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1. Abkiirzungsverzeichnis

aGvHD Akute Spender-gegen-Wirt Erkrankung (acute graft-versus-

host disease)

AK Antikorper

Amp Ampicillin-Resistenz

AP Alkalische Phosphatase

APZ Antigenprasentierende Zelle

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BL Burkitt-Lymphom (Zellen)

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BZR B-Zellrezeptor

bzw. Beziehungsweise

°C Grad Celsius

cGvHD Chronische Spender-gegen-Wirt Erkrankung (chronic graft-

versus-host disease)

cDNA Komplementare DNA (complementary DNA)
CIP Calf intestine phosphatase

cmv Cytomegalievirus

ddH.O Doppelt destilliertes Wasser

DEPC Diethylpyrocarbonat

DLI Donor-Lymphozyten-Infusion (donor lymphocyte infusion)
dNTP 2’-Desoxy-Nukleosid-5’-Triphosphat

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

EBV Epstein-Barr Virus

E. coli Escherichia coli

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

FACS Fluorescence activated cell scanning
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FCS Fotales Kalberserum (fetal calf serum)

FITC Fluorescein-lsothiocyanat

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierender Faktor
GvL Graft-versus-Leukamie Effekt (graft-versus-tumor)

HPLC high performance liquid chromatography
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HRP Meerrettich Peroxidase (horseradish peroxidase)
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PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)
PCR Polymerasekettenreaktion



Abkurzungsverzeichnis

Pl

PEI
RNA
RNase
RT
rpm
SDS
SEREX
SNP
SOLR
TAA
TAE
Taq
TBE
TBS
Tet
TEMED
TH
TNF
Treg
Tris
TZR
uv
X-Gal
XL-1
ZTL

Propidiumjodid

Polyethylenimin

Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute of rotor)
Natriumdodecylsulfat

serological analysis of recombinant cDONA-expression libraries
single nucleotide polymorphism

E. coli Bakterienstamm SOLR

Tumor-assoziiertes Antigen

Tris-Acetat-EDTA Puffer

Hitzestabile Polymerase von Thermophilus aquaticus
Tris-Borat-EDTA Puffer

Tris-gepufferte Saline (Tris-buffered saline)
Tetracyclin

Tetramethylethylendiamin

T-Helfer-Lymphozyten

Tumornekrosefaktor

Regulatorische T-Zellen

Tris-(hydroxymethyl) aminomethan

T-Zell-Rezeptor (T-cell receptor)

Ultraviolett
5-Bromo-4-chloro-3-indlyl-beta-D-galactopyranoside
E. coli Bakterienstamm XL-1 Blue MRF~
Zytotoxische T-Lymphozyten



Einleitung

2. Einleitung

Die Transplantation hamatopoetischer Stammzellen aus Knochenmark (KMT:
Knochenmarktransplantation), peripherem Blut (PBSZT: periphere
Blutstammzelltransplantation) oder postnatalem Nabelschnurblut, wird zur Behandlung
von kongenitalen und erworbenen Erkrankungen des hamatopoetischen Systems,
einschlieBlich Neoplasien und Autoimmunkrankheiten, durchgefihrt (Tabbara et al.,
2002).

Die transplantierten, hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) kodnnen autologen,
syngenen, oder allogenen Ursprungs sein.

Bei der autologen Transplantation handelt es sich um ein Verfahren, bei dem den
Patienten korpereigene, in der Regel vor einer Hochdosischemotherapie entnommene
Stammzellen bzw. Knochenmark retransplantiert werden. Unter einer syngenen
Transplantation versteht man die Ubertragung der Stammzellen zwischen eineiigen
Zwillingen. Dagegen werden bei der allogenen Transplantation Stammzellen eines
nicht genetisch identischen Spenders Ubertragen (Chiang & Worthington-White, 2004).
Bei der allogenen HSZT (aHSZT) wird zudem zwischen humanem Leukozytenantigen
(HLA)-identischer und HLA-nicht-identischer Transplantation unterschieden.

Im Gegensatz zur syngenen und autologen HSZT treten nach allogener
Transplantation haufig immunologische AbstoBungsreaktionen auf, die durch
Gewebeunvertraglichkeiten ausgelést werden. Da jedoch eineiige Zwillinge selten als
Spender zur Verfigung stehen und autologes Knochenmark in der Regel nicht zur
Behandlung von Erkrankungen des hamatopoetischen Systems eingesetzt werden
kann, stellt die allogene Transplantation nach wie vor oftmals die einzige
therapeutische Option fir viele Patienten dar (Richard et al., 2002).

Die durch Gewebeunvertraglichkeit ausgelodsten, immunologischen
AbstoRungsreaktionen nach aHSZT kdnnen zur Schadigung normalen Gewebes und
dadurch zur Entstehung der sogenannten Spender-gegen-Wirt Erkrankung (graft-
versus-host disease; GvHD) fihren, die mit einer hohen Mortalitatsrate behaftet ist

(Ball & Egeler, 2008). Diese beruht auf der Reaktion von T-Zellen des Spenders gegen
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Gewebemerkmale des Empfangers, die als ,fremd“ erkannt werden (Penas & Zaman,
2010). Als wichtigste Ausldser dieser T-Zell-vermittelten Immunreaktion gelten HLA-
Molekile, in denen sich Spender und Empfanger unterscheiden (Sangiolo et al.,
2010). Deshalb ist die GvHD-Inzidenz und -Schwere nach nicht-HLA-identischer
aHSZT am hdchsten. Aber auch nach HLA-identischer aHSZT kommt es haufig zur
Entwicklung einer GvHD (Storb & Champlin, 1991). Die wichtigsten immunologischen
Zielstrukturen  sind  hierbei die  Nebenhistokompatibilitditsantigene  (minor
histocompatibility antigens, mHags) (Goulmy et al., 1977). Dabei handelt es sich um
Peptide polymorpher, nicht im HLA-Locus codierter Proteine, in denen sich Spender
und Empfanger unterscheiden und die auf HLA-Molekiilen prasentiert und von
Spender-T-Zellen erkannt werden (Goulmy, 1996). Die T-Zell-vermittelten,
immunologischen AbstolRungsreaktionen nach aHSZT kdénnen auch zu einer
Eliminierung residueller Tumorzellen beitragen, was als graft-versus-leukemia (GvL)-
Effekt bezeichnet wird (Sullivan et al, 1989). Aus diesem Grund ist die
Wabhrscheinlichkeit eines Tumorrtckfalls nach allogener HSZT niedriger als nach
autologer oder syngener Transplantation (Horowitz et al., 1990; Zittoun et al., 1995; Le
et al., 2010). GvHD- und GvL-Effekte sind haufig, aber nicht notwendigerweise
gekoppelt und vermutlich vom mHags-Expressionsmuster abhangig. Eine ubiquitare
Expression bedingt eine Immunreaktion gegen verschiedene Gewebe und die
Entstehung von GvHD, wahrend eine auf das hamatopoetische System beschrankte
Expression der mHags zu einer Eliminierung von residuellen Leukdmiezellen ohne
GvHD fihren kann (Riddell et al., 2002; Shlomchik, 2007). Die molekulare
Identifizierung von mHags ist aus mehreren Griinden von klinischem Interesse. Durch
die gezielte Auswahl von HSZ-Spendern, die sich in wenigen ubiquitar und vielen
Hamatopoese-spezifisch exprimierten mHags unterscheiden, kénnte das Risiko einer
GvHD vermindert und GvL-Effekte verstarkt werden (Larsen et al., 2010; Warren et al.,
2010). Daruber hinaus kénnten mHags-spezifische T-Zellen zur Behandlung bésartiger
Tumorerkrankungen eingesetzt werden (Warren et al., 1998; Turtle & Riddell, 2010).
Obwohl GvL-Effekte auch nach Infusion CD8" depletierter T-Zellen beschrieben

wurden und somit vermutlich CD4" T-Zellen entscheidend zu dieser Immunreaktionen
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beitragen, konnten bislang nur wenige mHags identifiziert werden, die von CD4" T-

Zellen erkannt werden (Goulmy, 1996; Bioley et al., 2009).

2.1. Historische Entwicklung

Die Erforschung der Knochenmarktransplantation begann unter dem Aspekt des
Schutzes vor Strahlenschaden nach den Atombombenabwurfen auf Hiroschima und
Nagasaki (Barnes & Loutit, 2001). Im Jahre 1951 berichteten Jacobsen et al. von
Versuchen, in denen Mause eine tddliche Strahlendosis uberlebten, wenn ihre Milz
wahrend der Bestrahlung durch ein Bleischild geschutzt wurde (Jacobson et al., 1951).
Im gleichen Jahr zeigten Lorenz et al. in Tierexperimenten, dass nachtraglich
intravends verabreichtes Knochenmark das Uberleben einer letalen Strahlendosis
ermdglichte (Lorenz et al., 1951). Darlber hinaus wurde in Tierexperimenten gezeigt,
dass die Blutbildung auf die transplantierten Zellen des Spenders zurlckflhren war,
was als Chimarismus bezeichnet wurde (Ford et al., 1956). Der erste Versuch einer
Knochenmarktransplantation beim Menschen wurde von Thomas et al. im Jahre 1957
durchgefiihrt (Thomas et al., 1957). Auch wenn dieser Versuch zunachst erfolglos
blieb, berichteten die Autoren zwei Jahre spater von einer erfolgreichen, syngenen
Knochenmarktransplantation nach Ganzkérperbestrahlung bei einem Patienten mit
akuter lymphatischer Leukamie (Thomas et al., 1959).

In den 1970er Jahren konnte gezeigt werden, dass eine Hochdosistherapie mit
nachfolgender Transplantation HLA-identischen Knochenmarks zu verlangertem
Uberleben bei bislang therapierefraktaren, akuten Leukamien fiihren kann (Fefer et al.,
1977). Dies fuhrte zu einer weltweiten Zunahme an hamatopeotischen
Stammzelltransplantationen, deren Zahl auch heute noch kontinuierlich ansteigt

(Weiss et al., 2004).
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2.2. Allogene, hamatopoetische Stammzelltransplantation

(aHSZT)

Die allogene, hamatopoetische Stammzelltransplantation wurde anfangs zur
Behandlung von Patienten mit Sichelzellandmie und X-chromosomal vererbtem,
schwerem, kombiniertem Immundefekt (X-SCID) entwickelt. Hierbei wird das
blutbildende System eines erkrankten Patienten durch Stammzellen eines gesunden
Spenders ersetzt. Darliber hinaus ermoglicht sie eine Hochdosis-Chemo- bzw.
Strahlentherapie bei Patienten mit malignen Erkrankungen. Diese aggressive
Behandlung von Tumoren und Leukamien fihrt auch zur Zerstérung des blutbildenden
Systems des Patienten, was eine Rekonstitution durch die Reinfusion von
hamatopoetischen Stammzellen notwendig macht.

Die aHSZT birgt das Risiko von T-Zell-vermittelten AbstoRungsreaktionen, die zur
sogenannten Spender-gegen-Wirt Erkrankung fiihren kdnnen. Allerdings ist die aHSZT
auch mit einer vorteilhaften, T-Zell-vermittelten Immunreaktion gegen residuelle

Tumorzellen assoziiert (Weiden et al., 1981).

2.3. Die Spender-gegen-Wirt Erkrankung

Die AbstoRungsreaktion GvHD ist eine haufig vorkommende und oftmals
lebensbedrohliche Komplikation nach aHSZT (Lee & Williams, 2010). Die Inzidenz
liegt zwischen 30 bis 60% und die Mortalitdtsrate kann nach nicht HLA-identischer
aHSZT bei Uber 65% liegen (Barton-Burke et al., 2008). Die GvHD wird durch allogene
Spender-T-Lymphozyten verursacht, die die Gewebe des Transplantatempfangers
erkennen und inflammatorische Entziindungsprozesse auslésen, was zu multiplem
Organversagen fihren kann (Shaw et al., 2010). Wichtigste Risikofaktoren fiir die
Entstehung der GvHD sind gegengeschlechtliche Transplantationen (Stammzellen aus
weiblichen Spendern in mannliche Empfanger), bestimmte HLA-Haplotypen, das Alter
des Patienten, die Bedingungen der Konditionierung und die Prophylaxe der GvHD

(Gratama et al., 1992; Barton-Burke et al., 2008; Dierselhuis & Goulmy, 2009). In
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Abhéangigkeit vom Zeitpunkt des Auftretens von GvHD wird zwischen akuter und

chronischer GvHD unterschieden (Travnik et al., 2011a).

2.3.1. Akute GvHD

Tritt eine GvHD innerhalb der ersten 100 Tage nach Transplantation auf, so wird
definitionsgemal® von einer akuten GvHD (aGvHD) gesprochen. Die Schwere der
Erkrankung wird dabei in 4 Stadien (I bis IV) unterteilt (Ball & Egeler, 2008). Die GvHD
beruht auf Immunreaktionen, die durch Unterschiede in den HLA-Molekllen bzw. auf
HLA-Molekiilen prasentierten Peptiden zwischen Spender und Empféanger ausgeldst
werden (Travnik et al., 2011Db).

Haut, Darm und Leber sind die am haufigsten betroffenen Organe der aGvHD (Olsson
et al., 2010). Die Depletion von Spender-T-Zellen aus dem Transplantat vor einer
aHSZT flhrt zu einer verminderten Inzidenz der Erkrankung. Jedoch bedingt diese
Mallnahme auch ein erhdhtes Risiko eines Transplantatversagens und Tumorrlckfalls

(Mielke et al., 2008).

2.3.2. Chronische GvHD

Tritt die Spender-gegen-Wirt Erkrankung mehr als 100 Tage nach der aHSZT auf, so
wird diese als chronische GvHD (cGvHD) bezeichnet (Goddard et al., 2010). Das
Krankheitsbild der cGvHD kann, je nach betroffenen Organen, zwischen lokalen
Lasionen und systemischen Dysfunktionen variieren und wird ebenfalls in 4 Stadien
unterteilt. In 50% der Patienten mit cGvHD sind mehr als zwei Organe betroffen
(Martin, 2008; Riera et al., 2010). lhre sklerodermiformen Weichteil-Manifestationen
kénnen die Lebensqualitat der Patienten erheblich beeintrachtigen (Shlomchik, 2007).

Die Beziehung zwischen akuter und chronischer GvHD ist noch immer nicht
vollstdndig verstanden. Die Ergebnisse mehrerer klinischer Studien haben ergeben,
dass die cGvHD nicht immer einer aGvHD folgt (Chu et al., 2010). Etwa ein Drittel der

Patienten, die eine aGvHD entwickelten, zeigten keine Zeichen einer cGvHD.
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Umgekehrt ist der cGvHD in Uber 30% der Falle keine akute GvHD vorausgegangen
(Ferrara et al., 2009).

Trotz der Tatsache, dass die akute und cGvHD die gleichen Organe betreffen, fuhrt die
cGvHD zu mehr entzindlichen und fibrotischen Veranderungen, wahrend die aGvHD
vermehrt mit Apoptose und Nekrose assoziiert ist (Barton-Burke et al., 2008; Lee &

Williams, 2010).

2.3.3. Immunbiologie der GvHD

Die GvHD basiert auf einer von Spender-T-Lymphozyten-vermittelten Immunreaktion
(Busca et al., 2011). T-Lymphozyten erkennen uber ihren T-Zell-Rezeptor (TZR)
Peptide, die auf Molekilen des Haupthistokompatibilitdtskomplexes (major
histocompatibility complex; MHC) prasentiert werden. Die MHC-Molekile werden in
zwei Klassen unterteilt: Klasse-lI-Moleklle werden auf allen kernhaltigen Zellen
exprimiert, wahrend Klasse-lI-Moleklle nur auf wenigen Zelltypen, hauptsachlich
hamatopoetischen Ursprungs, vorkommen. Die Expression von MHC-II-Molekilen
kann jedoch auf einigen Geweben durch Zytokine, zum Beispiel Interferon-y, induziert
werden (Romieu-Mourez et al., 2007). Beim Menschen werden MHC-Molekile auch
als humane Leukozytenantigene (HLA) bezeichnet. Es gibt drei verschiedene HLA-
Klasse-l (HLA-A, -B und -C) und drei HLA-Klasse-Il Untergruppen (HLA-DQ, -DR und -
DP) (Marsh, 2011).

Die Aufgabe von MHC-Molekllen ist die Prasentation von Antigen-Fragmenten in
Form von Peptiden an T-Zellen. Dabei erkennen T-Zellen, die den CD8 Korezeptor
exprimieren, Antigene auf MHC-Klasse-I-Molekilen wahrend T-Zellen, die den CD4
Korezeptor exprimieren, Peptide auf MHC-Klasse-II-Molekilen erkennen.

Ausgeldst werden GvH-Reaktionen durch immunkompetente Zellen im Transplantat,
die Selbst-Antigene auf Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) des Empfangers als
fremd erkennen (Choi et al., 2010). Der Schweregrad der Erkrankung korreliert dabei
mit der Menge an infundierten Spender-T-Lymphozyten (Kernan et al., 1986). So wird
Haufigkeit und Schweregrad einer aGvHD durch die Depletion von T-Zellen aus dem

Transplantat verringert (Busca et al., 2011).
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Wie in Abbildung 1 dargestellt, kann die Aktivierung von Spender T-Zellen nach
aHSZT auf drei Wegen erfolgen.

(a) Direkte Erkennung allogener HLA-Molekile: Die Immunreaktion gegen intakte,
allogene HLA-Molekile nach HLA-disparater Transplantation wird als direkter
Erkennungsweg bezeichnet. Dieser Erkennungsweg l6st sehr schnelle und starke
Abstollungsreaktionen aus (Nowak, 2008).

(b) Indirekte Erkennung allogener HLA-Molekiile: Auch hier werden allogene HLA-
Molekille des Empfangers von Spender T-Zellen erkannt, jedoch nicht direkt sondern
nach Spaltung in Peptide und deren Prasentation auf HLA-Molekiilen (Tivol et al.,
2005).

(c) Erkennung von mHags: Peptide polymorpher Proteine, in denen sich Spender und
Empfanger unterscheiden, werden auf HLA-Molekllen autologer APZ prasentiert und

von Spender-T-Zellen erkannt (Rufer et al., 1998).

(a) Direkte allogene Erkennung (b) Indirekte allogene Erkennung (c) Erkennung von mHags

Spender-T-Zellen Spender-T-Zellen Spender-T-Zellen

Allogene Allogene @ mHags auf mHags auf
HLA-Klasse-I| Empfanger HLA-Klasse-I Sender HLA-Klasse-l| ) HLA-Klasse-I
APZ ?APZ Empféanger

APZ
Abspaltung von allogenen HLA-Molekilen

des Empfangers prasentiert
von APZ des Spenders

Abbildung 1: T-Zell-Antigenerkennung nach aHSZT

(a) Direkter Erkennungsweg: Die Immunreaktion gegen intakte, allogene MHC-Molekiile. (b) Indirekter
Erkennungsweg: Reaktion gegen Peptide allogener HLA Molekiile, die auf autologen HLA-Molekilen
prasentiert werden. (c) Erkennung von Nebenhistokompatibilitidtsantigenen (mHags): Peptide
polymorpher Proteine, in denen sich Spender und Empfanger unterscheiden, werden auf HLA-Molekilen
prasentiert.
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Die Pathophysiologie der GvHD kann in drei Prozesse unterteilt werden (Ferrara &
Yanik, 2005):

(1) Schadigung von Empfangergewebe durch die Konditionierung.

(2) Spender-T-Zell-Aktivierung und klonale Expansion.

(3) T-Zell-Effektorphase mit weiteren Schadigungen des Empfangergewebes durch

Spender T-Zellen.
(I) Konditionierung

Gewebeschaden

Empfangergéwebe

(I1) Aktivierung von (11l) Effektorphase
Spender-T-Zellen

Abbildung 2: Die Pathophysiologie der GVHD

(I) Die Konditionierung des Patienten flhrt zu einer Schadigung von Empfangergewebe. (Il) Aktivierung
und klonale Expansion von Spender T-Zellen nach Transplantation. (lll) T-Zell-Effektorphase, die zu
weiteren Schadigungen von Empfangergewebe fiihren. LPS: Lipopolysaccharid, Th: CD4" T-Helferzellen,
ZTL: CD8" zytotoxische T-Zellen, IL-1: Interleukin-1, ein entziindungsférderndes Zytokin, TNF-o.: Tumor-
Nekrose-Faktor alpha, proinflammatorisches Zytokin, IFNy: Interferon-gamma, inflammatorisches Zytokin.
Die Abbildung wurde modifiziert nach Ferrara und Yanik, 2005.
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2.3.3.1. Phase 1: Schadigung von Empfangergewebe durch die
Konditionierung

Die therapiebedingte Schadigung von Empfangergewebe durch die Konditionierung
fuhrt zu inflammatorischen Prozessen (Hiemenz, 2009), die durch die Gewebe-
Infiltration von Immunzellen und der Ausschittung weiterer Entziindungsmediatoren
noch verstarkt werden. Im Darm kénnen durch die Zerstdrung des Epithels
Bestandteile von Darmbakterien, wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS), in die Blutbahn
gelangen, wo sie Uber die Bindung an Toll-ahnliche Rezeptor (toll like receptor; TLR)
die systemische Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie Tumor-Nekrose-
Faktor-alpha (TNFa), Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-12 und Interferon-gamma (IFNy)
ausldsen (Mickelson et al., 2010).

Das geschadigte Empfangergewebe reagiert darauf mit einer weiteren Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-1, was als Zytokin-Sturm bezeichnet

wird (Rotolo et al., 2009).

2.3.3.2. Phase 2: Spender-T-Zell Aktivierung

(a) Zielantigene

Ausléser von Antigen-spezifischen Immunreaktionen nach aHSZT sind allogene HLA-
Molekiile und Nebenhistokompatibilitidtsantigene (mHags), in denen sich Spender und
Empfanger unterscheiden. Die Frequenz alloreaktiver T-Zellen im Transplantat, die
allogene HLA-Molekiile direkt erkennen, ist abhangig von der HLA-Disparitat zwischen
Spender und Empfanger und kann bis zu 10% des gesamten T-Zell-Repertoires
umfassen (Martins et al., 2004; Nikolich-Zugich, 2007).

Im Gegensatz dazu ist der Prozentsatz an Spender T-Zellen, die Antigene des
Empfangers auf autologen APZ erkennen, mit weniger als 1% deutlich geringer
(Warren et al, 2010). Folglich ist das GvHD-Risiko nach HLA-disparater
Transplantation deutlich héher als nach HLA-identischer Transplantation (Arora et al.,

2009). Im letzteren Fall bilden mHags die wichtigsten Zielstrukturen der Spender-T-
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Zell-vermittelten AbstoRBungsreaktionen (Jameson et al., 1994). mHags werden von
polymorphen Genen codiert, die aufllerhalb des MHC-Genlocus liegen. Wieviele
solcher mHags existieren, ist bislang nicht bekannt. In Mausen wird ihre Zahl auf 430
bis 720 geschatzt (Perreault & Brochu, 2002) und beim Menschen wird eine
mindestens ahnlich grole Anzahl vermutet. Allerdings ist noch unklar, ob alle mHags
gleich immunogen sind (Korngold, 1993; Bleakley & Riddell, 2011). Im Falle des mHag
HA-1 konnte eine fehlende Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfanger mit
der Entstehung von GvHD in Verbindung gebracht werden (Nicholls et al., 2009).
Dagegen entwickeln viele Patienten trotz statistisch anzunehmender mHags Disparitat
keine GvHD. Somit sind nicht nur Anzahl und Identitat, sondern auch Immmunogenitat

der verschiedenen mHags noch weitgehend unbekannt.

(b) Die Rolle von Antigen-prasentierenden Zellen

In der ersten Phase der GvHD fiihrt die Empfanger-Konditionierung zu einem Verlust
der epithelialen Integritat, und die systemische Exposition mit mikrobiellen Produkten
zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Zudem Uberleben einige Empfanger-
APZ die Konditionierung und férdern die Aktivierung und Differenzierung von Spender-
T-Zellen (Tawara et al., 2010). Wie eine Reihe von Tierexperimenten belegt, tragt nach
HLA-disparater aHSZT die Erkennung allogener MHC-Molekille auf Uberlebenden
Empfanger-APZ entscheidend zur Entwicklung von GvHD bei. Wurden beispielsweise
CD8" Spender-T-Zellen in Mause mit unterschiedlichem MHC-Klasse-l Genotyp
infundiert, so entwickelten die Mause GvHD. Fehlte den Empfanger-Mausen jedoch
das pB.-Mikroglobulin-Gen, so trat keine GvHD auf (Zhang et al., 2002). Das f3,-
Mikroglobulin bildet einen Komplex mit der schweren Kette der MHC-Klasse-I-Molekiile
und ist notwendig fur deren Prasentation auf der Zelloberfliche. Nach einer
Rekonstitution von Wildtyp Mause mit B,-Mikroglobulin-defizientem Knochenmark
wurde eine geringere Auspragung der GvHD beobachtet (Shlomchik, 2007). Auch in
einem CD4" T-Zell-abhadngigen GvHD-Modell trat keine GvHD auf, wenn die APZ

keine MHC-Klasse-lI-Molekiile exprimierten. Dies flhrte zu der Schlussfolgerung, dass
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Empfanger-APZ wesentlich an der GvHD-Entwicklung in der frihen Phase nach MHC-
disparater aHSZT beteiligt sind (Duffner et al., 2004).

