit Zielzellen zu erfassen.

5.3.1 STK32B-186

Aus der Menge alloreaktiver CTL nach dem IVP mit STK32B-186 wurden 629 Zellen als
spezifisch gewertet und isoliert (entsprechend einem Anteil von 0,025 % der
Gesamtzellzahl). Die Zellen wurden mittels Limiting Dilution vereinzelt und nach zwei
Wochen Expansion in einem Screening-EliSpot auf eine spezifische IFNy-Ausschiittung
Uberpruft. Die CTL zeigten variable Ergebnisse in diesem Versuch, 7 Klone reagierten
jedoch spezifisch auf die mit relevantem Peptid beladenen T2-Zellen und wurden
weiterexpandiert. Alle Klone stammten aus wells, bei denen nach der Limiting Dilution

statistisch eine T-Zelle pro well enthalten war. Im Verlauf erwiesen sich zwei der selektierten
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Klone als unspezifisch und wurden nicht weiter charakterisiert. Die Klone 1A1, 2A10, 2D4
und 2E7 wurden in weiteren ELISpot-Assays auf eine spezifische IFNy-Ausschittung als
Zeichen der Peptiderkennung und ihre spezifische Zytotoxizitdt, gekennzeichnet durch
Granzym B-Freisetzung, getestet. Klon 1A1 zeigte eine spezifische Erkennung des Epitops
in T2-Zellen. Die Reaktion auf Tumorzelllinien im IFNy-Assay war &ufBBerst gering
ausgepragt. Es zeigte sich eine alloreaktive Zytotoxizitat beim Kontakt mit HLA-A*0201"
CALL-Zelllinien im Granzym B-Elispot, wobei einmal Nalm6, ein andermal 697 die starkeren
Reaktionen ausléste. Klon 2A10 reagierte bei Kontakt mit peptidbeladenen T2-Zellen mit
einer peptidspezifischen IFNy-Ausschlttung, was fur eine spezifische Aktivierung der CTL
sprach, zeigte allerdings nur geringfligig ausgepragte Reaktionen auf Tumorzelllinien im
IFNy-Assay, sodass die im Vergleich starker ausgepragte Reaktion auf HLA-A*0201"
CALL-Linien nicht als statistisch signifikant gelten konnte. 2A10 reagierte auf die
STK32B-exprimierende HLA-A*0201" cALL-Zellinie Nalm6 mit einer peptidspezifischen
Granzym B-Ausschuittung. Die Diskrimination zu den anderen Zelllinien war am deutlichsten
bei einem Effektor-/ Zielzell-Verhaltnis von 25:1 und 1,25:1; somit lag eine
peptidspezifische Zytotoxizitat vor. Klon 3G2 erkannte zwar das Epitop in peptidbeladenen
T2-Zellen, nicht aber in Tumorzelllinien. Im Granzym B-Assay reagierte 3G2 jedoch mit einer
peptidspezifischen Zytotoxizitat bei Kontakt der HLA-A*0201°, STK32B-exprimierenden
CALL-Zelllinie Nalm6. Die Abgrenzung zu den Reaktionen auf andere Zelllinien war bei
Effektor / Target-Verhaltnissen von 2,5:1 und 1,25:1 am deutlichsten ausgepragt. Klon
2D4 zeigte ebenfalls gute Ergebnisse im initialen IFNy-Screening, nicht jedoch in weiteren
IFNy-Assays mit Tumorzelllinien. Dahingegen waren in wiederholten Granzym B-Assays
kontinuierlich  spezifische  zytotoxische  Reaktionen nachweisbar. Die hochste
Granzym B-Ausschittung war bei Kontakt mit Nalm6é zu verzeichnen, was auf eine
peptidspezifische Reaktion des allorestringierten Klons schlieRen liel3. Insgesamt wurden die
beiden HLA-A*0201" cALL-Zelllinien am besten erkannt; dies war ein Hinweis auf eine
Alloreaktivitat von 2D4. Es ergab sich kein Hinweis auf eine unspezifische NK-Zell-Antwort
oder spontane Granzym B-Freisetzung der Zellen. Klon 2E7 zeigte eine deutliche Erkennung
des Epitops in peptidbeladenen T2-Zellen beim initialen IFNy-Screening, reagierte jedoch in
anschlieRenden ELISpot-Assays nicht mehr mit einer spezifischen IFNy-Ausschittung. Im
Granzym B-ELISpot hingegen war eine peptidspezifische Reaktion bei Kontakt mit Nalm6 zu
verzeichnen. Die Reaktion auf HLA-A*0201" cALL-Zelllinien war starker ausgepragt als auf
HLA-A*0201" Zelllinien, was auf eine Allorestriktion des Klons schliel3en lie3. Es ergaben
sich keine Hinweise auf unspezifische NK-Zell-Aktivitat oder Spontanaktivitat der CTL. Diese

Ergebnisse waren in folgenden Granzym B-ELISpots reproduzierbar.
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Es gelang somit die Generierung allorestringierter CTL, die spezifisch das bisher unbekannte
Peptidantigen STK32B-186 des in cALL-Leukamiezellen tberm&Rig exprimierten Gens
STK32B sowohl in Modellzelllinien als auch in cALL-Zelllinien erkennen konnten und die
peptidexprimierenden Zielzellen mittels spezifischer zytolytischer Reaktionen abtoten

konnten.

5.3.2 LILRA2-30

Nach dem IVP mit LILRA2-30-peptidbeladenen DC wurden nach einer zweiwdchigen
Expansionsphase 152 doppelt positive T-Zellen im Pentamer-Sortierungsversuch identifiziert
und als spezifische CTL isoliert, dies entsprach einer Fraktion von 0,0005 % der
Gesamtzellzahl alloreaktiver CTL. Mittels Limiting Dilution wurden die Zellen anschlielend
auf eine Konzentration von statistisch 1,5 CTL pro well vereinzelt. Im initialen
ELISpot-Screening zeigten die T-Zellen variable Ergebnisse, 3 Klone (1G4, 1H3 und 5H4)
reagierten mit einer spezifischen IFNy-Ausschittung auf die mit LILRA2-30 beladenen
T2-Zellen und wurden weiterexpandiert. 1G4 zeigte spezifische Reaktionen im IFNy-Assay
auf peptidbeladene T2-Zellen und erkannte die HLA-A*0201" cALL-Linien im Sinne einer
spezifischen Aktivierung der allorestringierten CTL. Hierbei war die Reaktion auf die
LILRA2-exprimierende Zelllinie Nalm6 entsprechend einer peptidspezifischen Reaktion am
starksten ausgepragt. Auch auf das artifizielle Zellkonstrukt der mit HLA-A*0201 und
LILRA2-30 transfizierten Cos-7-Zellen reagierte 1G4 mit einer peptidspezifischen
IFNy-Ausschittung. Im Granzym B-Assay war eine spezifische Zytotoxizitat bei Kontakt mit
den HLA-A*0201" cALL-Zelllinien festzustellen, bei gering ausgepragter Reaktion auf die
Negativkontrollen zum HLA-Kontext (CALL2) und NK-Zell-Aktivitat (K562). Dies spricht fur
eine HLA-A*0201-Allorestriktion mit spezifischer Zytotoxizitdt von 1G4. Diese Ergebnisse
waren, wenn auch in geringerer Intensitat, in folgenden Granzym B-Assays reproduzierbar.
Hierbei waren die deutlichsten Unterschiede bei einer Effektor / Target-Ratio von 10:1 zu
verzeichnen. Klon 1H3 =zeigte in wiederholten IFNy-ELISpots eine reproduzierbare
spezifische Erkennung des Epitops in T2-Zellen. Der Klon reagierte zudem mit einer
peptidspezifischen IFNy-Ausschittung auf die LILRAZ2-exprimierende Zelllinie Nalm6. Bei
Kontakt mit Cos-7-Zellen, welche mit HLA-A*0201 und LILRAZ2-30 transfiziert wurden und
diese Molekuile auf der Zelloberflache prasentierten, zeigte 1H3 eine spezifische Erkennung
im Vergleich zur Negativkontrolle. Somit konnte eine peptidspezifische Aktivierung mit
IFNy-Ausschiittung der CTL nachgewiesen werden. Im Granzym B-Assay war eine
spezifische zytotoxische Reaktion auf die beiden HLA-A*0201" cALL-Zelllinien Nalmé und
697 zu verzeichnen, was auf eine Alloreaktivitat der CTL schlie3en lie3. Diese Ergebnisse