(c) T-Lymphozytensubpopulationen in der GvHD

Hauptverantwortlich fir die Entstehung von GvHD sind Spender-T-Zellen. So fihrt die
Depletion von T-Zellen aus dem Transplantat zu einer niedrigeren GvHD-Inzidenz
(Morris & Hill, 2007; Markey et al., 2010). Besonders CD4" Spender-T-Zellen scheinen
eine kritische Rolle in der GvHD-Pathogenese zu spielen (Godfrey et al., 2004). Nach
Interaktion mit aktivierten APZ kénnen CD4" Spender-T-Zellen zu Effektorzellen des
Tu1-Subtyps differenzieren. Ty1 CD4" T-Zellen unterstitzen die Differenzierung von
CD8" T-Zellen zu zytotoxischen T-Lymphozyten (ZTL), welche nach Antigenerkennung
auf MHC-Klasse-I-Molekillen enorme Gewebeschaden verursachen kénnen (Morris &
Hill, 2007). AuRerdem flhren proinflammatorische Zytokine wie INFy und TNF-a, die
von Tyl CD4" T-Zellen sezerniert werden, MHC-unabhangig zu weiteren
Gewebeschaden. Interessanterweise berichteten Ichiki et al. von einer milderen Form
der GvHD, wenn CD4" Spender-T-Zellen zu Ty2-Zellen differenzierten (Ichiki et al.,
2006). Allerdings kénnen Immunantworten sowohl vom Ty1- als auch vom T 2-Subtyp
zur GvHD-Entstehung beitragen, wobei Ty2-Zellen besonders in der Entwicklung der
cGVHD eine wichtige Rolle zu spielen scheinen (Ellison et al., 2002). Dies konnte
durch eine Reihe adoptiver T-Zell-Transferexperimente bestatigt werden (Shlomchik,
2007). In letzter Zeit wurde eine neue Untergruppe der CD4" T-Zellen beschrieben,
welche IL-17 produzieren. Diese Ty17-Zellen sind vermutlich an der Entstehung von
Autoimmunkrankheiten wie Multipler Sklerose und rheumatoider Arthritis beteiligt (Lee
et al., 2010). Die vorlaufigen Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass sie auch
eine Rolle in der akuten und chronischen GvHD spielen. So verursachen CD4" T-
Zellen aus IL-17 defizienten im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine mildere Form der
GvHD. Ob und welche Rolle genau den Ty17-Zellen in der GvHD-Entstehung

zukommt, mussen weitere Studien zeigen (Thompson et al., 2010).
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(d) Die Rolle von naiven und Gedéachtnis-T-Zellen in der GvHD

Mehrere unabhangige Arbeitsgruppen haben festgestellt, dass hauptsachlich naive,
CD62L-positive T-Zellen und nicht CD62L-negative Effektor-Gedachtnis-T-Zellen an
der Entwicklung akuter GvHD beteiligt sind (Chen et al., 2007; Chen, 2008). CD62L ist
wichtig fur das Einwandern der T-Zellen in Lymphknoten (Denecke et al., 2010). Im
MHC-identischen Mausmodell wurde zudem beobachtet, dass nur naive, CD45RA",
aber nicht CD45RO*, CD8" Gedéachtnis-T-Zellen eine Zytotoxizitdt gegeniber
allogenen Stimulatoren aufweisen (Bleakley et al., 2010). Auch wurden relativ milde
klinische Symptome der GvHD nach adoptivem CD4* CD44" Gedéachtnis-T-Zelltransfer
im Mausmodell beobachtet (Moncrieffe et al., 2008). Untersuchungen an aHSZT-
Patienten ergaben, dass diejenigen, die einen hohen Anteil an naiven CD4"* Spender-
T-Zellen erhalten hatten, friher und schwerer an aGvHD erkrankten (Yakoub-Agha et
al., 2006; Wysoczanska et al., 2007). Diese Beobachtungen zeigen, dass naive-T-

Zellen in der GvHD Pathogenese eine wichtige Rolle spielen.

2.2.3.3. Phase 3: Effektorphase

Zu den Auslosern der aGvHD z&hlen insbesondere CD4" und CD8" T-Zellen, sowie
inflammatorische Zytokine. CD8" ZTL eliminieren Zielzellen Uber die Weitergabe
zytotoxischer Proteine, die innerhalb zytoplasmatischer Granula gespeichert werden
und kontaktabhangig zur Zielzelle hin freigesetzt werden. Diese zytoplasmatischen
Granula enthalten u.a. Granzyme und Perforin. Die Hauptfunktion des Perforins ist
eine Durchlécherung der Zellmembran der Zielzelle, damit sekretierte Granzyme ins
Zellinnere gelangen koénnen (Voskoboinik et al., 2010). Granzyme sind Serin-
Proteasen, die auf unterschiedliche Weise Apoptose in den Zielzellen auslésen (Bots
& Medema, 2006). Experimente in Mausmodellen weisen darauf hin, dass Perforin und
die Granzyme in der Pathogenese der GvHD involviert sind. So kam es in einem
murinen GvHD-Modell nach Infusion von Perforin-defizienten T-Zellen zwar in allen
Fallen zur Entwicklung einer GvHD, allerdings mit einer signifikanten Verzdgerung

(Baker et al., 1996).
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Ein weiterer Mechanismus der Zytotoxizitat von T-Zellen ist der Fas-Ligand-abhangige
Apoptoseweg. Die Fas/Fas-Ligand-Interaktion bewirkt eine Aktivierung der
intrazellularen Caspase-Kaskade, die zum Zelltod fihrt. In murinen GvHD-Modellen
induzierten FaslL-defiziente T-Zellen zwar eine schwere Kachexie, jedoch traten nur
minimale, GvHD-assoziierte Leber- und Hautveranderungen auf (Ramirez-Montagut et
al., 2007). Dies lasst darauf schlieRen, dass FasL eine wichtige Rolle in der GvHD

Pathogenese spielt.

2.4. Graft-versus-Leukamie-Effekt (GvL)

Erste Hinweise auf eine antileukdmische Wirkung von Spender-T-Zell-vermittelten
Immunreaktionen wurden in einer Studie an 2,254 Patienten mit AML, ALL und CML
nach HLA-identischer aHSZT erhalten (Horowitz et al.,, 1990). Dabei wurde bei
Patienten, die kein T-Zell-depletiertes Knochenmark erhalten hatten, eine verminderte
Tumorezidivrate beobachtet. Zudem lag das relative Risiko eines Tumorriickfalls bei
Patienten mit ausschlief3lich aGvHD bei 0,68, bei Patienten mit ausschlief3lich cGvHD
bei 0,43 und bei Patienten mit akuter und cGvHD bei 0,33. Im Vergleich dazu lag das
relative Risiko eines Tumorrlckfalls bei Patienten, die Stammzellen von eineiigen
Zwillingen, die als genetisch identische Kopien gelten, erhalten hatten, bei 2,09 und
somit fast gleich hoch wie bei Patienten, die ein T-Zell-depletiertes Transplantat
erhalten hatten (1,76). Diese Daten belegten einen GvL-Effekt der aHSZT, der in
Verbindung mit GvHD auftritt. Nachfolgende Studien zeigten dartber hinaus, dass
GvL-Effekte nicht immer mit einer GvHD assoziiert sein missen (Aoki et al., 1994;

Riddell et al., 2002).
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2.5. Die Donor-Lymphozyten-Infusion (DLI)

Der nachgewiesene, auf Spender T-Zellen beruhende, antileukdmische Effekt der
aHSZT flihrte zu der Uberlegung, T-Zellen des Spenders zur Behandlung von
Leukamie-Rezidiven einzusetzen (Kolb et al., 2005). Diese sogenannte Donor-
Lymphozyten-Infusion (Donor lymphocyte infusion, DLI) erwies sich als besonders
wirksam bei der Behandlung von CML-Rezidiven nach aHSZT und ist mittlerweile
fester Bestandteil der Therapieprotokolle (Tomblyn & Lazarus, 2008). Der
therapeutische Effekt beruht wahrscheinlich auf der Erkennung von mHags auf
Leukamiezellen. Die DLI ist jedoch auch mit einem hohen GvHD-Risiko behaftet. Aus
klinischer Sicht wlinschenswert ware deshalb die Behandlung mit T-Zellen, die mHags
ausschlieflich auf Tumorzellen, aber nicht normalem Gewebe erkennen.
Voraussetzung hierflr ist allerdings die Kenntnis der mHags, in denen sich Spender

und Empfanger unterscheiden.

2.6. Nebenhistokompatibilitatsantigene

Nebenhistokompatibilitatsantigene oder mHags sind die Zielantigene der Spender-T-
Zell-vermittelten Immunantwort nach HLA-identischer aHSZT (Goulmy, 1996). Im
Vergleich zu Immunreaktionen gegen allogene MHC-Molekiile entwickeln sich die von
mHags ausgeldsten AbstolRungsreaktionen in der Regel langsamer, sind dafur aber
meist langer anhaltend (Goulmy et al., 1977). Das menschliche Genom enthalt
zahlreiche  sogenannte  Einzelnukleotid-Polymorphismen (single  nucleotide
polymorphism, SNP) (Rueff et al., 2002). Liegen SNPs in kodierenden
Genabschnitten, so konnen sie zu einer Aminosaure-Substitution in einem Protein
fuhren. In der Regel bewirken diese Aminosaurenaustausche keine
Funktionsbeeintrachtigung des Proteins, sie kdnnen aber vom Immunsystem detektiert
werden. Werden Peptide dieser polymorphen Proteine, in denen sich Spender und
Empfanger unterscheiden, auf MHC-Molekiilen der APZ prasentiert und von Spender

T-Zellen erkannt, so kénnen sie Immunreaktionen auslésen (Inamoto et al., 2010).
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Eine Sonderform der mHags stellen Y-chromosomal codierte Antigene dar. Diese
stellen Zielstrukturen fir T-Zellen eines weiblichen Spenders in einem mannlichen
Empfanger dar. Beispielsweise konnten Vogt et al. zeigen, dass sich die Y- und X-
chromosomal codierten UTY Genprodukte in zwei Aminosauren unterscheiden (Vogt
et al., 2000). Diese Unterschiede kénnen nach gegengeschlechtlicher aHSZT zu einer
Aktivierung von Spender-T-Zellen fUhren.

Entscheidend dariber, ob mHags GvHD- und/oder GvL-Effekte auslésen, ist deren
Gewebe-Expressionsmuster. Werden mHags ubiquitar exprimiert, so ist die Folge eine
Immunreaktion gegen verschiedene Gewebe, was zum Erscheinungsbild einer GvHD
fuhren kann. Werden die mHags jedoch Hamatopoese-spezifisch exprimiert, so richtet
sich die Immunantwort gegen hdmatopoetische Zellen des Empfangers, die eventuell
die Konditionierung tberlebt haben, einschliellich residueller Leukamiezellen.

Eine Reihe von mHags wurde mittels Antigen-spezifischer T-Zellen, hauptsachlich
CD8" T-Zellen, die aus dem peripheren Blut von Patienten mit GvHD nach aHSZT
gewonnen worden waren, isoliert und charakterisiert. Die molekulare ldentifizierung
der Antigene erfolgte Uber drei methodische Verfahren. Die mHags HA-1, HA-2 und
HA-8 wurden durch ein biochemisches Nachweisverfahren identifiziert (den Haan et
al., 1995; den Haan et al., 1998; Brickner et al., 2001). Dabei wurden Peptide durch
Saurebehandlung von den HLA-Klasse-l Molekilen eluiert und mittels
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography;
HPLC) aufgetrennt. Die Fraktionen wurden einzeln auf APZ beladen und diese auf
eine mdgliche Erkennung durch die mHags-spezifischen T-Zellen hin untersucht.
Antigen-positive Fraktionen wurden weiter aufgereinigt und auf Anwesenheit des
Antigens wie beschrieben Uberprift, bis eine ldentifikation des antigenen Peptids
mittels Massenspektroskopie durchgefihrt werden konnte. Im Gegensatz dazu wurde
das mHag HB1 mit Hilfe einer cDNA-Expressionsklonierungsmethode identifiziert
(Boon et al., 1994; Dolstra et al., 1999). Dazu wurde eine cDNA-Bibliothek aus
Antigen-exprimierenden Zellen konstruiert und pools der Bibliothek transient in COS-7
Zellen transfiziert. Im Falle einer Erkennung transfizierter Zellen durch die mHags-

spezifischen T-Zellen wurden die im transfizierten pool enthaltenen cDNAs einzeln

18



Einleitung

getestet und durch Sequenzierung des entsprechenden Expressionsplasmids das
Antigen identifiziert. Eine weitere, erfolgreich eingesetzte Methode zur Identifizierung
von mHags ist die Kopplungsanalyse (Akatsuka et al.,, 2003). Dadurch wurde das
Genprodukt von BCL2A1 als mHag identifiziert. Hierbei wurde die Erkennung von
mehreren LCL-Pedigrees der CEPH-Sammlung (Centre d’Etude du Polymorphisme
Humain) durch die mHags-spezifischen CD8" T-Zellklone analysiert. Mit Hilfe von
Mikrosatellitenmarkern konnte der fiir das Antigen codierende Bereich auf einen
kleinen chromosomalen Abschnitt mit weniger als 50 Genen eingeengt, und darunter
BCL2A1 als das fur das mHag codierende Gen identifiziert werden.

Die Identifizierung von HLA-Klasse-ll-restingierten mHags hat sich bislang als
schwieriger erwiesen. Das erste identifizierte HLA-Klasse-lI-restingierte mHag war das
Y-chromosomal codierte DBY Protein (Vogt et al., 2002). Dazu wurden weibliche
Zielzellen mit Kandidatengenen des Y-Chromosoms retroviral transduziert und
anschlieRend mit den mHags-spezifischen CD4" T-Zellen kokultiviert. Obwohl dadurch
die ldentifikation eines MHC-Klasse-lI-restringierten Antigens gelang, erscheint dieser
methodische Ansatz fir die Identifikation von Antigenen in komplexeren Gen-
Bibliotheken untauglich. Die allgemein gering effiziente Transfektion bzw. Infektion
MHC-Klasse-Il exprimierenden APZ sowie die Spezialisierung der Zellen auf die
Prasentation exogener, und weniger endogener, Antigene auf MHC-Klasse-ll,
bedingen eine niedrige Sensitivitat dieser Methode. Somit kdénnen nur einzelne
Kandidatengene, aber keine Gen-Gemische getestet werden, was den experimentellen
Aufwand entsprechend erhoht. Im Jahr 2003 stellten Sahara et al eine
weiterentwickelte Methode zur Identifikation von MHC-Klasse-Il Antigenen vor, die auf
der bakteriellen Expression von cDNA-Bibliotheken und der anschlieRenden
Phagozytose der rekombinanten Bakterien durch APZ basiert. Peptide der bakteriell
exprimierten Antigene werden dabei effizient auf MHC-Klasse-Il prasentiert, wo sie von
Antigen-spezifischen CD4" T-Zellen erkannt werden kénnen. Auf diese Art wurde das
murine mHag IL4i-1 identifiziert (Sahara & Shastri, 2003). Mit demselben
methodischen Ansatz identifizierten Griffioen et al. das autosomale, HLA-Klasse-II-

restringierte mHag Pl4K2B. Polyklonale, Pl4K2B-spezifische CD4" T-Zellen wurden
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daraufhin in Form einer Donor-Leukozyten-Infusion (Donor lymphocyte infusion, DLI)
erfolgreich zur Behandlung eines Patienten mit rezidivierender chronisch myeloische
Leukamie (CML) eingesetzt (Griffioen et al., 2008).

Neben diesen, auf T-Zellerkennung basierenden Methoden der Antigenidentifikation
wurde von der eigenen Arbeitsgruppe ein indirektes, serologisches Nachweisverfahren
entwickelt. Damit wurden in einem Patienten mit aGvHD nach HLA-identischer aHSZT
18 Antigene identifiziert, die von Serumantikérpern des Patienten erkannt wurden.
Zwei dieser Antigene wiesen insgesamt drei Polymorphismen auf, in denen sich
Spender und Empfanger unterschieden. Peptide, die diese polymorphen Sequenzen
des Empfangers, aber nicht des Spenders, umfassten, wurden von CD4" T-Zellen des
Patienten nach Transplantation erkannt (Tabelle 1) (Milosevic et al., 2010). Diese
Ergebnisse lieferten den ersten Hinweis darauf, dass MHC-Klasse-ll-restringierte

mHags auch durch indirekte serologische Verfahren nachgewiesen werden kénnen.

Tabelle 1: Bislang molekular identifizierte mHags

HLA- mHags SNP
mHags* Peptidsequenz' Referenz
Restrition Gen™’ Ag+lAg-§
Autosomal codierte mHags
HA-2" A*0201 YIGEVLVSVY MYO1G G/A (den Haan et
al., 1995)
HA-1" A*0201 VLHDDLLEA HMHA1 AIG (den Haan et
al., 1998)
HA-1" B60 KECVLHDDL HMHA1 AIG (Mommaas et
al., 2002)
HA-1" A*0206 VLHDDLLEA HMHA1 AIG (Torikai et al.,
2007)
HB-1" B44 EEKRGSLHVW | HMHB1 CIT (Dolstra et al.,
1999)
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HLA- mHags SNP
mHags* Peptidsequenzt Referenz
Restrition Gen™’ Ag+lAg-§

Autosomal codierte mHags

HB-1" B44 EEKRGSLYVW | HNHB1 T/C (Dolstra et al.,
2002)

HA-8% A*0201 RTLDKVLEV KIAA0020 G/C (Brickner et al.,
2001)

HA-3" A1 VIEPGTAQY AKAP13 CIT (Spierings et
al., 2003)

UGT2B17 A29 AELLNIPFLY UGT2B17 **Gen- | (Murata et al.,

defekt | 2003)

Acc1’ A24 DyLQYVLQI BCL2A1 AIG (Akatsuka et
al., 2003)

Acc2’ B44 KEFEDDIINW AIG (Akatsuka et
al., 2003)

LRH-1 B7 TPNQRQNVC P2RX5 cr3 (de Rijke et al.,
2005)

CTL-7A7T® A3 RVWDLPGVLK | PANE1 T/IC (Brickner et al.,
2006)

ACC-57 A*3101 ATLPLLCAR CTSH AIG (Torikai et al.,
2006)

AcC-4" A*3303 WATLPLLCAR (Torikai et al.,
2006)

RDR173" B7 RPHAIRRPLAL | ECGF1 AIG (Slager et al.,
2006)

DNR-7% A3 SLPRGTSTPK SP110 AIG (Warren et al.,
2006)

LB-ADIR-1" A*0201 SVAPALALFPA | TOR3A T/C (van Bergen et

al., 2007)
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HLA- mHags SNP
mHags* Peptidsequenzt Referenz
Restrition Gen™’ Ag+lAg-§
Autosomal codierte mHags
ACC-6 B44 MEIFIEVFSHF HMSD AIG (Kawase et al.,
2007)
LB-MR1-1R DRB3*0202 YFRLGVSDPIR | MRI AIG (Stumpf et al.,
2009)
LB-PTK2B-1T | DRB3*0101 VYMNDTSPL PTK2B AIC (Stumpf et al.,
2009)
LB-LY75-1K DRB1*1301 GITYRNKSLM LY75i T/IG (Stumpf et al.,
2009)
LB-MTHFD1- | DRB1*0301 SSIIADQIALKL MTHFD1 G/A (Stumpf et al.,
1Q 2009)
LB-WNK-1I A*0201 RTLSPEIITV WNK1 A/IC (Van Bergen et
al., 2010)
LB-SSR1-1S A*0201 SLAVAQDLT SSR1 G/A (Van Bergen et
al., 2010)
LB/PRCP/1D A*0201 FMWDVAEDL PRCP C/A (Van Bergen et
al., 2010)
LB-ERAP1-1R | B*0702 HPRQEQIALLA | ERAP1 C/G (Van Bergen et
al., 2010)
LB-BCAT2/1R | B*0702 QPRRALLFVIL BCAT2 G/A (Van Bergen et
al., 2010)
LB-ARHGDIB- | B*0702 LPRACWREA ARHGDIB C/G (Van Bergen et
1R al., 2010)
LB-PDCD11- B*0702 GPDSSKTELCL | PDCD11 AIG (Van Bergen et
1F al., 2010)
LB-GEMIN4- B*0702 FPALRFVEVY GEMIN4 AIG (Van Bergen et
1V al., 2010)
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HLA- mHags SNP
mHags* Peptidsequenzt Referenz
Restrition Gen™’ Ag+lAg-§
Autosomal codierte mHags
LB-EBI3-I1 B*0702 RPRARYYIQVA | EBI3 AIG (Van Bergen et
al., 2010)
LB- B*0702 KPQHAEMCFL | APOBEC3 AIG (Van Bergen et
APOBEC3B- B al., 2010)
1K
10.1 DRB1*1101 TQSVPVRCPAR | FLJO0087 CIT (Milosevic et
RRQS al., 2010)
10.2 DRB1*1101 DVRIWPLDPSLL | FLJ00087 CIG (Milosevic et
GEP al., 2010)
21 DRB1*1302 GWYTYMLLPAA | FLJ23270 G/C (Milosevic et
LTGL al., 2010)
Y-chromosomal codierte mHags
SMCY B7 SPSVDKARAEL | JARID1D NA (Wang et al.,
1995)
SMCY A*0201 FIDSYICQV JARID1D NA (Meadows et
al., 1997)
DFFRY A*0101 IVDCLTEMY USP9Y NA (Pierce et al.,
1999)
uty B8 LPHNHTDL uty NA (Warren et al.,
2000)
uty B60 RESEEESVSL uty NA (Vogt et al,
2000)
DBY DQ5 HIENFSDIDMGE | DDX3Y NA (Vogt et al.,
2002)
DBY DRB1*1501 GSTASKGRYIP | DOX3Y NA (Zorn et al.,
PHLRNREA 2004)
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HLA- mHags SNP
mHags* Peptidsequenzt Referenz
Restrition Gen™’ Ag+lAg-§
Y-chromosomal codierte mHags
RPS4Y DRB3*0301 VIKVNDTVQI RPS4Y1 NA (Spierings et
al., 2003)
RPS4Y B*5201 TIRYPDPVI RPS4Y1 NA (lvanov et al.,
2005)
ACC-3 A*3303 EVLLRPGLHFR | TMSB4Y NA (Torikai et al.,

2004)

F: Urspringlicher Name des mHags. Exponenten gibt, wenn vorhanden, die Aminosaure des antigenen
Allels im Einbuchstabencode an. ¥+F: Die hauptsachlich in hamatopoetischen Zellen exprimierten (und
daher potentielle Ziele fir GvL-Reaktionen darstellenden) Gene sind fett gedruckt. §: Das polymorphe
Nukleotid, welches die Antigenitat der autosomalen mHags definiert, ist fir jeweils beide Allele
angegeben. Nukleotiddeletionen anstelle von SNPs sind als ,-,.*** gekennzeichnet: UGT2B17 hat eine
gesamte Gendeletion als Polymorphismus. Transplantate eines Donors, welchem beide UGT2B17-Allele
fehlen, an einen Empfanger mit mindestens einem UGT2B17-Allel werden fir GvHD verantwortlich
gemacht. §§: Dieses mHags wird durch differenzielle Proteinexpression in Empfanger- und Spenderzellen
als Folge eines homozygoten frameshift nach einer Deletion im Spender verursacht. Eine Cytosindeletion
im dritten Exon im P2X5-Gen beim Spender flhrt zu einem friihzeitigen Translationsabbruch.
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3. Ziele der Arbeit

Bei der Entstehung von GvH- und GvL-Reaktionen nach HLA-identischer aHSZT
spielen mHags-spezifische CD4" T-Zellen eine wichtige Rolle. Da jedoch einfache
Nachweisverfahren fehlen, wurden bislang nur wenige MHC-Klasse-ll-restringierte
mHags identifiziert. Die Kenntnis dieser Antigene wiirde zum einen eine verbesserte
Spenderauswahl erméglichen. Durch die Gabe von Stammzellen eines Spenders, der
sich in moglichst wenigen, ubiquitdr exprimierten mHags vom Empfanger
unterscheidet, kdénnte das GvHD-Risiko reduziert und durch eine mdoglichst hohe
Diskrepanz in Hamatopoese-spezifisch exprimierten mHags GvL-Effekt verstarkt
werden. Zum anderen koénnte durch die Gabe von T-Zellen, die Hamatopoese-
spezifisch exprimierte mHags erkennen, GvL-Effekt erzielt werden ohne GvHD zu
induzieren.

Da B-Zellen fir den Wechsel des Immunglobulin-lsotyps CD4" T-Zellhilfe benétigen,
werden 1gG-Antikérperantworten als potentielle Surrogatmarker einer CD4" T-
Zellantwort angesehen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb untersucht werden, ob
mit Hilfe serologischer Nachweisverfahren die Zielstrukturen der Transplantations-
assoziierten CD4" T-Zellantwort in einem Patienten mit cGvHD identifiziert werden
koénnen. Dazu sollte die Antikorperantwort mit Hilfe der SEREX-Methode molekular
definiert und parallel dazu CD4" T-Zellen, die Transplantations-assoziierte Antigene
erkennen, aus peripherem Blut des Patienten isoliert werden. Nach rekombinanter
Expression der von den Antikdrpern erkannten Antigene sollte eine mogliche
Erkennung dieser Antigene durch die CD4" T-Zellen analysiert werden. Diese
Untersuchungen sollen Aufschluss daruber geben, ob die Transplantations-assoziierte
humorale und zellulare Immunantwort in dem Patienten mit cGvHD gegen die gleichen
oder unterschiedliche Antigene gerichtet ist, und ob mit Hilfe serologischer

Nachweisverfahren MHC-Klasse-lI-restringierte mHags identifiziert werden kénnen.
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4. Material

Das folgende Kapitel beschreibt die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und

Reagenzien. Weitere Bezugsquellen sind in den einzelnen Methodenbeschreibungen

aufgefihrt.

4.1. Gerate und sonstige Materialien

Tabelle 2: Gerate, Materialien, Hersteller und Standorte

Gerate und Materialien Hersteller Standort
ELISA-Reader Tecan Crailsheim
Elektroporationsklvetten BioRad Miinchen
Elektroporationsgerat BioRad Minchen
(Gene Pulser 1)

FACS-Calibur Becton-Dickinson Eching
FACS-Rohrchen Becton-Dickinson Eching
Falcon, Multiwell™ (24, 48 und 96)- | Bacton-Dickinson Eching
Lochplatten

Gelelektrophoresekammer Invitrogen Darmstadt
Gefrierschrank -80°C Heraeus Hanau
Gefrierschrank -20°C Liebherr Lindau
Kryoréhrchen Nunc Wiesbaden
Kihlschrank 4°C Liebherr Lindau
Lichtmikroskop Carl Zeiss Jena
Maxi-Saulen (JetStar) Genomed Loehne
Neubauer-Zahlkammer Marienfeld Lauda-Kdnigshofen
Parafilm Dynatech Rickersdorf
PCR (Polymerasekettenreaktion) - | Qiagen Hilden

Purification-Kit
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Gerate und Materialien Hersteller Standort
pH-MeRgerat Knick Ortenberg
Pipetten Gilson Limburg-Offheim
Pipette Boy INTEGRA Biosciences Gielden

Power supply Power-Pac 300

Polypropylen Réhrchen (15ml, 50ml)

Qiagen Plasmid Mini/Maxi Kit
Qiaex Il Gel Extraction Kit
RNeasy-Mini-Kit
Spektrophotometer

Sterile Werkbank

Sterilfilter (0,22uM, 0,45uM)
UV-Transilluminator

Vortex Genie 2

Whatman 3MM-Papier
Wasseraufreinigungsanlage
Zellkulturschalen

Zellkulturflaschen

Zellkultur CO, Inkubator

Zentrifugen

BioRad
Becton-Dickinson
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Eppendorf

Kendro

Millipore

Ultra-Violet Products Ltd
Bender & Hobein
Whatman

Millipore

Greiner Bio-One

Costar, Greiner Bio-One
und Nunc

Thermo Scientific Forma
Eppendorf, Beckman,

Hettich und Heraeus

Munchen
Hilden

Hilden

Hilden
Hamburg
Langenselbold
Beedford, USA
Cambridge, UK
Bruchsal
Maidstone, UK
Beedford, USA
Frickenhausen

Deutschland

USA

Deutschland
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4.2. Chemikalien und biologische Reagenzien

Tabelle 3: Chemikalien, biologische Reagenzien und Hersteller

Chemikalien & Reagenzien Hersteller Standort
Agarose Invitrogen Darmstadt
Amphotericin B Invitrogen Darmstadt
AIM-V Invitrogen Darmstadt
Bromphenolblau IBI Scientific Peosta, USA
BSA Sigma-Aldrich Taufkirchen
Chloroform Merck Darmstadt
DMEM Invitrogen Darmstadt
DMSO Sigma-Aldrich Taufkirchen
EDTA Sigma-Aldrich Taufkirchen
Ethidiumbromid Merck Darmstadt
Ethanol Merck Darmstadt
Fotales Kalberserum (FCS) Biochrom AG Berlin
Hybond-C Amersham Miinchen
Isopropanol Merck Darmstadt
Kaliumchlorid Sigma-—Aldrich Taufkirchen
Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich Taufkirchen
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck Darmstadt
Natriumazetat Merck Darmstadt
Natriumchlorid Merck Darmstadt
Pancoll-Paque PAN Biotech Aidenbach
Phenol Merck Darmstadt
Propidiumiodid Sigma-Aldrich Taufkirchen
RNase A Roche Penzberg
RPMI-1640 Invitrogen Darmstadt
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Chemikalien & Reagenzien Hersteller Standort
Salzsaure Merck Darmstadt
Tetramethylethylendiamin (TEMED) | Merck Darmstadt
Tris Sigma—Aldrich Taufkirchen
Trypsin Invitrogen Darmstadt
Tween 20 Sigma-—Aldrich Taufkirchen

4.3. Zellkulturmedien, Puffer und Losungen

4.3.1. Zellkulturmedien

Tabelle 4: Zellkulturmedien

Name Zusammensetzung
HEK293T-Medium 500 ml DMEM
10% FCS

50 pug/ml Gentamicin
2 mM L-Glutamin

LCL-Medium

500 ml RPMI 1640

10% FCS

1% nicht-essentielle Aminosauren
1 mM Natrium Pyruvat

2 mM L-Glutamin

50 pg/ml Gentamicin

1% Fungizone

T-Medium

500 ml AIM-V

10% hitzeinaktiviertes humanes Serum
2 mM L-Glutamin

10 mM HEPES [ 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-

1-piperazinyl)-ethansulfonsaure]
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4.3.2. Aligemeine Puffer und Medien

Tabelle 5: Alilgemeine Puffer und Medien

Puffer, Medien

Zusammensetzung

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)

10 g NaCl
10 g Trypton

5 g Hefe-Extrakt
geléstin 1 1 H,O, pH 7,0 autoklaviert

Luria-Bertani-Agar Platten
(LB-Agar-Platten)

10 g NaCl
10 g Trypton

5 g Hefe-Extrakt
20 g Agar
geldéstin 11 H,0, pH 7,0

autoklaviert und in Kulturschalen (~25

ml/100-mm Platte) gegossen
LB-Tet-Platten: 400 ml LB-Medium

+ 8 g Select Agar

autoklaviert, abkdhlen auf 52°C im

Wasserbad

+ 600 ul Tetrazyklin-Stammlésung (10

mg/ml)

Super-Broth Medium

35 g Tryptone

20 g Hefeextrakt

5 g NaCl

geloéstin 1 1 H,O, pH 7,0 autoklaviert
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Puffer, Medien

Zusammensetzung

SOB (Super Optimal Broth) Medium

20 g Trypton

5 g Hefe-Extrakt

0,5 g NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO, gelést in 1 | HO, pH 7,0

autoklaviert

PBS-Puffer (Phosphate buffered saline)

8 g NaCl

0,2 g KCI

0,2 g KH,PO,

1,43 g Na,HPO4:2H,0
geléstin 11 H,0, pH 7,5

TE-Puffer

10 mM Tris/HCI pH 7,5
1 mM EDTA in H,O

4.4. Antibiotika

Tabelle 6: Antibiotika

Substanz Endkonzentration Stammloésung
Ampicillin 100 pg/ml 100 mg Ampicillin
gelést in 10 ml 70% Ethanol
Kanamycin 50 pg/ml 100 mg Kanamycin
geldst in 10 ml ddH,0
Tetracyclin 15 pug/mi 100 mg Tetracyclin gelést in 10 ml
70%iger Ethanol-Lésung
BM-Cyclin 1 10 pg/mi geldst in 10 ml sterilem PBS (2,5 mg/ml)
BM-Cyclin 2 5 ug/mi geldst in 10 ml sterilem PBS (1,25 mg/ml)
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4.5. Antikorper

Tabelle 7: Antikorper

CD3

Name Spezifitat Wirtspezies | Kopplung Hersteller
Anti-Human IgG | IgG Ziege Alkalische Dianova

(H+L) Phosphatase

Anti-Human CD3 Maus Flurescein- Becton-Dickinson

Isothiocyanat

Anti-Human CD4 Maus Phycoerythrin | Becton-Dickinson
CD4

Anti-Human CD8 Maus Phycoerythrin | Becton-Dickinson
CD8

Anti-Human- HLA-Klasse-I Maus ohne AG Kremmer
W6/32

Anti-Human- HLA-Klasse-II- | Maus ohne AG Kremmer
L243 DR

4.6. Primer

Alle Primer wurden von der Firma Metabion GmbH, Martinsried, synthetisiert. Die

Primer-Sequenzen sind in 5" — 3’-Richtung angegeben.

Tabelle 8: Primer

VB Primer Sequenz (5’ - 3’)

VB1 GCA CAACAGTTC CCT GAC TTG CAC
VB2 TCA TCA ACC ATG CAAGCC TGA CCT
VB3 GTC TCT AGA TGT CAA GTC GAT

VB4 ACG ATC CAG TGT CAA GTC GAT
VB5.1 ATA CTT CAG TGA GAC ACA GAG A
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VB Primer Sequenz (5’ - 3’)

V5.2 TTC CCT AAC TAT AGC TCT GAG CTG
Vp6 AGG CCT GAG GGATCC GTC TC

VB7 CCT GAATGC CCC AACAGC TCTC
VB8 ACT TTAACAACAACG TTC CGA

VB9 CTA AAT CTC CAG ACA AAG CTC AC
VB10 TCC AAAAACTCATCCTGTACCT
VB11 TGT TCT CAA ACC ATG GGC CAT GAC
VB12 GAT ACT GAC AAA GGA GAA GTC TCA GAT
VB13 GGT GAG GGT ACA ACT GCC

Vp14 ACC CAA GAT ACC TCATCA CAG
VB15 AGT GTC TCT CGA CAG GCA CAG
VB16 CAT GAT AAT CTT TAT CGA CGT GTT
VB17 TTT CAG AAA GGA GAT ATA GCT
VB18 AGC CCA ATG AAA GGA CAC AGT CAT
VB19 ACC CCC GAA AAA GGA CAT ACT
VB20 CTC TGA GGT GCC CCA GAA

VpB21 CCT ATT TCT GGC CAT GCT ACC CTT
Vp22 GAT CAG AGA AAA GAG GGA AAC
Vp23 ATG AAA TCT CAG AGA AGT CT

Vp24 TAC CCAGTT TGG AAAGC

Common B TTC TGATGG CTC AAA CAC

Common B fur radioaktive
Probe

TTC CCA CCC GAC CCT GCC

Cab’ ATG CAG AAC CCT GAC CCT GCC

Cad ATC ATA AAT TCG GGT AGG ATC C
Actin &’ GTG GGC CGC TCT AGG CAC CA

Actin 3’ CGGTTG GCC TTA GGG TTC AGG GGG

SNX1-Nco-I-for.

GGG CCATGG CGT CGG GTG GTG GT

SNX1-Sal-I-I-rev.

CGC GTC GAT TTA GGA GAT GGC CTT TGC CT

4.7. Expressionsplasmide

Siehe Anhang
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4.8. Bakterienstamme und Bakteriophagen

E.coli XL1-Blue MRF’

Genotype: A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi-1, recA1,
gyrA96, relA1, lac, [F'proAB lacqZ A M15 Tn10 (Tetr)]c.

Verwendung: Wirtsstamm flr A-Phagen, alle Anwendungen (Titer, Blau-Weil3-
Selektion, Amplifizierung, Screening mit Serum).

E. coli SOLR

Genotype: E14-(McrA-), A mcrCB-hsdSMR-mrr)171, sbcC, recB, recd, uvrC,
umuC:Tnb, (Kanr), lac, gyrA96, relA1, thi-1, endA1, AR, [F'proAB lacqZAM15]c.
Verwendung: als Wirtsstamm flir verpackte Phagemide nach in vivo Exzision.

A-ZAP® I

Phagen-Expressionsvektor mit einer Kapazitdt von bis zu 10 kb und 6
Klonierungsstellen innerhalb des lacZ-Gens. Der Vektor eignet sich fir die Erstellung
von CcDNA Expressionsbanken und das Screening mit Antikérpern oder
Nukleinsaureproben. Eine Exzision des pBluescript-Plasmids samt Insert ist moglich.
ExAssist® interference resistant helper phage

Helferphage wird fir Exzision des pBluescript-Plasmids aus A-ZAP® II-Bibliotheken

verwendet. Konzentration ~ 1 x 10'"° pfu/ml (plaque forming units; pfu)

4.9. Enzyme

Tabelle 9: Enzyme

Name des Enzymes Hersteller

DNA Polymerase I(Klenow Fragment) New England BioLabs
Restriktionsendonukleasen New England BioLabs und Fermentas
Taqg DNA Polymerase Invitrogen

T4 DNA Polymerase New England BioLabs

SuperScript™ |l Reverse Transkriptase Invitrogen
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4.10. Software

Tabelle 10: Software

Name der Software

Entwickler

Clone Manager
XFluor™

CellQuest Pro

Sci-Ed Software
Tecan

BD Biosciences
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5. Methoden

5.1. Molekularbiologische Methoden

5.1.1. DNA-Klonierung

Die DNA-Klonierung ist eine Methode, um ein bestimmtes DNA-Fragment in einen
Klonierungsvektor einzuflgen. In den meisten Fallen handelt es sich bei den Vektoren
um Plasmide. Das Plasmid besitzt bestimmte Sequenzbereiche, sogenannte multiple
cloning sites, die flir das Schneiden und das erneute Ligieren des Vektors genutzt
werden kénnen. Nachdem das DNA-Fragment in den Vektor eingefligt wurde, kann
der rekombinante Klonierungsvektor in Bakterien eingebracht werden. Das Aufspalten
des Vektors und das Herausschneiden des Inserts erfolgt durch
Restriktionsendonukleasen. Diese schneiden die DNA sequenzspezifisch, wobei je
nach Enzym entweder glatte Enden (blunt ends) oder Uberhangende Enden (sticky
ends) entstehen. Wenn moglich sollte der Vektor und das Insert mit dem gleichen
Enzym geschnitten werden, das nach Maéglichkeit Giberhdngende Enden hinterlasst. So
kann der linearisierte Vektor mit dem gewilnschten DNA-Fragment durch
komplementare Basenpaarung eine Bindung eingehen und zu einem rekombinanten
DNA-Ring verschmelzen. Die Reaktion, bei der der Vektor mit dem /nsert wieder zu
einem funktionsfahigen Plasmid zusammengefiigt wird, wird durch das Enzym DNA-
Ligase katalysiert. Wie zuvor beschrieben kénnen nun Bakterien mit dem neuen
rekombinanten Plasmid transformiert werden. Zur Selektion tragen die Plasmide einen
Selektionsmarker, der meist eine Antibiotikaresistenz vermittelt. Indem die
transformierten Bakterien auf Antibiotika-haltigem Agar ausplattiert werden, kénnen
nur solche Bakterien wachsen, die das Plasmid aufgenommen haben und daher Uber
die entsprechende Antibiotikaresistenz verfligen. Diese Bakterien vermehren sich nun,
wobei die Plasmide ebenfalls repliziert werden. Dadurch erhalt man eine grolde

Kopienzahl des rekombinanten Plasmids.
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5.1.1.1. Schneiden der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen kann DNA sequenzspezifisch geschnitten
werden. Diese Enzyme erkennen meist palindromische DNA-Sequenzen und
katalysieren die Hydrolyse der Phosphodiesterbindungen beider DNA-Strange. Der
Restriktionsverdau von DNA erfolgte gemaf Herstellerangaben. Meist handelte es sich
dabei um Enzyme, die bei 37°C aktiv sind. Generell wurde die Reaktion bei

entsprechender Temperatur fiir 1-2 Stunden durchgefiihrt.

Tabelle 11: Ansatz fiir den Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Name Zusammensetzung

DNA 1 ug

Puffer 10x | 2 pl

Enzym 2-5 Unit

ddH,O ad 20 pl

5.1.1.2. Synthese von glatten Enden nach dem Restriktionsverdau

Nach dem Schneiden der DNA mit Restriktionsenzymen, die Gberhdngende DNA-
Enden hinterlassen, war es manchmal nétig, diese in glatte Enden umzugestalten.
Dazu wurden direkt nach dem Schneiden der Plasmid-DNA Desoxy-Nukleosid-
Triphosphate und T4-DNA-Polymerase zum Reaktionsansatz zugegeben. Wahrend
der Inkubationszeit von 10-15 Minuten bei Raumtemperatur werden die
Uberhangenden Enden von der T4-DNA-Polymerase komplementar mit den dNTPs
aufgefiillt, bis glatte Enden entstanden sind. Um nach der Reaktion weiterarbeiten zu
kénnen, ist eine Inaktivierung der Polymerase notwendig, da diese zudem Uber eine
3’-5"-Exonukleaseaktivitdt verfugt und bei langerer Inkubation die DNA abbauen

wurde. Diese Inaktivierung erfolgt durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion.
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Tabelle 12: Ansatz fiir die Synthese von glatten Enden mit DNA-Polymerase

Name Zusammensetzung
Ansatz Restriktionsverdau 20 pl
dNTP (je 10 mmol) 1 ul

T4 DNA-Polymerase (5 U/ul) | 1 pl

5.1.1.3. Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion dient der Inaktivierung von Enzymen, wie der T4-
DNA-Polymerase, und einer Reinigung der DNA, damit beispielsweise ein weiterer
Restriktionsverdau mit einem weiteren Restriktionsenzym durchgefiihrt werden kann,
das einen anderen Puffer benétigt. Direkt nach der Inkubation der DNA-Polymerase,
oder auch nach dem Schneiden mit einem Restriktionsenzym wurde zu dem Ansatz
das &aquivalente Volumen Phenol und Chloroform zugegeben und gevortext. Durch
anschlieBende Zentrifugation fir 20 Minuten bei 18.000 x g und 4°C erfolgte die
Trennung in zwei Phasen, wobei die DNA in der oberen, wassrigen Phase enthalten
war. Diese wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberflihrt und mit 2,5-fachem Volumen
an Ethanol versetzt. Durch erneutes Zentrifugieren, ebenfalls fir 20 Minuten bei
18.000 x g und 4°C, bildete die DNA ein Pellet, das nach dem Trocknen in Wasser

aufgenommen und gelést wurde.

5.1.1.4. Extraktion der DNA-Fragmente aus einem Agarosegel

Die mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA musste in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt werden, um danach im UV-Licht das entsprechende
DNA-Fragment ausschneiden und isolieren zu kénnen. Dazu wurde der gesamte
Restriktionsansatz mit 1/5 (v/v) Ladepuffer versehen und in eine groRe Tasche auf das
Agarosegel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 120 Volt flr
ca. 1-2 Stunden. Unter dem UV-Licht konnte die DNA sichtbar gemacht werden, da
sich im Agarosegel Ethidiumbromid befand, das in die DNA interkaliert und unter UV-

Licht fluoresziert. Zum Ausschneiden der Banden wurde langwelliges UV-Licht
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(Wellenlange 365 nm) verwendet um eine mdgliche Schadigung der DNA zu
minimieren. Fir die Isolation der DNA aus dem ausgeschnittenen Gelstiick wurde das
peqGOLD Gel-Extraktions-Kit der Firma peglab verwendet. Zuerst wurde das Gewicht
des Gelstlicks bestimmt, um anschlieRend die entsprechende Menge an XP2 Binde-
Puffer zuzusetzen. Anschliellend wurde das Reaktionsgefall im Heizblock auf 55-65°C
erhitzt und wiederholt gevortext, um das Gelstiick aufzuldsen. Der Inhalt wurde dann
durch spezielle Saulen zentrifugiert (1 Minute bei 10.000 x g), und der Durchlauf
verworfen. Die in der Sdule gebundene DNA wurde zweimal mit je 600 yl SPW Wasch-
Puffer gewaschen. Zur nachfolgenden Elution wurden 50 pl des im Kit enthaltenen
Elutions-Puffers verwendet und die DNA durch Zentrifugation fiir 1 Minute bei 5.000 x
g in ein neues Reaktionsgefal® eluiert. Von dem isolieten DNA Fragment wurde
anschlie3end ein Aliquot erneut auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch
aufgetrennt, um einerseits anhand der BandengrofRe berprifen zu kénnen, ob es sich
um das gewlinschte DNA-Fragment handelte und andererseits, um die Konzentration

der isolierten DNA abzuschatzen.

5.1.1.5. Ligation

Die zuvor isolierten DNA-Fragmente, Vektor und Insert, wurden in der
Ligationsreaktion mit Hilfe des Enzyms T4-DNA-Ligase zu einem geschlossenen DNA-
Ring zusammengefiigt. Die DNA-Ligase verbindet die Enden von Vektor und Insert
durch Ausbildung einer neuen Phosphodiesterbindung. Die Mengen an Vektor und
Insert-DNA wurden im Verhaltnis 1:3 eingesetzt. Die Ligationsreaktion erfolgt Uber
Nacht bei 16°C.

Tabelle 13: Ansatz der Ligation

Name Zusammensetzung
Vektor-DNA 2 ul
Insert-DNA 6 pl

T4-DNA-Ligase (40 U/ul) 1 ul

10 x T4-DNA-Ligase-Puffer | 1 pl
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5.1.1.6. Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung von Nukleinsduren ihrer Grofie
nach im elektrischen Feld. Unter Verwendung einer konstanten Gleichstromspannung
wandert die negativ geladene DNA zur Anode. Dabei kommen kleine Fragmente
schneller voran als groRere. Fir die Kontrolle der PCR (Polymerasekettenreaktion) -
Produkte wurde ein 1%-iges Agarosegel angefertigt. Nach Abwiegen der Agarose
wurde 1 x TAE (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) Puffer zugegeben und die Lésung in der
Mikrowelle aufgekocht, bis sich die Agarose vollstandig geldst hatte. Die Lésung wurde
auf ca. 60°C abgekuhlt, mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) versetzt und in eine Geltrager-
Form mit Plastikkamm fiir die Geltaschen gegossen. Nach Erstarren des Gels wurde in
die Gelkammer 1 x TAE Laufpuffer gegeben, bis das Gel vollstdndig von Puffer
bedeckt war. Die PCR-Produkte wurden aufgetaut, mit 1/5 Volumen 6 x DNA-
Ladepuffer versetzt und in die Taschen pipettiert. In die erste und die letzte Tasche
wurde jeweils der GroRenstandard (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder von MBI-
Fermentas) gegeben. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte fur 90 Minuten bei

<120 Volt.

TAE-Puffer:
40 mM Tris/HCI pH 7,8, 5 mM NaAc, 1 mM EDTA

Ladepuffer:
10 mM Tris/HCI pH 7,5, 10 mM EDTA, 0,05% Bromphenolblau, 10% Glycerin

5.1.2. Analyse des T-Zellrezeptor (TZR)-VB-Repertoires

5.1.2.1. RNA-Isolation mit Hilfe des RNeasy-Mini-Kits

Das RNeasy-Mini-Kit diente zur RNA Isolierung aus Geweben und Zelllinien. 1 x 107 T-
Zellen wurden abzentrifugiert und in 600 ul Lyse-Puffer (0,01% [R-Mercaptoethanol)
resuspendiert. Diese Lésung wurde anschlieend mehrfach durch eine Nadel

(Durchmesser 20G) gezogen um genomische DNA mechanisch zu fragmentieren.
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AnschlieRend wurde 1 Volumen (600 ul) 70%iges Ethanol zugegeben und gemischt.
Das Lysat wurde auf die RNeasy Mini-Saule gegeben, fir 15 Sek. bei 8.000 x g
zentrifugiert und der Durchlauf anschlieBend verworfen. Danach wurden 700 yl RWA1
Wasch-Puffer auf die Saulen gegeben und diese erneut flr 15 Sek. bei 8.000 x g
zentrifugiert. Anschlielend wurden die Saulen zweimal mit jeweils 500 ul RPE-Puffer
gewaschen und die Saulen durch Zentrifugation getrocknet. Die Saulen wurden
danach in 1,5 ml Zentrifugationsréhrchen Uberfihrt und die RNA durch zweimalige
Zugabe von jeweils 25 pl DEPC-behandeltem Wasser und anschlieBender

Zentrifugation fir 1 Minute bei 8.000 x g von den Saulen eluiert.

5.1.2.2. cDNA-Synthese

Fur die reverse Transkription der RNA in komplementare DNA (cDNA) wurde die
SuperScript Il Reverse Transkriptase verwendet. Diese weist eine reduzierte Rnase H
Aktivitat und eine erhdhte thermische Stabilitdt im Vergleich zur klassischen M-MLV
Reversen Transkriptase auf. Flr diese Reaktion wurden je 4 ung RNA und 2 pl
Oligo(dT)-Primer (0,5 ug/ul) verwendet. AnschlieBend wurde jede Probe mit DEPC-
behandeltem Wasser auf ein Endvolumen von 36 ul aufgefillt, fir 5 Minuten bei 70°C
inkubiert und anschlieBend sofort in ein Eis-Bad gestellt. Fir die eigentliche reverse
Transkription wurden nach dem Abklhlen je Probe 10 ul 5 x first strand Puffer, 2 pl
dNTP (10 mM), und 2 pul (200U) Reverse Transkriptase (RT) zugegeben. Die
Inkubation erfolgte fir 1 Stunde bei 42°C. Die Proben wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.