waren in weiteren Granzym B-Assays reproduzierbar. Klon 5H4 zeigte gute Reaktionen im
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initialen IFNy-Screening, welche jedoch nicht reproduzierbar waren; weiterhin erfolgte keine
Erkennung der Tumorzelllinien im IFNy-Assay. Auf spezifische Zytotoxizitat getestet
reagierte 5H4 jedoch auf die LILRA2-exprimierende HLA-A*0201" Zelllinie Nalm6 mit einer
peptidspezifischen Granzym B-Ausschittung im Sinne einer peptidspezifischen Reaktion des
Klons. Die beiden anderen cALL-Linien 697 und cALL2 losten geringe Reaktionen aus. Es

ergab sich kein Hinweis auf Spontanaktivitat der CTL.

Es gelang somit die Herstellung peptidspezifischer allorestringierter CTL, welche sich
spezifisch gegen das bisher unbekannte Epitop LILRA2-30 des in cALL-Leukamiezellen
UberméaRig exprimierten Gens LILRAZ2 richteten. Die CTL waren in der Lage, das Epitop
sowohl in Modellzelllinien als auch in cALL-Zelllinien spezifisch zu erkennen und zudem mit
spezifischen zytotoxischen Reaktionen die antigenexprimierenden Tumorzellen im korrekten
HLA-Kontext abzutdten.

5.3.3 Proliferation der CTL

Problematisch im Versuchsaufbau dieser Arbeit waren die durchwegs geringen Zellzahlen;
die CTL expandierten nur langsam und in geringem Mal3e. Schon bei der
Pentamer-Sortierung wurde ein geringerer Anteil spezifischer T-Zellen identifiziert als bei
methodisch vergleichbaren Arbeiten unseres Labors (Thiel et al. 2011; Pirson 2009); die
Problematik der geringen Zellzahlen setzte sich wahrend der verschiedenen
Expansionszyklen fort. Dies hatte zur Folge, dass zum einen die verwendeten Zellzahlen
rationalisiert werden mussten und beispielsweise nicht alle gewiinschten Zielzelllinien im
ELISpot untersucht werden konnten, da es an Effektorzellen mangelte. Hierdurch erklart sich
die teilweise Diskrepanz der untersuchten Zielzelllinien zwischen den verschiedenen
Zellklonen. Zum anderen konnten zeitgleich geplante Versuche oft aus Mangel an CTL nicht
durchgefuhrt werden und wurden durch einen zwischengeschalteten Expansionszyklus
verzdgert. Dadurch kam es in logischer Konsequenz zur Zunahme der Expansionszyklen fur
die einzelnen CTL-Klone, mit den nachfolgend ausfuhrlicher aufgefiihrten negativen Folgen
hinsichtlich der Reaktivitat im ELISpot. In einigen Fallen war eine durchflusszytometrische
Auswertung von CTL, welche unter dem Mikroskop als morphologisch vital eingestuft
worden waren, aufgrund mangelhafter Reaktivitat nicht moglich. Diese Faktoren erklaren die

in einigen Fallen nicht konkordante Versuchsanordnung bei den verschiedenen CTL-Klonen.

Ein Grund fur die geringen Proliferationsraten und die daraus resultierenden geringen CTL-
Zellzahlen kénnte eine noch nicht ideale Auswahl der Peptidantigene sein. Die Reaktion von
CTL auf Fremdantigene ist am Beispiel viraler Infektionen am besten untersucht. Hierbei

zeigte sich, dass aus der Vielzahl von Peptidepitopen aus Fremdantigenen, die den CTL
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préasentiert werden kodnnen, nur ein Bruchteil der Epitope in Verbindung mit
MHC-Klasse I-Komplexen messbare CTL-Antworten induziert. Dieses Phanomen wird als
Immundominanz bezeichnet. Die genauen Mechanismen der Immundominanz sind noch
nicht bekannt; die Immunogenitat eines Peptideptiops wird von verschiedenen Faktoren
beeinflusst. Lediglich ein Teil der Peptidantigene zeigt eine ausreichende Bindungsaffinitat
an MHC-Klasse-I-Molekule, wobei hierflir die Stabilitdtt des Bindungskomplexes von
Bedeutung ist. Dartiber hinaus gibt es Epitope, welche zwar gute Bindungseigenschaften
aufweisen, denen gegentber die CTL jedoch eine niedrige Sensitivitdt zeigen, was diese
Epitope folglich als nicht immunogen kennzeichnet. Auch eine ineffiziente
Antigenprozessierung der Zelle kann zu einer mangelnden Immunogenitat eines
Peptidepitops fiuhren (Yewdell und Bennink 1999). Zusammenfgefasst I6sen
immundominante Epitope starkere T-Zellreaktionen aus als weniger immunogene,
»Subdominante" Peptidepitope, welche nur schwache oder Uberhaupt keine CTL-Antworten
induzieren (Welsh und Fujinami 2007). Es besteht die Mdglichkeit, dass die im Rahmen
dieser Arbeit ausgewahlten Peptidepitope zwar eine gute Bindungsaffinitat an
MHC-Klasse I-Molekiile  aufweisen, jedoch aufgrund anderer Faktoren  nicht
immundominante Epitope darstellen. Dies wirde folglich zu einer gering ausgepragten
CTL-Antwort und somit zu einer mangelhaften  CTL-Proliferation fuhren.
Ein weiterer Grund fir die geringen Proliferationsraten der CTL kdnnte in der Tatsache
begriindet sein, dass die in dieser Arbeit verwendeten Expansionsprotokolle die Generation
von CTL mit einem relativ weit differenzierten Effektorph&notyp beglnstigten. Gattinoni et al.
beschrieben die inverse Relation des Differenzierungsstadiums antigenspezifischer CTL zu
ihrer Proliferationsfahigkeit (Gattinoni et al. 2005). In ihrer Differenzierung fortgeschrittene
CTL weisen erhohte Expressionsraten proapoptotischer Molekile sowie Faktoren der
replikativen Seneszenz auf, was zu einem reduzierten proliferativen Potenzial der Zellen
fuhren kann. Eine Veranderung des Expansionsprotokolls, welches die Generierung weniger
ausgereifter CTL-Phanotypen mit héherem Proliferationspotenzial ermdglicht, kénnte eine
Losungsstrategie zur Erlangung ausreichender CTL-Proliferationsraten und Zellzahlen

darstellen und wird nachfolgend im Detail beschrieben, siehe 5.4, Seite 93.