5.1.2.3. T-Zellrezeptor-Analyse: V3 Repertoire

Das TZR-VB-Repertoire wurde mittels PCR untersucht. Hierzu wurden nach der RNA-
Isolation und cDNA-Synthese die Gensegmente der variablen Ketten des T-
Zellrezeptors mit spezifischen Primern amplifiziert.

Dazu wurden 24 verschiedene 5’-VB-Primer (Tabelle 9) verwendet, die an die

verschiedenen variablen (V) TZR-Regionen binden. Als Gegenstrangprimer wurde ein
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Oligonukleotid (CB) eingesetzt, das an die konstante Region des TZR-Gens bindet. Als
Positiv-Kontrolle wurde ein Aktin-Primer-Paar eingesetzt, wodurch ein Abschnitt des

Aktin-Gens von 250 bp synthetisiert wurde.

Tabelle 14: PCR-Mix

Zusammensetzung fiir 1 x

Name
PCR-Ansatz
cDNA 1 pl
dNTP (10 mM) 1 pl
VB x (Tabelle 8) Primer 1l

Common VB Primer (10 pmol/ul) | 1yl

PCR-Puffer (10 x) 5ul
MgCl, (50 mM) 1,5 ul
DMSO 2,5yl
ddH,O 36,5 pl
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul

Tabelle 15: Positivkontrolle

Name Zusammensetzung
cDNA 1l

dNTP (10 mM) 1 pl

Aktin Primer 3’ 1l

Aktin Primer 5’ 1 ul

PCR-Puffer (10 x) 5ul

MgCl;, (50 mM) 1,5 ul

DMSO 2,5l

ddH,O 36,5 pl
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul
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Negativkontrolle: wie in der Tabelle 13 nur DEPC-H,0 statt cDNA.
PCR-Programm: 1. Denaturierung bei 94°C fur 2 Minuten

2. Denaturierung bei 94°C fiir 1 Minute

3. Anlagerung bei 55°C flr 1 Minute

4. Synthese bei 72°C fir 1 Minute

5. Terminale Elongation bei 72°C fur 10 Minuten

Die Schritte 2 bis 4 wurden 24-mal wiederholt.

5.1.3. Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Fur die Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden 500 ml SOB Medium mit 10
pg/ml Tetrazyklin versetzt und in einem 2 | Erlenmeyerkolben mit einer Einzelkolonie
des Bakterienstamms XL1-blue MRF’ angeimpft. Die Kultur wurde bei 37°C solange
geschuttelt, bis die ODsoo (Optische Dichte; OD) bei 0,5-0,7 lag. Anschliel’iend wurde
die Kultur fur 15 Minuten auf Eis abgekihlt, fur 15 Minuten bei 4.800 x g und 4°C
zentrifugiert und in 250 ml kaltem, 10% Glycerin in dH20 resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation und Resuspendierung in 250 ml 10% Glycerin wurden die Bakterien
sedimentiert, in 2-4 ml eiskaltem 10% Glycerin resuspendiert und Aliquots von je 50 pl

in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

5.1.3.1. Transformation elektrokompetenter Bakterien

Um gréRere Mengen an Plasmid-DNA zu erhalten, mussten elektrokompetente
Bakterien (XL1-Blue) mit der bendtigten Plasmid-DNA transformiert und expandiert
werden. Hierzu wurde ein Aliquot der elektrokompetenten Zellen aufgetaut, 40 l
Bakteriensuspension mit 1 ng Plasmid-DNA vermischt, in Kivetten (0,1 cm
Spaltbreite) Uberfihrt und im Elektroporationsgerat Gene Pulser Il unter Einwirkung
eines Elektropulses (1,8 kV, 200 Ohm) transformiert. Nach der Elektroporation wurde
umgehend 1 ml SOC-Medium zugegeben, die Bakterienlésung in ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefall tberflihrt und fir 1 h bei 37°C im Heizblock inkubiert. Nach

Ablauf der Inkubationszeit wurde der Ansatz fir zehn Minuten bei 3.200 x g
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zentrifugiert, anschlieRend 800 ul des Uberstands verworfen und die Bakterien in den
verbliebenen 200 pl resuspendiert. Die transformierten Bakterien wurden auf einer
Antibiotikum-haltigen LB-Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C im

Brutschrank inkubiert.

SOC-Medium:
SOB-Medium, 0,2% Glucose, sterilfiltriert

5.2. Serologische Identifikation von Antigenen durch

rekombinantes Expressionsklonieren (SEREX)

Das SEREX-Verfahren wurde urspringlich in der Tumorimmunologie entwickelt, um
neue Zielstrukturen fir die Krebsimmuntherapie zu entdecken. Inzwischen findet
dieses Verfahren aber auch in anderen Gebieten der Medizin Anwendung, wie
beispielsweise der Rheumatologie, Kardiologie und Gastroenterologie. In der
vorliegenden Arbeit wurde die SEREX-Methode =zur Identifizierung von
Transplantations-assoziierten Antigenen in einem padiatrischen Patienten mit cGvHD

angewendet.

5.2.1. Alilgemeine Beschreibung

Zunachst wurde eine cDNA-Bibliothek aus Patientenmaterial vor aHSZT generiert und
mit Hilfe von Bakteriophagen in Escherichia coli exprimiert. Die in den lytischen
Plaques vorhandenen, rekombinanten Proteine wurden auf eine Membran Ubertragen
und anschliellend mit Patientenserum inkubiert. Gebundene Antikérper aus dem
Serum wurden danach mit Hilfe eines Enzym-gekoppelten Sekundarantikorpers

detektiert.
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5.2.2. Vorbereitung der Patientenseren

Da Escherichia coli-Bakterien, in denen die Proteine der cDNA Bibliothek exprimiert
wurden, zu den physiologischen Bewohnern des menschlichen Gastrointestinaltrakts
gehoren und Antikérper gegen E. coli Bestandteile im menschlichem Serum
nachweisbar sind, wurden diese Antikérper aus den Seren entfernt um so die
Hintergrundfarbung zu minimieren. Eine Aufreinigung der Patientenseren erfolgt
deshalb durch Praabsorption der Seren gegen E. coli-Proteine Uber Affinitatssaulen

und lytische Folien.

5.2.2.1. Praabsorption iilber mechanische und lytische Affinitatssaulen

Zur Herstellung mechanischer Saulen (M-Saule) wurde das Pellet einer 50 ml XL1-
Blue Ubernachtkultur in 5 ml PBS gel6st. Die Suspension wurde dreimal fiir eine
Minute in Intervallen sonifiziert, um die Bakterienwand voéllig aufzuschliesen und die
DNA zu fragmentieren. Fir die Herstellung lytischer Sdulen wurde das Pellet einer 50
ml XL-1-Blue Ubernachtkultur in 2 ml einer 0,01 M MgSO, Lésung aufgenommen. 200
pl dieser Baktierensuspension wurden mit 500 pl nicht-rekombinanten A-Phagen
versetzt und in 5 ml LB-Tetrazyklin-Medium fiir 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach
wurden die restlichen 1,8 ml Baktierensuspension mit weiteren 5 ml LB-Tetrazyklin-
Medium zugegeben und fiir weitere 2 Stunden bei 37°C inkubiert. In einem 15 ml
Falcon-Rohrchen wurden 2 ml Glutaraldehyd-aktiviertes Kieselgel (Roche) gegeben
und mit dem sonifizierten Bakterien-Phagen-Gemisch vermischt. Das Réhrchen wurde
Uber Nacht bei 4°C in einen Uberkopfrotor eingespannt und das Gemisch bis zum
Morgen rotiert, um eine optimale Bindung der Bakterien- und A-Phagenbestandteile an
das Kieselgel zu ermdglichen. Zur Aufreinigung wurden 20 ml des 1:10 verdinnten
Serums auf die abzentrifugierte ,mechanische” Saule gegeben und mittels
Uberkopfrotor Giber Nacht bei 4°C mit dem Kieselgel vermischt. Am zweiten Tag wurde
die M-Saule mit 500 x g flr 5 Minuten abzentrifugiert. Der Serumiberstand wurde
abgenommen und auf die abzentrifugierte ,lytische“ Saule (L-Saule) geben, und mittels

Uberkopfrotor tiber Nacht bei 4°C mit dem Kieselgel vermischt. Am dritten Tag wurde
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die L-Saule mit 500 x g fur 5 Minuten abzentrifugiert. Der Serumulberstand wurde
abgenommen und auf eine mit ddH,O angefeuchtete lytische Folie in eine Petrischale

gegeben.

5.2.2.2. Praabsorption uber lytische Folien

Zur Herstellung lytischer Folien wurden 600 pl einer XL1-Blue-Suspension mit nicht-
rekombinanten A-Phagen infiziert und dieser Ansatz auf LB-Platten ausplattiert. Nach
16-stindiger Inkubation bei 37°C wurden die Proteine des lytisch infizierten
Bakterienrasens auf Nitrozellulosefolie Ubertragen und diese mit 5% Magermilchpulver
in TBS fir 1 h bei RT inkubiert. Uber Saulen praabsorbierte Seren wurden jeweils 3
Stunden mit insgesamt 5 solcher lytischen Folien bei RT inkubiert. AnschlieRend
wurde das praabsorbierte Serum nochmals 1:10 mit TBS verdinnt und mit 0,01%

Natriumazid und 0,01% Thimerosal versetzt, um Keimwachstum zu unterbinden.

5.2.3. Bakterienanzucht
Die rekombinante Phagenbibliothek wurde in E. coli XL1-Blue MRF -Bakterien der
Firma Stratagene zur Expression gebracht. Der Bakterienstamm E. coli SOLR wurde

fur die Gewinnung rekombinanter pBluescript-Phagemide verwendet.

5.2.3.1. E. coli-Bakterien des Stammes XL1-Blue MRF’

10 pl des Glycerin-Stocks von E. coli XL1-Blue-MRF" wurden auf einer Tetrazyklin-
haltigen LB-Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Zum
Animpfen einer Flissigkultur wurden ca. 10 Kolonien der XL-1-Bakterien-Stammplatte
in 50 ml LB-Medium, den zusatzlich 20% Maltose, 0,01 M MgSO, und 15 ug/ml
Tetracyclin zugestzt worden war, gegeben und bei 37°C mit 200 rpm geschiittelt. Die
Zugabe von Maltose und Magnesiumsulfat in das Medium sollte eine spatere
Anheftung der Phagen an die Bakterien begunstigen. Die Kultur wurde bei einer OD
von 0,5 (Wellenlange 600 nm) abgeerntet, da man bei dieser OD von einem

exponentiellen Wachstum der Bakterien ausgehen kann, und die Infektion der
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Bakterien mit den A-Phagen in der exponentiellen Wachstumsphase erfahrungsgeman
die besten Ergebnisse liefert. Nach Zentrifugation des Kulturansatzes fiir 10 Minuten
bei 500 x g wurde der Uberstand abgegossen und das Bakterienpellet anschlieRend in
sterilem 0,01 M MgSO, resuspendiert, bis eine OD von 0,5 erreicht war. Pro Platte
(14,5 cm Durchmesser) wurden 600 ul einer Bakteriensuspension mit einer OD von

0,5 verwendet, um einen dichten Baktierenrasen zu erhalten.

MgSO, (1 M):
2,46 g MgSO, . 7 H,0O gelést in 10 ml ddH,0O

5.2.3.2. E. coli-Bakterien des Stammes SOLR

Die Anzucht der E. coli SOLR-Bakterien erfolgte durch das Animpfen des LB-Mediums
mit einer Bakterienkolonie der Bakterien-Stammplatte. Die SOLR-Bakterien tragen ein
Kanamycin-Resistenzgen. Neben 20% Maltose und 0,01 MgSO, wurde zum Medium
daher Kanamycin (50 pg/ml) zugesetzt, um eine selektive Bakterienanzucht zu
gewahrleisten. Die Anzucht der Bakterien erfolgte im Bakterienschiittler Gber Nacht bei
30°C. Am nachsten Tag wurden die Bakterien fur 10 Minuten bei 500 x g zentrifugiert,
der Uberstand verworfen, das Pellet in 0,01M MgSO, resuspendiert und auf eine
optische Dichte von 1,0 bei einer Wellenlange von 600 nm eingestellt. Die Bakterien

wurden bis zum weiteren Gebrauch bei 4°C aufbewahrt.

5.2.4. Infektion der XL-1 Bakterien mit A-Phagen

Das Volumen der Phagensuspension pro Transfektionsansatz wurde so gewahlt, dass
sich auf einer Agarplatte mit 14,5 cm Durchmesser ca. 3.000 Plaques bildeten. Die
jeweils einen rekombinanten Phagenklon enthaltenden Plaques sollten zur
Gewahrleistung einer optimalen Effizienz des Screenings einerseits moglichst dicht
liegen, andererseits dabei jedoch nur minimal Uberlappen. Dazu wurden pro Platte

eine bestimmte Menge Phagensuspension (ca. 3.000 pfu) mit 600 pl der XL-1
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Bakteriensuspension (OD 0,5) zunachst fir 15 Minuten im Wasserbad bei 37°C

inkubiert.

5.2.5. Kultur der infizierten Bakterien auf Agarplatten

Jedem Transfektionsansatz wurde vor dem Ausplattieren je 6 ml vorgewarmter
Topagar (52°C) zugesetzt. Falls eine Expression der rekombinanten Proteine
erwinscht war, wurden zudem jedem Ansatz 30 pl 1 M IPTG-Stammlésung zugesetzt.
Der Ansatz wurde auf vorgewarmten LB-Tet-Platten (37°C) ausplattiert, und die

Platten Gber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

IPTG-Stammlosung (1 M):
0,238 g IPTG gel6st in 1 ml ddH,0O, bei —20°C aufbewahrt.

Topagar:
2,4 g NZYM Broth, 3,46 g NZYM-Agar geldst in 200 ml ddH,0O, autoklaviert und

danach im Wasserbad auf 52°C bis zum Ausplattieren warmstellen.

5.2.6. Titerbestimmung der Phagenlésung

Um den Titer der Phagenlésung zu bestimmen, wurde eine Verdinnungsreihe der
Phagenlésung von 1:10 bis 1:10° in 0,01 M MgSO4 hergestellt. Die XL-1-Bakterien
wurden mit verschiedenen Mengen der Phagenlésung inkubiert und auf LB-Tet-Platten
ausplattiert. Am nachsten Tag konnten zwei Platten, deren Plaque-Dichte dies zulieR,
ausgezahlt und unter Berlicksichtigung des eingesetzten Volumens der Phagentiter in
pfu pro ml berechnet werden (Formel: Plaques/ul = Anzahl der Plaques x
Verdiinnung/Volumen Einsatz). Um moglichst alle im Ausgangsgewebe exprimierten
Gene in das Screening einzubeziehen, sollte die primare cDNA-Bibliothek einen Titer
von mehr als 1 x 10° rekombinanten Phagen aufweisen. Zur Kontrolle der
Klonierungseffizienz in der Primarbibliothek wurde die Titeranalyse deshalb mit dem

sogenannten Blau-WeilR-Test kombiniert.
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5.2.7. Blau-WeiB-Test

Mithilfe des Blau-Weil3-Tests konnte das zahlenmaRige Verhaltnis von nicht-
rekombinanten zu rekombinanten Phagen und damit die Effizienz der Klonierung
Uberpruft werden. Der Polylinker des ,Uni-ZAP® XR“-Vektors liegt innerhalb des
Leserahmens des /lacZ-Gens, das flr eine essentielle Untereinheit (a-Doméane) des
Enzyms R-Galaktosidase kodiert. Durch Zugabe von IPTG, das den /ac-Repressor
durch Konformationsanderung vom Promotor 16st, wird das Gen induziert. Nach
Zugabe des Lactoseanalogons X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-3-D-galactopyranosid)
als Substrat, entsteht bei Vorhandensein von R-Galaktosidase das dunkelblaue
Reaktionsprodukt 5,5-Dibrom-4,4-dichlorindigo. Rekombinanten Klonen fehlt diese
Enzymaktivitdt der R-Galaktosidase, da das /acZ-Gen durch die einklonierte cDNA
unterbrochen ist, so dass es nicht zu einer Blaufarbung der Plaques kommt. Bei guter
Effizienz der Klonierung liegt das Verhaltnis von blauen zu weillen Plaques bei < 1:10.
Dazu wurden je 3 pl der verdiinnten Aliquots (1:10-1:10°) der Phagenbibliothek mit 600
pl XL-1 Bakterien und 6 ml Topagar ausplattiert. Vor Zugabe des Topagars wurden zu
dem Bakterien-Phagengemisch 30 ul (1M in H,O) IPTG und 50 pl X-Gal (250 mg/ml in

Dimethylformamid) zugesetzt.

5.2.8. Amplifikation der cDNA-Expressions-Bibliothek

Zur Vermeidung von Informationsverlust durch das Absterben einzelner Phagen sowie
zur Generierung eines stabilen Stocks wurde die primare cDNA-Expressionsbibliothek,
die etwa eine Million rekombinanter A-Phagen enthielt, amplifiziert. Die gesamte
primare cDNA-Bibliothek wurde mit XL-1 Bakterien fraktioniert auf 20 frisch
hergestellten  LB-Tet-Platten  ausplattiert (20 Ansatze mit je 600 i
Bakteriensuspension und ca. 50.000 pfu der cDNA-Bibliothek). Nachdem die Plaques
eine GrofRe von maximal 2 mm erreicht hatten, wurden die Platten mit jeweils 6-8 ml
SM-Puffer Uberschichtet und Gber Nacht auf dem Schittler inkubiert, um die Phagen
aus den Plaques herauslésen. Am nachsten Tag wurde der Puffer, der die Phagen

enthielt, abgenommen und vereint. Durch Zugabe von 5% (v/v) Chloroform wurden die
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Bakterien in der Phagensuspension abgetdtet. Nach Abzentrifugieren der Zelltrimmer
bei 2.000 x g fur 10 Minuten wurde der Phagenuberstand mit 0,3% (v/v) Chloroform
versetzt und bei 4°C gelagert. Ein Aliquot wurde nach Bestimmung des Phagentiters
mit 7% DMSO versetzt und bei —80°C gelagert. Nach erfolgreicher Amplifikation einer
Primarbank mit ca. 1 x 10° rekombinanten Phagen sollte das Amplifikat mindestens ca.

1 x 10° rekombinante Phagen enthalten.

SM-Puffer:
5,8 g NaCl, 2 g MgSO,4 x 7 H,O, 50 ml 1 M Tris-Cl pH 7,5 und 5,0 ml 2% (w/v)
Gelatine, ad 1 | mit ddH,0O, sterilfiltriert.

5.2.9. Ubertragung der Proteine auf Nitrozellulose-Folien

Die inkubierten Agar-Platten wurden unter Vermeidung von Luftblasenbildung
sorgfaltig mit beschrifteten Nitrozellulose-Membranen bedeckt. Um nach Ablésen der
Membranen und erfolgtem Screening das spatere Wiederauffinden seroreaktiver
Plaques auf der jeweiligen Agar-Platte sicherzustellen, wurden die Membranen
einschlieBlich der darunterliegenden Agarschicht mit 3 asymmetrischen Einstichen (20
G-Kaniile) versehen. Zur Ubertragung der Proteine auf die Nitrozellulosefilter wurden
die membranbedeckten Platten fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlielend
wurden sie bei 4°C Uber eine Dauer von mindestens 30 Minuten abgekuihlt, um die
Trennung der Membranen vom Topagar zu erleichtern. Nach vorsichtigem Abziehen
wurden die Membranen in eine Schale mit 1 x TBS-T Puffer gelegt (mindestens 20 ml
pro Membran) und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt. Im Anschluss
daran wurden die Membranen zur Blockierung unspezifischer Bindungen einzeln in
sauberen Petrischalen mit jeweils 20 ml 1 x TBS/Magermilch-Lésung fir eine Stunde

sanft geschwenkt.
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1 x TBS:

8,75 g NaCl

6 g Tris-Base,

geldst in 1 1ddH,0, pH 7,5 einstellen
1 x TBS-T:

111 x TBS Puffer

0,5 ml TWEEN 20

1 x TBS / Magermilchlosung:

1 x TBS-Puffer mit 5% Magermilchpulver

5.2.10. Inkubation der Folien mit Patientenserum

Nach drei Waschgangen auf dem Schittler in frischem 1 x TBS-Puffer von je 10
Minuten Dauer wurden die Membranen einzeln in saubere Petrischalen gelegt, mit je
20 ml praabsorbiertem Serum Uberschichtet und Uber Nacht bei Raumtemperatur sanft

geschwenkt.

5.2.11. Inkubation der Folien mit Alkalische Phosphatase-markiertem
Sekundarantikorper

Eine immunologische Farbung mit einem Alkalische Phosphatase (AP)-gekoppelten
Sekundar-Antikérper aus der Ziege, der gegen die konstante Region (fragment
crystallisation; Fc) menschlicher Immunglobulin 1gG gerichtet war (Dianova),
ermoglichte die Identifikation seroreaktiver Antigene. Nachdem die Membranen nach
Abnehmen des Serums dreimal 10 Minuten in jeweils frischem 1 x TBS-Puffer
gewaschen worden waren, wurden sie einzeln in Petrischalen gegeben und mit je 20

ml verdinnter Antikérper-Stammldsung fur eine Stunde sanft geschwenkt.

Verdiinnte Antikdrper-Lésung:

AP-konjugierter Sekundarantikérper 1:2500 in 1 x TBS mit 0,5% Magermilchpulver.
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5.2.12. Alkalische Phosphatase-Farbung

Die Zugabe der Entwicklerlésung fiihrte zu einer enzymatischen Farbreaktion mit der
an den Sekundar-Antikérper gekoppelten AP. Auf diese Weise konnte ein gebildeter
Antigen-Antikérper-Komplex auf der Nitrozellulosemembran sichtbar gemacht werden.
Die Membranen wurden zweimal fur 15 Minuten in jeweils frischem 1 x TBS-Puffer
gewaschen, anschlieRend mit je 20 ml Entwicklerlésung Uberschichtet und fir ein bis

zwei Stunden bei 37°C inkubiert.

Entwicklerlésung pro Membran:

20 ml 1 x CDS + je 20 pl BCIP-Stammldésung (50 mg/ml in 100% DMF,

Dimethylformamid) und NBT-Stammlésung (100mg/ml in 70% DMF)
5 x CDS:

250 ml 2 M NaCl

500 ml 1 M Tris

5,083 g MgCl, x 6 H,O, ad 1 | mit ddH,0, pH 9,5

5.2.13. Isolation positiver Klone

Durch die beschriebene, enzymatische Reaktion kam es zu einer Blaufarbung
derjenigen Plaques auf der Nitrozellulosefolie, die von IgG-Antikbrpern aus dem
Patientenserum gebunden wurden. Mit Hilfe der angebrachten Markierung durch
Kanlleneinstiche konnten die seroreaktiven Plaques auf den kuhl gelagerten
Agarplatten identifiziert werden. Diese Plaques wurden zusammen mit zwei bis drei
angrenzenden, seronegativen Plaques ausgestochen. Die Agarwdurfel wurden in 1,5
ml-Eppendorfgefale Uberflihrt und Gber Nacht bei 4°C in 500 yl SM-Puffer inkubiert,
damit die Phagen aus dem Agar in den Puffer diffundieren konnten. Am nachsten Tag
wurden die Eppendorfgefalle ca. 30 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Der Phageniberstand wurde nach Uberfilhrung in ein neues

Eppendorfgefall mit 20 pl Chloroform versetzt, kurz gemischt und bei 4°C gelagert.
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5.2.14. Subklonierung durch ,,in vivo Exzision*

Eine notwendige Voraussetzung fiir die Sequenzierung des Gewebeantigen-Inserts
war das Vorliegen der rekombinanten Plasmid-DNA in reiner Form.

Dazu wurden Uber Nacht jeweils eine XL-1- und eine SOLR-Suspensionskultur bei
30°C angelegt. Am folgenden Tag wurden die Bakterienkulturen 10 Minuten lang bei
500 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen, und die Bakteriensedimente in 0,01 M
MgSO, bis zu einer OD von 1 (Wellenlange 600 nm) resuspendiert. Die SOLR-
Suspension wurde zunachst bei 4°C gelagert. Fir die ,in vivo-Exzision® des
Plasmidvektors in Bakterien wurden 200 pl XL-1-Blue MRF 'mit 250 ul Phagenlésung
eines positiven Phagen-Klons (aus Abschnitt 5.2.13) (> 1 x 10° pfu) und 1 pl des
Helferphagen Ex-Assist® (> 1 x 10° pfu) 15 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 3 ml LB-Tet-Medium wurde der Ansatz fur drei Stunden bei 37°C
geschdittelt. Daraufhin wurde die Probe flr 20 Minuten auf eine Temperatur von 70°C
erhitzt und danach fiir 15 Minuten bei 1.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand mit A-
Phagen, f1-Helferphagen und verpackten, rekombinanten pBluescript-Phagemiden
wurde in sterile Spitzbodenréhrchen gegeben. Fir die Infektion der SOLR-Bakterien
wurden zwei Ansatze mit verschiedenen Verdinnungen hergestellt: 200 pl der SOLR-
Bakteriensuspension wurden jeweils mit 100 pl und 10 yl des Phagenuberstandes
inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten im Wasserbad bei 37°C wurden
die Infektionsansatze mit einem Glasspatel auf LB-Ampicillin-Platten ausplattiert und
Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Da der pBluescript-Vektor ein Ampicillin-
Resistenzgen tragt, war durch Zugabe von Ampicillin eine Selektion rekombinanter
Phagemide mdglich. Von je einer der gewachsenen Kolonien wurde schlieldlich die
Plasmid-DNA mittels Mini-Praparation gewonnen und einer Restriktionsanalyse

unterzogen.
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5.2.15. Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Die Mini-Praparation mittels alkalischer Lyse diente der Gewinnung kleiner Mengen an
Plasmid-DNA. Dabei wurden 5 ml LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin versehen und
mit einer Bakterienkolonie der SOLR-Platte angeimpft und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am folgenden Tag wurde von den dicht gewachsenen Schuttelkulturen
jeweils ca. 1,5 ml abgenommen und in ein Eppendorfgefall tGberfiuhrt, fir 5 Minuten bei
14.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Bakterienpellet wurde in 100 pl E1-Puffer aufgenommen. Durch die im E1-Puffer
enthaltene Ribonuklease wurde die Degradation der RNA gewahrleistet. Nach Zugabe
von 100 pl E2-Lyse-Puffer zur Auflésung der Zellmembran wurden die Proben
gemischt und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 100
pl E3-Neutralisations-Puffer zugegeben und erneut vorsichtig gemischt. Durch 20-
minutige Zentrifugation bei 14.000 x g und 4°C wurden die Bakterienzelltrimmer von
der Plasmid-DNA getrennt. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefal
gegeben und 750 yl 100% Ethanol zugesetzt. Durch nachfolgende Zentrifugation fir
15 Minuten bei 14.000 x g und 4°C wurde die DNA pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen, und das sedimentierte Plasmid nach kurzem Trocknen an der Luft in 100 pl
autoklaviertem H,O gelést. Uber die anschlieBende Restriktionsanalyse wurde

untersucht, ob in dem jeweiligen Plasmid ein cDNA-Insert enthalten war.

Puffer E1:

50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNase A
Puffer E2:

200 mM NaOH, 1% SDS

Puffer E3:

3,1 M Kaliumacetat (pH 5,5)
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5.2.16. Maxi-Praparation von Plasmid-DNA

Um groRere Mengen an Plasmid-DNA zu erhalten, wurden 500 pl einer geeigneten
Mini-Bakterienkultur zum Animpfen von 400 ml LB-Medium verwendet. Um eine
Selektion der Bakterien zu gewahrleisten, die das Plasmid enthielten, wurden
wiederum 100 pg/ml Ampicillin zum LB-Medium zugesetzt. Nach einer Inkubation Gber
Nacht bei 37°C wurde die Bakterienkultur am nachsten Tag flr 10 Minuten bei 5.000 x
g abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das gewonnene Bakterienpellet in 10
ml E1-Puffer resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurden 10 ml E2-Puffer zugegeben,
und das Gemisch fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden
10 ml E3-Puffer hinzugefiigt und geschittelt. Nach Zentrifugation fir 30 Minuten bei
7.000 x g befand sich die Plasmid-DNA im Uberstand. Die im Maxi-Praparations-Kit
enthaltenen Saulen wurden vor Benutzung durch Zugabe von 20 ml E4-Puffer
equilibriert. AnschlieBend wurde der Uberstand der Probe auf die Saulen gegeben.
Nachdem die Probe vollstandig durch die Saule gelaufen war, wurde diese dreimal mit
je 20 ml E5-Wasch-Puffer gespiilt. Die Saule wurde auf ein 50 ml Spitzbodenréhrchen
gestellt und 15 ml E6-Elutions-Puffer zugegeben. Dadurch wurde die an der
Saulenmatrix gebundene DNA eluiert. Um die DNA aus dem Elutions-Puffer zu
isolieren, wurden 11 ml Isopropanol zugesetzt und fir 30 Minuten bei 5.000 x g und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Plasmid-DNA-Pellet an der Luft
getrocknet und danach in 1 ml TE-Puffer gelést. Mittels eines Photometers wurde bei
260 nm Wellenlange die Konzentration der vorliegenden Plasmid-DNA bestimmt und

zur Kontrolle eine Restriktionsanalyse einschlieRlich Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Puffer E4:

100 mM Natriumacetat (pH 5,0), 600 mM NaCl, 0,15% Triton-X-100 in H,O
Puffer E5:

100 mM Natriumacetat (pH 5,0), 800 mM NaCl in H,O

Puffer E6:

100 mM Natriumacetat (pH 5,0), 1500 mM NaCl in H,O
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TE Puffer:

10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA in H,0, pH 8,0

5.2.17. Sequenzanalyse

Die Sequenzierung der cDNA-Inserts wurde bei der Firma SequiServe (Vaterstetten) in

Auftrag gegeben. Die einzelnen Antigensequenzen wurden zunachst mit Hilfe des

Computerprogramms Clone Manager untereinander verglichen und anschlieliend mit

Hilfe des Suchprogramms BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) der GenBank

des National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov)

sowie der SEREX-Datenbank (www.licr.org./SEREX.html) auf Homologie oder Identitat

mit bereits bekannten Sequenzen untersucht.

5.3. Zellkulturmethoden

5.3.1. Zelllinien

Tabelle 16: HLA-Klasse-lI-Genotyp der verwendete Zelllinien

Weitere
Name HLA-DRB1 HLA-DQ HLA-DPR1 HLA-DR-Allele
Mini-LCL-ME 1001; 1404 A1*0104; 01 0201;1401
LCL-ME B1*0501; 0503
LCL-SS
LCL#4 1103; 1501 B1*0301; 0602 0402; 0501 DRB3*0202
DRB5*0101
LCL GB 1101; 1301 A1*0103; 0501 0401; 0402 DRB3*0202
B1*0301; 0603
L 428 1201 B1*0505; 0301 0401 DRB3*0202
LCL-JM 0801; 1301 B1*0402; 0603 0401; 1301 DRB3*01011
DG75 0404; 1301 B1*0103; 0303 0401 DRB3*0101
DRB3*0103
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Die verwendeten lymphoblastoiden Zelllinien (LCL) wurden durch Infektion von
humanen B-Zellen mit dem Epstein-Barr Virus (EBV) generiert.

HEK (Human Embryonic Kidney) 293T ist eine adharent wachsende, humane,
embryonale Nierenzelllinie, die durch Infektion mit Adenoviren immortalisiert worden
war und das T-Antigen des SV40 Virus exprimiert (Zur Hausen, 1967).

Die Zelllinie L428 ist eine Hodgkin-Lymphom-Zelllinie, die im Jahre 1981 von Diehl und
Mitarbeitern etabliert worden war (Diehl et al., 1981).

Der HLA-Genotyp ist abhangig vom jeweiligen Spender und wurde bestimmt, um die

Zelllinien zur spezifischen Stimulation von T-Zellen einsetzen zu kénnen.

5.3.2. Aligemeine Zellkulturmethoden

Alle verwendeten Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank kultiviert. Die Arbeiten mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt. Arbeiten mit ungetestetem Blut (Testung auf HIV, Hepatitis B und C)
wurden unter den gentechnischen Sicherheitsbedingungen der Stufe S2 und

biologischen Sicherheitsbedingungen G2 durchgefihrt.

5.3.2.1. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Einzufrierende Zellen wurden je Rdhrchen in 1 bis 1,7 ml 90% fétalem Kalberserum
(FCS) und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) zunachst bei -80°C eingefroren und nach 24
Stunden zur dauerhaften Lagerung in flissigen Stickstoff Uberflihrt.

Zum Auftauen wurden die Kryorbhrchen mit den Zellen im 37°C Wasserbad
geschuttelt und dann sofort in Medium aufgenommen, gewaschen und je nach Zelltyp

entsprechend in Kultur genommen.

57



Methoden

5.3.2.2. Kultivierung von Zelllinien

Suspensionszellen wurden je nach Zelldichte und Wachstumsgeschwindigkeit alle 3
bis 4 Tage durch Mediumwechsel im Verhaltnis 1:2 bis 1:10 verdinnt. Alle neu
aufgetauten Zelllinien wurden mit BM-Cyclin nach Herstellerangaben (Roche)
behandelt. Der Zweck dieser Behandlung bestand darin, méglichen Kontaminationen

mit Mycoplasmen vorzubeugen.

5.3.2.3. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in Trypanblau zur lebend-tot-
Unterscheidung verdinnt. Trypanblau kann nur in tote Zellen eindringen und farbt
diese blau an. Unter dem Mikroskop wurden mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer die
ungefarbten, lebenden Zellen in zwei bis vier GroRquadraten ausgezahlt, die toten
ausgeschlossen und nach folgender Formel die Zellzahl bestimmt:

c [Zellen/mlI] = (Anzahl der Zellen/Anzahl der GroRquadrate) * Verdiinnungsfaktor x 10*

5.3.3. Gewinnung von mononukledren Zellen des peripheren Blutes

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aus Vollblut gewonnen. Das Blut
wurde 1:1 mit RPMI-1640 Kulturmedium verdinnt, 35 ml dieses Blut-Medium
Gemisches mit 15 ml Ficoll unterschichtet und fir 30 Minuten bei 2.000 x g ohne
Bremse zentrifugiert. Anschlielend wurden die PBMC aus der Ficoll-Plasma-
Interphase gesammelt, mit RPMI-1640 verdinnt und erneut abzentrifugiert. Das
Zellsediment wurde nochmals gewaschen, in RPMI-1640 Zellkulturmedium

aufgenommen und, wie zuvor beschrieben, die Zellzahl bestimmt.
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5.3.4. Generierung EBV- und mini-EBV-transformierter, lymphoblastoider
B-Zelllinien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden aus PBMC verschiedener Spender EBV-
immortalisierter B-Zelllinien (LCL) generiert. Zur Herstellung EBV- bzw. mini-EBV-
immortalisierter B-Zelllinien wurden 1 x 10° PBMC im LCL-Medium zusammen mit 100
ul  Virusiiberstand der Zelllinie B95.8, oder Uberstand einer mini-EBV-
Produzentenzelllinie, in einem Gesamtvolumen von 200 pl in einer Vertiefung einer 96-
Loch-Flachboden-Platte ausgebracht. AnschlieBend wurden 1 ul Cyclosporin A (100
pg/ml) und 1 x 10* Wi38 (embryonale Lungenfibroblasten-Zellline) feeder-Zellen
zugegeben. Die Platte wurde in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Je
nach Bedarf wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Dabei wurden 100 pyl Medium

pro Loch aspiriert und durch 100 ul mit Cyclosporin A versetztem LCL-Medium ersetzt.

5.3.5. PHA-Blasten

Durch Stimulation primarer T-Zellen aus peripherem Blut mit dem T-Zellaktivator
Phytohamagglutinin (PHA) werden T-Zellen unabhangig von ihrer Antigenspezifitat
aktiviert. Zur Herstellung der sogenannten PHA-Blasten aus Spender-PBMC wurden
pro Loch 9 x 10° der aufgetauten Zellen in 200 pl T-Zell-Medium mit PHA (250 ng/ml)
in einer 96-Loch-Platte kultiviert. Am dritten Tag nach Kultivierung wurde das PHA-
enthaltende Medium durch frisches Medium ersetzt, das mit IL-2 (10 U/ml) versehen

war. Die proliferierenden Zellen wurden etwa alle drei Tage expandiert.

5.3.6. Generierung mHags-spezifischer T-Zelllinien

Zur Generierung der mHags-spezifischen T-Zelllinien wurden 1 x 10° aufgetaute
primare T-Zellen aus peripherem Blut des Empfangers nach KMT mit 1 x 10°
bestrahlten (80 Gy) autologen mini-LCL ME in 2 ml T-Zell-Medium in einer Vertiefung
einer 24-Loch-Platte kultiviert. Nach 24 Stunden wurden 10 U/ml IL-2 zugegeben und
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die Zellen je nach Bedarf expandiert. Nach mehreren Restimulationszyklen wurde die
Spezifitat der Linien mittels ELISA bestimmt.

5.3.7. Generierung mHags-spezifischer T-Zellklone

Aus mHags-spezifischen T-Zelllinien wurden durch Einzelzellklonierung T-Zellklone
generiert. Zu diesem Zweck wurden drei 96-Loch-Rundbodenplatten verwendet. Dabei
wurden je Loch 5 x 10° bestrahlte (80 Gy) mini-LCL ME zusammen mit 5 x 10*
bestrahlten (40 Gy) PBMC von mindestens drei verschiedenen Spendern (feeder-
Zellen) in 200 pl T-Zellmedium zugesetzt. Das T-Zellmedium enthielt hierbei sowohl
PHA (250 ng/ml) als auch IL-2 (10 U/ml). AnschlieBend wurden die mHags-
spezifischen T-Zelllinien in drei Verdinnungen in den drei Platten ausgebracht. Durch
die Verdinnung der T-Zellen enthielten die Platten pro Loch entweder 1, 3 oder 10 T-
Zellen. Nach 72 Stunden Inkubation wurde das Medium abgenommen und durch
frisches T-Zell-Medium, das 10 U/ml IL-2 enthielt, ersetzt. Die ausgewachsenen T-
Zellklone wurden im 14 Tage-Zyklus mit 5 x 10° bestrahlten Zielzellen und 1 x 10°
bestrahlten feeder-Zellen pro ml restimuliert. Die Spezifitat der Klone wurde wiederum

in Zytokinfreisetzungs-Experimenten bestimmt.

5.3.8. Magnetische Zellsortierung

Bei der magnetischen Zellsortierung (magnetic cell sorting, MACS) werden Zellen mit
Hilfe von paramagnetisch markierten Antikérpern aufgereinigt, die gegen
zellspezifische Oberflachenmolekile gerichtet sind. T-Helfer-Zellen exprimieren das
Oberflachenmolekil CD4 und kdénnen mit Hilfe der paramagnetisch markierten anti-
CD4-Antikérper an einer magnetischen Saule von CD4-negativen Zellen getrennt
werden. Die nach der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen PBMC, oder
neu generierte, antigenspezifische T-Zelllinien wurden flir die magnetische
Zellsortierung zweimal in RPMI-1640-Zellkulturmedium gewaschen. Danach wurde das
Zellpellet in 180 yl MACS-Puffer aufgenommen und 20 pl paramagnetisch markierter
Antikérper gegen CD4 (anti-human-CD4-Microbeads, Miltenyi Biotec) zugesetzt und

die Proben fir 15-20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden 10 ml
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MACS-Puffer zugegeben und die Zellen fir 5 Minuten bei 460 x g zentrifugiert.
AnschlielRend wurden die Zellen in 500 ul MACS-Puffer aufgenommen und auf die
zuvor mit 3 ml MACS-Puffer equilibrierte Saule im MACS-Stander geladen. Die Saule
wurde dreimal mit je 3 ml MACS-Puffer gewaschen und der Durchlauf als
Negativfraktion aufgefangen. Um die Positivfraktion zu erhalten, wurde die Saule aus
dem MACS-Stander genommen und in ein neues Reaktionsgefalt gestellt.

Anschliefend wurden zweimal je 5 ml MACS-Puffer auf die Sdule gegeben, wobei die
zweiten 5 ml mit einem zu den Saulen passenden Pistill durchgedriickt wurden.
Anschlielend wurde die Positivfraktion abzentrifugiert, in 10 ml RPMI-1640
aufgenommen und erneut abzentrifugiert. Die Zellen wurden danach in 2 ml T-
Zellkultur-Medium aufgenommen, in einem Loch einer 24-Loch-Platte ausgebracht und

wie zuvor beschrieben restimuliert.

MACS-Puffer:
PBS, 0,5% BSA, 2 mM EDTA

5.3.9. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie am fluorescence activated cell scanner (FACS) ermdoglicht
eine zeitgleiche Analyse der Expression mehrerer Oberflachenmolekiile auf Zellen.
Dazu werden monoklonale Antikérper (Primarantikbrper) genutzt, die gegen das
jeweils untersuchte Molekll gerichtet sind. Diese Antikérper kdnnen direkt mit einem
Fluorophor markiert sein, oder mit einem zweiten, Isotyp- oder Spezies-spezifischen,
Fluoreszenz-markierten Antikdrpers (Sekundar-Antikdrper) nachgewiesen werden. Bei
der Messung am Durchflusszytometer werden die Zellen in einem Flissigkeitsstrom
einzeln durch eine Messkiivette geleitet. Die im Gerat befindlichen Laser regen, bei
passender Extinktionswellenlange, die an die Antikorper konjugierten Farbstoffe an.
Diese absorbieren die Energie des Laserlichtes und geben sie in Form eines Photons
bestimmter Wellenlange (Emissionswellenlange) wieder ab, was durch einen

Photodetektor registriert wird. Dabei ist die Anzahl der gemessenen Photonen
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proportional zur Anzahl der an einer Zelle gebundenen Antikdrper. Dadurch ist es
mdoglich die relative Menge eines exprimierten Molekils zu bestimmen. Zusatzlich
erlaubt das entstehende Vorwartsstreulicht (forward scatter; FSC) eine Aussage Uber
die ZellgroRe, das Seitwartsstreulicht (side scatter; SSC) hingegen ist ein Mal} der
Zell-Granularitat.

Zum diesem Zweck wurden 5 x 10° Zellen einmal mit FACS-Puffer gewaschen. Fiir die
Farbung mit einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérper (PE oder FITC)
wurden die Zellen in 100 ul FACS-Puffer aufgenommen, 2 ul des entsprechenden
Antikérpers zugegeben und die Probe fir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Um nicht
gebundene Antikorper zu entfernen, wurden die Zellen nach der Inkubation mit FACS-
Puffer gewaschen und dann in 250 yl FACS-Puffer aufgenommen, zu dem zuvor 1
pg/ml  Propidiumjodid (Pl) zugesetzt worden war. Propidiumjodid ist ein
fluoreszierender Farbstoff, der in die DNA von Zellen interkaliert. Da dieser Farbstoff
die Zellmembran lebender Zellen nicht penetriert, kann Uber die Propidiumjodid
Farbung der Anteil an toten Zellen bestimmt werden.

Alle Analysen wurden mit einem Durchflusszytometer BD FACS-Calibur™ (Becton

Dickinson, Heidelberg) durchgefiihrt und mit der CELLQuest™-Software ausgewertet.

FACS-Puffer:
1% FCS in PBS

5.3.10. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) kénnen Zytokine detektiert
werden, die von T-Zellen nach der Erkennung des spezifischen Antigens auf
antigenprasentierenden Zellen sezerniert wurden. Bei dieser Methode werden
Antikorper, die das Zytokin mit hoher Affinitdt binden, an die Plastikoberflache einer
96-Loch-Platte gebunden. Ein weiterer, biotinylierter Antikdrper bindet an eine andere
Region des Zytokins, wodurch ein Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplex entsteht.

Das Enzym Meerrettich-Peroxidase ist an Streptavidin gekoppelt, womit es an das

62



Methoden

Biotin des zweiten Antikdrpers bindet. Durch eine enzymatische Reaktion der
Peroxidase mit Wasserstoffperoxid wird die farblose Leukoform des Chromogens
Tetramethylbenzidin (TMBH2) zu seiner blauen Form TMB oxidiert. Schwefelsaure
stoppt die Reaktion und fihrt zu einem Farbumschlag von blau nach gelb. Die
Intensitat der Farbung kann photometrisch nachgewiesen werden und korreliert mit der
Menge des von den T-Zellen produzierten Zytokins. Far die
Antigenprasentationsstudien wurde ein IFNy- oder GM-CSF-Zytokin-ELISA der Firma
R&D Systems verwendet. Dazu wurden 96-Loch ELISA-Platten (Corning) mit je 100
pl/Loch des IFNy- bzw. GM-CSF-Capture-Antikorpers (1:180 in PBS) beschichtet und
Uber Nacht bei RT inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten nach dreimaligem
Waschen mit Waschpuffer mit je 300 pl/Loch Blockpuffer fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach
erneutem, dreimaligem Waschen erfolgte eine zweistliindige Inkubation mit je 100 pl
Kulturiberstand. AnschlieRend wurde der Kulturiberstand durch mehrmaliges
Waschen entfernt und je Loch 100 pl IFNy- bzw. GM-CSF-Detection-Antikoérper (1:180
in reagent diluent) zugegeben. Nach einer zweistindigen Inkubation wurden die
Platten erneut dreimal gewaschen und anschlieBend mit je 100 pl/Loch der
Steptavidin-gekoppelten HRP (1:200 in reagent diluent) fur 20 Minuten bei RT
inkubiert. Abschlielend wurden die Platten dreimal mit Waschpuffer gewaschen, mit
100 ul Farbelésung je Loch versetzt und die Farbereaktion nach etwa 5 Minuten mit je
50 pl Stopplésung abgestoppt. Die Farbung wurde umgehend im ELISA-reader

(Tecan) bei 450 nm gemessen.

Waschpuffer:
0,05% Tween 20 in PBS

Blockpuffer:
1% BSA; 5% Sucrose in PBS

reagent diluent:
1% BSA in PBS, sterilfiltriert

Stopplésung:
2 N H,SO,
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5.4. Proteinbiochemische Methoden

5.4.1. Herstellung von RIPA-Extrakten

5 x 10° bis 1 x 10" Zellen wurden einmal in 15 ml eiskaltem PBS gewaschen,
abzentrifugiert und der Uberstand restlos entfernt. Die Zellen wurden anschlieRend
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren in 100 ul RIPA-Puffer aufgenommen und in
ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefald Uberflihrt. Dieser Ansatz wurde flr 30 Minuten auf
Eis inkubiert und anschlieRend bei 20.000 x g fur 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefa tberfuhrt und anschlieRend bei

-80°C gelagert.

RIPA-Puffer:
1% NP40, 0,5% DOC (Deoxycholin-Essigsaure), 0,15 M NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM
Tris pH 8,0, 0,1% SDS in H,0O. Vor Gebrauch wurden 1/25 des Endvolumens

Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche) zugesetzt.

5.4.2. Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

In 10 groBen Zellkulturschalen (14,5 cm) wurden HEK 293T-Zellen so ausgebracht,
dass sie am Tag der Transfektion etwa 80% Konfluenz erreicht hatten. Die Vektoren
wurden mittels PEI (Tabelle 16) in die Zellen eingebracht und diese fir 48 Stunden
weiterkultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen mit dem Medium vom Boden
abgespdlt und nach Zentrifugation bei 950 x g fur 5 Minuten in 50 ml UREA-Lysispuffer
lysiert. Das Zelllysat wurde bei 6.000 x g flir 20 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues 50 ml Falcon pipettiert. Zu dem Uberstand wurden 300 pl
Nickel-NTA-Beads (Qiagen) gegeben und flir 24 h bei 4°C rotierend inkubiert.
AnschlieRend wurden die Beads fir 10 Minuten bei 1.500 x g sedimentiert und der
Uberstand vollstéandig entfernt. Die Beads wurden dreimal mit je 5 ml UREA-

Lysispuffer aus dem Spitzbodenrbhrchen gewaschen, in einem 15 ml
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Spitzbodenréhrchen gesammelt und fur 10 Minuten bei 1.500 x g erneut sedimentiert.
Nach dem Entfernen des Uberstandes wurden die Uber den His-Tag an die Nickel-
NTA-Beads gebundenen Proteine dreimal mit je 300 ul Elutionspuffer von diesen
eluiert. Zwischen den Elutionsschritten wurde jeweils 5 Minuten bei 1.500 x g
zentrifugiert. Das eluierte Protein wurde in einem Reaktionsgefal® gesammelt, mit
einem Dialyseschlauch (Spectrum) dicht verschlossen und fir zwei Tage gegen PBS

dialysiert.

Tabelle 17: Transfektions-Mix

Name Zusammensetzung
OPTIMEM (Invitrogen) 15 ml

Plasmid-DNA 45 ug

PEI (1 mg/ml) 67,5 pl

10 X Polyethylenimine (PEI):

0,5 g geldst in 50 ml ddH,0, pH 7,0

UREA-Lysispuffer:

8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris, 0,05% Tween 20, 20 mM Imidazol, geldst
in dH,0, pH 8,0

Elutionspuffer:
0,5 M Imidazol in UREA-Lysispuffer, pH 7,5

5.4.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei dieser Methode wurden Proteine in einem Polyacrylamidgel (PAA-Gel)
aufgetrennt, das 0,1% SDS enthielt. Das PAA-Gel bestand aus einem Sammelgel, das
der Fokussierung der geladenen Proteine diente und einem Trenngel, das die
Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Masse ermdglichte. Das verwendete
10,5%-ige Trenngel ermoglichte eine Auftrennung von Proteinen im Bereich zwischen

15 und 100 kDa. Die RIPA-Extrakte wurden 4:1 mit dem SDS-Polyacrylamid-
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Gelelektrophorese (SDS-PAGE) Ladepuffer gemischt, fur 5 Minuten bei 95°C
denaturiert und bis zum Auftragen auf das Gel auf Eis aufbewahrt. Durch den SDS-
haltigen Ladepuffer und das Erhitzen kam es zu einer Denaturierung der
Wasserstoffbriickenbindungen und somit zu einem Aufbrechen der Sekundar- und
Tertiarstrukturen. So wurde gewahrleistet, dass die Proteinstruktur das Laufverhalten
nicht beeinflusste. Zudem bindet SDS an die Proteine, wodurch sie eine negative
Ladung erhalten. Nach dem Beladen des Gels erfolgte die Gelelektrophorese bei 20
mA flr ca. 2 Stunden. Durch Coomassie-Farbung oder Western-Transfer-Analyse

wurden die aufgetrennten Proteine im Anschluss analysiert.