5.3.4 Analyse des Reaktionsverhaltens im ELISpot

Allen Klonen gemeinsam war die deutliche peptidspezifische IFNy-Ausschittung im initialen
Screening-ELISpot. Zusammenfassend lie sich auch eine spezifische Erkennung und
Zytotoxizitat bei Kontakt mit dem jeweiligen Epitop, exprimiert auf T2-Zellen sowie auf
Tumorzelllinien beobachten. Auffallend war jedoch zum einen das variable Verhalten der

T-Zell-Klone je nach Aktivierungsstatus, Expansionsschritt und Expansionsbedingungen,
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welches die Erhebung reproduzierbarer Daten erschwerte, zum anderen die im Verlauf
abnehmende Reaktivitat der Zellen, welche mit Dauer der Expansion bzw. Anzahl der
Expansionszyklen fortschritt. Hiervon betroffen war vor allem die spezifische
IFNy-Ausschittung. Klone, die zunachst gut im IFNy-Assay reagiert hatten zeigten im
Verlauf unspezifische oder sehr gering ausgepréagte Reaktionen, wahrend im zeitgleich
durchgefuhrten Granzym B-Assay noch deutlich ausgepragte spezifische Reaktionen zu
verzeichnen waren. Auch die Reaktivitat im Granzym B-Assay nahm im Verlauf ab, war
jedoch deutlich langer nachweisbar als die im IFNy-Assay. Zum Teil wurde auch die
Beobachtung gemacht, dass Zellklone zunadchst unspezifisch reagierten, im wiederholten
Versuchsansatz nach Kryokonservierung und Re-Expansion jedoch erstmals spezifische
Reaktionen zeigten. Die Problematik des variablen Reaktionsverhaltens der CTL-Klone in
Abhangigkeit von Expansionsbedingungen, Expansionszeitpunkt und Expanisonszyklus,
bzw. Alter der Zellen wurde auch in methodisch &hnlichen Arbeiten unseres Labors
beschrieben (Pirson 2009). Vdllig identische Expansionsbedingungen waren von vorneweg
schwer realisierbar, da die als Stimulatorzellen verwendeten allogenen Pool-PBMC und LCL
sich bei jeder Expansion unterschieden. Um moglichst vergleichbare Bedingungen zu
schaffen wurden die CTL in méglichst frilhen Expansionszyklen in Portionen zu 1 x 10°
Zellen eingefroren, um fir Folgeexperimente moglichst gering expandierte und mit
identischen Zellen stimulierte CTL zur Verfligung zu haben. Allerdings war vor jedem
Experiment eine zweiwdchige Expansionsphase notwendig, um die bendtigten Zellzahlen zu
erreichen, sodass eine Zunahme der Expansionszyklen nicht zu vermeiden war.
Ein weiterer Erklarungsansatz beruht auf der Hypothese, dass die CTL durch die
verwendeten Peptidepitope mdglicherweise nicht vollstandig aktiviert wurden, beispielsweise
aufgrund einer mangeinden Immundominanz der ausgewaéhlten Epitope. Dies kodnnte
aufgrund der insuffizienten Aktivierung zu einer raschen Abnahme der CTL-Reaktivitat

fuhren, welche die im Verlauf abnehmende Reaktivitat im ELISpot erklaren kénnte.

5.3.4.1 Klonalitat der spezifischen CTL

Eine weitere mdgliche Ursache fir das variable Verhalten der CTL im ELISpot liegt auch in
der Moglichkeit, dass es sich bei der jeweiligen CTL-Population potenziell nicht um klonal
expandierte Zellen, sondern um eine aus mehreren, unterschiedlich reagierenden Zellklonen
bestehende Population handelte. Befinden sich unterschiedlich reagierende oder spezifische
zusammen mit unspezifisch reagierenden CTL in der Zellkultur der im ELISpot getesteten
CTL-Linie, so st ein unspezifisches Reaktionsverhalten hinsichtlich [FNy- bzw.
Granzym B-Ausschuttung durch Uberwachsen der Linie mit unspezifischen Zellen moglich.

Eine Ursache flir eine Polyklonalitdt der CTL-Linien liegt in der Natur der Methode der
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Einzelzellklonierung (Staszewski 1990): bei der Limiting-Dilution Vereinzelung besteht die
Methode der Klonierung in der statistischen Berechnung der theoretischen Zellzahl pro well
durch Aufteilung der Gesamtzellzahl auf die wells mittels Verdiinnungsreihen. Hierbei ist
stets ein Kompromiss einzugehen zwischen der hoheren Wabhrscheinlichkeit des
Anwachsens der Zellen, welche mit Anzahl der ausgesaten T-Zellen pro well steigt, und der
Wahrscheinlichkeit der Klonalitat, welche invers mit der Anzahl der ausgesaten T-Zellen pro
well korreliert. Auch wenn in dieser Arbeit nur CTL aus wells mit maximal 1,5 statistisch
vorhandenen T-Zellen verwendet wurden ergibt sich hierdurch keine Garantie auf das
Anwachsen einer einzelnen Zelle und deren monoklonale Expansion. Um die Klonalitat des
T-Zell-Rezeptors der CTL zu untersuchen, wurde eine durchflusszytometrische V3-Analyse
des TCR durchgefihrt. Jedoch blieb die Analyse aufgrund der geringen Zellzahlen und der
durchflusszytometrisch ungentigenden Anfarbbarkeit der CTL ohne Ergebnis. Jedoch waére
selbst ein eindeutiges Resultat in der VB-Analyse lediglich als Hinweis, keineswegs als
Beweis der Klonalitat zu werten gewesen. Das verwendete Kit zur VB-Analyse ermdglicht die
Untersuchung von 24 V[B-Auspragungen, wodurch etwa 70 % des humanen TCR
VB-Repertoires abgedeckt werden. Somit kann durch diese Methode keine vollstandige
Analyse des TCR VpB-Repertoires erfolgen, da gewisse VB-Gruppen und Subgruppen nicht
im Kit reprasentiert sind. Zudem ist zu beachten, dass der TCR neben der B-Doméane auch
aus einer a-Domane (in selteneren Fallen findet sich Gberdies eine y / 8 Doméane anstatt der
o/ B Doméne) besteht, Uber deren Auspragung mit der VB-Analyse allein keine Aussage

getroffen werden kann.
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Abbildung 5-3 Aufbau des TCR
aus: Roche Lexikon Medizin, 5. Auflage
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Eine geeignete Methode zum vollstandigen Nachweis der Klonalitat einer CTL-Population
ware beispielsweise eine PCR-Analyse der gesamten Va- und VB-Auspragungen der
jeweiligen Zelle.