Sammelgel:
1 ml 30% PAA, 3,75 ml 2 x Tris/SDS pH 6,8, 2,7 ml H,0, 45 ul 10% APS, 5 yl TEMED

2 x Tris/SDS pH 6,8:

7,56 g Tris-Base, 2,5 ml 20% SDS pH 6,8, H,O ad 250 ml

Trenngel (10,5%):

3,5 ml PAA, 5 ml 2 x Tris/SDS pH 8,8, 1,4 ml H,0, 83 pl 10% APS, 8,5 ul TEMED
2 x Tris/SDS pH 8,8:

22,68 g Tris-Base, 2,5 ml 20% SDS, pH 8,8, H,O ad 250 ml

Elektrophoresepuffer:

0,125 M Tris-Base, 0,19 M Glycin, 0,5% SDS

SDS-PAGE-Ladepuffer:

200 mM Tris-HCI pH 6,8, 8% SDS, 40% Glycerin, 400 mM DTT, 0,2 mM EDTA/NaOH
pH 8,0, 0,4% Bromphenolblau

5.4.4. Western-Transfer und Immundetektion

Zur spezifischen Detektion von Proteinen wurden die gelelektrophoretisch
aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran (Hybond-P, GE-Healthcare)
Ubertragen. Dies erfolgte in einer durch ein Eisbad gekihlten, mit Transferpuffer
geflllten Transferkammer fir 1 h bei 90 Volt. Nach dem Western-Transfer wurde die

Membran fir 1 Stunde mittels Blockpuffer abgesattigt und anschliefend mit dem in
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Inkubationspuffer gelésten Primarantikérper Gber Nacht bei 4°C auf einem Falcon-
Roller inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir je 10 Minuten im Waschpuffer wurde
ein HRP-gekoppelter Sekundarantikérper (Schaf-anti-Maus IgG-HRP, GE-Healthcare)
hinzugeflgt und fir 1 Stunde bei RT auf dem Falcon-Roller inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurden die Proteine mittels ECL-Plus-Detektionssystem (GE-Healthcare)

und anschlielender Autoradiographie detektiert.

Transferpuffer:

14 g Glycin, 3 g Tris-Base, 20% Methanol, ad 1 1 H,O

Blockpuffer:
5% Magermilchpulver in PBS

Inkubations- und Waschpuffer:

3% Magermilchpulver in PBS

5.4.5. Aufkonzentrierung von Proteinen aus Zell-Uberstand

Die Konzentrierung der im Zell-Uberstand enthaltenen Proteine erfolgte durch
Ultrafiltration. Hierzu wurden Ultrafiltrationseinheiten der Firma Millipore mit einer
Molekularausschlul3grenze (MWCOQO) von 10.000 Da verwendet. Die Zentrifugation
erfolgte bei 3.200 x g fur 30 Minuten.
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6. Ergebnisse

6.1. Strategie zur Identifizierung von Transplantations-

assoziierten Antigenen

Zahlreiche Studien belegen, dass CD4" T-Zellen bei der Entstehung von GvHD nach
allogener, hamatopoetischer Stammzelltransplantation eine entscheidende Rolle
spielen (van Els et al., 1989; Ray et al, 2010). Zudem sind CD4" T-Zellen
entscheidend an der Entstehung von GvL Reaktionen beteiligt (Alyea et al., 2001;
Bucher et al., 2009). Voraussetzung fir die gezielte Verstarkung von GvL- und die
Verminderung von GvH-Reaktionen ist daher die Kenntnis von Transplantations-
assoziierten Antigenen, die von CD4" T-Zellen erkannt werden. In friiheren
Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurde eine gleichzeitige humorale und CD4" T-
Zell-Antwort gegen mHags in einem Patienten mit akuter GvHD nachgewiesen
(Milosevic et al., 2010). Um Hinweise dariber zu erhalten, ob sich die
Transplantations-assoziierten Immunantworten wahrend akuter und chronischer GvHD
qualitativ und quantitativ unterscheiden, sollten im Rahmen dieser Arbeit diese
Untersuchungen auf die chronische GvHD ausgedehnt werden. Dazu sollte in zwei
parallelen Ansatzen die Transplantations-assoziierte humorale und zellulare
Immunantwort in einem Patienten, der nach HLA-identischer aHSZT eine chronische
GvHD entwickelte, untersucht werden. Zu diesem Zweck sollten zum einen CD4" T-
Zellen generiert werden, die Transplantations-assoziierte Antigene erkennen und zum
anderen die Zielstrukturen der Antikérperantwort mit Hilfe der SEREX-Methode
identifiziert werden (Abbildung 3). Um zu kladren, ob humorale und zellulare
Immunantworten gegen die gleichen oder gegen unterschiedliche Antigene gerichtet
sind, sollte abschlieRend untersucht werden, ob die etablierten CD4" T-Zellen die

Antigene der Antikdrperantwort erkennen.
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Strategie zur Identifizierung von Transplantations-

assoziierten-Antigenen

cGvHD
Humorale Zellulare
Immunantwort Immunantwort
Antigen Etablierung von CD4" T-Zellen, die
Identifizierung mittels HSZT-assoziierte
SEREX Antigene erkennen

Uberpriifung der Erkennung von

» Antigenen der humoralen Immunantwort

durch die etablierten CD4" T-Zellen

Abbildung 3: Strategie zur Identifizierung von Transplantations-assoziierten-Antigenen

In einem Patienten mit Leukamie, der nach HLA-identischer, allogener Stammzelltransplantation eine
chronische GvHD entwickelte, sollte die Transplantations-assoziierte humorale und CD4" T-Zell-
Immunantwort untersucht werden. Dabei sollten die Zielstrukturen der Antikorperantwort mit Hilfe des
SEREX-Verfahrens identifiziert werden. Parallel dazu sollten CD4" T-Zellen etabliert werden, die fir
Transplantations-assoziierte  Antigene spezifisch sind. Uber die mégliche Erkennung der
Antikérperantigene durch CD4" T-Zellen sollte anschlieRend gepriift werden, ob die humorale und
zellulare Immunantwort gegen die gleichen, oder unterschiedliche Antigene gerichtet ist.
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6.2. Die humorale Immunantwort nach aHSZT

6.2.1. Serologische Identifizierung von mHags

Fur die serologische Identifizierung von mHags wurde ein modifiziertes SEREX-
Verfahren angewandt (Abbildung 4). Die SEREX-Methode beruht auf der Erkennung
von Antigenen in einer in Bakterien exprimierten cDNA-Bibliothek durch hochtitrige 1IgG
Antikdrper im Serum des Patienten. Diese Antikérper werden wiederum von mit
alkalischer Phosphatase gekoppelten Sekundarantikdrpern erkannt und gebunden.
Eine Schwierigkeit bei der Identifizierung von Antigenen mit der SEREX-Methode ist
die B-Zell-Kontamination des Patientengewebes, aus dem die cDNA-
Expressionsbibliothek konstruiert wird. B-Zellen enthalten mRNA, die flr
Immunglobuline codieren, welche nach Expression in Bakterien zu falsch positiven
Signalen fihren. Deshalb kamen weder Knochenmark noch PBMC als
Ausgangsmaterial fur die cDNA Bibliothek in Frage. Stattdessen wurden T-Zellen des
Patienten vor aHSZT als Ausgangsmaterial fiir die cDNA-Bibliothek verwendet. Dazu
wurden PBMC mit dem T-Zellmitogen Phytohamagglutinin stimuliert, was zu einer sehr
starken Proliferation und Expansion der T-Zellen fuhrte (Abschnitt 5.3.5.). Nach
insgesamt vier Stimulationszyklen konnte eine reine T-Zellpopulation gewonnen
werden. Aus den T-Zellen wurde mRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und in den A-
ZAP-IlI-Expressionsvektor kloniert. Danach wurde die Expressionsbibliothek in -
Phagen verpackt und damit E. coli Bakterien infiziert. Die Expression der einklonierten
cDNAs wurde durch Zugabe von IPTG induziert. Insgesamt wurden 2,1 x 10°
rekombinante Phagen mit Serum des Patienten untersucht. Das Serum wurde 11
Monate nach aHSZT entnommen und gegen Bakterien und A-Phagenproteine
(Abschnitt 5.2.2.) praabsorbiert. Insgesamt wurden drei seroreaktive Plaques detektiert
(Abbildung 5). Um zu uberprifen, ob die Immunreaktionen gegen mHags gerichtet
waren, wurde eine autologe Serumanalyse durchgefihrt. Dazu wurden die
seropositiven Phagen erneut ausplattiert und mit Serum des Spenders und des

Patienten vor Transplantation inkubiert. Wie in Abbildung 5 gezeigt, waren Antikorper
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gegen alle drei Antigene ,18% ,37¢ und ,192“ auch im Serum des Patienten vor
Transplantation sowie im Serum des Spenders vorhanden. Die humoralen
Immunantworten gegen diese Antigene waren somit Transplantations-unabhangig und
es handelte sich dabei nicht um mHags sondern um Autoantigene. Diese Ergebnisse
wiesen darauf hin, dass im Patienten trotz cGvHD keine Antikérper-Immunantworten
gegen mHags nachweisbar waren.

Die serologisch identifizierten Antigene ,18“ und ,37“ wurden mittels Sequenzanalysen
charakterisiert. Die Sequenzanalysen zeigten, dass das Antigen ,18" eine 100%ige
Sequenzhomologie zum Gen Sorting nexin 1 (SNX1) hat, wahrend das Antigen , 37
eine Sequenzhomologie zu Escherichia coli zeigte. Das Antigen ,192“ wurde nach der

autologen Serumanalyse nicht weiter charakterisiert.

NIRRT e

T-Zellen des Patienten mRNA cDNA 3-ZAP Il Infektion von E. coli mit rekombinanten Lambda-Phagen
vor aHSZT

I /™ ~
¢ /}4// / / ‘(/ / \
S ied @

Lytische Plaques mit ) . .
rekombinanten Proteinen, +  Serum nach Transplantation + AP-markierte anti-human IgG ~ 4-ZAP I

Transfer auf Nitrozellulose-Membran (Sequenzanalyse)

Abbildung 4: Antigen-ldentifizierung mittels SEREX-Methode

Aus T-Zellen des Patienten vor Transplantation wurde mRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben, in den
Expressionsvektor A-ZAP Il kloniert und in A-Phagen verpackt. Die Proteine der cDNA Bank wurden nach
lytischer Infektion in E. coli Bakterien exprimiert und anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen. Anschliefend wurden die Membranen mit dem Serum des Patienten nach Transplantation
inkubiert. Im Serum vorhandene Antikdrper erkannten dabei das immobilisierte Antigen und konnten
mittels enzymatischer Reaktion durch einen alkalische Phosphatase (AP) gekoppelten
Sekundarantikorper (anti-human IgG) nachgewiesen werden. Die seropositiven Phagen wurden vereinzelt
und die enthaltene cDNA sequenziert.
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Identifizierte Patienten-Serum Patienten-Serum  Spender-Serum
Antigene vor aHSZT nach aHSZT

Abbildung 5: Serumanalyse der identifizierten Antigene Von insgesamt 2,1 x 10°® untersuchten,
rekombinanten Phagen codierten drei (,18% ,37“ und ,192°) fiir ein seroreaktives Protein. Jedoch waren
nicht nur im Patientenserum nach aHSZT, sondern bereits im Serum vor Transplantation sowie im Serum
des Knochenmark-Spenders Antikdrper gegen diese Antigene vorhanden. Die humoralen
Immunantworten gegen diese Antigene waren somit Transplantations-unabhangig entstanden.
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6.3. Die zellulare Immunantwort nach aHSZT

6.3.1. Generierung mHags-spezifischer CD4" T-Zelllinien

Fur diese Untersuchungen stand klinisches Material einer padiatrischen Patientin mit
akuter lymphatischer Leukamie (c-ALL) zur Verfligung. Nach erfolgreicher
Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen ihrer HLA-identischen Schwester
entwickelte die Patientin zundchst eine akute und anschlieBend eine chronische
GvHD. Der Patientin wurde vor und nach Transplantation PBMC und Serum
entnommen. Aus den vor Transplantation entnommenen PBMC wurden mini-LCL- und
LCL etabliert (Abschnitt 5.3.4) und als ,mini-LCL-ME* und ,LCL-ME®“ bezeichnet.
Zusatzlich wurde eine weitere LCL aus PBMC des Spenders generiert (LCL-SS). Um
CD4" T-Zellen zu etablieren, die Transplantations-assoziierte Antigene erkennen,
wurden periphere T-Zellen der Patientin, die 1, 2 und 2,5 Jahre nach Transplantation
entnommen worden waren, wiederholt mit mini-LCL ME in vitro stimuliert (Abschnitt
5.3.6.). Um dabei das Auswachsen FCS-spezifischer CD4" T-Zellen zu verhindern,
wurden die zur Stimulation eingesetzten mini-LCL in Medium mit humanem Serum
kultiviert. Dabei wurden 1 x 10° PBMC der Patientin nach aHSZT mit 1 x 10°
bestrahlten mini-LCL ME in einem Loch einer 24-Loch-Platte in 2 ml T-Zell-Medium
kokultiviert. Nach 24 Stunden wurden 10 U/ml IL-2 zugesetzt. In Abhangigkeit von der
Zelldichte wurden die T-Zellen gesplittet und nach 10 Tagen auf dieselbe Art
restimuliert. Um eine mdglichst reine CD4" T-Zellpopulation zu erhalten, wurden diese
T-Zellen aus den Linien mit Hilfe von anti-CD4-Microbeads und der MACS-Methode
(Abschnitt 5.3.8.) isoliert und weiter kultiviert. Die T-Zell-Spezifitat gegen
Transplantations-assoziierte Antigene wurde mittels ELISA untersucht (Abschnitt
5.3.10). Durch die Stimulation mit mini-LCL des Patienten wurden T-Zellen aktiviert die
gegen mHags, EBV-, oder Autoantigene gerichtet waren. Eine Unterscheidung dieser
verschiedenen Spezifitdten war durch Verwendung von mini-LCL-ME, LCL-ME und
LCL-SS als Zielzellen méglich. Eine Erkennung von allen drei Zielzellen wies darauf

hin, dass Latenzantigene von EBV, oder Autoantigene erkannt wurden. Kam es
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hingegen zu keiner Erkennung von mini-LCL-ME, deutete dies auf die Erkennung von
lytischen EBV-Antigenen hin. Eine Erkennung von mini-LCL-ME und LCL-ME, nicht
aber LCL-SS, wies dagegen auf die Erkennung von mHags hin. Um CD4" T-Zellen mit
einer Spezifitdt fir Transplantations-assoziierte Antigene zu erhalten, wurden die T-
Zellen, die eine hdhere Reaktivitat gegen LCL des Patienten versus LCL des Spenders
zeigten, weiter kultiviert. Aus den drei angelegten CD4" T-Zelllinien wies nur die CD4"
T-Zelllinie 1l die erwartete Spezifitdt auf (Abbildung 6A). Dass es sich dabei
hauptsachlich um CD4" T-Zellpopulationen handelte, wurde durch FACS-Analysen
bestatigt (Abbildung 6B).
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Abbildung 6: Untersuchung der Spezifitit der CD4" T-Zelllinien

(A) Die mHags-spezifische Reaktivitat der T-Zelllinie (lll) wurde durch Kokultur mit autologen LCL des
Patienten sowie mit LCL des Spenders mittels GM-CSF ELISA bestimmt. Die CD4" T-Zelllinie (lIl)
erkannte die LCL des Patienten (ME) deutlich besser als die LCL des Spenders (SS). (B) Die CD4" T-
Zellline (ll1) wurde durch Farbung mit Antikérpern gegen die Oberflichenmarker CD3 und CD4 genauer
charakterisiert. Das Histogramm links zeigt, dass es sich in der Zellpopulation um Lymphozyten handelt.
Das Histogramm in der Mitte zeigt, dass die meisten Zellen zum Zeitpunkt der Messung Propidiumjodid-
negativ und damit lebendig waren. Das Histogramm rechts veranschaulicht, dass es sich um CD4" T-
Zellen handelte.
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6.3.2. Generierung mHags-spezifischer T-Zellklone

Aus der potentiell mHags-spezifischen T-Zelllinie 11l wurden durch Einzelzellklonierung
T-Zellklone generiert (Abschnitt 5.3.7). Insgesamt konnten 36 T-Zellklone isoliert,
expandiert und ihre Spezifitat untersucht werden (Abbildung 7). Dabei wurden drei
unterschiedliche Spezifititen beobachtet. Die erste Gruppe der T-Zellklone, zu der
auch der Klon MEB63 gehdrte, zeigte eine Spezifitdt gegen ein EBV- oder Autoantigen
(Abbildung 7A). Die zweite Gruppe, fiur die stellvertretend der T-Zellklon MEB55
gezeigt ist, sezernierte dagegen weder GM-CSF noch IFNy nach Ko-Kultur mit den
verschiedenen LCL. Da diese T-Zellen auch keine typischen Th2 oder Th17 Zytokine
sezernierten, konnte bislang keine Aussage Uber deren Spezifitdt gemacht werden.
Die dritte Gruppe, zu der beispielhaft der T-Zellklon MEF33 zahlte, zeigte ein
Reaktionsmuster, das auf eine Erkennung von mHags schlielen liel (Abbildung 7A).
Nur T-Zellklone mit diesem Erkennungsmuster wurden weiterkultiviert und
charakterisiert. Die T-Zellrezeptor (TZR)-VB-Kettenanalyse (Abschnitt 5.1.2.3.) zeigte
(Abbildung 7B), dass sowohl die CD4" T-Zelllinie IIl als auch der Klon MEF33 die V-
21-Kette exprimierte. Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass es sich bei den

MEF33-T-Zellen um einen Klon handelte.
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Abbildung 7: Charakterisierung der CD4" T-Zellklone

(A) Die Spezifitéat der generierten T-Zellklone wurde Uber die Messung der GM-CSF Ausschittung nach
Kokultur mit verschiedenen Zielzellen untersucht. Die Klone zeigten dabei drei Erkennungsmuster: Klon
MEBG63 reagierte gegen LCL und mini-LCL des Patienten (LCL-ME und miniLCL-ME) ebenso wie gegen
LCL des Spenders (LCL-SS). Dieser Klon erkannte vermutlich ein EBV- oder Autoantigen. Die Spezifitat
des Klons MEB55 blieb unbekannt, da diese T-Zellen kein GM-CSF nach Kokultur mit den Zielzellen
ausschutteten. Klon MEF33 zeigte ein fir mHags-spezifische T-Zellen typisches Erkennungsmuster.
Diese T-Zellen erkannten die LCL des Patienten, aber kaum die LCL des Spenders. (B) Nachweis der
Monoklonalitat des CD4" T-Zellklons MEF33 mit Hilfe einer Analyse des TZR-VR-Repertoires. Die VR-
Kette 21 wurde sowohl von der mHags-spezifischen T-Zellline Il als auch vom Klon MEF33 exprimiert.
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6.3.3. Veranderung der Antigenerkennungsmuster bei mHags-
spezifischen T-Zellklonen

Nach langerer in vitro Kultur der mHags-spezifischen T-Zellklone wurde eine
Veranderung im Erkennungsmuster beobachtet. Die T-Zellklone erkannten zunehmend
die LCL des Spenders in gleichem Ausmal} und teilweise sogar starker als die LCL
und mini-LCL des Patienten (Abbildung 8). Diese Bobachtung stellte die bisherige
Annahme einer mHags-Spezifitit der CD4" T-Zellen in Frage. Diese Anderungen im
Reaktivitdtsmuster konnten verschiedene Ursachen haben. Erstens war nicht
auszuschlieBen, dass es sich bei den urspringlichen ,Klonen* um Gemische
verschiedener T-Zellen handelte, und die urspringlich dominante mHags-spezifische
T-Zellkomponente durch die kontinuierliche in vitro Kultur von EBV- oder Autoantigen-
reaktiven T-Zellen Uberwachsen wurde. Dagegen sprach, dass in den TZR VR
Analysen nur eine VR Kette detektiert worden war und die gleiche VR Kette von den T-
Zellen einer spateren Passage ebenfalls exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt).
Wahrscheinlicher war deshalb, dass es sich bei dem erkannten Antigen nicht um ein
mHag im klassischen Sinne handelte, sondern womdglich um ein Autoantigen, das in
verschiedenen Zielzellen unterschiedlich hoch exprimiert wurde, und dessen
Expression in einer Zelllinie Uber die Zeit variieren kann. Demnach ware die
Expression des Antigens in den LCL des Spenders zum Zeitpunkt der Klonierung der
T-Zellen niedrig gewesen und im Lauf der Zeit auf das Niveau der Patienten LCL

angestiegen.
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Abbildung 8: Verandertes Antigen-Erkennungsmuster nach langerer in vitro Kultur der T-Zellen
Nach 6 Monaten kontinuierlicher in vitro Kultur des vermeintlich mHags-spezifischen CD4" T-Zellklons
MEF33 wurden die LCL des Spenders genauso gut erkannt wie die LCL des Patienten. Somit wies dieser
T-Zellklon das gleiche Antigen-Erkennungsmuster auf wie autoreaktive T-Zellen.

6.4. Charakterisierung von potentiellen Autoantigenen

Autoreaktive CD4" T-Zellen wurden bereits von verschiedenen Gruppen in peripherem
Blut gesunder Spender nachgewiesen (Zhao et al., 2011). In frGheren Untersuchungen
der Arbeitsgruppe wurden nach Stimulation von CD4" T-Zellen mit autologen LCL
ebenfalls T-Zellen isoliert, die neben EBV-positiven auch EBV-negative
Tumorzelllinien, wie zum Beispiel Burkitt- oder Hodgkin-Lymphom Zelllinien erkannten
und somit gegen zelluldre und nicht-virale Antigene gerichtet waren (Adhikary et al.,
2007). Auch andere Forschungsgruppen kamen zu vergleichbaren Erkenntnissen
(Gudgeon et al., 2005; Long et al., 2009).

Ein ahnliches Erkennungsmuster wurde bei mehreren, in unserem Labor etablierten
CD4" T-Zelllinien beobachtet. Diese wurden durch Stimulation mit autologen mini-LCL
aus gesunden, EBV-positiven Spendern generiert. Wie am Beispiel der CD4" T-

Zelllinie JMW3 gezeigt (Abbildung 9), erkannten diese Linien auch EBV-negative
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Zielzellen, was eine EBV-Reaktivitat ausschloss. In diesem Beispiel erkannte die T-
Zelllinie die EBV-negative Burkitt-Lymphom-Zelllinie BL30. Interessanterweise wurden
die von dieser Zelllinie abgeleiteten, nachtraglich mit zwei verschiedenen EBV-
Stdmmen infizierten Zelllinien BL30-B95.8 und BL30-P3HR1 deutlich schlechter
erkannt. Zusatzlich zeigte sich ein Unterschied im Antigen-Erkennungsmuster
verschiedener autologer LCL, die zu verschiedenen Zeitpunkten vom Spender JM
angelegt worden waren (Abbildung 9). So wurde die LCL-JM-spontan Zelllinie deutlich
besser erkannt als mini-LCL-JM und LCL-JM. Die LCL-JM-Ag (transformiert mit dem
EBV-Stamm Ag876) sowie LCL-JM in HS (kultiviert in Medium mit humanem Serum
statt FCS) wurden dagegen kaum erkannt. Dies wies auf eine unterschiedliche
Expression von Autoantigenen in verschiedenen Zellen eines Individuums hin. Auch
der MEF33 T-Zellklon zeigt ein &hnliches Erkennungsmuster. Sowohl EBV-negative
(z.B. die Hodgkin-Lymphomlinie L540) als auch EBV-positive Zielzellen (z.B. LCL-
UBW3) wurden in unterschiedlichem Male, und zum Teil besser als die autologen
LCL-ME erkannt. Diese Ergebnisse lieferten weitere Hinweise darauf, dass die MEF33

T-Zellen nicht ein mHag, sondern ein Autoantigen erkannten.
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Abbildung 9: Vergleich der Antigen-Erkennungsmuster des MEF33 T-Zellklons und der
autoreaktiven JMW3 T-Zelllinie

Das Antigen-Erkennungsmuster der autoreaktiven CD4" T-Zelllinie JMW3 und des MEF33 T-Zellklons
wurden nach Kokultivierung mit verschiedenen autologen und allogenen B-Zelllinien, die das jeweils
restringierende HLA-Allel exprimierten, mittels IFNy und GM-CSF ELISA bestimmt. Die JMW3 T-Zellen
erkannten unterschiedliche LCL des autologen Spenders JM in unterschiedlichem MaRe. Die Zelllinien
LCL-JM und -JM-spontan wurden besser erkannt als die mini-LCL-JM. Die Linien LCL-JM in HS und LCL-
JM-Ag wurden hingegen kaum erkannt. Dagegen wurde die EBV-negative Burkitt-Lymphom Zelllinie BL30
deutlich besser erkannt als die EBV-positiven Konvertanten BL30.B95.8 und BL30.P3HRI. Der MEF33 T-
Zellklon zeigte ein ahnliches Erkennungsmuster. Auch hier unterlag die Erkennung von Zielzellen-
unabhangig vom EBV-Status-deutlichen Schwankungen. So wurden einige Linien deutlich besser oder
schlechter erkannt als die autologen LCL ME. Da auch EBV-negative Zielzellen, wie beispielsweise L540,
erkannt wurden, wurde kein Virus-assoziiertes Antigen erkannt, sondern vermutlich ein Autoantigen, das
in unterschiedlichen Zelllinien unterschiedlich hoch exprimiert wurde.
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6.4.1. Bestimmung der Autoantigenform

Auffallig bei den meisten autoreaktiven CD4" T-Zellen war die zum Teil sehr gute
Erkennung von Zielzellen. Da Antigene, die auf MHC-Klasse-II-Molekilen prasentiert
werden, hauptsachlich von exogenen oder Zellmembranproteinen stammen, wurde
untersucht, ob es sich bei den Autoantigenen um sezernierte Proteine handelte. Zu
diesem Zweck wurde der Uberstand einer dichten LCL-Kultur abgenommen und mit
Hilfe von Amicon-Séulen die Proteine im Uberstand (US) 10- bis 100-fach
aufkonzentriert (Abbildung 10).