Ein weiterer Erklarungsansatz fir das variable Reaktionsverhalten der CTL-Klone im ELISpot
ist die mogliche Uberwucherung eines spezifischen Zellklons mit einer unspezifischen
Zellpopulation. Dies kann zum einen durch ein Fehlschlagen der Limiting Dilution-Klonierung
geschehen, wodurch der spezifische CTL-Klon durch im selben well anwachsende
unspezifische CTL verdrangt oder Uberwuchert wird; zum anderen ist es prinzipiell mdglich,
wenngleich sehr unwahrscheinlich, dass die als Stimulator-Zellen verwendeten allogenen
PBL oder LCL trotz des intensiven Bestrahlungsregimes ihre Teilungsfahigkeit behalten und
somit den urspringlichen spezifischen CTL-Klon durch ihre hdéheren Wachstumsraten
Uberwuchern. Hierdurch kénnte sich eine Erklarung fir das zunehmend unspezifische
Reaktionsverhaltens eines urspringlich spezifischen Klons im Laufe mehrerer
Expansionszyklen ergeben. Diese Problematik konnte beispielsweise durch eine
durchflusszytometrische Analyse und ggf. erneute Durchfuihrung der Pentamer-Farbung mit

anschlie3ender Re-Sortierung der spezifischen CTL geltst werden.
5.3.4.2 Phénotyp der CTL

Eine weitere Begriindung des variablen und im Verlauf abnehmenden Reaktionsverhaltens
der CTL konnte in der Tatsache begrindet liegen, dass das in dieser Arbeit verwendete
Expansionsprotokoll die Entwicklung relativ weit differenzierter CTL vom Effektorphanotyp
beglnstigt. Dies wurde durch eine durchflusszytometrische Analyse des Expressionsprofils
der Oberflachenantigene der expandierten CTL bestatigt; die untersuchten CTL-Klone
STK32B-186-2E7, STK32B-186-2D4, LILRA2-30-1H3 und LILRA2-30-1G4 zeigten einen
konkordanten Phanotyp mit niedriger Expression von CD62L, CCR7, IL7Ra, CD27 und
CD28 sowie vermehrter Auspragung von CD25 und CD69. In Abgleich mit den von Gattinoni
et al. definierten CTL-Subtypen (Gattinoni et al. 2005) zeigen die in dieser Arbeit generierten
CTL Merkmale des Effector- bzw. Late effector-Phanotyps.
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Abbildung 5-4 Schematische Darstellung der CTL-Diffe  renzierungssubgruppen und ihres
Reaktionsverhaltens

aus: Gattinoni et al., 2005

Gezeigt wird die inverse Relation der in vitro und in vivo Effektorfunktionen der T-Zell-Subgruppen nach ACT.
Naive T-Zellen proliferieren nach initialem Antigenkontakt und entwickeln sich in terminal differenzierte
Effektorzellen. Der graduelle Erwerb von Effektorfunktonen (rote, gestrichelte Linie) ist assoziiert mit der
zunehmenden Ineffektivitat der T-Zellen hinsichtlich der Tumorregression nach ACT (schwarze Linie). Die daran
beteiligten Mechanismen sind als Beschriftung der schwarzen Linie aufgefuhrt.

Die Autoren beschreiben die inverse Korrelation des Differenzierungsstadiums der CTL zu
ihrer Proliferationskapazitadt sowie ihrer Wirksamkeit gegen Tumoren nach adoptivem
Zelltransfer (adoptive cell transfer, ACT) im in vivo-Versuch. Zwar beziehen sich die Daten
vornehmlich auf das Verhalten der Zellen in vivo nach ACT, die Kernaussagen Uber die
Veranderungen des Reaktionsverhaltens bei fortgeschrittener Differenzierung der CTL
lassen sich jedoch auf das Verhalten der Zellen in vitro nach multiplen Expansionszyklen
Ubertragen. So induzieren wiederholte Expansionszyklen eine Differenzierung der Zellen in
reife CD8" Effektorzellen. Diese zeichnen sich durch eine vermehrte Expression
proapoptotischer Molekile wie beispielsweise Fas-Ligand, sowie diverser Mortalitatsfaktoren
aus. Weiterhin werden Marker der replikativen Seneszenz UbermaRig exprimiert,
wohingegen Rezeptoren fir kostimulatorische Faktoren wie IL-7 nur geringgradig ausgepragt
werden. Die daraus resultierende Erschopfung der proliferativen und tberlebenstechnischen
Fahigkeiten der Zellen kdnnte die beobachtete Abnahme der Reaktivitat der CTL im ELISpot
nach multiplen Expansionszyklen erklaren. Als Ldsungsansatz konnte daher eine
Verdnderung des Expansionsprotokolls in Betracht gezogen werden, wodurch die
Generierung von weniger ausdifferenzierten CTL, entsprechend einem early
effector-Phanotyps mit fortwahrender Reaktivitat und langfristigem Uberleben der Zellen

ermdglicht wiirde.
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5.4 Optimierungsstrategien

Ziel dieser Arbeit war die Herstellung alloreaktiver peptidspezifischer CTL, welche sich
gegen cALL-assoziierte Epitope richteten. Es gelang, antigenspezifische CTL aus naiven
CD8" Zellen zu generieren; diese CTL erkannten spezifisch das ihnen prasentierte Antigen
und waren in der Lage, bei Kontakt mit antigenexprimierenden Tumorzelllinien spezifische
zytolytische Reaktionen zu erbringen. Die generelle Umsetzbarkeit dieses Verfahrens wurde
somit gezeigt, jedoch auch die Beschrdnkungen der gewdahlten Herangehensweise
dargelegt. Gerade im Hinblick auf eine Ubertragung der in vitro gewonnenen Erkenntnisse in
in vivo-Experimente auf dem Weg zu einer tatséchlichen klinischen Anwendung sind
Strategien zur Optimierung des Verfahrens sowie weiterfilhrende Forschungsarbeiten fir die

Erlangung optimaler Resultate essentiell.