APZ
— e
Zellkultur-Uberstand 10-100-fache 24 Stunden T-Zellen
Aufkonzentrierung Inkubation
ELISA

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Nachweises der Antigene im Kulturiiberstand

Der Zellkultur-Uberstand wurde gesammelt, mit Amicon-Saulen (Ausschlussgrenze von 10 kDa) auf
maximal 1/100 des Ausgangsvolumens eingeengt, unterschiedliche Mengen des Uberstands fiir 24
Stunden auf APZ beladen und diese anschlieBend mit den autoreaktiven T-Zellen fir 20 Stunden
kokultiviert. Anschliefend wurde die Menge an freigesetztem IFNy mittels ELISA bestimmt.

Das Zelliberstandkonzentrat wurde in unterschiedlichen Volumina auf APZ beladen
und fur 24 Stunden inkubiert. Als APZ dienten in der Regel autologe LCL, die nicht
oder kaum von T-Zellen erkannt wurden, wie am Beispiel LCL-JM zu erkennen ist.
Danach wurden 1 x 10° T-Zellen zugegeben und nach 20 Stunden Inkubation die
Zytokinausschittung der T-Zellen mittels ELISA bestimmt. Wie in Abbildung 11A

gezeigt, wurden die mit Uberstand beladenen, nicht aber die unbeladenen Zielzellen
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L428 und BL41 von den autoreaktiven GBW3 T-Zellen erkannt. Dies deutete darauf
hin, dass das Autoantigen im Zellkultur-Uberstand vorlag. Um eine mdgliche FCS-
Reaktivitat der T-Zellen auszuschlieen, wurden die GB-LCL fir 14 Tage in Medium
mit humanem Serum kultiviert, anschlieRend der Zellkultur-Uberstand gesammelt und
nach dessen Aufkonzentrierung eine mdgliche Erkennung durch autoreaktive T-Zellen
mittels IFNy ELISA untersucht (Abbildung 11B). Da auch der FCS-freie,
aufkonzentrierte Kulturiberstand erkannt wurde, konnte eine FCS-Reaktivitat der T-
Zellen ausgeschlossen werden. Dies deutete darauf hin, dass die GBW3 CD4" T-

Zelllinie ein sezerniertes Autoantigen erkannte.
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Abbildung 11: Nachweis des Autoantigens im Uberstand der LCL-GB Zelllinie

(A) Die Zielzellen L428 und BL41 wurden mit 100-fach eingeengtem LCL-GB-Zellkultur-Uberstand
belanden und nach 24 Stunden mit den GBW3 T-Zellen fir 20 Stunden kokultiviert. Die Reaktivitat der
GBW3 T-Zellen wurde anhand des ausgeschitteten IFNy mittels ELISA bestimmt. Die Zielzellen wurden
im beladenen Zustand sehr gut von GBW3 T-Zellen erkannt, aber nicht oder kaum im unbeladenen
Zustand. Dieses Ergebnis wies darauf hin, dass das Antigen ins Zellkultur-Medium abgegeben wurde. (B)
Um auszuschlieBen, dass die T-Zellen gegen FCS-Bestandteile reagierten, wurde die Zelllinie LCL-GB
sowohl in FCS-haltigem als auch in Medium mit humanem Serum kultiviert. Diese Zellkultur-Uberstande
wurden gesammelt, eingeengt und auf BL2 und L428 Zielzellen geladen, die das restringierende HLA-
Allel exprimieren, aber von T-Zellen nicht oder kaum erkannt wurden. 24 Stunden spater wurden die T-
Zellen zugesetzt und nach weiteren 20 Stunden die Menge an sezerniertem IFNy im Kulturiberstand
mittels ELISA bestimmt. Die T-Zellen erkannten auch Zielzellen, die mit FCS-freiem Kulturiiberstand
beladen worden waren. Diese Ergebnisse zeigten, dass diese T-Zell-Erkennung nicht FCS-spezifisch
war, sondern ein Autoantigen erkannt wurde.
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6.4.2. Erkennung von Autoantigenen durch unterschiedliche CD4" T-
Zelllinien und Klone

In der Vergangenheit wurden in unserer Arbeitsgruppe mehrere Autoantigen-
spezifische CD4" T-Zelllinien und Klone von unterschiedlichen Spendern etabliert. Um
herauszufinden, ob diese T-Zellen im Vergleich zu den GBW3 T-Zellen das gleiche
oder unterschiedliche Autoantigene erkannten, wurde zunachst aufkonzentrierter
Uberstand der LCL-GB auf autologe antigenpréasentierende Zellen beladen und die
mogliche Erkennung durch die verschiedenen CD4" T-Zelllinien und T-Zellklone mittels
ELISA bestimmt (Abbildung 12). Alle getesteten T-Zellen, einschlieBlich der
urspringlich als mHags-spezifisch identifizierten T-Zellklone des Patienten mit cGvHD,

erkannten die jeweiligen Zielzellen nach Beladung mit dem LCL-GB-Uberstand.
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Abbildung 12: Erkennung des Uberstands der LCL-GB durch verschiedene, autoreaktive CD4" T-
Zellen

Der 100-fach aufkonzentrierte Zellkultur-Uberstand der LCL-GB wurde auf APZ beladen, die das
entsprechende Restriktionselement exprimierten und anschlielend mit den verschiedenen, autoreaktiven
T-Zellen kokultiviert. Eine Erkennung der Zielzellen durch die T-Zellen wurde Uber die Messung der
Zytokinfreisetzung bestimmt. Alle getesteten T-Zellen erkannten Uberstand-beladene Zielzellen.

6.4.3. Proteinaufkonzentrierung durch Ammoniumsulfatfallung

Um zu untersuchen, ob es sich dabei um das gleiche oder unterschiedliche Antigene
handelte, wurde durch  Zugabe steigender Mengen an  gesattigter
Ammoniumsulfatldsung (0,75 g/ml) zu 1 ml hoch konzentriertem Zellkultur-Uberstand
und anschlielender Zentrifugation bei 8.000 x g fir 10 Minuten eine sequentielle
Fallung der im Uberstand enthaltenen Proteine durchgefiihrt. Die geféliten Proteine
wurden in 100 pl PBS geldst und in unterschiedlichen Volumina auf APZ beladen. Am
nachsten Tag wurden die autoreaktiven T-Zellen zugegeben. Die Antigenerkennung
der T-Zellen wurde wiederum mittels ELISA bestimmt (Abbildung 13). Hierbei konnte
festgestellt werden, dass die T-Zellen unterschiedliche Autoantigene im LCL-GB-

Uberstand erkannten. Das von den GBW3 T-Zellen erkannte Antigen begann bei ab
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40% Ammoniumsulfat auszufallen, das von den SLE3C T-Zellen erkannte Antigen

bereits bei einer Konzentration von 25%.
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Abbildung 13: Verschiedene autoreaktive CD4" T-Zellen erkennen unterschiedliche Antigene im
Uberstand von LCL-GB

Die Proteine im Uberstand (US) der GB-LCL Zelllinie wurden durch sequentielle Zugabe einer gesattigten
Ammoniumsulfatiésung (0,75 g/ml) in unterschiedliche Fraktionen getrennt und diese einzeln auf APZ
beladen. Die Spezifitat der autoreaktiven T-Zelllinie GBW3 und des SLE3C T-Zellklons wurde mittels IFNy
ELISA nachgewiesen. Das von den GBW3 T-Zellen erkannte Antigen war bei 40% Ammoniumsulfat
ausgefallen, wahrend das vom CD4" T-Zellklon SLE3C erkannte Antigen bereits bei einer
Ammoniumsulfat-Konzentration von 25% ausfiel. Das Ergebnis zeigte, dass diese zwei T-
Zellpopulationen unterschiedliche Antigene erkannten, die beide im Uberstand der LCL-GB vorhanden
waren.
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6.4.4. Zelltyp-spezifische Expression von Autoantigenen

Um zu Uberpriifen, ob das Autontigen im Zellkultur-Uberstand von unterschiedlichen
hamatopoetischen Zelllinien nachgewiesen werden kann, wurde der Zellkultur-
Uberstand von verschiedenen LCL, sowie Hodgkin- und Burkitt-Lymphomzellen
gesammlt und durch Zugabe von 50% Ammoniumsulfat gefallt. Die ausgefallenen
Proteine wurden wiederum auf L428-Zellen beladen um diese anschlieBend mit den
GBW3 T-Zellen zu testen (Abbildung 14A). Das Testergebnis zeigte, dass das
Autoantigen in unterschiedlichem MaRe in fast allen Zelllinien hdmatopoetischen
Ursprungs vorkommt. Eine mdgliche Expression des Antigens in nicht-
hamatopoetischen Zelllinien wurde in dem in Abbildung 14B gezeigten Experiment
untersucht. Die 100-fach aufkonzentrierten und geféllten Zellkultur-Uberstande der
verschiedenen nicht-hamatopoetische Zelllinien wurden auf APZ beladen und die
Erkennung des Autoantigens durch autoreaktive GBW3 T-Zelllinie mittels IFNy ELISA
bestimmt. In diesen Experimenten wurde keine nachweisbare Reaktivitdt gegen
Zellkultur-Uberstdnde von nicht-hdmatopoetischen Zelllinien beobachtet. Dieses
Ergebnis wies darauf hin, dass das Autoantigen nur im Uberstand von
hamatopoetischen Zelllinien vorkam, insbesondere LCL.

Um zu testen, ob sich das Autoantigen auch in den Uberstanden der LCL der Patientin
mit cGvHD sowie in den LCL des Spenders befand, wurden die Uberstande der mini-
LCL-ME, LCL-ME und LCL-SS gesammelt, 100-fach aufkonzentriert und auf APZ
beladen. Eine mdgliche Erkennung der US-gepulsten APZ durch die autoreaktiven
GBW3 T-Zellen wurde Uber die Ausschittung von IFNy im ELISA bestimmt. Wie in
Abbildung 14C zu sehen, erkannten die T-Zellen APZ, die mit diesen Uberstanden

inkubiert worden waren.
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Abbildung 14: Untersuchung der Autoantigen-Expression in hamatopoetischen und nicht-
h@matopoetischen Zelllinien sowie mini-LCL-ME, LCL-ME und LCL-SS

(A) Zur Bestimmung der Gewebeexpression des von den T-Zellen GBW3 erkannten Autoantigens wurde
zu den 100-fach aufkonzentrierten Uberstanden unterschiedlicher Tumorzelllinien das gleiche Volumen
an gesattigter Ammoniumsulfatiésung (0,75 g/ml) zugesetzt, die ausgefallenen Proteine durch
Zentrifugation (30 Minuten, 5.000 x g) gesammelt, der Niederschlag in 100 pl PBS gelést und 30pl davon
auf L428 Zellen beladen. Am nachsten Tag wurden die autoreaktiven GBW3 T-Zellen zugegeben und 20
Stunden spater die IFNy Konzentration im Zelliberstand mittels ELISA bestimmt. Das von den T-Zellen
erkannte Antigen wurde in fast allen Zelllinien hdmatopoetischen Ursprungs in unterschiedlichem MaRe
exprimiert. (B) Die Uberstande von Zelllinien nicht-hdmatopoetischen Ursprungs dagegen enthielten
keine nachweisbaren Mengen des Antigens. (C) Die Uberstédnde von mini-LCL-ME, LCL-ME und LCL-SS
wurden gesammelt, 100-fach aufkonzentriert und auf L428 Zellen beladen. Alle Uberstande enthielten
das von den Autoantigen-spezifischen CD4" T-Zellen GBW3 erkannte Antigen.
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6.4.5. Bestimmung der HLA-Restriktion der T-Zellen

Zur Bestimmung des Restriktionselements der GBW3-T-Zelllinie wurde die DG75
Zelllinie mit verschiedenden HLA-Klasse-ll-Allelen (Tabelle 14) mittels Elektroporation
transfiziert. Einen Tag nach Transfektion wurden die Zellen fiir 24 h mit dem 100-fach
aufkonzentrierten Zellkultur-Uberstand der LCL-GB beladen. Anschlieend wurden die
Zellen far 20 h mit den GBW3 T-Zellen kokultiviert und danach die Menge an IFNy im
Uberstand bestimmt (Abbildung 15). Nur DG75 Zellen, die mit dem HLA-DRB3*0202
Allel transfiziert worden waren, wurden von den T-Zellen erkannt. Da nur etwa 50%
der DG75 Zellen mittels Elektroporation transfiziert worden waren, war das erhaltene

Signal niedriger als bei den L428 Zellen, die alle dieses HLA-Allel exprimieren.
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Abbildung 15: Bestimmung des HLA-Restriktionselements der autoreaktiven GBW3 CD4" T-Zellen
DG75 Zellen wurden mit verschiedenen HLA-Klasse-lI-Expressionsplasmiden transfiziert und am
nachsten Tag mit dem 100-fach aufkonzentrierten Zellkultur-Uberstand der LCL-GB beladen. 24 h spater
wurden GBW3 T-Zellen zugesetzt und nach weiteren 20 h die Menge and IFNy im Uberstand bestimmt.
Da nur mit Uberstand beladene DG75 Zellen, die mit dem HLA-DRB3*0202 Expressionsplasmid
transfiziert worden waren, von den T-Zellen erkannt wurden, stellte dieses HLA-Allel das
Restriktionselement der T-Zellen dar.
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6.4.6. Generierung von Autoantigen-spezifischen CD4" T-Zellklonen

Um zu Uberprifen, ob die T-Zellline GBW3 mehrere autoreaktive Spezifitaten enthielt,
wurde eine Einzelzellklonierung (Abschnitt 5.3.7.) durchgefiihrt. Insgesamt wurden 45
T-Zellklone isoliert, expandiert und ihre Spezifitat mittels IFNy ELISA untersucht. Wie
fir die T-Zelllinie beobachtet, erkannten auch die etablierten T-Zellklone Zielzellen, die
mit US von LCL-GB beladen worden waren. Wie fiir die T-Zellklone GBC510 und
GBF93 beispielhaft dargestellt, zeigten die T-Zellklone ein unterschiedliches
Erkennungsmuster gegenuber verschiedenen Zielzellen. Der T-Zellklon GBC510
erkannte US-beladene L428 und BL2 Zellen, das vom T-Zellklon GBF93 erkannte
Antigen wurde dagegen nur auf L428 prasentiert (Abbildung 16). Dieses Ergebnis
deutete auf eine unterschiedliche Restriktion der T-Zellen und damit womdglich auf die

Erkennung unterschiedlicher Antigene hin.

GBC510 GBF93

. (+) 20pl 100-fach LCL-GB US
08

. (+) 10ul 100-fach LCL-GB US
06l
o5f
04l

03

IFN-gamma (OD 450nm)
]
IFN-gamma (OD 450nm)

01

|

0,0

L428
BL2
L428
BL2
LCL-GB
L428
BL2
L428
BL2
LCL-GB

mini-LCL-ARW3

mini-LCL-GBW3
T-Zellen allein
T-Zellen allein

mini-LCL-GBW3
mini-LCL- ARW3

Abbildung 16: Untersuchung der Antigen-Spezifitat der T-Zellklone

Die Spezifitat der etablierten T-Zellklone wurde mittels IFNy ELISA bestimmt. Zu diesem Zweck wurden
die T-Zellklone sowohl mit US-beladenen, als auch unbeladenen APZ kokultiviert. Wie hier exemplarisch
fir die GBF93 und GBC510 T-Zellklone gezeigt, erkannten alle Klone ein Antigen im Uberstand (US) von
LCL-GB. Im Gegensatz zum GBC510 T-Zellklon erkannte der GBF93 T-Zellklon US-beladene L428, aber

nicht BL2 Zellen. Dies deutete auf ein mogliches Vorhandensein von zweiten Spezifitdten innerhalb der
GBW3 T-Zelllinie hin.
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6.4.7. Untersuchung einer moglichen Erkennung von SNX1 durch die
autoreaktiven T-Zellen

Die Uberstand-Transferexperimente hatten gezeigt, dass die urspringlich als
vermeintlich mHags-spezifisch angesehenen T-Zellen der Patientin in Wirklichkeit ein
Autoantigen erkannten. Da in den serologischen Untersuchungen ebenfalls ein
Autoantigen detektiert worden war, stellte sich die Frage, ob es sich um das gleiche
Antigen handelte. Dazu wurde der komplette offene Leserahmen des SNX1 Gens,
welches in den SEREX-Analysen als Antigen identifiziert worden war, mittels PCR
amplifiziert und in den eukaryotischen Expressionsvektor pCMV-EHis kloniert (siehe
Anhang). Das pCMV-EHis-SNX1-Plasmid wurde in HEK-293T Zellen transfiziert, und
das His-Etikett-tragende, rekombinante Protein mittels Nickel-NTA-Beads aufgereinigt.
Das aufgereinigte SNX1-Protein wurde in verschiedenen Konzentrationen auf LCL-SS
beladen. Am folgenden Tag wurden die autoreaktiven MEF33 T-Zellen zugegeben und
nach 20 Stunden die GM-CSF Konzentration im Zelluberstand mittels ELISA bestimmt
(Abbildung 17). Die SNX1-beladenen APZ wurden von den T-Zellen nicht signifikant
besser erkannt als die unbeladenen Zellen. Somit stellt SNX1 nicht das von diesen T-

Zellen erkannte Antigen dar.
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Abbildung 17: Das serologisch identifizierte Antigen SNX1 ist nicht das von den MEF33 T-Zellen
erkannte Autoantigen

LCL des Patienten und des Spenders wurden fiir 24 Stunden mit unterschiedlichen Mengen an
aufgereinigtem, rekombinanten SNX1 Protein inkubiert. Anschlielend wurden MEF33 T-Zellen zugesetzt
und die Zellen fir 20 Stunden kokultiviert, bevor die GM-CSF Konzentration im Uberstand mittels ELISA
ermittelt wurde. Im Vergleich zu unbeladenen wurden die SNX1-beladenen Zielzellen nicht signifikant
besser von den T-Zellen erkannt. Das SNX1 stellt somit nicht das von den MEF33 T-Zellen erkannte
Autoantigen dar.

6.4.8. Charakterisierung des Autoantigenes

Um die GroRe des von den GBW3 T-Zellen erkannten Autoantigens zu bestimmen,
wurde, wie in Abbildung 18A dargestellt, LCL-GB Uberstand gesammelt, 100-fach
aufkonzentriert, auf drei Dialyse—Saulen der Firma Spectra aufgeteilt und ber Nacht
gegen PBS dialysiert. Die Dialyse-Saulen besallen eine Molekulargewichts-
Ausschlussgrenze (molecular weight cut off, MWCO) von 20 kDa, 50 kDa und 100
kDa. Die drei dialysierten Uberstande wurden auf APZ beladen und eine mogliche
Erkennung durch die T-Zellen Uber die Bestimmung der IFNy-Ausschittung ermittelt
(Abbildung 18B). Nur der urspriingliche, aufkonzentrierte Uberstand sowie der
dialysierte Uberstand aus der Saule mit 20 kDa MWCO wurden von den T-Zellen
erkannt. Das erkannte Antigen konnte demnach die 50 und 100 kDA MWCO
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Dialysemembranen passieren. Das Molekulargewicht des Autoantigens musste somit

zwischen 20 kDa und 50 kDa betragen.
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Abbildung 18: Bestimmung des Molekulargewichts des Autoantigens

(A) Schematische Darstellung des Versuchablaufs. Der aufkonzentrierte Uberstand der LCL-GB wurde
auf drei Dialysesaulen mit den Ausschlussgrenzen 20 kDa, 50 kDa und 100 kDa geladen und tber Nacht
dialysiert. AnschlieBend wurden L428 Zellen mit den dialysierten Uberstéanden beladen und als Zielzellen
fir die GBW3 T-Zellen eingesetzt. Eine mogliche T-Zell-Erkennung wurde mittels ELISA ermittelt. (B)
L428 Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen an unbehandeltem oder dialysiertem Zellkultur-
Uberstand fiir 24 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurden GBW3 T-Zellen zugesetzt und nach 20
Stunden die IFNy Konzentration im Kulturiiberstand mittels ELISA bestimmt. Nur die Dialysemembran mit
20 kDa MWCO war in der Lage, das Antigen zurlickzuhalten. Demnach musste die GroRRe des Antigens
zwischen 20 und 50 kDa liegen.
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7. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Transplantations-
assoziierten CD4" T-Zellantwort in einem Patienten mit cGvHD. Da sich die molekulare
Identifikation MHC-Klasse-lI-restringierter Antigene trotz jlingster methodischer
Fortschritte nach wie vor als sehr aufwandig und ineffizient erweist und grofler Mengen
an in vitro expandierter CD4" T-Zellen bedarf, sollte ein indirekter Nachweis der
Antigene Uber die molekulare Identifikation der Zielstrukturen der humoralen
Immunantwort erfolgen. Diese Strategie basierte auf friiheren Beobachtungen der
eigenen und anderer Arbeitsgruppen die zeigten, dass die Zielstrukturen der
humoralen und zellularen Immunantwort zumindest teilweise Uberlappen (Ayyoub et
al., 2004; Milosevic et al., 2010). Deshalb sollte die Transplantations-assoziierte
Antikorper- und CD4" T-Zellantwort in einem Patienten mit cGvHD parallel untersucht
werden. Der Nachweis einer Transplantations-Assoziation sollte im Falle der
humoralen Immunantwort ber die Untersuchung der IgG-Antikérperantwort vor und
nach Transplantation erfolgen. Eine Seroreaktivitdt gegen Kandidatenantigene sollte
nur nach, aber nicht vor Transplantation oder im Stammzell-Spender nachweisbar
sein. Analog galt die T-Zellerkennung von Zielzellen des Patienten, aber nicht des

Spenders, als Hinweis auf eine Transplantations-assoziierte, zellulare Immunantwort.

7.1. Identifizierung von Transplantations-assoziierten Antigenen im
Kontext chronischer GvHD

mHags sind Peptide polymorpher Proteine des Empfangers, die auf MHC-Molekilen
prasentiert und von Spender-T-Lymphozyten erkannt werden kdnnen (Goulmy, 1997).
Die ersten mHags wurden mittels Antigen-spezifischer T-Zellen, die aus peripherem
Blut nach allogener, hamatopoetischer Stammzelltransplantationen gewonnen wurden,
identifiziert und charakterisiert. Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit wurde auf die

Identifizierung von mHags gelegt, die von CD4" T-Zellen erkannt werden. Daher sollte
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im ersten Teil dieser Arbeit untersucht werden, ob mit Hilfe des SEREX-Verfahrens
mHags effizient identifiziert werden kénnen.