5.4.1 Generierungvon T ¢y CTL

Die Gruppe der antigenspezifischen CD8" Zellen ist durch Heterogenitat gekennzeichnet. In
der Expansions- und Differenzierungsphase nach dem initialen Antigenkontakt entwickeln
sich die meisten CTL in terminal differenzierte Effektorzellen, eine kleine Untergruppe der
Zellen differenziert in Gedachtnis-Zell-Vorlaufer, wobei auch weitere Zwischenstufen einer
intermedidren Differenzierung existieren (Cui und Kaech 2010). Die Effektorzellen zeigen
ausgepragte zytolytische Eigenschaften in vitro und exprimieren in hohem Maf3e Molekiile
die fur das Abtoten von Zellen notwendig sind. Gedachtniszellen sind in vitro weniger
zytolytisch  aktiv, zeigen jedoch ein verldngertes Uberleben, die Fahigkeit zur
antigenunabhangigen Selbsterneuerung und eine starke Reaktion auf wiederholten
Antigenkontakt (Hinrichs et al. 2006). Bei den diversen Untergruppen der T-Gedéachtniszellen
lassen sich die phanotypischen Subtypen der central memory (Tcym) und der in ihrer
Differenzierung fortgeschrittenen effector memory T-Zellen (Teyw) unterscheiden (Sallusto et
al. 1999). Tew ahneln Effektorzellen, reagieren unzureichend auf erneuten Antigenkontakt,
zeigen wenig Proliferationspotenzial und gehen letztendlich zugrunde. Tcyn hingegen
persistieren langfristig in vivo, produzieren stimulatorisch wirkendes IL-2 und reagieren stark
auf wiederholten Antigenkontakt (Cui und Kaech 2010). Die in dieser Arbeit verwendete
Methodik begiinstigte die Generierung relativ weit differenzierter CTL vom Tgy-Phanotyp.
Diese Tatsache ist zum einen eine mdgliche Erklarung fur in vitro beobachtete
Unzuldnglichkeiten hinsichtlich Proliferation und Reaktivitat der generierten CTL, zum
anderen geben Daten aus in vivo-Experimenten Hinweise auf eine langfristig geringere
Wirksamkeit der Tgy im Vergleich zu Tcy (Berger et al. 2008; Klebanoff et al. 2005;
Nicholson 2012; Wang et al. 2011). Die uberméaRige Expression proapoptotischer Molekile

und Faktoren der replikativen Seneszenz in Tgy bedingt ein vermindertes proliferatives
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Potenzial der Zellen; dariiber hinaus werden Kostimulanzien und weitere Faktoren, die fir
das fortbestehende Uberleben der aktivierten CTL in vivo notwendig sind, im ausgereiften
Tem-Ph&notyp nur unzureichend exprimiert (Gattinoni et al. 2005). In klinischen Studien zur
ACT bei Tumoren erwiesen sich CD8" Zellen nach mehreren Stimulationszyklen als
ineffektiv, da die Zellen des late effector-Phanotyps nach dem ACT zugrunde gingen; Zellen
frherer Differenzierungsstufen (early effector-Phanotyp) zeigten jedoch die gewinschten
Eigenschaften und erschienen den ausgereifteren Zellen Gberlegen (Hinrichs et al. 2006).
Ein mdglicher Ansatzpunkt zur Optimierung des Verfahrens ist daher die Verdnderung des
verwendeten Expansionsprotokolls, um eine komplette Ausreifung der CTL in Tgy zu
verhindern und dadurch eine verbesserte Reaktionsfahigkeit sowie ein prolongiertes
Uberleben der Zellen, gerade im Hinblick auf ihre Anwendung in in vivo-Experimenten, zu
erreichen. In neueren Studien wurde eine nachteilige Wirkung von im IVP verwendetem IL-2
im Hinblick auf die nachfolgende Funktionsfahigkeit tumorspezifischer T-Zellen in der
adoptiven Immuntherapie gezeigt (Hinrichs et al. 2008). IL-2 erhéhte zwar die zytolytsiche
Funktion der CTL in vitro, férderte jedoch die Entwicklung eines Effektorphanotyps und einer
Effektorfunktionalitéat der Zellen und hatte einen negativen Einfluss auf deren Fahigkeit, nach
adoptivem Transfer eine Regression des Tumorwachstums zu induzieren. IL-21 hingegen
supprimierte die antigeninduzierte Ausreifung der T-Zellen in einen Tgy-Phanotyp, was nach
adoptivem Transfer der CTL zu einer verbesserten Effektivitdt gegen Tumoren fihrte. Auch
Li et al. beschrieben die Effekte von IL-21 auf naive CTL. Wurde IL-21 anstelle von IL-2 zum
IVP naiver CD8" Zellen eingesetzt, so erhthte sich der relative Anteil antigenspezifischer
CTL, welcher durch Tetramer-Sortierung identifiziert wurde. Diese CTL zeigten neben
verringerten  Apoptoseraten und  verlangertem  Uberleben eine  ausgepragte
antigenspezifische Proliferationskapazitat. Phanotypisch lie3 sich ein weniger ausgereifter
Status der Zellen nachweisen, welcher durch die vermehrte Auspragung von CD28 und die
Fahigkeit der IL-2-Produktion gekennzeichnet war. Uberdies exprimierten die mit IL-21
stimulierten CTL einen hochaffinen TCR und waren somit in der Lage, ihre Zielzellen mit
hoher Aviditat zu erkennen und durch ihre ausgepragte zytolytische Aktivitat abzutdten (Li et
al. 2005; Casey und Mescher 2007). Andere Studien beschrieben die Vorzige eines
Einsatzes von IL-12 wéhrend des IVP naiver T-Zellen. IL-12 induzierte eine Hochregulierung
von CD62L auf naiven CD8' Zellen und zugleich eine vermehrte Expansion dieser
CD62L""CD8*-Subpopulation ~ durch ~ Verhinderung  eines  aktivierungsbedingten
apoptotischen Zelltodes. Diese einem early effector-Phanotyp entsprechenden T-Zellen
zeigten einen den Vergleichsgruppen Uberlegenen Antitumor-Effekt im Mausmodell (Diaz-
Montero et al. 2008). Somit konnte eine Veranderung des Expansionsprotokolls im Sinne

eines Einsatzes von IL-21 oder IL-12 anstatt IL-2 im initialen IVP die Generierung von early
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effector-CTL vom Tcy Phéanotyp ermdéglichen, welche den im Rahmen dieser Arbeit
generierten Zellen hinsichtlich Reaktivitat und langfristigem Uberleben iiberlegen sein

kdnnten.

5.4.2 Gentechnische Modifikation der CTL

Die antigenspezifischen CTL-Klone, welche im Rahmen dieser Arbeit generiert wurden,
wurden aus einer grol3en Menge unspezifischer CTL herausgefiltert, aufwandig vereinzelt,
expandiert und hinsichtlich ihrer Funktionalitdt getestet. Die Herausforderung hierbei liegt
zum einen in der reproduzierbaren Generierung spezifischer, hochaffiner Klone, zum
anderen in der Erlangung ausreichender Zellzahlen ohne die Funktionalitat der CTL-Klone
durch wiederholte Expansionszyklen zu kompromittieren. Gerade im Hinblick auf eine
zukunftige klinische Anwendung sind Optimierungsstrategien zur Steigerung der Effizienz
und Sicherheit gefragt, um die Herstellung hochspezifischer CTL-Klone in ausreichend
groBRer Zellzahl zuverlassig, reproduzierbar und innerhalb kurzer Zeit zu ermdglichen und
das Verfahren zur Generierung dieser Zellen zu vereinfachen. Eine Mdglichkeit dieses Ziel
zu erreichen besteht in der genetischen Modifikation der CTL, beispielsweise durch
Identifizierung, anschlielende Klonierung und Transfektion des TCR antigenspezifischer
CTL in Spender-T-Zellen: Die Spezifitdt der Antigenerkennung bei T-Zellen wird durch den
TCR vermittelt; durch den Transfer von TCR-Genen in Empfangerzellen kann die
Antigenspezifitat des transfizierten TCR auf diese Ubertragen werden (Dembic et al. 1986).
Diese Tatsache kann zur Vereinfachung des Verfahrens, mit dem tumorantigenspezifische
CTL generiert werden, genutzt werden. Auch hier bestehen die ersten Schritte in der
Identifizierung geeigneter Antigen-Epitope, der HLA-Restriktion sowie der Generierung und
invitro  Expansion  eines  spezifischen  CTL-Klons.  Anschlie@Rend wird der
tumorantigenspezifische TCR dieses CTL-Klons in naive T-Zellen eingebracht, welche dann
als genetisch modifizierte (engineered) T-Zellen fir den adoptiven Zelltransfer verwendet
werden konnen. Der Transfer der TCR-Gene erfolgt in der Regel mittels eines retroviralen
Vektors. Die Forschung auf diesem Gebiet ist beim Melanom am weitesten fortgeschritten.
Besonders hervorzuheben ist hierbei die wegbereitende Arbeit der Gruppe um Rosenberg,
welche groRe Erfahrung im Bereich der adoptiven T-Zell-Therapie beim Melanom hat und
mittlerweile im Rahmen Klinischer Studien gentechnisch veranderte T-Zellen zum adoptiven
Zelltransfer bei Patienten mit metastasiertem Melanom einsetzt (Rosenberg et al. 2011).
Hierbei zeigten die adoptiv Ubertragenen T-Zellen, welche mit einem TAA-spezifischen TCR
(MART1) transfiziert worden waren, eine prolongierte Persistenz in vivo und bedingten
objektive Tumorregressionen in bis zu 40 % der Patienten (Johnson et al. 2009; Morgan et

al. 2006; Rosenberg 2012). Der Einsatz gentechnisch veranderter T-Zellen bei malignen
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hamatologischen Erkrankungen hingegen steht derzeit noch am Anfang, Ergebnisse
klinischer Studien liegen noch nicht vor. Die Forschung auf diesem Gebiet befindet sich
Uberwiegend in der préklinischen Phase, erbringt jedoch vielversprechende Ergebnisse. Xue
et al. generierten CTL welche spezifisch auf das in Leukamiezellen Uberexprimierte
Wilms-Tumor-Antigen-1 (WT1) reagierten. Die entsprechenden TCR-Gene wurden in
T-Zellen transfiziert und im Mausexperiment getestet. Die genetisch veranderten T-Zellen
waren in der Lage, leukdmische Zellen in vivo zu eliminieren (Xue et al. 2005; Xue et al.
2010). Ahnliche antileukamische Effekte gentechnisch veranderter T-Zellen in vivo konnten
auch in anderen Arbeiten nachgewiesen werden (Dossett et al. 2009; Nagai et al. 2012; Ochi
et al. 2011). Der Transfer tumorantigenspezifischer TCR-Gene in frische T-Zellen und die
Verwendung dieser Zellen im adoptiven Transfer stellt somit eine vielversprechende
Mdglichkeit dar, das Verfahren der Generierung antigenspezifischer CTL zur Therapie
hamato-onkologischer Erkrankungen zu vereinfachen und effizienter zu gestalten, was einen
wichtigen Schritt im Hinblick auf einen Klinischen Einsatz der adoptiven T-Zell-Therapie in

der Hamato-Onkologie darstellt.

5.5 Einsatz alloreaktiver CTL bei der Therapie der A LL

Aufgrund grol3er Fortschritte im Bereich der Leukdmietherapie kdonnen mittlerweile Giber 80 %
der Kinder mit ALL mit konventionellen Therapiemethoden geheilt werden. Dies ist vor allem
auf die Etablierung grof3angelegter randomisierter Studien, in deren Rahmen die Patienten
behandelt werden, sowie auf Verbesserungen im Bereich der Risikostratifizierung, der
risikoadaptierten Therapie und der intensivierten Therapieoptionen fur Hochrisikopatienten
zurickzufihren (Mehta und Davies 2007). Dennoch stellt die allogene hamatopoetische
Stammzelltransplantation (allogene HSCT bzw. aHSCT) fir viele Patienten mit
Hochrisikoprofil sowie refraktarer oder rezidivierter ALL nach wie vor die Therapie der Wahl
und oftmals die einzige potenziell kurative Therapieoption dar. Zunachst basierte der Einsatz
der allogenen HSCT bei der Leukamie auf der Grundlage zweier angenommener
Wirkungsprinzipien: zum einen stellte die HSCT eine Mdglichkeit dar, ein maligne
transformiertes hamatopoetisches System mit dem eines gesunden Spenders zu ersetzen,
zum anderen ermoglichte die HSCT die vorherige Verabreichung hochdosierter,
myeloablativer Dosen an Radio- oder Chemotherapie zur Eradikation der leukamischen
Zellen (Peccatori und Ciceri 2010). Dieses myeloablative Konditionierungsregime war jedoch
mit hochgradiger Toxizitat und therapieassoziierter Mortalitat verbunden, sodass die HSCT
fur Patienten in schlechtem Allgemeinzustand oder mit Komorbiditaten nicht zuganglich war
und auch fiur alle anderen Patienten als risikoreiche Therapieoption anzusehen war. Eine