Die SEREX-Methode wurde urspriinglich entwickelt, um die Zielstrukturen der
humoralen Immunantwort in Tumorpatienten molekular zu definieren (Sahin et al.,
1995). Damit wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen zahlreiche Antigene in
Tumorpatienten identifiziert, wie beispielweise BCP-20 im Kolonkarzinom, YB-1 im
Neuroblastom und NY-ESO-1 im Osophaguskarzinom (Shimada et al., 2009; Zheng et
al., 2009; Song et al., 2011). Auch in unserer Arbeitsgruppe gelang mit Hilfe der
SEREX-Methode erstmals die Identifikation von Tumor-assoziierten Antigenen in
padiatrischen Tumorpatienten (Behrends et al., 2002; Behrends et al., 2003) sowie
Transplantations-assoziierten Antigenen nach aHSZT (Milosevic et al., 2010). In der
vorliegenden Arbeit konnten mit Hilfe des SEREX-Verfahrens jedoch keine mHags
identifiziert werden. Bei dem identifizierten Antigen handelte es sich um ein
Autoantigen. Dass humorale Immunantworten gegen verschiedene Autoantigene in
gesunden und Tumorpatienten vorkommen kénnen, ist schon langer bekannt. So
handelt es sich bei einer Vielzahl der in Tumorpatienten mit Hilfe der SEREX-Methode
identifizierten Antigene um Autoantigene (Behrends et al., 2003). Auch in der Arbeit
von Milosevic et al. wurden 15 der 18 identifizierten Antigene als Autoantigene
charakterisiert (2010). Allerdings lag die Anzahl der identifizierten Antigene deutlich
Uber den normalerweise in Tumorpatienten nachgewiesenen Autoantigenen. Diese
Ergebnisse deuteten auf eine besonders hohe Frequenz Autoantigen-spezifischer
Antikdrper im Patienten-Serum nach allogener HSZT hin. Womd&glich kommt es infolge
massiver Gewebeschadigung im Rahmen der Konditionierung zu einer vermehrten
Freisetzung von zelluldren Bestandteilen und zu einem zumindest voriibergehenden
Verlust der Selbsttoleranz durch die Elimination regulatorischer Zellen. Daflr spricht
auch, dass Antikdrper-Antworten gegen 14 der 15 Autoantigene nur 100 Tage nach,
aber nicht vor oder ein Jahr nach Transplantation, detektiert wurden. Immunantworten
gegen die in dieser Arbeit identifizierten Autoantigene waren nicht Transplantations-
assoziiert, denn Antikdrper gegen diese Antigene waren in Spender und Empfanger

bereits vor aHSZT nachweisbar. Wieso in diesem Patienten trotz cGvHD keine
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humoralen Immunantworten gegen mHags detektiert werden konnten, ist momentan
unklar. Eine methodenimmanente Ursache kdnnte in der Expression der Antigene in
Bakterien zu sehen sein. Viele eukaryotische Proteine sind in Bakterien toxisch oder
werden nur in sehr geringen Mengen produziert. Darliber hinaus kénnte die fehlende
posttranslationale Modifikation von Proteinen in Bakterien als mdgliche Ursache
angesehen werden. So erkennen manche Antikdrper sekundare Modifikationen an
Proteinen, wie Glykosylierung, Oxidation, oder Phosphorylierung. In hdéheren
Eukaryoten werden etwa 50-90% aller Proteine posttranslational modifiziert (Doyle &
Mamula, 2001). Da diese in Bakterien aber nicht, oder nur geringflgig stattfinden,
kénnten mHags-spezifische Antikdrper im Patienten-Serum zwar vorhanden sein, aber
nicht die in Bakterien exprimierten Proteine erkennen. Zudem ist die antigene
Determinante mancher Antikdrper konformationsabhangig. Fir die korrekte Faltung
von Proteinen werden oftmals weitere, spezifische Proteine bendétigt, die womdéglich in
Bakterien fehlen. Um solche Antigene zu erfassen, wurden in der jlngeren
Vergangenheit eukaryotische Expressionssysteme und alternative Nachweisverfahren
entwickelt. Dazu zahlen z.B. SEREX in Hefe (Mischo et al., 2003), AMIDA-Technologie
(Rauch et al., 2004) und Expressionsklonierung in Insekten- oder Saugerzellen
(Kyyamova et al., 2006). Da klinisches Material von dem padiatrischen Patienten nur
begrenzt zur Verfligung stand, wurde das Patientenserum nicht wie Ublich 1:100,
sondern 1:300 verdunnt. Friihere Experimente der Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass
Antikérper-Antworten gegen Tumorantigene haufig auch noch nach =>1:1000
Verdinnung des Serums nachweisbar waren. Auch die identifizierten Autoantigene
wurden mit dieser 1:300 Serumverdiinnung problemlos detektiert. Allerdings kann
nicht ausgeschlossen werden, dass in diesem Patienten nur niedrigtitrige IgG-
Immunantworten gegen mHags ausgeldst wurden, die bei dieser Serumverdinnung
nicht mehr nachgewiesen werden konnten. Deshalb sollten zuklnftige
Untersuchungen mit nicht mehr als hundertfach verdinntem Serum durchgeflihrt

werden.
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7.2. Charakterisierung der Transplantations-assoziierten CD4" T-
Zellantwort

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden primare T-Zellen der Patientin nach
aHSZT mit autologen mini-LCL wiederholt in vitro stimuliert. Durch die Verwendung
von mini-LCL als Stimulatorzellen konnte ein Auswachsen von CD4" T-Zellen
spezifisch fur lytische Antigene von EBV verhindert werden. Die Spezifitat der
generierten CD4" T-Zelllinien wurde mittels GM-CSF ELISA bestimmt. Insgesamt
wurden drei CD4" T-Zelllinien aus kryo-konservierten PBMC 1, 2 und 2,5 Jahre nach
Transplantation generiert. Nur die CD4" T-Zelllinie Ill, die aus PBMC 2,5 Jahre nach
Transplantation etabliert worden war, erfillte die Kriterien flir eine mHags-spezifische
T-Zelllinie. Aus dieser Linie wurden deshalb T-Zellklone generiert und weiter
charakterisiert. Initial zeigten einiger dieser Klone ein dhnliches, mHags-spezifisches
Erkennungsmuster wie die Ausgangszelllinie. Nach langerer Kultivierungsdauer
wiesen diese CD4" T-Zellklone jedoch eine veradnderte Reaktivitat gegeniber
Zielzellen auf. So wurden LCL bzw. mini-LCL des Patienten kaum noch, die LCL des
Spenders aber zunehmend von den T-Zellen erkannt. Auch das Erkennungsmuster
allogener LCL veranderte sich, was die Spezifitat dieser T-Zellen weiter in Frage
stellte. Die unterschiedlich starke Erkennung von Zielzellen deutete darauf hin, dass
das erkannte Antigen in den verschiedenen Zelllinien unterschiedlich hoch exprimiert
wurde. Ein ahnliches Antigenerkennungsmuster wurde von der eigenen und anderen
Arbeitsgruppen nach Stimulation von peripheren CD4" T-Zellen gesunder Spender mit
autologen mini-LCL beobachtet (Adhikary et al., 2007; Bhaduri-Mclntosh et al., 2008;
Long et al., 2009). Diese T-Zellen erkannten interessanterweise auch EBV-negative
Zielzellen, wie z.B. EBV-negative Burkitt-Lymphom-Zelllinien, was darauf hinwies,
dass diese CD4" T-Zellen gegen =zelluldre Antigene gerichtet waren. Die
unterschiedliche Erkennung der Zielzellen zu verschiedenen Zeitpunkten konnte

demnach auf einer schwankenden Expression von Autoantigenen in den LCL beruhen.

Das Repertoire an T-Zellrezeptoren (TZR) in einem Individuum umfasst Uber 25

Millionen Spezifitdten (Walker & Abbas, 2002). Diese grofle Zahl an verschiedenen
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TZR soll die Erkennung verschiedener Pathogene bzw. ,fremder Antigene*
sicherstellen. Allerdings besteht dabei die Gefahr, dass manche T-Lymphozyten auch
kérpereigene Peptide erkennen und eigenes Gewebe schadigen. Zwar werden solche
T-Zellen Uber den Prozess der negativen Selektion im Thymus eliminiert (Griesemer et
al., 2010), dennoch kénnen T-Zellen, die gegen Autoantigene gerichtet sind, im
peripheren Blut von gesunden Personen nachgewiesen werden (Filion et al., 1996).
Eine mdgliche Erklarung hierfur kdnnte sein, dass diese Antigene nur in manchen
Geweben, aber nicht oder kaum im Thymus exprimiert werden. T-Zellen, die fir diese
Selbstantigene spezifisch sind, wirden somit dem Prozess der negativen Selektion
entgehen (Akirav et al., 2011).

Um die von den T-Zellen erkannten Antigene naher zu charakterisieren, wurde
zunachst die zellulare Lokalisation bestimmt. Durch Transferexperimente konnte das
Antigen im Kulturiiberstand nachgewiesen werden. Um auszuschlie®en, dass es sich
um eine Komponente des fotalen Kalberserums handelte, das dem Kulturmedium
zugesetzt wurde, wurden die Zielzellen in Medium gehalten, dem anstelle von FCS
humanes Serum zugesetzt worden war. Da auch diese Zielzellen von den T-Zellen
erkannt wurden, war ein FCS-Reaktivitat unwahrscheinlich. Diese Annahme wurde
weiter unterstitzt von der Beobachtung, dass nicht alle Zielzellen, die das
restringierende HLA-Molekll exprimierten, in gleichem Male erkannt wurden. So
wurde beispielsweise die Burkitt Lymphom-Zelllinie BL30 von den JM W3 T-Zellen in
Abbildung 9 sehr gut erkannt, die von dieser Zelllinie abgeleiteten, EBV-positiven
Tochterzelllinien BL30-B95.8 und BL30-P3HR1 jedoch kaum. Somit handelte es sich
um ein Autoantigen, das von den B-Zellen in das Kulturmedium abgegeben wurde. Ob
es sich dabei um ein sezerniertes Protein, oder ein von der Oberflache abgespaltenes
Membranprotein handelt, mussen zukilnftige Experimente zeigen. Sezernierte
Autoantigene wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen identifiziert und
charakterisiert. So wurde beispielsweise ein DNA-bindendes Protein (DEK)
beschrieben (Mor-Vaknin et al., 2006), das von Makrophagen sezeniert wird und als
chemotaktischer Stoff fiir Neutrophile, Natlrlich Killerzellen und CD8" T-Zellen

fungiert. Deshalb sollte zunachst das Gewebeexpressionsmuster des Antigens
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bestimmt werden. Kulturiberstand-Transferexperimente ergaben, dass das
Autoantigen in verschiedenen hamatopoetischen Zelllinien in unterschiedlichem
Ausmald exprimiert wurde. Zelliberstande nicht-hamatopoetischer Zelllinien enthielten
dagegen keine  nachweisbaren Mengen an  Antigen. Ein  ahnliches
Gewebeverteilungsmuster wurde fir das Autoantigen CLIP-170/restin beschrieben,
das mit Hilfe des SEREX-Verfahrens identifiziert worden war. Dieses Autoantigen wird
hauptsachliche auf dendritischen Zellen und aktivierten B-Zellen exprimiert (Sahin et
al.,, 2002). Daruber hinaus wurde auch hier eine Hochregulation in verschiedenen
Tumoren, beispielsweise in Hodgkin-Lymphom-Zellen beschrieben. Diese Daten
stimmen zum Teil mit unseren, zuvor beschriebenen Beobachtungen Uberein. Jedoch
erkannte die autoreaktive CD4" T-Zelllinie GBW3 die Hodgkin-Zelllinie L540 nicht, oder
nur marginal (Abbildung 14A). Auch die Hodgkin-Linie L428 wurde nicht erkannt und
diente aus diesen Grunden auch als APZ in den Kulturiberstand-
Transferexperimenten. Hinzu kommt, dass das von den T-Zellen erkannte Autoantigen
eine Grole von 20-50 kDa aufweist, wohingegen das CLIP-170/restin Protein deutlich
grofer ist. Dass es sich bei dem erkannten Autoantigen um CLIP-170/restin handelt,
ist demnach unwahrscheinlich.

Die Bestimmung der HLA-Restriktionselemente ergab, dass das von den autoreaktiven
GB W3 T-Zellen erkannte Antigen auf HLA-DRB3*0202 prasentiert wird. Dieses HLA-
Molekil steht in Verdacht, mit der Entstehung bestimmter Autoimmunerkrankungen in
Zusammenhang zu stehen. So wird dieses HLA-Allel von allen padiatrischen Patienten
mit Multipler Sklerose exprimiert (Oh et al., 2004). Ob das erkannte Antigen zur
Entstehung oder Verstarkung von Autoimmunreaktionen beitragt, missen zukinftige
Untersuchungen zeigen. Aufschlussreich ware in diesem Zusammenhang eine ndhere
Untersuchung des Vorkommens und der Frequenz von Autoantigen-spezifischen CD4*
T-Zellen in verschiedenen Individuen. Auch weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass
das Antigen in zahlreichen Individuen exprimiert wird. Da bislang eine Expression nur
in transformierten Zelllinien, nicht aber in untransformierten PBMC detektiert wurde,
fuhrt zudem zu der Frage, welche Zellen das Antigen in vivo exprimieren. Eine

Méglichkeit waren EBV-infizierte B-Zellen. In EBV-seropositiven, gesunden Individuen
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ist etwa 1 in 10%-10° B-Zellen latent mit EBV infiziert (Niller et al., 2008). Ob diese
infizierten B-Zellen das Antigen exprimieren und fur die Induktion der Autoantigen-
spezifischen CD4" T-Zellantwort verantwortlich sind, ist momentan noch unklar.

Dass die Infektion mit EBV zur Induktion von Autoantigenen flihren kann, wurde
bereits von Van-Sechel et al. gezeigt. Die Autoren konnten nachweisen, dass die EBV-
Infektion von B-Zellen die Expression von Stressproteinen, wie zum Beispiel o-B-
Crystallin (CYRAB) induzieren kann (van Sechel et al., 1999). Darlber hinaus konnten
sie zeigen, dass Myelin-spezifische CD4" T-Zellen aus Patienten mit Multipler Sklerose
gegen a-B-Crystallin kreuzreagieren. Im Vergleich zu anderen Stressproteinen, wie
den Hitzeschockproteinen hsp27 und hsp60, wird a-B-Crystallin in B-Zellen im nur
nach16837900 einer EBV Infektion exprimiert (van Sechel et al., 1999). Diese
Ergebnisse koénnten darauf hinweisen, dass es sich bei dem von den T-Zellen
erkannten Autoantigen um ein durch EBV induziertes Protein handelt.

Ob EBV tatsachlich an der Induktion Autoantigen-spezifischer CD4" T-Zellantworten
beteiligt ist, ist momentan noch unklar, liee sich aber durch die Untersuchung EBV-
negativer Spender klaren. In diesem Fall sollte die Frequenz solcher T-Zellen in diesen
Personen zumindest deutlich erniedrigt sein. Durch die bislang nur in transformierten
hamatopoetischen Zellen detektierte Expression der Autoantigene stellt sich darlber
hinaus die Frage, ob diese T-Zellen zur Behandlung von hamatopoetischen
Neoplasien von Nutzen sein kénnten. Allerdings muss hierbei bedacht werden, dass
das Antigen wahrscheinlich nicht nur von den Antigen-exprimierenden Zellen
prasentiert wird, sondern auch von Nachbarzellen. Da es sich um ein |8sliches Antigen
handelt, kénnten nicht nur Tumorzellen, sondern auch normale Zellen, die das Antigen
als exogenes Protein aufgenommen und Spaltprodukte auf MHC-Klasse-ll
prasentieren, von den T-Zellen eliminiert werden. Die Folge ware eine Schadigung
normalen Gewebes.

Auch die T-Zelllinie Ill des Patienten und einige der davon abgeleiteten CD4" T-
Zellklone erkannten das Autoantigen im Zellkulturiiberstand der GB-LCL-Zellline.
Diese T-Zellen sind somit nicht mHags- sondern Autoantigen-spezifisch. Ahnlich wie

bei der Charakterisierung der humoralen Immunantwort stellt sich auch hier die Frage,
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wieso keine mHags-spezifischen CD4" T-Zellen etabliert werden konnten.
Madglicherweise war im Vergleich zu autoreaktiven T-Zellen die Frequenz und/oder das
Proliferationspotential mHags-spezifischer T-Zellen niedriger, so dass die Kulturen
zunehmend von autoreaktiven CD4" T-Zellen dominiert wurden. Um erfolgreich
mHags-spezifische T-Zelllinien zu etablieren, ware es demnach wichtig, die
autoreaktiven T-Zellen zu eliminieren oder zumindest zu minimieren. Dies kdnnte zum
Beispiel Uber die Stimulation der T-Zellen mit LCL des Spenders und der Entfernung
reaktiver und damit aktivierter CD4" T-Zellen, etwa mittels FACS oder MACS, erfolgen.
Da die LCL des Spenders Autoantigene aber nicht mHags exprimieren, sollte es
dadurch zu einer Minimierung autoreaktiver CD4" T-Zellen in der Kultur kommen.
Durch die nachfolgende Stimulation der T-Zellen mit LCL des Patienten sollte es
hauptsachlich zu einer Aktivierung und Expansion von mHags-spezifischen T-Zellen
kommen. Wieso das Autoantigen-Expressionsniveau initial in den LCL des Spenders
deutlich unter dem in LCL des Patienten lag und dadurch eine mHags-Reaktivitat der
T-Zellen vorgetauscht wurde, ist noch unklar. Erfahrungsgemals kdénnen sich
Morphologie und Wachstumsverhalten verschiedener LCL in vitro stark unterscheiden.
Auch kann das Wachstum einer LCL Uber die Zeit starken Schwankungen unterliegen,
die nur zum Teil durch Variabilitdten in den Kulturbedingungen erklart werden kénnen.
Da flur das Wachstum von LCL auch eine Mindestzelldichte Voraussetzung ist,
scheinen fur das Wachstum neben viralen auch autokrine Faktoren mitentscheidend
zu sein (Miwa et al., 2000). Inwiefern sich diese Faktoren gegenseitig beeinflussen und
ob mit steigender Kultivierungsdauer weitere genetische und epigenetische
Alterationen die Zellphysiologie einschliellich Genexpression beeinflussen, ist noch
ungeklart. Diese Betrachtungen legen aber nahe, dass die Expression bestimmter
Gene in verschiedenen LCL durchaus starken Schwankungen unterliegen kann. Erste
Versuche der Charakterisierung des Autoantigens ergaben, dass das Autoantigen
wahrscheinlich eine GréRe von 20 bis 50 kDa besitzt. Mit dem angewandten
Isolierungsprotokoll gelang die Aufreinigung des Autoantigens bislang noch nicht. In

weiterfihrenden Untersuchungen wird die molekulare ldentifikation des Antigens mit
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Hilfe massenspektroskopischer Verfahren nach verbesserter GrdlRenfraktionierung

angestrebt.

7.3. Die mogliche Rolle von Autoantigenen in der GvHD-Pathogenese

Im Hinblick auf die Komplexitat der GvHD-Erkrankung gibt es bislang keinen klaren
Zusammenhang zwischen Autoantigenen und der Entwicklung einer GvHD. Eine vor
kurzem verdffentlichte Studie an einem GvHD-Mausmodell besagt, dass nicht-
hamatopoetische Autoantigene an der Entstehung einer schweren GvHD beteiligt sind
(Kim et al.,, 2010). Zudem hat die Studie auch eine Beteiligung von Spender-APZ,
insbesondere von B-Zellen, an der Entstehung einer chronischen GvHD
nachgewiesen, wahrend diese in der Pathogenese der akuten GvHD keine
wesentliche Rolle zu spielen scheinen. Weitere Hinweise auf eine bedeutende Rolle
von Autoimmunreaktionen in der GvHD-Pathogenese lieferte auch die klinische Studie
von Goral et al. (Goral et al., 2002). Dabei wurden 29 Leukdmie-Patienten bis 960
Tage nach aHSZT beobachtet. Diese Untersuchung ergab, dass die meisten Patienten
bis zum neunzigsten Tag nach aHSZT einen erhdhten IgM-Antikérperspiegel gegen
die Hitzeschockproteine hsp70 und hsp90 aufwiesen, wahrend der gesamte IgM-
Spiegel im Ubergang zur chronischen GvHD anstieg. Diese Ergebnisse zeigen, dass
eine humorale Immunantwort gegen Stress-induzierte Autoantigene nach aHSZT
induziert wird. Womoglich kam es aufgrund der temporaren Aufhebung der peripheren
Toleranz im Rahmen der Konditionierung, der Hochregulierung von Stressproteinen
sowie der Ubertragung immunkompetenter autoreaktiver T-Zellen im Transplantat zu
einem temporaren autoimmunen Erkrankungszustand (Zhao et al., 2011). Nach
Rekonstitution der Hdmatopoese und Wiederherstellung der peripheren Toleranz kam
es in den meisten Patienten zum Abklingen autoimmun-bedingter Symptome. In
einigen Fallen kénnte jedoch die temporare Erkrankung in eine chronische Form der
Autoimmunkrankheit Gbergegangen sein und zum Erscheinungsbild der chronischen
GvHD gefiihrt haben (Sostak et al., 2010).

Mit Hilfe der SEREX-Methode wurden in der vorliegenden Arbeit nur IgG

Immunantworten gemessen. Deshalb kdnnen keine Aussagen Uber mogliche IgM
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Antworten gegen Hitzeschockproteine in dem untersuchten Patienten gemacht
werden. Der Nachweis von IgG-Antikorper- und CD4" T-Zell-lmmunantworten gegen
Autoantigene spricht dennoch flir das Auftreten von Autoimmunreaktionen nach
aHSZT in diesem Patienten und implizieren eine entscheidende Rolle von
Autoantigenen in der Entstehung der cGvHD. Da aber GvHD-Erkrankungen nicht nach
syngener HSZT auftreten, missen mHags eine essentielle Rolle in der GvHD-
Entstehung spielen. Ob die Immunantwort gegen Autoantigene somit nur ein
unbedeutendes Nebenprodukt mHags-spezifischer Immunreaktionen darstellt, oder ob
Stress-induzierte Autoimmunreaktionen mHags-spezifische Immunreaktionen erst
auslésen bzw. verstdrken und somit fur die Manifestation der GvHD von
entscheidender Bedeutung sind, mussen zukinftige Untersuchungen zeigen. Die
Beantwortung dieser Fragen sollte nicht nur zum verbesserten Verstandnis der GvHD-
Pathogenese beitragen, sondern langfristig auch neue Ansatze zur Therapie dieser

haufig letal verlaufenden Erkrankung liefern.
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8. Zusammenfassung

Immunologische  AbstoRRungsreaktionen nach  allogener, hamatopoetischer
Stammzelltransplantation (aHSZT) kdnnen zum Erscheinungsbild der Spender-gegen-
Wirt Erkrankung (graft-versus-host disease) fuhren, sind aber auch mit einer
verminderten Tumorruckfallrate assoziiert. Die Zielstrukturen der T-zellvermittelten
AbstoRungsreaktion nach HLA-identischer aHSZT sind
Nebenhistokompatibilitatsantigene (minor histocompatibility —antigens, mHags),
Produkte polymorpher Gene in denen sich Spender und Empfanger unterscheiden.
Von der Kenntnis dieser Antigene werden neue Ansatze zur Vermeidung
unerwiinschter Spender-gegen-Wirt- und zur Verstdrkung erwinschter Spender-
gegen-Tumor-Reaktionen erwartet. Aufgrund fehlender, generischer
Nachweisverfahren wurden allerdings bislang nur wenige mHags identifiziert, die von
CD4" T-Zellen erkannt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte am Beispiel einer Patientin mit chronischer GvHD
untersucht werden, ob die Transplantations-assoziierten humoralen und zellularen
Immunantworten gegen die gleichen oder unterschiedliche Antigene gerichtet sind und
damit, ob CD4" T-Zell-Antigene mit Hilfe serologischer Nachweisverfahren identifiziert
werden kénnen.

Mit Hilfe eines modifizierten SEREX-Verfahrens wurde SNX1 als Zielstruktur der
Antikdrperantwort nach aHSZT identifiziert. Da aber Antikérper gegen SNX1 bereits im
Serum der Patientin vor Transplantation nachweisbar waren, handelte es sich um ein
Transplantations-unabhangiges Autoantigen. Von den CD4" T-Zelllinien, die aus
PBMC nach Transplantation durch wiederholte Stimulation mit Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ) der Patientin vor Transplantation generiert worden
waren, erkannte eine Linie die APZ der Patientin, aber nicht des Spenders. Diese
vermeintliche mHags-Reaktivitat der T-Zellen beruhte allerdings auf der Erkennung

eines Autoantigens im Zellkulturiberstand, dessen Expressionsniveau in
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verschiedenen Zelllinien und Uber die Zeit variierte. Da es sich hierbei nicht um SNX1
handelte, konnte keine Uberlappung zwischen humoraler und zelluldrer Immunantwort
in diesem Patienten mit chronischer GvHD festgestellt werden.

CD4" T-Zellen mit Spezifitat fur extrazellulare Autoantigene wurden nicht nur in dem
Patienten mit GvHD, sondern auch in einem Patienten mit infektioser Mononukleose
sowie in gesunden Spendern nachgewiesen, was auf eine hohe Frequenz und Starke
dieser T-Zellimmunantwort schliefien I&sst.

Die nahere Charakterisierung eines dieser Antigene ergab, dass es im Uberstand
verschiedener hamatopoetischer, aber keiner der getesteten nicht-hadmatopoetischen
Zelllinien vorkam, dass es auf HLA-DRB3*0202 prasentiert wurde und dass es ein
Molekulargewicht von 20-50 kDa besal3. Um die Identitdt des Autoantigens molekular
aufzuklaren, werden momentan Aufreinigungsprotokolle entwickelt. Die Kenntnis
dieses Autoantigens sollte Aufschluss Uber den Ausléser der Immunreaktion gegen
dieses Selbstprotein, das genaue Gewebe-Expressionsmuster und den mdglichen

therapeutischen Nutzen liefern.
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