weitere, oft schwerwiegende Folge einer allogenen HSCT ist die akute oder chronische Graft
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versus host disease (GVHD). Hierbei handelt es sich um eine vor allem durch T-Zellen
vermittelte Reaktion der Immunzellen des Spenders auf das Gewebe des Empfangers. Im
Verlauf einer inflammatorischen Kaskade kommt es zur Aktivierung der transfundierten
Spender-T-Zellen, welche mittels zytotoxischer Reaktionen das Empfangergewebe
schadigen, wobei Haut, Leber und der Gastrointestinaltrakt die am haufigsten betroffenen
Organe darstellen. Daher kann sich eine GVHD klinisch unter anderem durch Dermatitis,
Hepatitis, Ikterus, abdominale Schmerzen oder Diarrhé manifestieren. Etwa 35 — 50 % aller
HSCT-Empfanger entwickeln eine akute GVHD (Jacobsohn und Vogelsang 2007), welche je
nach Anzahl und Ausmall der Organmanifestationen in 4 Schweregrade eingeteilt wird
(Przepiorka et al. 1995); hierbei gehen hohergradige GVHD-Manifestationen mit einer
schlechten Prognose fur den Patienten einher. Die Aktivierung der Spender-T-Zellen in der
Pathogenese der GVHD wird zu einem Grof3teil durch Unterschiede in den HLA-Molekilen
von Spender und Empfanger vermittelt, wobei alloreaktive Spender-T-Zellen die
HLA-Antigene des Empfangers als fremd erkennen und infolgedessen die Zellen mit dem
fremden HLA-Antigen zerstoren (Klein und Sato 2000). Die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens einer akuten GVHD nach allogener HSCT korreliert direkt mit dem Ausmal3 der
HLA-Unterschiede (Sun et al. 2007). Aufgrund dieser Erkenntnis wurde daher lange Zeit
versucht, die HLA-Antigene von Spender und Empfanger bei der HSCT maoglichst optimal
einander anzugleichen und mdglichst HLA-identische Transplantationen vorzunehmen.
Jedoch stellte sich heraus, dass die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs bei
Leukamiepatienten mit dem Grad der HLA-Disparitat zwischen Spender und Empfanger und
mit dem Auftreten einer GVHD korrelierte — Patienten, die eine GVHD nach einer allogenen
HSCT entwickelten, hatten ein geringeres Rezidivrisiko (Weiden et al. 1979) als Patienten
nach HLA-identischer Transplantation eineiiger Zwillinge. Dies war darauf zurlckzufihren,
dass die alloreaktiven Spender-T-Zellen nicht nur das Normalgewebe des Empfangers
schadigten, sondern auch die nach der Konditionierung im Empfangerorganismus
verbliebenen Leukamiezellen im Sinne einer Graft versus Leukemia-Reaktion (GVL) als
fremd erkannten und zerstorten. Dieses Phanomen fihrte zu einem Paradigmenwechsel im
Hinblick auf das Verstandnis der Wirkungsweise der HSCT. Wurde der kurative Effekt der
GVHD zunéchst vor allem dem myeloablativen Konditionierungsregime zugeschrieben, so
erkannte man nun den immuntherapeutischen Ansatz der HSCT, vermittelt durch die
alloreaktive  Zerstérung der leukdmischen Zellen durch den GVL-Effekt der
Spender-T-Zellen. Dies ermdglichte  die  Entwicklung  nicht  myeloablativer,
intensitatsreduzierter Konditionierungsschemata, deren geringe zytoreduktive Kapazitat
alleine zu gering fir eine kurative Wirkung ware und deren antineoplastische Aktivitat nach

aHSCT somit dem GVL-Effekt zugesprochen wird (Champlin et al. 2000; Slavin et al. 1998).
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Der Erfolg der allogenen HSCT mit intensitatsreduziertem Konditionierungsregime macht das
Verfahren auch fur Patienten mit Komorbiditdten zuganglich und bestatigt die Wirkungsweise
des GVL-Effekts. Ein weiterer Beleg fir die Existenz einer GVL-Reaktion ergibt sich aus den
Arbeiten von Kolb et al., in denen Patienten, die ein Rezidiv nach einer aHSCT entwickelt
hatten, Spenderlymphozyten transfundiert wurden (donor lymphocyte infusion, DLI) um eine
GVHD und einen damit assoziierten antileukamischen Effekt hervorzurufen. Bei einem
groBen Anteil der CML-Patienten, aber auch bei Patienten mit anderen
hamato-onkologischen Erkrankungen lieRen sich hierdurch komplette Remissionen auslésen
(Kolb et al. 1995; Slavin et al. 1995). Der GVL-Effekt wird wie die GVHD hauptsachlich durch
T-Zellen vermittelt, was dadurch ersichtlich wurde, dass T-Zell-depletierte Transplantate zu
haufigeren Rezidiven fuhrten (Horowitz et al. 1990). Obwohl die Entdeckung des
GVL-Effekts durch die Erméglichung intensitatsreduzierter Konditionierungsschemata die
therapieassoziierte Toxizitat verringerte ist die allogene HSCT nach wie vor eine mit hohem
Risiko behaftete Therapieoption. Dies ist zu einem Grof3teil auf die GVHD-assoziierten
Schéadigungen zuriickzufuihren, welche nach wie vor ein grof3es Problem darstellen. Es ist
daher das Ziel intensiver Forschung, Strategien zur Optimierung von allogener HSCT und
DLI zu entwickeln, welche es ermdéglichen, die Vorteile des GVL-Effekts optimal zu nutzen
und gleichzeitig die Risiken der GVHD soweit wie mdglich zu minimieren. So wurden
verschiedene Verfahren getestet, um den GVL-Effekt von der GVHD zu entkoppeln. Die
Effizienz der DLI nach allogener HSCT wird unter anderem vom Zeitpunkt des adoptiven
Zelltransfers, der verabreichten Zelldosis wund von der Beschaffenheit des
Empfangerorganismus beeinflusst. So erfolgte in einigen Versuchsansatzen eine Variation
der DLI-Zelldosis und des Transfusionszeitpunktes, wobei eine geringer dosierte und spéater
erfolgende Verabreichung der Spenderlymphozyten insbesondere bei der CML mit
verringerten GVHD-Auspragungen ohne Kompromittierung des GVL-Effekts einherging
(Mackinnon et al. 1995). Diese Herangehensweise ist jedoch nicht uneingeschrankt auf
aggressivere akute Leukamieformen Ubertragbar, da in diesen Fallen unter Umstanden
hohere Zelldosen sowie ein zeitnaher Zelltransfer nach allogener HSCT unabdingbar sind
um ein Frihrezidiv zu verhindern (Falkenburg und Warren 2011). In anderen Studien wurden
die alloreaktiven Spender-T-Zellen oder deren diverse Subgruppen weitmdglichst depletiert
oder inhibiert, die beobachtete Reduktion der GVHD ging jedoch auch mit einer Verringerung
des GVL-Effekts einher, sodass sich hierdurch keine Vorteile fur das Uberleben der
Patienten  ergaben (Wagner et al. 2005). Da Spender-T-Zellen, welche
Empfanger-Alloantigene erkennen, die zentralen, wenn auch nicht exklusiven Vermittler
sowohl von GVHD als auch von GVL nach allogener HSCT sind, stellt der Einsatz von

antigenspezifischen, in vitro selektierten T-Zellen einen vielversprechenden Ansatzpunkt fir
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die Induktion eines GVL-Effekts ohne begleitende GVHD dar. Als Zielstrukturen kommen
hierfir vor allem minor-Antigene sowie tumorassoziierte bzw. tumorspezifische Antigene
infrage. CTL erkennen Peptide, welche durch die Degradation von zellularen Proteinen
entstehen und durch MHC Klasse I-Molekiile auf der Zelloberflache der meisten kernhaltigen
Zellen prasentiert werden. Selbst wenn die MHC-Antigene von Spender und Empféanger bei
einer allogenen HSCT soweit wie mdoglich abgestimmt werden, gibt es genetische
Unterschiede auf3erhalb des MHC-Systems, welche zu erheblichen Differenzen im Hinblick
auf die Peptide, welche durch MHC-Mokile auf der Zelloberflache von Spender- und
Empfangerzellen préasentiert werden, fihren. Peptide, die hierbei auf Empféanger- aber nicht
auf Spenderzellen prasentiert werden, kénnen, in Abhangigkeit von den Geweben, in denen
das jeweilige Gen exprimiert und das entsprechende Peptid préasentiert wird, somit eine
Immunreaktion im Sinne einer GVL-Reaktion bzw. GVHD auslosen und werden als minor
Histokompatibilitdtsantigene (mHAQ) bezeichnet (Falkenburg und Warren 2011). Gene, die
ausschlieB3lich in hamatopoetischem Gewebe exprimiert werden und deren Genprodukte
somit selektiv auf den h&matopoetischen Zellen — einschliel3lich der leuk&mischen Zellen —
des Empfangers présentiert werden, stellen somit geeignete Zielstrukturen fir in vitro
selektierte und expandierte antigenspezifische CTL dar, um nach adoptivem Zelltransfer
einen selektiven GVL-Effekt zu vermitteln. Entsprechende Klinische Studien mit
mHAg-spezifischen alloreaktiven T-Zellen werden derzeit durchgefihrt und zeigen
vielversprechende Ergebnisse (Warren et al. 2010). Ein weiterer Ansatzpunkt ist die
Identifizierung von Antigenen, welche mit dem malignen Phéanotyp der entarteten Zellen
assoziiert sind (Richter et al. 2009; Thiel et al. 2011). Hierfir kommen vor allem
tumorassoziierte oder tumorspezifische nichtpolymorphe Selbstantigene infrage, welche
vorwiegend oder ausschlie3lich in Tumorzellen exprimiert und durch MHC Klasse I-Molekiile
auf der Zelloberflache leukdmischer Blasten prasentiert werden. Diese Antigene stellen
potente Zielepitope fir in vitro generierte und expandierte, antigenspezifische CTL dar.
Durch die selektive Expression auf Tumorzellen erméglichen diese Zielstrukturen eine
Zielgerichtete leukamiespezifische Reaktivitdt der als DLI nach allogener HSCT adoptiv
verabreichten CTL. Hierdurch ergibt sich die Moglichkeit, den GVL-Effekt zur
immuntherapeutischen Pravention eines Rezidivs bei Leukdmiepatienten mit Hochrisikoprofil
zu nutzen und zugleich die Toxizitdt sowie die Risiken einer GVHD zu minimieren. Die
Identifizierung leukdmiespezifischer Antigene, die Generierung tumorantigenspezifischer
T-Zellen und ihre mdgliche Anwendung zum adoptiven Zelltransfer sind Gegenstand

aktueller Forschung (Wernicke et al. 2012).
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In Vorarbeiten zu dieser Arbeit wurden die Gene STK32B und LILRAZ2 als tumorassoziierte
bzw. tumorspezifische Antigene identifiziert, die bei der cALL im Vergleich zu Normalgewebe
vermehrt exprimiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in vitro allorestringierte
peptidspezifische CTL generiert, welche spezifisch waren fir an HLA-A*0201 bindende
STK32B- bzw. LILRAZ2-Peptidepitope. Diese CTL erkannten nicht nur spezifisch die
peptidexprimierenden Zellen im HLA-A*0201-Kontext, sondern reagierten bei Kontakt mit
HLA-A*0201" cALL-Zelllinien, welche die entsprechenden Antigene exprimierten, mit einer
spezifischen Granzym B-Ausschittung, wohingegen der Kontakt mit HLA-A*0201
cALL-Zelllinien keine zytolytischen Reaktionen hervorrief. Dies zeigt die hohe Spezifitat und
Effektivitat der allorestringierten CTL, welche bei der Entwicklung neuer Therapiestrategien
im Rahmen der allogenen HSCT bzw. des adoptiven Zelltransfers nach aHSCT zur Induktion

eines GVL-Effekts unter Umgehung der Toxizitat einer GVHD eine Rolle spielen kdénnten.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Gewinnung und Charakterisierung cALL-spezifischer alloreaktiver
CTL. In Vorarbeiten zu dieser Doktorarbeit wurden mittels Microarray-Analysen mehrere
Gene identifiziert, die als cALL-assoziiert oder cALL-spezifisch angesehen werden konnten.
Zwei dieser Gene, STK32B und LILRA2, wurden als potenzielle Zielgene fir
CALL-spezifische CTL ausgewahlt. Aus der Proteinsequenz dieser Gene wurden
Peptidepitope selektiert, welche laut in silico angewandten bioinformatischen Algorithmen gut
an HLA-Molekile binden. Aus praktischen Grinden beschrankten wir uns hierbei auf das
HLA-A*0201 Molekil, da dieses das am haufigsten vorkommende HLA-Allel in der
kaukasischen Bevdlkerung darstellt. Die ausgewahlten Peptide wurden synthetisiert und
durchflusszytometrisch auf ihre Bindungsfahigkeit an HLA-A*0201 in vitro getestet. Die
Peptide mit den besten Bindungseigenschaften wurden als potenzielle Zielepitope fur
cALL-spezifische CTL selektiert. Keines der ausgewahlten Epitope ist zuvor in Bezug auf die
CALL oder andere Tumorerkrankungen beschrieben worden. Dendritische Zellen wurden aus
HLA-A*0201-positiven CD14" Zellen generiert und fiir das allogene in vitro ,Priming* naiver
T-Zellen verwendet. CD8" T-Zellen wurden dem allogenen Ansatz entsprechend aus den
PBMC eines HLA-A*0201 negativen Spenders isoliert und beim allogenen in vitro Priming
mit den peptidgepulsten Dendritschen Zellen kokultiviert. Epitopspezifische CTL wurden mit
Hilfe eines fluoreszenzmarkierten peptidspezifischen HLA-A*0201-Pentamers aus der
Menge unspezifischer alloreaktiver T-Zellen identifiziert und isoliert. Die spezifischen CTL
wurden durch Vereinzelung kloniert, expandiert und mittels ELISpot charakterisiert. In dieser
Arbeit gelang die Gewinnung mehrerer T-Zell-Linien, welche in der Lage waren,
CALL-Antigene peptidspezifisch und im HLA-Kontext zu erkennen und abzut6éten. Dies wurde
im Interferon y- und Granzym B-ELISpot Uberprift. Die T-Zell-Linien erkannten nicht nur
spezifisch die peptidprasentierenden Zellen im korrekten HLA-Kontext, sondern reagierten
bei Kontakt mit HLA-A*0201 positiven cALL-Zelllinien, welche das entsprechende Antigen
exprimierten, mit einer spezifischen Granzym B-Ausschittung als Zeichen einer spezifischen
zytolytischen Reaktion. HLA-A*0201 negative cALL-Tumorzelllinien l6sten hingegen keine
Reaktion aus. Es gelang somit reproduzierbar die Gewinnung alloreaktiver cALL-spezifischer
CTL, welche spezifisch auf bisher unbekannte cALL-Antigene reagierten. Diese CTL kdnnten
in Zukunft als Bestandteil immuntherapeutischer Therapiestrategien bei der cALL eingesetzt
werden, insbesondere im Bereich des adoptiven Zelltransfers zur Rezidivprophylaxe oder —

therapie nach allogener hdmatopoetischer Stammzelltransplantation.
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